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ESTUDIU HISTOPATULCGICU DEL EFECTO DE UNA EXOTOYINA HAEMUPHILUS
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Las cuantiosas pérdidas econdmicas ocasionadas por las infecciones respiratorias de
Haemophilus pleuropneumoniae han llevado a realizar a muchos investicadores estu --
dios tendientes a conocer la patogenia y las posibles formas de control de esta en-
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fermedad. Desafortunadamente se conoce todavia poco acerca de ella, po, o cue adn
no ha sido posible elaborar toxoides, vacunas unas atenuadas o bacterinas capaces
de prevenirla totalmente.
Las infecciones por Haemophilus pleuropneumoniae estdn ampiiamente distribuidas y -
han sido reportada~ en diferentes lugares del mundo. Esta enfermedad se presenta --
principalmente en cerdos de 1U a 12 semanas de edad, aunque cualauier edad es sus--
ceptible. se puede presentar en forma aguda {extension f1br1nohemﬂrragaca\ Ta cual
presenta una alta mortalidad que puede 1legar hasta un 100% alquncs casos, ¥y €n
una forma crénica (locatizada y necrozante} nue afecta los naravetrcs productivos -
de los animaies, incrementando ei costo de produccién. En cuanto a la patocenia, se
sabe que el acente penetra por vis aéreay las evidencias sugieren que la enfermedad
ocurre cuando el invasor escapa a los mecanismos de defensa del tracto respiratorio
superior. permitiendo la rwltinlicacion del microorganismo a nivel alveolar. Se ha
sugerido aue Haemophilus pleuropneumoniae es citotoxico para los macréfagos alveola;
res, lo cual podria contribuir al curso rapide y fulminante de la enfermedad. Los -
sobrenadantes del cultivo de la bacteria no solo son toxicos para macrdfagos, sino
que también pueden inducir neumonia localizada la cual es similar microscopicamente
& la causada por 1a bacteria viable.
Por lo anteriormente nenc10n;do, se ha sugerido que la patogenia de tiaemophilus - -
pleuronneumoniae, estd nrobablemente asociada a ta produccion de una exotoxina.
ET objetivo del nresente trabajo es el de evaluar histopatoldgicamente el efecte de
una exotoxina de Haemophilus pleuropneumoniae parcialmente purificada en su capaci-
dad de producir un cuadro de pleuroneumonia fibrinonecrdtica en conejos.
MATERIAL Y METODOS:
- Purificacitn de la exotoxina de Haemophilus nleuropneumoniae.
Ei sobrenadante de una cultivo masivo de & hrs. de Haemophilus pleuropneumoniae
fué concentrado en un sistena de ultrafiltracin (M1 No. UHP-76) a 40°C hasta re
ducir su volumen original (5 Tts.) a un final de 300 ml. Estos se iiefilizaron ¥
se resusoendieron en 60 ml. ¥ se alicuotaron en frascos conteniendo 5 ml. cada
uno, a esta fraccidén se le denoming liofilizado crudo. En cada pasc se determind
ia proteina por el método de Lowry.
Se empaco una colurna de sephadex 6-50 de una Tongitud de 14.5 cm., y un didmetro
aproximado de 1.2 cm. La columna se lavé varias veces con solucion amortiguadora
de fosfatos {pH 7.4) y se determind el volumen de exclusidn con azul de dexirin. I
Las diferentes fracciones eluidas se les determind proteinas por absorbencia a =3
250 rm en el espectrofotdmetro. La pureza de las fracciones fué analizada nor {
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electrofiresis en gel de poliacrilamida-SDS y por electroenfoque analitico.
- Prueba de toxicidad

Se utilizaron conejos california con pesos aproximados entre 250 v 300 g. el lio-

filizado crude y la toxina parc1a1nente purificada se resuspendieron en 5 ml. ¥

se esterilizaron por filtracidn en filtros ”1!11pore de .224u. antes de ser adni-!

nistrados por via intranasal. La distribucién de los arupos experimentales y ias
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dosis administradas se muestran en las tablas 1 y 2.

Unz vez sacrificados los animales se efectud el estudio histonatolégico y se to=

maron muestras nara aislamiento bacteriano. =

RESULTADOS

En el presente trabajo fué pesible purificar y caracterizar una exotoxina de Haemo
philus pleuropneumoniae, la cual nor electroforesis en Gel de poliacrilamida-SDS |
tuvo un peso molecular de 14,000 y nor electroenfoque un nl de 4.2,

ETectrofoque enalitico: :

El liofilizado crudo ¥ la proteina purificada, provocaron en los animales inocula-
dos, los siguientes signos clinicos: Debilidad general, notable disminucidn de cre
cimiento v peso corporal, congestidn de vias resniratorias suneriores, estornudos,
estertoria, en algunos casos.aparicidn de cinosis en nariz, orejas, boca y ufas.
En lesiones macroscdnicas observadas en 1os nulriones de 1os conejos tratados con
el liofilizado crudo, se opservd la presencia de abundantes focos hemorrdgicos y -
zonas de consolidacidn.

Las lesiones macroscdpicas observadas en los conejos tratados con la proteina pur]
ficada, resultaron ser de menor intensidad a las observadas en los an1ma1es trata-]
dos con el liofilizado crudo,

Los conejos aue no fueron tratados con ninquna sustancia (lote No. 1) y los trata
dos con BHI mas 5% de extracto de levadura {lote Mo. 2}, no sresentaron ninguna
a]teraczon macr0"5071ca ni mlcrosCQn]Ca.

Los estudios histopatolagicos de los nulmones de los animales tratados con el Tio-
filizado crudo y con la proteina purificada, mostraron en forma constante y a difef
rencia de los controles, los s1gulentes camb1os que se consideraron 51gn1f1cat1vos:

- En todos los casos fué notorio el incremento de eosingfilos infiltrados en los
septos alveoclares v en acimules perivasculares bronquiales.

- Dtro elemento constante, fué la presencia de grandes células de cwtop]asqa aci
d6filo y nicleos grandes de cromatina clara. Estas células de aspecto "biastod
de, se observaron engrosando los septos y en aclmulos oue aparentemente ocura-
ban las luces alveolares. Por su aspecto, éstas células pueden corresponder a
fibroblastos, considerando cue en algungs ¢asos atarecieron formando cordones
0 con citoplasma estrellado.

- La presencia de mononucleares en la luz vascular y alrededor de los vasos san-
guineos, se observd en diferentes casos, incluso con aparente discontinuidad -
de Ta pared vascular,

- En las zonas de nulmdn con abundantes eosingfilos, no se presentaban o eran es
casas Jas células de tipo fibroblasto antes mencionadas.

~ Proliferacion linfocitica perivascular y neribronquial con presencia de 1info-
blastos, en dos de los casos, fratados con el liofilizado crude.

Los cambios sefialados anteriormente fueron mis notables en Tos animales tratados -
con el liofilizado crudo, oue en los tratados con la proteina purificada.

En general, las zonas afectadas mostraron marcado colapso v engrosamiento de sep-
tos alveolares. Ubservandose en tres de las muestras la presencia de focos hemorrd
gices.

Los aislamientos bacterianos realizades a partir de los pulmones lesionados, sélo
detectaron la presencia de Bacillus, spp.

DISCUSION: ;

Los esperimentos renortados nor Rosendal y colaboradores en el afo de 1230, en log
cuales se demostro, aue el sobrenadante de cultivo de H. pleuronneumeniae bere det
bacterias, era capaz de nroducir neurmnia, similar m}croscoalcanente a la causada
en cerdos infectados exper1nentalmente con la bacteria viable v.los resultiados de
Bendixen y colaboraderes en 1981, en los que se demostrd también la toxicidad de
los sobrenadantes de cultivo de la bacteria nara macrdfagos alveoiares de pulmdn -
de cerdo, sirvieron como evidencias para suponer que H. nleurorneunon1ae es capaz
de excretar sustancias tdxicas {exot0x1nas}, resuonsaETes de los efectos observa
dos por los investicadores antes mencionados. :




la toxicidad de la exotoxina en su forma cruda y nurificada, <cu=dd demostrada con
1a prueba final de toxicidad. En esta nrueba, se cbseryaren mayores lecicnes ma --
croscdnicas y microscopicas en los conejos inoculados con el liofilizadc crudo, he
cho que nos hace pensar cue el método de purificacion no se efectud adecuadarente,
o bien , que hubo una disminucidn de la actividad toxica de dicha sustancia, al --
ser separada del extracto crudo,

La oresencia de eosinofilos revelada en los estudios histonatoldaicns de los -ulmo
nes afectados, puede interpretarse comoc parte de un posible fendmeno aléraico, in-
ducido sor la toxina, o bien, oor algin elemento contaminente.

Las céluias blastoides que han sido interaretadas coro fibroolastos, tueden corres
ponder 2 las formas previas de las céluias modificadas cue se chservan sn los pul-]
mones neumonicos de cerdos afectados nor H. nleura—neuwaoniae, o bien, ser la modi-
ficacidn correspondiente en conejos. Con menos nrobabilidad, “ebe considerarse la
posibiiidad de que se trate de macrdfagos o células epiteliales, aunque esta nosi-
bilidad no debe descartarse totalmente. Estas observaciones, permiten suzoner al--
gin efecto del liofilizado crude y purificado sobre tas células, aue induio su ---
transformacién.

Las lesiones vasculares: trombosis, hemorrdgias gue se presentan en los pulmones -
neumdnicos de cerdos afectados por la bacteria, ne fueron observados en lgs cone -
jos tratados con la exotoxina {cruda v nurificada)}, sero los cambios cbservados en
alqunos de los vasos sanquineos de los conejos lesiocnados, podrian ser i -redrbu-
lo a estos cambios. Sin embargo, debe recordarse cue la trombosis ha sido asociada
2 la =ndotoxina de 1a bacteria. :

El infiltrado de mononucleares nerivascular, observado en los conejos tratades con
la exotoxina, es un elemento también presente en los cerdos afectados cor haemonhij
losis.
Por lo anteriormente dicho, es evidente que las lesiones encontradas en estos congj
jos, no indican una neumonia fibrinonecrética como 1a observada por Rosendal v cn-
laboradores en 1981, esto puede deberse a aue el modelo experimental fué diferente
y el conejo puede estar dando una resnuesta distinta a la del cerdo. Ademds, las -
lesiones descritas en los conejos, sugieren un efecto presumblemente téxico y de
mayor esnecificidad cue el observado por el investigador antes mencignado, quien
utilizo =1 sobrenadante de cultivo cospleto, el cual probabierente contenian entre
otras cosas, endotoxina, resultante de ia iisis bacteriana.
El no haber observado polimorfonucleares en los pulmones afectades. sugiere que lag
lesiones observadas no pueden ser atribuidas a contaminantes bacterianos. Este he
cho quedd reforzado por el resultado de los aislamientos bacterianos de los pulmo
nes lesionados, en los cuales no se encontrd ninglin microorganismo que nudiera es-
tar asociado a las lesiones encontradas.
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é- TABLA 1. DISTRIBUCION DE LOS CONEJUS UTTLIZAUOS EN LA PRUEBA FINAL
UE TOXICIDAD.

E LOTE No. CONEJU No. PESD SUSTANC LA ViA Dt
= APROX1MADO ADMINISTRADA ADMINISTRACION
? 1 250 g. - ' S
_ 1 z : 300 g. - -
e 3 350 g. - =
4 250 g.  BHI mis 5% de Intranasal
= extracto de
| levadura :
E wring 5 300 g. BHI mas 5% de Intranasal
extracto de
: ievadura
o e 350 g. BHI mds 5% de Intranasal
extracto de
tevadura
: 7 250 g. Liofilizado intranasal
= crude
3 8 : 300 g. Liofilizado Intranasal
crudo
T 9 350 g. Liofilizado Intranasal
= crudo
% 10 300 g. Proteina Intranasal
4 purificada
e 300 gq. Proteina Intranasal
purificada :

TABLA 2. CALENDARIU DE INOCULACION Y DOSIS ADMINISTRADAS
{ml/dia}, POR LOTE DE CONEJOS.

DIA LOTE No. =5 2 3 4
1 ' e I0a. oar Lok
2 == EhE e nE s v
3 - Toml. - L.0-m— 1.0-nk
4 - 1.0 ml. 1.0 mi. 1.0 mi.
5 - 4.5 ml. 6.5 ml. 0.5 ml.
6 - 0.5 mi. g.5 ml. 0.5 ml.
7 - ¢.5ml.: 0.5ml. 0.5 mi.
8 = = = =
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{*) dia de sacrificio de todos los animales




