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RESUMEN

El presente estudio compar0 diferentes medios de cultivo para la produccion de
leucotoxina a partir de M. haemolytica, encontrandose que aquellos medios de cultivo
enriquecidos con un complejo de vitamina B y Hierro tienen la mayor produccion de
leucotoxina, ya que sus areas bajo la curva para el medio de cultivo 5 es de 6 billones de
unidades de area, su tiempo de generacion es de 0.35 horas para poder generar 28.40
generaciones en las 10 horas de la cinética bacteriana y para el caso del medio de cultivo
2 tiene en su formulacion TPB, Hierro y Tiamina es por ello que el area bajo la curva es
de 8 billones de unidades de area expresando un tiempo de generacién de 0.37 horas para

generar 27.19 generaciones en todo el transcurso de la cinética bacteriana.

Los inmundgenos a base de bacterias vivas de cultivos de 10 horas son los que han dado
resultados mas eficientes. Se argumenta que este tipo de agentes bioldgicos son eficaces,
porque los cultivos jovenes producen méas material inmunogénico (material capsular,
leucotoxina y otros antigenos no muy bien definidos) (Moore, 2005). Es por ello que los
medios de cultivo 2 y 5 en el Ecuador son eficientes a escala industrial para generar la

leucotoxina.

La presencia de leucotoxina fue evidenciada en los ratones de laboratorio Mus musculus,
machos de un peso promedio de 28 g, a los cuales se les administro por via intraperitoneal
1 ml del sobrenadante filtrado del medio de cultivo (1mL/28g) que les produjo la muerte
a los ratones, ademas, se les practico la necropsia para poder reconocer el dafio a nivel de
los 6rganos internos. Los drganos diana de la leucotoxina de M. haemolytica son los

pulmones, generandoles un hinchamiento y cambio la coloracion normal de cada érgano.

El presente estudio se realiz6 con el auspicio de la empresa JAMES BROWN PHARMA
del Ecuador donde se probara un medio de cultivo de buen rendimiento y mejorando la

eficacia para producir a nivel industrial leucotoxina a partir de M. haemolytica.

Palabras claves: Mannheimia haemolytica, Mus musculus, leucotoxina.



ABSTRACT

This study compared different culture media for production of leukotoxin from M.
haemolytica, finding that those culture media enriched with vitamin B complex and iron
have the greatest leukotoxin production, as their areas under the curve for the culture
medium 5 is 6 trillion area units, generation time is 0.35 hours to produce 28.40
generations in 10 hours of bacterial kinetics and for the case of culture medium 2 has in
its formulation TPB, Iron and Thiamine is why the area under the curve is 8 billion of
area units expressing a generation time of 0.37 hours to generate 27.19 generations

throughout the course of bacterial kinetics.

The immunogens based on live bacteria cultures 10 hours are those who have given more
efficient results. It is argued that this type of biological agents are effective because young
crops produce more material immunogenic (capsular material, leukotoxin and other
poorly defined antigens) (Moore, 2005). That is why the culture media 2 and 5 in Ecuador
are efficient industrial scale to produce leukotoxin.

The presence of leukotoxin was evidenced in laboratory rodents Mus musculus males
with a mean weight of 28 g, to which they were administered via intraperitoneal 1 ml of
filtered supernatant from the culture medium (1 mL / 28g) that produced the Death mice
also were necropsied to recognize the damage level of internal organs. The target organs
of M. haemolytica leukotoxin are the lungs, generating swelling and change the normal

color of each organ.

This study was conducted under the auspices of the company PHARMA JAMES
BROWN of Ecuador where a culture medium were proved good performance and
improving efficiency to produce leukotoxin industrially from M. haemolytica.

Keywords: Mannheimia haemolytica, Mus musculus, leukotoxin.



INTRODUCCION

En la neumonia bovina de origen multifactorial, los agentes infecciosos productores de la
neumonia, el bovino y el entorno en que este se encuentra se hallan intimamente
relacionados. Es una enfermedad infecciosa y contagiosa, de estado agudo a crénico, que
evoluciona por la invasion bacteriana secundaria. Las caracteristicas anatomicas de los
bovinos: pulmones chicos para su tamafio corporal, y las lesiones irrecuperables del
corazon, hacen que la neumonia comprometa el futuro productivo de los animales y de

su vida.

La tecnologia de la vacunacion no ha cambiado desde hace varios afios. Sin embargo, con
la llegada de la biotecnologia y la comprension de factores de virulencia de agentes
infecciosos, combinado con el conocimiento de la respuesta inmune, se ha creado una
revolucién en el numero de nuevos agentes que pueden ser controlados potencialmente
por inmunizacién. Los avances en biologia molecular, bioquimica, inmunologia y areas
afines han producido el desarrollo de muchas nuevas vacunas, asi como la mejora de las
que ya existen. La disponibilidad creciente de estos inmundgenos, esta proporcionando
la oportunidad para prevenir enfermedades infecciosas serias en grupos de edad diferentes

y de reducir la mortandad.

El desarrollo de los métodos contra la neumonia bovina trae importantes beneficios no
solo para los agricultores, al extender la poblacion viva de ganado y, por ende, sus
ingresos econémicos sino, sobre todo, atiende a la necesidad de garantizar la soberania

alimentaria, elemento de gran interés en la politica ecuatoriana actual.

Las vacunas contra la enfermedad se desarrollan de la generacién de leucotoxina a través
de Mannheimia haemolytica. Por lo que es un aporte importante el desarrollo de técnicas

que mejoren la productividad tanto de la bacteria como de la leucotoxina.

La presente investigacion desarrolla medios de cultivo eficaces para la produccion de M.
haemolytica con las condiciones nutricionales adecuadas para la generacion de
leucotoxina, bajo la supervision del Area de Bioldgicos de JAMES BROWN PHARMA
del Ecuador, empresa farmacéutica dedicada a la elaboracion de productos veterinarios

y humanos de alta calidad.



CAPITULO 1

1.1. Justificacion

Con el presente trabajo, se busca generar un importante aporte en el &mbito tedrico y
préactico lo que justifica su realizacion, es por ello que la neumonia bovina tiene una
importancia econdmica muy alta por varias razones: pérdidas por mortalidad alta en
animales menores aun afio de vida, el alto costo de los tratamientos de medicamentos,
aumento en la mano de obra de las personas que manejan al ganado delicado y sano. Los
animales enfermos que logran sanar queda disminuida su capacidad productora por lo que

hay que prevenir la enfermedad (Casella., 2005).

Por lo antes sefialado, es importante generar mejores vias para la producciéon de
leucotoxina, con el fin de reducir usos de recursos para su produccion. En este sentido el
presente trabajo se justifica por el beneficio que presenta a las compafiias que desarrollan
estas leucotoxinas ya que se constituirad en un ahorro que se replicara posteriormente en

los posibles clientes y beneficiarios de estos elementos.

La concentracion Optima de los nutrientes de un medio de cultivo depende de la
composicion celular de los microorganismos, es decir de la demanda de cada uno de los
elementos necesarios para sintetizar sus estructuras; asi, para encontrar un balance
adecuado entre lo requerido para formar biomasa, teniendo en cuenta factores enzimaticos
y fuentes de energia, es necesario contar con fuentes nutricionales adecuadas y asi estimar
la formulacién que genere una mayor produccién de biomasa (Ambagala, Ambagala,
Deshpande, Kehrli, & Srikumaran., 2002, pags. 5058-5064) Asi mismo, las condiciones
de cultivo tales como el pH, concentracién de oxigeno, temperatura y conductividad
eléctrica, influyen fuertemente en la productividad de biomasa; sin embargo, unos de los
parametros mas influyentes son la disponibilidad y concentracion de nutrientes, ya que
determinan la maxima cantidad de biomasa que puede ser producida (Kumar, Trivedi, &
Pandey., 2003, pags. 1-9, 93-116).

El presente estudio se fundamenta en el beneficio social que conlleva el mejoramiento de
las condiciones de produccion pecuaria, lo que se relaciona con el mandato constitucional
y el Plan Nacional para el Buen Vivir 2013 — 2017, que establecen la soberania

alimentaria como obligacion principal del Estado(Constitucién de la Republica, 2008).



Finalmente, la realizacion de este estudio cumple lo sefialado por la legislacion de

educacidn superior vigente y los estatutos de la Universidad Politécnica Salesiana
1.2.0Dbjetivos:

A continuacion se presentan las metas que se plantearon al inicio de este estudio que

orientaron el proceso.
1.2.1. General

Desarrollar un medio de cultivo para optimizar la produccion de leucotoxina a partir de

Mannheimia haemolytica.
1.2.2. Especificos

- Formular y aplicar diferentes medios de cultivo para la produccién de leucotoxina
a partir de Mannheimia haemolytica.

- Seleccionar los medios de cultivo eficientes, en la generacion de leucotoxina.

- Relacionar la cinética de crecimiento bacteriana con la produccion de la
leucotoxina.

- Reconocer el dafio a nivel de los 6rganos en los ratones de laboratorio inoculados

con la toxina.



CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1. Desarrollo de medios de cultivo

Un medio de cultivo es una solucién acuosa de diferentes compuestos, que contiene todos
los elementos indispensables que requieren los microorganismos para crecer,
generalmente las bacterias son sembradas en medios liquidos o solidificados con agar
para su propagacion o conservacion, asi como para estudiar sus caracteristicas de
crecimiento es importante recordar que la siembra de los microorganismos en los medios
de cultivo, se debe realizar en un area aséptica, en una camara de flujo laminar para evitar

contaminaciones (Ospina, Castafio, & Zapata., 2011, pags. 15-21).

Al estudiar a los microorganismos previamente se les debe dar las condiciones de
desarrollo en un laboratorio, porque asi se puede evidenciar la presencia de 1os mismos
ya que al ser sembrados en los medios de cultivo estos permiten caracterizar su
crecimiento, encontrando sus actividades metabdlicas. Dentro de los microorganismos
existen las bacterias, estas son cultivables en medios de cultivo artificiales de laboratorio
de tal forma que el medio de cultivo le proporciona los elementos necesarios para su

crecimiento y multiplicacion. (Pérez & Peris, 2002, pags. 3-4).
2.1.1. Clasificacion de los medios de cultivo
2.1.1.1. Segun su origen

Naturales: son medios en los cuales sus componentes tanto organicos como inorganicos
se encuentran de forma natural y su preparacion es artesanal, es por ello que son muy
poco utilizados en la bacteriologia especialmente. Como ejemplo de estos medios se
tiene: leche en todas sus presentaciones, huevo entero, papas y el suero sanguineo disuelto

en una relacion de 1:4 de agua destilada estéril (Pérez & Peris, 2002, pags. 10-11).

Semisintéticos: Son medios generalmente conformados por dos partes: una parte de estos
medios estd constituida por componentes naturales como los extractos de: levadura,
malta, patata, sangre, leche y otros y la otra parte contiene componentes sintéticos o

quimicamente definidos para dicho crecimiento bacteriano (Pérez & Peris, 2002, pag. 11).



Sintéticos: Son los medios de cultivo preparados comercialmente, todos y cada uno de
sus componentes son conocidos de acuerdo con la utilidad de cada medio y el desarrollo
microbiano deseado, se adicionaran sustancias especiales, se obtiene en el comercio en
forma de polvo o granular. Son los mas utilizados en bacteriologia porque sirven para:
aislamiento, identificacion, crecimiento, determinacion, ensayo y mantenimiento. En
general estos medios presentan una complejidad muy variable de elementos segun el
microorganismo que se desea cultivar o estudiar (Ospina, Castafio, & Zapata., 2011, pags.
11-13).

Medios complejos: Estos medios son muy complejos en su elaboracién ya que se parte
de tejidos animales y raramente de vegetales, es por ello que estos medios se encuentran
casi descontinuado su uso. La composicion de un medio complejo no es rigurosamente
constante ni claramente definida ya que las materias primas de estos medios suelen ser la

carne de algun musculo y el tejido de: higado o corazén (Pérez & Peris, 2002, pag. 12).
2.1.1.2. Segin su composicion

Enriquecidos: Ciertos microorganismos requieren para su crecimiento y desarrollo
nutrientes especiales e indispensables para su metabolismo. Estos medios se enriquecen
mediante la adicidén de sustancias tales como suero, sangre, vitaminas, leche, huevos y
elementos quimicos en general. Que facilitan el crecimiento del microorganismo
nutricionalmente exigente lo que permite aislar el microorganismo o el producto del

mismo que se esta buscando (Pérez & Peris, 2002, pag. 10).

Medios selectivos: Estos medios poseen en su formulacion algin tipo de compuesto que
solo permitira el desarrollo de ciertos microorganismos de interés e impedira el desarrollo
de otros, permitiendo asi la seleccion en el tipo de microorganismo que si puede crecer
(Ospina, Castafio, & Zapata., 2011, pags. 23-25).

Medios diferenciales: son aquellos que en su formulacién poseen un componente que
impide el desarrollo de ciertos microorganismos, sin embargo posee sustancias que
pueden o no ser utilizadas por los microorganismos generando asi una informacion
suplementaria y especifica de cada microorganismo y es por ello que se los denomina
medios de cultivo diferenciales (Pérez & Peris, 2002, pag. 10). Es decir buscan

seleccionar el crecimiento de un microorganismo sobre determinado medio, de esta



manera se puede conocer el microbio que se desarrolld. Son medios de cultivo que en su
composicion presentan un componente o componentes que: primero impedird el
crecimiento de algun tipo de microorganismo y segundo: la seleccion del tipo de

microorganismo que si se desea obtener (Ospina, Castafio, & Zapata., 2011, pags. 24-25).
2.1.2. Propiedades de los medios de cultivo
2.1.2.1. Fertilidad

La fertilidad de un determinado medio de cultivo se basa en tener biodisponibles todos
los nutrientes necesarios para que el microorganismo de interés logre desarrollarse
después de ser sembrado. No todos los microorganismos exigen los mismos nutrientes en
su desarrollo por lo tanto cada medio de cultivo debe llevar incorporados los elementos
esenciales que garanticen el desarrollo del microorganismo que se busca. No todas las
bacterias son capaces de desarrollarse sobre medios de cultivo donde se encuentran
cubiertas las necesidades elementales, existen bacterias que aun asi no crecen en tales
medios o si lo hacen es muy lentamente. Dichas bacterias necesitan un factor o nutrientes
especificos para su metabolismo muy exigente ya que como ellas solas no las pueden
producir deben estar presentes en el medio de cultivo estos elementos para que la bacteria

se desarrolle y genere el producto que se desea (Pérez & Peris, 2002).
2.1.2.2. pH

Los microorganismos en especial los llamados fastidiosos exigen en su crecimiento
Optimo rangos estrechos de pH, la mayor parte de los patdgenos requiere un pH cercano
a la neutralidad 6.8 a 7.2. Existen sustancias que van a estabilizar el pH del medio
conocidas como buffers o tampones proporcionando al medio un pH estable y adecuado
que facilite el crecimiento microbiano (Ospina, Castafio, & Zapata., 2011, pag. 11).

2.1.2.3. Transparencia

La transparencia del medio de cultivo indica la calidad excelente que debe presentar el
medio que se va a utilizar y es sinénimo de esterilidad, la turbidez de un medio de cultivo
nos indica crecimiento bacteriano, ya sea de contaminacion antes de iniciar la siembra o
de crecimiento bacteriano después de sembrada la bacteria (Ospina, Castafio, & Zapata.,
2011, pag. 12).



La esterilidad de un medio de cultivo se determina mediante la no aparicion de
contaminantes sean estos microorganismos o algun agente diferente como solidos no
disueltos o impurezas al momento de preparar el medio. Los medios de cultivo antes de
utilizarse deben haber sido sometidos a controles de esterilidad de 1 a 2 dias antes se los
debe incubar a 37 °C. La presencia de algun microorganismo no deseado en un medio

determinado es causa de eliminacion inmediata (Pérez & Peris, 2002).
2.1.3. Constituyentes habituales de los medios de cultivo
2.1.3.1. Agua

El agua que se va a usar debe ser destilada o desionizada, estéril y libre de inhibidores del
crecimiento. Se debe considerar un grado de humedad del medio ya que corresponde a la
cantidad de agua que va a necesitar la bacteria para su crecimiento, en general, cualquier
medio de cultivo sea solido o liquido requiere una cierta porcion de agua(Pérez & Peris,
2002) para disolver los nutrientes que estos contienen y estén disponible para la bacteria

en su desarrollo.
2.1.3.2. Extractos

Los extractos son preparados deshidratados son frecuentemente empleados en la
confeccion de medios de cultivo, en el caso del extracto de levadura provee de vitamina
K, nitrogeno y carbono. Estos extractos son una fuente energética necesaria para el
metabolismo microbiano ya que aportan nitrégeno necesario para formar proteinas

péptidos o aminoacidos (Pérez & Peris, 2002).
2.1.3.3. Sistemas amortiguadores

Las sustancias amortiguadoras o sistemas amortiguadores son incorporados al medio de
cultivo para mantener el pH dentro del rango éptimo del crecimiento bacteriano. Los
microorganismos mas comunes son neutréfilos es decir el pH dptimo para su crecimiento
esta proximo a la neutralidad y sales como fosfatos bisddicos o bipotasicos o sustancias

como como las peptonas previenen un cambio del pH (Ospina, Castafio, & Zapata., 2011).

2.2. Contaje en camara de Neubauer



En Biologia Celular es comun el encontrarse con la necesidad de conocer el nimero de
células presentes en un volumen dado; por ejemplo, cuando se realizan cultivos celulares
se precisa saber cuantas células se encuentran en un momento con respecto al nimero de
células que inicialmente se sembraron. En tales casos se requiere de un instrumento que
permita contar directamente o bien, calcular la concentracion celular en un medio. Para
resolver el problema de conteo celular, se ha optado, en algunos casos, por calibrar
sistemas espectrofotométricos, cuyo fundamento se basa en las propiedades de absorcién
de la luz por parte de las células; sin embargo tales sistemas son poco exactos y los
resultados que se obtienen son dificiles de repetir. Una alternativa a este problema es el
contar directamente el nimero de células presentes en un volumen conocido. Esto puede
resultar un gran trabajo considerando el tamafio de algunas células, sin embargo, la
camara de Neubauer permite contar células de distintos tamafios de manera muy préactica
(figura 4). Camara de Neubauer (izquierda) y esquema de la cuadricula utilizada para el

recuento de células (derecha) (Pietrasanta & Bilderling., 2015).

La camara de Neubauer tiene la apariencia de un portaobjetos grueso; en una cara tiene
una placa muy delgada de metal grabada con dos cuadriculas muy finas de medidas
definidas (figura 4) y separadas una de otra por una ranura. El fondo de la camara del
campo central es usualmente 0,1 mm maés bajo (= profundidad camara) que ambos
campos adyacentes. Entre campo central el cubreobjetos que se coloca sobre la misma
existe por tanto una ranura de 0,1 mm. La limitacion lateral del volumen a contar se
establece mediante la cuadricula de recuento. De esta manera, es posible conocer el
volumen de muestra celular que se coloca en la camara, y sélo es necesario contar el
namero de células presentes en ese volumen. La concentracion de la suspension de células
estara dada entonces por la cantidad de células contadas sobre el volumen de la cuadricula

(superficie contada * profundidad de la cAmara). (Pietrasanta & Bilderling., 2015).
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2.3. Curva de crecimiento

El desarrollo de un microorganismo especifico se lo representa graficamente a través de

una curva de crecimiento. Si se introduce un microorganismo en un medio nutritivo que



haga posible su desarrollo, el cultivo sembrado pasara a través de una serie de estadios.
La curva de crecimiento puede dividirse en las siguientes fases: latencia exponencial
estacionaria y muerte (figura 1)(Walker & Gingold., 2009, pags. 1-2). El estudio de la
cinética de un cultivo continuo revela si el cultivo favorece la propagacion del

microorganismo (Walker & Gingold., 2009, pag. 13).

Fases de crecimiento

Latencia Exponencial Estacionaria Muerte
i — ._]. -4

i
]
|
|

Turbidez
(densidad éplica)

|

=)

=)

8
Densidad dptica

Log,, de organismos viables/ml

Tiempo ——

Figura 1. Curva de crecimiento identificando todas las fases de desarrollo de los microorganismos
sembrados en un medio de cultivo

Elaborado por: (Madigan, Martingo, & Parker., Biologia de los Microorganismos, 2004, pag. 325)

2.3.1. Fase latencia

Se define a esta fase en el momento en que una poblacién microbiana se inocula en un
medio fresco, aqui no ocurre crecimiento inmediatamente, sino después de cierto tiempo.
En el periodo, donde no se produce crecimiento, se designa como fase de latencia que
puede ser considerada también como una etapa de adaptacion (Ospina, Castafio, &
Zapata., 2011, pags. 25-27).

2.3.2. Fase exponencial

Esta fase ocurre cuando una célula se divide en 2 y estas en otras 2 y asi sucesivamente,
tras un intervalo de tiempo durante el cual la tasa de crecimiento celular se incrementa
gradualmente, las células crecen con una velocidad constante, periodo denominado fase
logaritmica o exponencial, las velocidades de crecimiento exponencial pueden variar

dependiendo de las condiciones ambientales: temperatura, pH, dextrosa (7g/L),
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composicion del medio de cultivo y caracteristicas genéticas del microorganismo (Walker
& Gingold., 2009, pags. 2-3).

2.3.3. Fase estacionaria:

La fase estacionaria es un periodo de la curva de crecimiento en la cual se ha consumido
los nutrientes del medio de cultivo, se acumulan los productos téxicos y la tasa de
crecimiento celular eventualmente cesa. En un cultivo donde no se renueva el medio, el
crecimiento exponencial no puede ocurrir indefinidamente ya que un nutriente esencial
del medio se acaba o algun producto de desecho se acumula en el medio (Ospina, Castafio,
& Zapata., 2011, pag. 24).

2.3.4. Fase de muerte

Después de que la poblacidon alcance la fase estacionaria, las células deben permanecer
vivas y metabdlicamente activas pero también deben morir en algunos casos, la muerte

va acompafiada de lisis celular (Ospina, Castafio, & Zapata., 2011, pag. 26).
2.4. Matematica del crecimiento exponencial

Cuando se inocula una bacteria en un medio y ha transcurrido el tiempo de generacion
de este microorganismo, se forman dos células; después de otra generacion se forman
cuatro células; posterior de la tercera generacion ocho células. Es decir en cada
generacion sucesiva se duplica la poblacion. La relacion que existe entre el nimero de
células y las generaciones de un cultivo crece en forma exponencial(Tortora, Funke, &
Case, 2007, pags. 33-35).

Para tener una correcta interpretacion de la matematica del crecimiento bacteriano se
deben emplear métodos de contaje celular por medio de la camara de Neubauer esto nos
permitird vincular los datos crudos obtenidos en una investigacion con la ciencia que la
determina. (Prescott, 2008, pags. 320-410)

Dicha matematica esta fundamentada con la variacion del numero de células y el volumen

del cultivo. (Godia & Lopez., 2000)Desarrolla la siguiente formula:

Ecuacion 1. Ng=1,44(In (V)+In(N)-In (No))
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Donde Ng es el niamero de generaciones, V el volumen del cultivo, N namero final de
UFC y No namero inicial de UFC. Ademas el tiempo que requiere la bacteria para
duplicar su nimero es conocido como el tiempo de generacion y se describe de la
siguiente forma:

At

Ecuacion 2. Tg:m

In (2), lo cual puede escribirse como, Tg::—;

Donde Tg es el tiempo de generacidn, t representa el tiempo del ensayo o del cultivo.

Ecuacion 3. In(N) = In(No) + ut

Donde u es la tasa especifica de crecimiento.

Al desarrollar esta matematica se podra manejar correctamente los datos recabados de

cada una de las cinéticas de crecimiento.
2.4.1. Area bajo la curva

La ecuacion de Wagner y Nelson esta basada en el calculo de las &reas bajo la curva de
absorcion, es decir, aquella area delimitada por el grafico obtenida al representar la
concentracion plasmatica en funcion del tiempo. En los estudios de biodisponibilidad es
importante determinar exactamente estas areas ya que, en virtud de la ley de Dost, que
dice: "larelacion del area bajo la curva deconcentracion sanguinea en funcién del tiempo,
luego de una administracion oral, y la que se obtiene después de una inyeccion
intravenosa de la misma dosis del f&rmaco es una medida de la absorcion del farmaco

administrado”.
Para la determinacion del area bajo la curva pueden utilizarse varios métodos:

i) Los niveles sanguineos o plasmaticos se representan en funcion del tiempo en papel

milimétrico. Las curvas se cortan y se pesan en balanza analitica.

i) Se determina mediante un planimetro, el area de las curvas dibujadas en papel

milimétrico.

iii) EI metodo de la "regla trapezoidal: la curva se divide en secciones que se aproximan
a trapecios en su forma (Fig. 2) y se calcula el area de cada una de ellas mediante la

formula siguiente:
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Area bajo la curva
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f£rea del trapecio = _]“_y.’.(xa - x3)
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Figura 2. Calculo del area bajo la curva por el método de los trapecios

Fuente: (Universidad de Chile, 2015).

2.5. Mannheimia haemolytica

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica es una bacteria relacionada a enfermedades
respiratorias; el como se desarrolle la enfermedad dependera de la capacidad de las cepas
y del huésped. La bacteria se encuentra naturalmente en el tracto respiratorio del ganado
bovino sano, cuando se propaga en la parte superior de este tracto se convierte en un
agente patdgeno, si el huésped esta inmunosuprimido, este afecta a los mecanismos de
defensa permitiendo que la bacteria se propague muy rapido y logre penetrar a los
pulmones en el transcurso dela inhalacion iniciando la infeccién del epitelio

alveolar(Gentry, Confer, Weinberg, & Homer, 2003).

M. haemolityca se encuentra dentro del género Pasteurella que estd conformado por
microorganismos gram-negativos, aerobios-anaerobios facultativos, no esporulados e
inmoviles. La especie tipica es M. haemolytica, caracterizada por presentar catalasa,
citocromo oxidasa e indol positivas, reduce nitrato, utiliza glucosa, manosa y sacarosa,
como fuente de carbono y no produce hemdlisis ni ureasa. Se divide en tres subespecies
segun su capacidad de utilizar trehalosa, dulcitol y sorbitol: P. subsp. multocida, P. subsp.

septica y P. subsp. gallicida. Los esquemas de tipificacion utilizados con mayor
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frecuencia para P. haemolytica incluyen 5 tipos capsulares (A, B, D, E, F) y 16 serotipos
somaticos (Malbran, 2006).

2.5.1. Bioguimica de la M. haemolytica y requerimientos nutricionales

Las cepas de M. haemolytica, aislada del ganado vacuno con pasteurelosis neumonica
producen leucotoxina que es determinada de especie y tiene una actividad citolitica contra
las células linfoides de los rumiantes. La leucotoxina es una proteina de 105 a 108 kDa
que corresponde a la familia de las toxinas RTX, que también incluye la hemolisina de E.
coli, la adenilatociclasa/hemolisina de B. pertussis y la toxina ApX de A.
pleuropneumonide. RTX (repeticiones de la toxina se refiere a la presencia de unidades
repetidas ricas en glicina caracteristicas en el término C de la molécula peptidica. En baja
concentracion, la leucotoxina de M. haemolytica activa los neutréfilos, provoca la
formacion de citosinas inflamatorias e induce cambios en el citoesqueleto que transportan
a la aproptosis. En una concentracion mas alta, la toxina produce la formacion de poros
en las membranas celulares que conducen a tumefaccion celular y lisis. In vitro, la
leucotoxina induce cambios citopaticos alvedlos bovinos, donde se relaciona con las
membranas de los macréfagos y los neutréfilos en degeneracion. Los mutantes de la M.
haemolytica leucotoxina negativos muestran una disminucion importante de la virulencia

en los modelos animales en comparacion con las cepas productoras de leucotoxina.

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de la M. haemolytica

Hemodlisis, sangre bovina
Oxidasa
Reduccion de nitrato
Fosfatasa alcalina
Citrato -
Motilidad -
Ureasa -
Indol -
Arginina Dihidrolasa -
OrnitinaDescarboxilasa -
Gas a partir de Glucosa \Y
Acido a partir de:
Adonitol -
Amidalina -
Arabinosa -
Arbutina -
Celobiosa -

+|+|+[=
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Dextrina +
Esculina -
Gentabiosa -
Mesoinositol \Y/
+

+

Maltosa
Manitol
Manosa -
Melibiosa -
Salicina
Sorbitol +
Trehalosa -
Xilosa +

p-glucosidasa -

p -galactosidasa

p -xilosidasa

+ 1< <

p -fucosidasa

Nota: Fuente: (Koneman, 2008)
2.5.2. Leucotoxinas de Mannheimia haemolytica

La leucotoxina es un miembro de la familia RTX (Repeats in toxin), el operén de esta
leucotoxina esta constituida por 4 genes Itx C, A, B, D, en orden de transcripcion siendo
el Itx A, la porcién activa de la toxina. Tiene actividad citoletal en polimorfonucleares,
leucocitos, macréfagos, penetrando y formando poros transmembranosos, que producen
pérdida de potasio intracelular, con un resultado fatal para la célula. Su nula accion, sobre
determinadas células como epitelio, fibroblastos, plaguetas, eritrocitos, esta comprobado

de estudios in vitro.(Ramos, Moroni, Martinez, & Mendoza, 2010, pags. 42-45).

Las exotoxinas son proteinas solubles, a menudo enzimas termolabiles que la bacteria
libera al ambiente durante su crecimiento, son expresadas por numerosas bacterias gram

positivas 0 negativas (Gamazo, Sanchez, & Camacho., 2013, pags. 15-20).

Las caracteristicas de la leucotoxina son: proteina termolabil, calcio—dependiente, estable
al oxigeno y al pH, y soluble en agua, y las mas altas concentraciones en su produccion
se dan en la fase logaritmica del crecimiento y el hierro es un factor requerido en el
crecimiento de la bacteria y la produccion de la leucotoxina (Jaramillo—Arango, Tavera,
& Suarez-Gliemes, 2009, pags. 293-314).
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La leucotoxina para desarrollar el dafio tisular en el pulmon, inicia con la activacion y
deterioro de los neutrdfilos polimorfonucleares; inmediatamente después ocurre una
activacion en cadena: primero de las enzimas fosfolipasas de los macréfagos y segundo
la liberacidn del factor activador de las plaquetas y tercero gracias al acido araquidénico
ocurren los efectos vasoactivos y también quimiotacticos. Posteriormente los lisosomas
se degranulan enziméaticamente generando radicales libres de oxigeno que son
toxicos(Highlander & Fedorova, 2000, pags. 1128-1150).

2.5.2.1. Importancia de la leucotoxina en la generacion de las vacunas

La leucotoxina se ha asociado con la inmunidad protectora de los animales; con
anticuerpos anti-toxina relacionados con la resistencia a la enfermedad; vacunas
comerciales del sobrenadante que contiene leucotoxina y que se muestra eficaz para
reducir la incidencia y gravedad de la neumonia después de una estimulacion
experimental y en la alimentacion han sido desarrolladas y aceptadas en el mercado

veterinario con éxito (Curell Sufiol, 2004).

En el hecho de que las enfermedades infecciosas siempre han estado presentes, la
inmunizacion tiene un gran impacto para disminuir las pérdidas econémicas debido a
estas enfermedades. La busqueda de nuevas vacunas, para enfermedades importantes en

animales permitira mejorar la produccion.
2.6. Enfermedades respiratorias en el ganado

Dentro del sindrome respiratorio bovino (SRB) se encuentran infecciones y enfermedades
respiratorias del ganado vacuno generadas por distintos agentes infecciosos como virus y
bacterias, que se pueden manifestar de forma aislada o conjunta. Los virus denominados
agentes primarios arrancan el proceso de infeccion, las bacterias llamadas agentes
secundarios actuaran después, complicando la enfermedad. Por esta razén el SRB se
considera un proceso plurietiolégico (Javier Diéguez Casalta; M. Luisa Sanjuan Hernan-
Pérez; Eduardo Yus Respaldiza, 2003).

La pasteurelosis neumdnica, es considerada la principal causa de neumonia en terneros,
afectando principalmente a los animales jovenes y también a animales de todas las edades.

Tanto virus, micoplasmas y Pasteurella actdan sinérgicamente y son la causa final de la
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neumonia. Pasteurella genera una leucotoxina, citotoxina téxica que afecta a neutrofilos
y macréfagos. Una vez que se ha dado la inhalacién de las bacterias y virus estos se
depositan en los neutrofilos y son destruidos por la leucotoxina liberando enzimas
proteoliticas que degradan las membranas celulares, logrando el aumento en la
permeabilidad vascular por lo tanto hay acumulacion de liquidos en el intersticio de la

pared alveolar, necrosis y edema pulmonar (Scicchitano, 2002, pags. 20-22).
2.7. Industrializacion de fermentaciones

Los procesos de fermentacion poseen como parte central un fermentador o birreactor, en
el cual los microorganismos se desarrollaran en condiciones apropiadas para la formacién
de productos, se debe considerar todas las operaciones que se efectlan antes, durante y
después de la fermentacién. Las primeras operaciones a realizarse son: preparacion del
medio de cultivo estéril, esterilizar el fermentador y obtener un primer cultivo en un
correcto estado fisioldgico para poder inocular al fermentador. Luego de transcurrido el
tiempo de la fermentacion, el producto generado debe ser purificado, procesado y los
desechos generados deben ser tratados (Walker & Gingold., 2009, pag. 11).

Figura 3. Esquema general del proceso de fermentacién

DESARFAOLLO DE LA INOCULACION

Biomasa

i-— Fermentador de produccién
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aimacenaco de agitacin gl sembrado CELULAR

‘ T -

J
/ Scbrenadante
ESTERILIZACION DEL MEDIO EXTRACCION / litre de céiulas
' / DE PRODUCTOS
FORMULACION DEL MEDIO " N
' PURIFICACION TRATAMIENTO DE RESIDUCS
/ DE PRODUCTOS

Materiales componentes ded medic

EMPAQUETADO
DE PRCOUCTOS

Elaborado por: (Walker & Gingold., 2009, pag. 11)

2.7.1. Escalamiento de la fermentacion

El escalamiento de la fermentacion microbiologica es un proceso que se transfiere desde

un laboratorio es decir una pequeria escala hasta un equipo comercial a gran escala. Para
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realizar un escalado eficiente se debe tener conocimientos de la biologia del
microorganismo productor, fisica del disefio y del funcionamiento del birreactor
(Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark., 2009, pag. 817).

2.7.1.1. Proceso de escalado

Este proceso se inicia en un matraz del laboratorio a pequefia escala que permite conocer
si las condiciones son las factibles para llevarlas al proceso industrial. Luego se transfiere
al birreactor que generalmente es de vidrio con una capacidad de diez litros, se puede
ensayar posibles variaciones: en el medio, la temperatura, la agitacion, pH, cantidad de
dextrosa y otros (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark., 2009, pag. 818).

Durante todas las etapas del escalado, la aireacion es una variable fundamental que esta
sometida a un control estricto. A medida que el proceso de escalado avanza desde el
matraz hasta el fermentador comercial, ademas de mantener la temperatura, el pH y los
nutrientes a niveles adecuados, la dindmica del oxigeno se mide cuidadosamente para
determinar como afectan los diferentes incrementos de volumen a la demanda de oxigeno
de la fermentacion (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark., 2009, pég. 819).

2.7.2. Fermentaciones industrializadas

Conjunto de procesos controlados que permiten mayor productividad en la obtencion de

productos de los microorganismos (Walker & Gingold., 2009, pag. 11).
2.7.2.1 Fermentadores industriales

Los fermentadores o birreactores son recipientes en los cuales se lleva a cabo un proceso
de microbiologia industrial que se denomina fermentacion. Dicha fermentacion hace
referencia al proceso microbiano a gran escala sea esta o no una fermentacion en el
sentido bioquimico. Dichos birreactores se dividen en 2 tipos: l0s que se usan en procesos
aerobios y los que se usan en procesos anaerobios (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark.,
2009, pags. 814-816).

Los birreactores anaerobios no exigen mucho equipamiento, ya que solo se necesita un
mecanismo que elimine el calor generado durante la fermentacion. Los birreactores

aerobios requieren un equipamiento mucho mas complejo porque se debe garantizar el
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mezclado y aireacion adecuados (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark., 2009, pags. 814-
820).

2.7.2.2. Birreactor aerobio

Los fermentadores a escala industrial son de acero inoxidable, consiste de un cilindro
cerrado por la parte superior, en la base como en la tapa contiene diversas tuberias y

valvulas que permiten controlar de forma adecuada el desarrollo del medio de cultivo.

Esquema de un birreactor aerobio.

— Controlador de pH

Contenedor v bomba
de acidofbase

l Desecho

Impulsar EEF; %:I
=
Chaqueta =—= : Eﬁ%:l

l Salida de agua
de enfriamiento

Mezcla de cultivo

Entrada de
aguade — -
enfriamienta

Diskribuidar de
burbujas de aire

-+— Aire estéril

Descarga

Figura 4. Esquema de un birreactor aerobio, donde se puede observar su estructura, composicion y control
del proceso

Elaborado por: (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark., 2009, pag. 815).

El calor generado en la fermentacion debe ser controlado, ya que la temperatura debe ser
la adecuada para que el microorganismo genere sus productos, es por ello que los
reactores estan recubiertos por una chaqueta refrigerante en la cual circula tanto vapor
para la esterilizacion o agua para el enfriamiento y control de la temperatura(Madigan,
Martinko, Dunlap, & Clark., 2009, pag. 816).

Los instrumentos para el control de un birreactor requieren de sensores que midan los

procesos fermentativos y sistemas que ajusten al equipo. Los sensores deben estar en
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linea, para medir las propiedades fisicas del cultivo, estos deben ser autoclavables para
asegurar la asepsia del proceso fermentativo. Sin embargo, no todas las mediciones
pueden hacerse en linea, algunas medidas requieren de tomar muestras y analizarlas
(concentracion bacteriana, pH, metabolitos generados, fuente de carbono, etc.). Las
propiedades fisicas que monitorean los sensores son: temperatura, presion, agitacion,
viscosidad del medio, flujo, concentracién de gases, fluidos, espuma, volumen y masa.
Para la medicion de las propiedades quimicas se utilizan electrodos autoclavables al
vapor, y estos son: pH, redox, oxigeno disuelto y CO2. El mas utilizado es el de pH,
aunque no tiene utilidad para todas las fermentaciones, sélo en las que se necesita

mantener un valor(Arévalo, Llanos, & Flores., 2003, pags. 57-58).
2.8. Pruebas in vivo de la presencia de la leucotoxina

Las pruebas de validacion in vivo miden directamente la actividad bioldgica de la toxina
en animales de laboratorio. Las pruebas tienden a ser costosas por el gran nimero de
animales que se usan, y también porque el personal del bioterio debe ser entrenado

constantemente para el manejo de ratones (Galazka, 2000).

El uso de ratones debe tener varias consideraciones, entre las ventajas se encuentran :
pequefio tamafio, que facilita el mantenimiento y uso; tiene también bajo costo de
reproduccion y crianza; al trabajar con una cepa definida se mejora el control de
enfermedades; tienen una vida corta, Optima para ensayos de  microbiologia,
farmacologia, etc. y rapido tiempo de generacién de nuevos individuos.La utilizacion de
guantes a la medida del operario evitara dificultades en la manipulacién de los animales.
Esto es fundamental ya que los animales al sentirse capturados al momento de la sujecién
tienden a morder. Entre las desventajas se encuentran: poco aporte de material bioldgico,
hay problematica en la administracion de drogas por su pequefia anatomia y existe en la
actualidad un conflicto en la préctica de técnicas quirtrgicas especificas en estos

animales. (Centro Nacional de Productos Bioldgicos Instituto Nacional de Salud, 2008).
2.9. Etica de la experimentacion animal

En la investigacidn se deberd minimizar cualquier dolor o angustia a los animales, ya que

son el objeto esencial para la obtencion de los resultados experimentales. Los
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investigadores estan moralmente obligados a tener respeto, por tratarse de seres vivos

sensibles, que estan sintiendo sufrimiento.

Eticamente, si se sigue el principio de las tres R de la experimentacion humanizada para
con los animales la investigacion biomédica es aceptable, esta propuesta es realizada por
William Russell (zodlogo y psicologo) y Rex Burch (microbidlogo) en 1959 y consiste
en: reducir, reemplazar y refinar. Reducir al maximo el nimero de ratones que se deban
sacrificar durante toda la investigacion, reemplazar siempre que sea posible el animal de
experimentacion por otro modelo experimental, cuando no resulte indispensable el uso
de estos; y por ultimo refinar los métodos y técnicas utilizadas de modo que se evite el

menor sufrimiento posible.

La responsabilidad con frecuencia cae en el investigador principal que esté realizando el
procedimiento cientifico (Centro Nacional de Productos Biologicos Instituto Nacional de
Salud, 2008).

2.10. Técnica de eutanasia
Debera elegirse un método que no cause sufrimiento al raton.

a) Agentes inhalatorios: gases anestésicos, gases no anestésicos.

b) Agentes no inhalatorios: tranquilizantes (curare y estricnina).
Cuando se somete a los ratones a agentes inhalatorios, se los debe dirigir a cAmaras
apropiadas, donde se aplicara el agente de manera uniforme. Al tratarse de ratones recién
nacidos se utilizard otro método puesto que estos son resistentes a la hipoxia. Se debera
elegir agentes no degradables a la hora de ser inhalados para evitar la irritacion y el estrés
en el operario, el mismo que debera tomar en cuenta las precauciones de seguridad y
utilizacion del equipo adecuado. EIl gas maés utilizado para este fin es el CO2 en
concentraciones superiores a 60%, actuando como elemento anestésico y para la pérdida
de conciencia, en concentraciones superiores al 70% es efectivo para la eutanasia (Centro

Nacional de Productos Bioldgicos Instituto Nacional de Salud, 2008).
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CAPITULO 3
MARCO METODOLOGICO

3.1. Formulacion de los medios de cultivo

Se debe seguir exactamente las recomendaciones que exige la casa comercial respectiva,
en este caso el medio de cultivo utilizado en la presente investigacion indican usar para
la hidratacion del mismo solamente agua destilada estéril. Se adicionaran unicamente los
componentes indicados por el proveedor o las que en la formulacion se indiquen. En la
hidratacion del medio, usar solamente material de vidrio totalmente limpio para evitar la
contaminacion del medio de cultivo, se debe pesar exactamente las cantidades indicadas
para evitar que nuestro microorganismo no se desarrolle por que las cantidades de los

excipientes no se encuentran en la cantidad necesaria.

Vaciar la cantidad del medio pesada previamente en un matraz, agregar la cantidad de
agua necesaria, se debe agitar manualmente y procurar que no queden restos del medio
en las paredes del matraz sin disolverse. Esta mezcla homogénea se la debe calentar hasta
ebullicion y cerciorarse que el medio quede totalmente transparente libre de materias
extrafias. Los medios se deben esterilizar en autoclave en las siguientes condiciones: 15

libras de presion, 121 °C por 15 minutos. (Ospina, Castafio, & Zapata., 2011).

Los medios de cultivo que son formulados y reconstituidos se les efectta un control de
calidad al tomar una alicuota de 5 mL. y se los siembre en medios de cultivos tales como
TIO (Tioglicolato), SAB (Sabouraud) y TSB (Tripticasa Soya Broth) medios especificos
para el crecimiento de microorganismo aerobios, anaerobios y ambientales, son usados
para controlar la inocuidad de los medios de cultivo que se usaron para la produccién a
nivel de laboratorio o industrial (BD Diagnostic Systems, 2015). Luego el medio de
cultivo inocuo se transfiere al birreactor que generalmente es de vidrio con una capacidad
de diez litros, se puede ensayar posibles variaciones: en el medio, la temperatura, la
agitacion, pH, cantidad de dextrosa, y otros (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark., 2009,
pag. 818).
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3.1.1. Medio de cultivo 1

Esta formulacién se obtuvo de la empresa JAMES BROWN PHARMA Colombia. Este
medio de cultivo esta conformado por: L-Glutamina aminodcido esencial para la demanda
fisioldgica, Sulfato de Magnesio que funciona como fuente de electrolitos, MEM: Medio
Esencial Minimo (MEM), desarrollado por Harry Eagle, es uno de los més utilizados de
todos los medios de cultivo de células sintético, ayuda al crecimiento de una variedad mas
amplia de células fastidiosos. MEM, que incorpora estas modificaciones, incluye
concentraciones mas altas de aminoacidos de modo que el medio se aproxima mas a la
composicion de proteinas de células de mamiferos. MEM se ha utilizado para el cultivo
de una amplia variedad de células cultivadas en mono-capas. Suplementacién opcional
de no esenciales aminoacidos a las formulaciones que incorporan ya sea de Hanks o
Eagles sales ha ampliado la utilidad de este medio. La formulacién se ha modificado
adicionalmente por eliminacion opcional de calcio para permitir el crecimiento de células
en suspension (ALDRICH-SIGMA., 2015), TPB: Triptosa fosfato Broth (TPB) se
compone de cuatro componentes: Triptosa (20 g/ L); Dextrosa (2g/L); NaCl (5g/L)y
fosfato disddico (2,5 g/ L) tipicamente ajustaron a pH 7,3. EI componente de Triptosa es
una peptona (mezcla de aminoacidos y péptidos cortos) derivado por la hidrolisis
enziméatica mixta (enzimas pancreaticas) de la caseina proteina de la leche. Este
hidrolizado proporciona una fuente de nutrientes a base de aminoécidos y factores de
supervivencia que apoyan el crecimiento de microorganismos como Brucella,
Streptococcus, y Neisseria; asi como las células eucariotas y células de insectos y
animales. Dextrosa proporciona un hidrato de carbono fermentable que puede ser
utilizado por microorganismos. El cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmético e
ionico y fosfato disddico proporciona la capacidad tampon basico (SIGMA-ALDRICH,
2015).Sulfato ferroso su funcién es ser fuente de hierro, sulfato de manganeso, es la fuente
de electrolitos para proporcionar radicales libres necesarios para microorganismos en su
desarrollo, Tiamina es la fuente de vitamina indispensable para el desarrollo microbiano,
Cloruro de sodio se lo usa por su poder osmotico es decir como un compuesto de
crecimiento bacteriano selectivo y especifico y también se lo administro como una fuente
de electrolitos disponibles para el desarrollo microbiano, Extracto de levadura este
componente se lo usa como una fuente de nutrientes en general de proteinas para el medio

de cultivo, Dextrosa como un factor de desarrollo del microorganismo y Bicarbonato de
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sodio como estabilizador de la formula. Esta formula se obtuvo de JAMES BROWN
PHARMA sede en Colombia.

3.1.2. Medio de cultivo 2

La formulacion del medio es la siguiente: TPB y tiamina. EI TPB es el medio de cultivo
comercial al cual se le adiciono la tiamina ya que las propiedades de estos componentes
estan descritos en la ATCC por sus siglas en inglés: American Type Culture Collection,
como el medio adecuado para M. haemolytica es ATCC medium: 1206 Tryptose broth
with thiamine (ATCC, 2015).

3.1.3. Medio de cultivo 3

Este medio de cultivo se formula de una combinacion entre: TPB y Sulfato ferroso. Ya
que las propiedades del TPB son las adecuadas para el desarrollo microbiano y se le
adicionas una fuente de hierro ya que la M. Haemolytica es nutricionalmente exigente

para este mineral.
3.1.4. Medio de cultivo 4

Sus componentes son los siguientes: TPB, Sulfato Ferroso e Hidroxido de calcio. Esta
formula se desarroll6 por las caracteristicas y necesidades que la M. haemolytica requiere

para desarrollarse y logre producir la leucotoxina de intereés.
3.1.5. Medio de cultivo 5

La formulacién de este medio de cultivo contiene: TPB, Sulfato Ferroso y Tiamina, estos
son los componentes vitales para que la M. haemolytica obtenga todos los nutrientes

necesarios para poder generar la leucotoxina.
3.1.6. Medio de cultivo 6

Este medio de cultivo es una variacion del medio numero 5, sus componentes son los
siguientes: TPB, Tiamina e Hidroxido de Calcio, en esta formulacion contiene una fuente
de calcio ya que por investigacién bibliografica se conoce que la bacteria de interés es

calcio dependiente, es por ello que se formulo este medio.

3.1.7. Medio de cultivo 7
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Este medio de cultivo contiene: TPB, Sulfato ferroso, Tiamina e Hidroxido de Calcio. Se
considera a este medio de cultivo como uno de los més completos ya que en su

formulacion contiene todos los nutrientes esenciales que indica la bibliografia.
3.1.8. Medio de cultivo 8

Este medio de cultivo contiene: BHI: Infusion cerebro-corazon, formula: Infusion
cerebro: 200g/l, Infusion corazén: 250¢/1, Peptona (polipeptona-BBL):10g/I, Cloruro de
sodio: 5g/l, Fosfato disodio: 2.5 g/l, Dextrosa: 2.0g/l, Agar: 15g/I. Suspender 52 gen 1L
de agua destilada y esterilizar a 15 psi a 121 °C por 15min, pH: 7.4 + 0.1. Este caldo es
un medio de cultivo nutritivo que contiene infusion de cerebro, tejido de corazon y
peptonas que proporciona proteinas y otros nutrientes necesarios para permitir el
crecimiento de microorganismos patdégenos y no patdégenos. Cuando al medio se le
adiciona 6.5% de cloruro de sodio, las sales activas actian como agentes diferenciales y
selectivos, los cuales interfieren en la permeabilidad y el equilibrio eléctrico y osmético

en microorganismos intolerables a dichas sales (Ospina, Castafio, & Zapata., 2011).

Se realiz6 la formulacion de 8 medios de cultivo que fueron modificados con la
administracion de hierro, una fuente de vitamina B y nutrientes necesarios en el desarrollo

de M. haemolytica y la produccion de la leucotoxina.

La formulacion de los 8 medios de cultivo fue:

Tabla 2. Formulaciones de cada medio de cultivo empleado, MEM: Medio estandar minimo, TPB: Triptosa
fosfato Broth, BHI: Infusion cerebro-corazon.

Componente MEDIOS DE CULTIVO
(9/100mL) 1 2 3 4 5 6 7 8
L-Glutamina | 0,03715
Sulfato c_ie 0,0299
Magnesio
MEM 0,0002
TPB 3 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
f”'fato 0,002 0.2 02 | 02 0.2
erroso
Sulfato de 0,0005
manganeso
Tiamina 0,0015 1.5 15 15 15
CIorur_o de 0,55
sodio
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Extracto de
levadura

Dextrosa 0,1

Bicarbonato
de sodio
Hidroxido de
Calcio

BHI 3.7

Nota: Elaborado por Guayasamin, 2015

0,5

11

0.1 0.1 0.1

Se pesaron todas las materias primas de cada uno de los medio y se prepararon en frascos
de vidrio transparente de aproximadamente 500 ml de capacidad, una vez disuelto el
medio de cultivo y todos sus componentes se los llevd a autoclavar por 15 minutos, a 121
°C y a 15 PSI; excepto la vitamina B-tiamina que por sus caracteristicas quimicas se
desnaturalizaria en el proceso del autoclavado. El rango del pH para los medios

elaborados esté entre 6.70 a 7.2, siempre tendiendo a la neutralidad.

Mientras el medio de cultivo se enfria a temperatura ambiente, se disolvio la tiamina la
cantidad adecuada para formulacion en 10 mL de agua purificada estéril, para

posteriormente adicionarla a través de un filtro millex 0,22um.

Posteriormente, los viales de Mannheimia haemolytica conservados a -80° se
descongelaron sumergiéndolos en alcohol al 70%, todo el material desinfectado y estéril

se dejé dentro de la cabina de bioseguridad para continuar con la siembra.

Una vez ya descongelado el vial se realizaron pruebas de calidad mediante tincién Gram
y observacion al microscopio optico para verificar la pureza de la cepa y adicionalmente
se realizd un contaje inicial de la bacteria mediante la camara de Neubauer,
determinandose una concentracion de 1x10° UFC/mL esto es resultado. Se tomé 1 ml'y

se sembr¢ a cada uno de los medios de cultivo preparados.
3.2. Seleccion de los medios de cultivo

Una vez formulados los 8 medios de cultivo se sembré M. haemolytica, para seleccionar
el medio de cultivo con mayor crecimiento, se evalué la concentracion del

microorganismo a traves del tiempo.

La cinética de crecimiento se llevo hasta llegar a su fase de muerte, a 37 °C, con un rango

de pH de 6.00 a 7.50. Se tom6 10ml de medio cada hora para medir: la concentracion
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bacteriana, pH y cantidad de glucosa, estas condiciones se establecieron bajo los

procedimientos operativos de la empresa.

La concentracion de bacterias se determind mediante la camara de Neubauer, que fue
Ilevada al microscopio 6ptico para la realizacion del contaje, esto se realizé una vez cada
hora por el lapso de 10 horas que dura la cinética de crecimiento. Este parametro es el de

mayor importancia, pues indica la cantidad de bacterias.

En cada experimentacion se logré controlar parametros determinantes en una cinética de
crecimiento pues la cantidad de dextrosa debe ser dptima para el proceso de
multiplicacién de bacterias. Este pardametro se midié con un glucémetro y los niveles
deben ser de 700-800 mg/dl, puesto que si la cantidad de glucosa disminuye se
considerara adicionar al birreactor dextrosa para que la multiplicacion bacteriana sea la

adecuada.

La agitacion constante de 60 rpm, permite la homogenizacion de todo el reactor y por
consecuencia la biodisponibilidad y dispersién de los nutrientes y bacterias en el medio
de cultivo y de esta forma lograr parametros adecuados para la cinética de crecimiento de

esta bacteria.

En base a la cinética de crecimiento de los 8 medios de cultivo, se seleccionaron los 5
medios con mejor curva de crecimiento. Con estos se les realizé un nuevo montaje y se
evalu6 la curva de crecimiento, aquellos que mostraron tener una mayor concentracion
bacteriana entre 8 y 10 horas de cultivo, fueron seleccionados para demostrar la eficacia
en la produccién de la leucotoxina. Luego de esta experimentacion solo se seleccionaron
los2 medios de cultivo que presentaron mayor concentracion bacteriana entre 8 y 10 horas

de la cinética de crecimiento.

En los dos medios de cultivo seleccionados se efectu6 la escalada del proceso, desde una
produccién a baja escala de 100 mL en botellas de vidrio a escala de produccién industrial

de 10 L del medio de cultivo en birreactores.

27



5 K L T — T —
] ] ] ] i ] ] 1]
J j j j J j j )
o
100 mL 100 mlL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
Plediz 1 Mledic 2 Pledia 35 hdedia 4 Medic 5 Mledic & Mledio T Medio &
B Etapa 2
= = — — — —
E _' ] " ] ]
= { f | f |
= F y 4 4 4
'? p= = A = =
b= . . L,
= C - C C
ﬂ
100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
Pledic 2 Pedio 5 Media & Medic & Mledia T
Epapa 3
= =7
W 1 ]
| ¥
[ ] i
-
100 mL 100 mL
Medic 2 Pledic 5
Etapa 4 reTTh T
|"}" I'F
e 3 ol t,
- T
=
=
-A
5 e ohi
1=
= L S AL
oL iaL
Media 2 Pl dic 5

Elaborado por: Guayasamin, 2015.

Figura 5. Desarrollo esquematico de la escalada del desarrollo de los medios de cultivo para M. haemolytica.

jaulas de 4 individuos cada una.

controlando su sintomatologia por 72 horas.
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3.3. Detecciodn in-vivo de la presencia de leucotoxina

Se evaluo la produccion de leucotoxina en los 2 medios de cultivo, mediante inyeccion

del filtrado del sobrenadante producido en el birreactor, a ratones de laboratorio,

Para la deteccion in vivo se tomo ratones Mus musculus, los que fueron mantenidos en 24

A lo largo de toda la cinética de crecimiento microbiano de los 2 medios de cultivo

seleccionados anteriormente, cada hora se extrajo10 ml de medio de cultivo que contenga




las bacterias, se filtro a través de filtros milipore 0,22um, para la obtencion de leucotoxina

libre de bacterias.

El filtrado tomado cada hora fue inyectado a los 4 ratones por via intraperitoneal, se
inoculé 1ml por raton y se procede a su observacion. El experimento se lo desarroll6 con
10 jaulas en todo el tratamiento de inoculacion y 2 jaulas sirvieron de testigos, una que
mantiene ratones inoculados con medio de cultivo estéril y otra con ratones sin

tratamiento. Esto se realiz6 por cada medio de cultivo.

A todos estos ratones una vez iniciado la experimentacion se los mantiene bajo
observacién por el lapso de 72 horas, para asi poder recabar datos y ver si el medio cultivo
genero la leucotoxina. La identificacion de la presencia de la leucotoxina en los medio de
cultivo seleccionados se realizé mediante la inyeccidn en ratones de laboratorio, para esto
se trabajo con 12 jaulas cada una con 4 ratones, 10 jaulas con los tratamientos, designando
una jaula por cada hora de cultivo, ademas se contd con 2 controles, uno con ratones
inyectados con medio de cultivo estéril y otra con ratones que no fueron inyectados. Los
ratones testigos tuvieron las mismas condiciones de temperatura, alimentacion,

hidratacién e iluminacion que los ratones experimentados

Se espera que la leucotoxina produzca la muerte de los ratones ya que ataca a los

pulmones.

Las cajas fueron observadas por 72 horas, si el raton murié durante este tiempo se realizd
la necropsia para la visualizacion de los 6rganos, si los ratones sobrevivieron se los
sacrificoO después de las 72 horas; se realizo la necropsia y se compararon los 6rganos

con los ratones control que también fueron sacrificados.

Para la muerte de los animales vivos del experimento, primero se toma de la cola con la
mano derecha y con la mano izquierda se toma el cuello, con un fuerte jalén desde la cola
se produce la dislocacion de la cabeza produciendo la muerte del raton. La necropsia se
realiza mediante la insercion del bisturi #2 desde el cuello hasta la entrepierna, teniendo
cuidado de no dafiar el peritoneo.
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Sujetando con una pinzase analiza el peritoneo y con el bisturi se inicia a romper desde
el cuello hacia abajo; con una tijera se corta las costillas que se unen al esternén

permitiendo abrir la cavidad torécica y poder extraer el corazén y los pulmones.

3.4. Comparacion de estructura interna e identificacion de 6rganos diana de M.

haemolytica

La estructura interna de un raton se la compara visualmente tanto tamafio, color y forma,
los 6rganos diana son los pulmones y el corazon. Estos érganos de los todos ratones
experimentados se los compara anatdbmicamente con los 6rganos de un ratén sano, es

decir un ratén testigo que no haya tenido interaccion con el medio ni con la bacteria.

Se sacrifica a todos los ratones testigo y se los compara con los ratones que mueren
durante la cinética de crecimiento bacteriano y a los que sobreviven a las 72 horas de
observacién. Los drganos internos de los ratones infectados por la leucotoxina tienden a
cambiar de color y aumentan de tamafio, es decir que el color rojo del corazon de un ratén
sano cambia a un tono morado en los ratones infectados y en el caso de los pulmones son
pequefios en un ratdn sano y los pulmones de un ratén infectado son mas grandes,

produciendo asi la muerte del ratdn.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se abordaran los resultados obtenidos durante la investigacion para
ser analizados y confrontados con otras investigaciones, lo que permitird conocer la

situacion en la cual M. haemolytica se ha desarrollado en medios de cultivo en el Ecuador.
4.1 Control inicial de los medios de cultivo:

De acuerdo a los estudios realizados por Ospina, Castafio y otros autores (2011) , un
medio de cultivo para microorganismos considerados fastidiosos se debe cumplir con las
siguientes condiciones: una temperatura de 37°C, el pH éptimo muy cercano a la
neutralidad de 68 a 7.2. Walker y Gingold (2009) establecen la cantidad de dextrosa a
utilizar que es de 7g/L. Es asi que para el presente estudio se mantuvo constante la
temperatura durante toda la cinética de crecimiento de 37°C, en cuanto al pH vario de

6.00 a 7.50 considerandose también un valor de pH cercano a la neutralidad.

Las variables fisico-quimicas iniciales evaluadas en los medios de cultivo para el
desarrollo de Mannheimia haemolytica fueron: pH, dextrosa, temperatura y agitacion que
se observan en la tabla 3. Se mantuvo constante la temperatura a 37°C y la velocidad de

agitacion a 60 rpm.

El rango de pH inicial de los medios de cultivo se encuentra entre 6.00 - 7.50. La
concentracion inicial de dextrosa que se la midi6é con un glucometro comercial se ubica
dentro del intervalo 700-800 mg/dL.

Ademas hay que considerar que la siembra del microorganismo se hizo en un medio
liquido cumpliendo con las condiciones de asepsia bajo una cdmara de flujo laminar que
evita la contaminacion. Al ser la Mannheimia haemolytica un microorganismo
nutricionalmente exigente (Pérez & Peris, 2002); puesto que requirid que se adicione
tiamina y sulfato ferroso para su desarrollo y crecimiento, obteniendo resultados

cuantitativamente representativos.

Los medios de cultivo formulados deben ser controlados mediante la siembra de una

alicuota de los mismos en los medios TIO, TSB y SAB para controlar contaminacion por
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microorganismos aerobios, anaerobios o ambientales. (Madigan M.T, 2008) Como se
muestra en la tabla 3 no hubo crecimiento en ninguno de los medios empleados desde su

esterilizacion hasta que se completd la cinética de crecimiento.

Tabla 3. Variables fisico-quimicas

Condiciones pH | Concentracién Crecimiento de
de dextrosa microorganismos
(mg/dL)
Medio TIO | TSB | SAB
1 6.50 750 Nulo | Nulo | Nulo
2 7.00 780 Nulo | Nulo | Nulo
3 6.00 750 Nulo | Nulo | Nulo
4 6.50 750 Nulo | Nulo | Nulo
5 7.00 780 Nulo | Nulo | Nulo
6 6.50 770 Nulo | Nulo | Nulo
7 6.50 770 Nulo | Nulo | Nulo
8 6.50 790 Nulo | Nulo | Nulo

Nota: Elaborado por Guayasamin, 2015.
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4.2 Reconstitucion de M. haemolytica.

En el desarrollo del experimento se formularon 8 medios de cultivo, el medio de cultivo
1 es una formulacion tipo comercial de la empresa auspiciante, el medio de cultivo 8 es
solo un medio de cultivo comercial y los medios de cultivo desde el 2 hasta el 7 tienen
como base en su composicion al medio de cultivo comercial TPB al cual se le adiciono
tiamina, sulfato ferroso e hidréxido de calcio, es por estas variaciones que solo se

formularon estos 8 medios de cultivo.

La ATCC (2015), recomienda que para la reconstitucion de cepas de M. haemolytica se
debe efectuar en un medio de cultivo TPB enriquecido en tiamina y en esta parte del
proceso se escogié al medio de cultivo 2 como uno de los medios eficientes para el
desarrollo de M. haemolytica y produccion de la leucotoxina.

En Mexico varios autores (Jaramillo-Arango, Tavera, & Suarez—Glemes, 2009)
mencionan que M. haemolytica es una bacteria calcio dependiente y que el hierro es
fundamental para el desarrollo de la bacteria y sobre todo para la produccién de la
leucotoxina de interés. En esta investigacion se demuestra que el calcio suministrado al
medio de cultivo TPB en el medio de cultivo 6 tiene un desarrollo bacteriano éptimo y en
el caso del medio de cultivo 5 el hierro es uno de los componentes esenciales para el

desarrollo de la bacteria y la produccion de la leucotoxina.

Se tomaron los viales de M. haemolytica que se encontraban conservados a -80°C en un
tanque de nitrégeno, se los comenzo a descongelar sumergiendo los viales en alcohol al
70% hasta llegar a la temperatura ambiente del laboratorio. Se los reconstituyo

exitosamente con cada uno de los medios de cultivo.

Se realiz6 un control de pureza mediante la tincion gram con la extraccion de una muestra
de cada medio de cultivo sembrado. Se observd que no hubo contaminacion y que las

cepas eran puras.
4.3 Produccion a nivel de laboratorio, primera experimentacion

La cinética de crecimiento de M. haemolytica se la desarrolla con un contaje de biomasa
bacteriano a cada hora con el uso de la camara de Neubauer. Se realizaron curvas de

crecimiento para cada uno de los medios empleados (Figura 7).
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Figura 6. Curva de crecimiento de M. haemolytica en los 8 medios de cultivo

Elaborado por Guayasamin, 2015.

Prescott (2015) describe al efecto diatixico como el crecimiento microbiano bifasico que
tiene lugar cuando hay presencia de dos sustratos diferentes que pueden ser utilizados
como fuente de carbono. Este tipo de crecimiento microbiano es debido a la utilizacién
secuencial de las distintas fuentes de carbono. EI metabolismo del microorganismo es
selectivo para uno de los sustratos: primero utiliza el sustrato que permite un crecimiento
mas rapido y cuando este se agota comienza a metabolizar el otro. En la figura 6 podemos

evidenciar este comportamiento de la tendencia de la curva de crecimiento para los
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medios desde el 2 al 7 por poseer como fuentes de carbono a la dextrosa y triptosa.
Mediante la matematica del crecimiento determinamos: nimero de generaciones, tasa
especifica de crecimiento, tiempo de generacién y el &rea bajo la curva, los cuales se

presentan en la tabla 4, para cada uno de los ocho medios de cultivo que se evaluaron.

Tabla 4. Resultados obtenidos en la primera experimentacion a nivel de laboratorio.

Medio de | Numerode | Tasa especifica | Tiempo de Area bajo
cultivo generaciones | de crecimiento | generacion la curva
1 3,91 0,27 2,56 61111
2 28,38 1,97 0,35 766 751°111 667
3 23,58 1,63 0,42 17 4457736 111
4 12,34 0,86 0,81 23°528 333
5 28,42 1,97 0,35 944 7297656 111
6 16,29 1,13 0,61 1797496 111
7 24,52 1,70 0,41 311487493 889
8 2,00 0,14 5,00 17 222
Max 28,42 1,97 5,00 944 7297656 111
Min 2,00 0,14 0,35 17 222
Rango 2,00-28,42 0,14-1,97 0,35-5,00 17 222-944 7297656 111

Nota: Elaborado por: Guayasamin, 2015.

En la tabla se detallan rangos maximos y minimos para el numero de generaciones, tasa
especifica de crecimiento, tiempo de generacion y el valor del area bajo la curva Es por
ello que con los resultados obtenidos se pudieron seleccionar las mejores 5 curvas de

crecimiento, se pudo observar en base al area bajo la curva presentan mejor resultado
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Se asigno en la tabla el color amarillo a los datos maximos y de color azul a los datos
minimos, esto se realiz6 para poder visualizar mejor las diferencias matematicas entre

cada medio de cultivo evaluado.

Los medios de cultivo 2, 3, 5, 6 y 7de la tabla 4 presentan: areas bajo la curva superiores
a 170°000 000 unidades de area, numeros de generaciones son superiores a 15, tasa

especifica de crecimiento superiores a 1.0 y tiempo de generacion menores a 1.0.

Los medios de cultivo uno, cuatro y ocho presentan: &reas bajo la curva menores a 24 000
000 unidades de area, numero de generaciones menores a 13, tasa especifica de

crecimiento menores a 0.90 y tiempo de generacion superiores a 0.80.

De esta primera experimentacion a nivel de laboratorio con los ocho medios de cultivo se
decide que los mejores medios por sus areas bajo la curva para continuar con la

investigacion son los medios: 2, 3,5,6y 7.
4.4 Segunda experimentacion a nivel de laboratorio

Los medios de cultivo seleccionados para esta segunda experimentacion fueron: 2, 3, 5,

6y 7 los cuales expresan una curva de crecimiento como se ve en la figura 8
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Figura 7. Curva de crecimiento de M. haemolytica en los 5 medios de cultivo

Elaborado por: Guayasamin, 2015.

Los medios seleccionados: 2, 3,5, 6 y 7 se los volvio a evaluar y en la tabla 4 se puede

observar los resultados obtenidos.

Tabla 4. Resultados obtenidos en la primera experimentacion a nivel de laboratorio.

Medio de | Numerode | Tasaespecifica | Tiempo de Area bajo
cultivo generaciones | de crecimiento | generacién la curva
2 28,87 2,00 0,35 844 3097933 889
3 19,93 1,38 0,50 2 484°607 222
5 28,81 2,00 0,35 937 383°307 222
6 16,05 1,11 0,62 104°692 778
7 24,10 1,67 0,41 237287250556
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Max 28,87 2,00 0,62 937383°307222

Min 16,05 1,11 0,35 1047692778

Rango 16,05-28,87 1.11-2.00 0,35-0.62 104°692778-937383°307222

Nota: Elaborado por Guayasamin, 2015.

Con estos valores obtenidos demostramos que los medios de cultivo con mayor area bajo

la curvo son los medios de cultivo 2 y 5.

Los medios de cultivo dos y cinco en la tabla 4 presentan: areas bajo la curva superiores
a 800 0007000 000 unidades de area, nUmeros de generaciones superiores a 28, tasa

especifica de crecimiento 2.0 y tiempo de generacion menores a 0.40.

Los medios de cultivo tres, seis y siete presentan: areas bajo la curva menores a 24
0007000 000 unidades de area, numero de generaciones menores a 25, tasa especifica de

crecimiento menores a 1.70 y tiempo de generacion superiores a 0.40.

Es por ello que seleccionamos por tener las areas bajo la curva mas alta solo los medios

de cultivo 2 y 5 para escalarlos a nivel industrial.
4.5 Tercera experimentacion a nivel industrial

Una vez ya seleccionados los medios de cultivo dos y cinco en esta parte de la
investigacion ya se lo escala de 100 mL de escala de laboratorio a 8 L de medio de cultivo

a escala industrial. En la tabla 7 observamos los resultados finales.
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Figura 8. Curva de crecimiento de M. haemolytica de los 2 medios de cultivo

Elaborado por Guayasamin, 2015.

Mediante las graficas de cada medio de cultivo vamos a poder determinar los valores
medidos de: el area bajo la curva, la tasa especifica de crecimiento, numero de

generaciones y tiempo de generacion.

Estos valores medidos que los obtenemos de cada una de las gréficas de los 2 medios de
cultivo se los expresa en latabla 5.
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Tabla 5. Resultados obtenidos en la primera experimentacion a nivel de laboratorio.

- Tiempo de
] Tasa especifica ) .
Medio de Numero de Area bajo
de Generacion
cultivo generaciones o la curva
crecimiento(h-1)
(h)
2 27,19 1,88 0,37 8°721 6047904 444
5 28,40 1,97 0,35 6597 563°586 111

Nota: Elaborado por Guayasamin, 2015.

Los valores de la desviacion estandar y la media para los medios de cultivo dos y cinco
se los obtuvo de las tres experimentaciones desde las dos etapas a nivel de laboratorio y

de la etapa industrial.

Tabla 6. Desviacion estandar de los 2 medios de cultivo en escala industrial

Medio de cultivo | Desviacion

0,23 (0,02 ]0,00
5 St. ’ ’ ’

Media 28,54 11,98 | 0,35

Medio de cultivo | Desviacion

5 St 0,86 [ 0,06 (0,01

Media 28,14 11,95 (0,36

Nota: Elaborado por: Guayasamin, 2015.

Los medios de cultivo dos y cinco presentan: areas bajo la curva superiores a 6 000
0007000 000 unidades de area, nimeros de generaciones superiores a 27, tasa especifica

de crecimiento 2.0 y tiempo de generacién menores a 0.40.

Con los valores de 28.40 de nimero de generaciones para el medio de cultivo 5y por
tener un tiempo de generacion de 0.35 y una tasa especifica de crecimiento de 1.97 este
medio es el méas adecuado para desarrollar M. haemolytica y producir leucotoxina en 10

horas de cinética de crecimiento en el Ecuador.
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Los valores menores a 1 de la desviacion estandar para los medios de cultivo dos y cinco
nos demuestran que el modelo matematico es reproducible. La desviacion estandar
cuantifica el grado de dispersion de los puntos de los datos cerca de la media y es usada
para establecer los limites en los que es determinada la aceptabilidad del resultado
(Cooper, 1997), es por ello que el modelo matematico aplicado es el adecuado para poder

reproducirlo a escala industrial.
4.6 Supervivencia de ratones

Se considera que a partir de la hora 9, inicia la fase de muerte bacteriana para el cultivo
dos y cinco, dado que decae la concentracion celular. En el medio de cultivo cinco

también se aprecian el 100% de muertes en las horas ocho y nueve.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
1 2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8

9 10 1 9 10

Porcentaje de supervivencia

HORA HORA
(Medio 2) (Medio 5)

Horas de la cinética de crecimiento

EVIVOS m MUERTOS

Figura 9. Supervivencia de ratones durante la cinética de crecimiento de M. haemolytica.

Elaborado por Guayasamin, 2015

Con esta grafica se logré evidenciar una variabilidad en la mortalidad de cada uno de los

ratones utilizados en este experimento.
4.7 Reconocimiento del dafio en érganos internos de los ratones

A todos los ratones se realizd necropsia para observar los 6rganos diana (corazon y
pulmones) y su afectacion por la presencia de la toxina, comparandola con el ratdn testigo.
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Los pulmones y corazon de un ratén muerto a partir de la octava hora de la cinética de
crecimiento de los medios de cultivo 2 y 5, presentaron un claro ensanchamiento de
pulmones y disminucion del tamafio del corazédn, determinando el dafio de érganos diana

de la M. haemolytica y por ello la presencia de la leucotoxina generada.

Desde la hora 9 y 10 ocurre la fase de muerte de la bacteria disminuyendo asi la
concentracion de M. haemolityca. Es por ello que se considera que a partir de la hora 7
en adelante para los 2 medios de cultivo ocurre una posible degradacion de la leucotoxina,
esto se evidencia con la sobrevivencia de los ratones a partir de la hora 9 para el medio

de cultivo 2 y la hora 10 para el medio de cultivo 5.

Se puede evidenciar que la concentracion de M. haemolityca es directamente proporcional

a la presencia de la leucotoxina.
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CONCLUSIONES

El medio de cultivo mas idoneo es el nimero 5 que en su formulacion posee: TPB, Sulfato
Ferroso y Tiamina, componentes idoneos para el desarrollo de M. haemolytica,
comprobandose asi que estos componentes son los que generan un desarrollo bacteriano

adecuado y una produccién de leucotoxina eficiente.

Los medios de cultivo 2 y 5 lograron cumplir con la etapa de transicion desde la fase
experimental de laboratorio a la fase de produccion industrial evidenciandose asi que la
empresa auspiciante es eficiente para lograr desarrollar en el Ecuador M. haemolytica y
producir leucotoxina en menos de 10 horas que dura la cinética de crecimiento, cabe
recalcar que para la realizacién de este procedimiento se contd con la maquinaria
adecuada de alta calidad y la correcta aplicacion de las practicas de manufactura y de

produccién.

La curva de crecimiento del medio de cultivo 5 presenta una fase de latencia muy corta
desde el tiempo 0 hasta la hora 2 y desde la hora 2 inicia la fase exponencial y en la hora
5 se logra evidenciar el efecto diauxico, desde la hora 6 hasta la 9 se desarrolla la fase
estacionaria y es aqui que se evidencia la mayor produccién de leucotoxina ya que la
muerte de los ratones llega al 100% y por Gltimo ocurre la fase de muerte desde la hora 9
hasta la 10.

En los ratones usados en esta investigacion se inyecto el sobrenadante libre de bacterias
encontrados en los medios 2 y 5 evidenciando la presencia de la leucotoxina con su
muerte y en la necropsia practicada después con el hinchamiento de los pulmones, a partir
de la hora 8 el porcentaje de supervivencia disminuye hasta llegar al 25 % de muerte de
los ratones, pudiendo determinar que la muerte puede producirse no solo por la

leucotoxina sino por una infeccion bacteriana.

Con los valores de 28.40 de numero de generaciones para el medio de cultivo 5 y por
tener un tiempo de generacion de 0.35 y una tasa especifica de crecimiento de 1.97 este
medio es el méas adecuado para desarrollar M. haemolytica y producir leucotoxina en 10

horas de cinética de crecimiento en el Ecuador.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se recomienda la utilizacion del medio de cultivo
de TPB comercial enriquecido con un suplemento de vitamina B para la produccion de
leucotoxina en lugar del medio de cultivo utilizado actualmente por la empresa en el

Ecuador.

Para futuras investigaciones se deberia considerar cuantificar la cantidad de leucotoxina
producida con el medio de cultivo cinco en su fase exponencial para poder determinar

porque a partir de la hora 8 el porcentaje de muerte decrece.
Se sugiere ademas, que en proximas investigaciones en las que sea la Unica opcion el uso

de animales, se tome en cuenta el nimero minimo de individuos y que su tratamiento

cause el menor dolor y sufrimiento del animal.
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ANEXOS

Anexo 1. Control de pureza de Mannheimia haemolytica semillas de trabajo
Materiales y equipos

e Vial de semilla de trabajo
e TPB

e Alcohol al 70 %

e Tubos de ensayo estéril.
e Equipo de centrifugacion
e Balanza manual

e Cabina de bioseguridad 2
e Isopo

e Porta objetos

e Mechero

e Microscopio éptico

e Kit de tincion gram

Procedimiento

Para este control se reconstituye un vial de las semillas de trabajo con TPB y se lo llevo
de -80 °C a temperatura ambiente con la ayuda del alcohol al 70 %. Una vez reconstituido
el vial y temperado con el medio de cultivo, se toma 1 ml dispensandolo en un tubo de
ensayo estéril. A esta muestra se la centrifuga a 3000 rpm por 5 minutos para que la
centrifuga marca BECKMAN Model TJ-6 Centrifugue se procedié de la siguiente

manera:

e El tubo de ensayo estéril que contiene la muestra se lo peso en la balanza
OHAUS TRIPLE BEAM BALANCE poniendo a otro tubo de ensayo con
el mismo volumen dentro de los recipientes porta muestra de la centrifuga,
volviéndolos a pesar a los recipientes, esto se realiza para que al momento
de acoplar al sistema de la centrifugadora no haya desbalances y este

equilibrado el peso de las 2 partes de la centrifuga.
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Una vez determinado el peso correcto de los recipientes y balanceada la
centrifuga se inicia el proceso.

Terminada la centrifugacion de la muestra se observa claramente el soma
bacteriano en el fondo del tubo de ensayo.

Dentro de la cabina de bioseguridad 2 y con una pipeta estéril se retira el
sobrenadante dejando al soma bacteriano intacto en la parte inferior del
tubo de ensayo.

Con un Isopo esteril se toma en la punta del mismo con mucho cuidado
todo el soma bacteriano.

Una vez cargado el Isopo se realiza un frotis sobre una porta objetos desde
el centro hacia los bordes de la porta objeto en forma circular.

Seca la muestra sobre la porta objetos se realiza una tincion gran.

Con este tipo de muestreo se logra observar muy claramente al soma bacteriano sin

errores de tincion determinando que el cultivo esta en condiciones pura y se procede a

conservar mediante cryobak y TPB mas glicerina al 1:1.
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Anexo 2. Reconstitucién de viales de trabajo y prueba en medios de cultivo

experimentales
Materiales y equipos

e L-Glutamina sintética

e Magnesio sulfato de 7H20
e MEM

e L-cisteina

e Sulfato ferroso 7H20

e Sulfato de manganeso H20
e Clorhidrato de tiamina (vit B1)
e Cloruro de sodio

e Triptosa

e Extracto de levadura

e Dextrosa mono hidrato

e Sodio bicarbonato

e TPB

e Hierro

e Calcio

e Tiamina

e BHI

e Balanza electronica

e Frascos de vidrio

e Autoclave

e Cabina de bioseguridad 2

e Incubadora 2

e Millex 0,22

e Jeringuilla de 20 ml.

e Vial de semilla de trabajo.
e Alcohol al 70 %

e Equipo de bioseguridad personal

e Microscopio éptico
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e Camara de Hausser scientific
e Portay cubre objetos

e Aceite de inmersion

e Kit de tincion gram.

e |sopos

e Cajas petri con agar sangre

Procedimiento

En busca de un medio de cultivo ideal se realiza una experimentacion a baja escala,
mediante la bibliografia le ida se detectan varios elementos en las formulaciones para
potenciar el crecimiento de Mannheimia Haemolytica y la produccién de la leucotoxina

de interés.
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Anexo 3. Actividades previas a la inyeccion intraperitonial

Se puede observar como se debe realizar la sujecién del raton y el equipo de bioseguridad
que se debe usar, todo bajo las normas de produccion y manufactura adecuados, en la
gréfica adjunta se observa el resultado de la inyeccion a los ratones, en estos 4 ratones
representa el 100% de efectividad de esa hora del medio de cultivo porque cada raton

representa el 25% de la experimentacion.

Registro fotografico de las actividades previas a la inyeccion intraperitonial a ratones

uente: la investigacion.

laborado por: Guayasamin, 2015.
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Anexo 4. Resultados de la seleccién del medio de cultivo eficiente precursor de la

generacion de leucotoxina.

Registro fotografico de la prueba en medios de cultivo

Fuente: la investigacion.

F-laborado por: Guayasamin, 2015.

Se observa a pequefia escala la formulacion de los medios de cultivo eficaces y en los
birreactores el escalamiento a la industrializacion que se observa el medio de cultivo
enriquecido con hierro y ala derecha el medio de cultivo enriquecido con el complejo

vitaminico B,
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Anexo 5. Preparacion de Frotis Fijos para Tinciones:

Realizar un frotis fijo de cada uno de los cultivos proporcionados. b) Utilizar laminillas
limpias y marcadas para su identificacion, con el l1apiz graso marcar el area donde se va
a colocar la muestra. ¢) La metodologia para realizar el frotis bacteriano dependera si el
cultivo se encuentra en medio sélido o liquido. a) Cultivo en liquido: con un asa
bacterioldgica previamente flameada y fria, se introduce en el cultivo bacteriano se coloca
en el portaobjetos y se difunde en el area marcada y se fija al calor. b) Cultivo en medio
solido: se coloca una gota de agua destilada estéril en el portaobjetos, se recolecta una
colonia de medio solido y se mezcla, realizando un extendido uniforme. Se debe extender
la gota sobre el portaobjetos de forma que el resultado sea una capa fina. Debe evitarse
preparar un frotis demasiado grueso. €) Dejar secar las preparaciones (frotis) a
temperatura ambiente. f) Cuando se haya secado el frotis pasar el portaobjetos por la [lama
del mechero con la capa del frotis hacia arriba, no aplicar calor en forma excesiva ya que
estropearia la morfologia normal y la estructura de los microorganismos que se van a

tefiir. Procedimiento para la tincion de Gram:

1. Preparar frotis fijos a partir de cada uno de los cultivos bacterianos
2. Agregar sobre la preparacion cristal violeta durante 30 segundos.

3. Lavar con agua destilada

4. Afadir lugol durante 30 segundos.

5. Lavar con agua destilada 11/52 Manual de Practicas de Laboratorio Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia Subdireccion Académica Area de Docencia de Salud
Publica

6. Decolorar con alcohol-cetona por 5 a 10 segundos.
7. Lavar con agua destilada

8. Agregar safranina durante 30 segundos. 9. Lavar, secar y observar al microscopio con
aceite de inmersion y con el objetivo de 100X (Area de Docencia de Salud Publica, 2013,

pags. 7-8).
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Anexo 6. Cartas de la empresa James Brown Pharma

/ vreate de Opericiones i
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