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EXPRESl<>N DE ANTIC;ENC>S DE Actinobaci//u.\ ph·uropn~·ur11011iae 
SEROTIPO 1 A PAHTI 1< DE CLONAS HEC"OMl!IN,\NTES UE /:'.•clzcrirhiu 
coli. 

RESUl\tEN 

Ac:tinobacil/"J. plruropnt'unroniar r' rl ••J!f."lllt• rlinl6J!irn rh· la plt•ur·on<"'umonin 

contagiosa porcina. E!!ota '-"' una dC" In' principal""' nll•'ª' dr 1*r·11idoa .. por f"nft•rrnt"dade<\ 

t"O la Jndu:-.trta pórcfrola t"ll ;\frxko. La donuciün dt" llfllÍJ.!<>llo' lnvolurrndo .. r-n rl 

dt"sam>llo dr Ja Jn1nunidnd '-"' dr i:rnn inh-IT ... ~:a •111e r~to .. podrían !l>rr utilb:ado' rn 

hlbllutc.·ca J:t"rH>rnic:a dc- Actinobuci//ro plt'uropneun1oniur• ... rrutipo 1. <·011 .. t rtdda rn 

pBJur!l>Cripl .}. clonada rn J-:.n·herichÜl ro/i IJll;=\o y r"alua,-fo' urilLr..ando .. uc-rn' de ccrdu!lo 

lnf"C"'Ctado!lo. ,.·ac1.111ado!I> }' !!>In lnfrccJ611. 

Por nu··<Ho dr un ta111lnufo inrt1u1111logko. 11till .... •111do una 1nt'"zt.·Ja dt• .. ut"ro' 

una cJcu•a recomhinanh• dr l:...H-ht'richia co/i t :!7.l21 a pa1-iJr- dt.· una hihllofl"c.a J.:t.•u<irnlcn. 

En Jos e.'ll(tractos lolale.... dl" e~r11 cl,J11a. fa nu·:.o:clu dr .. uc·ro!I> rc·cnnució por 

inn1unolran!l>f"t."rrocia u11n protrfna dt• >200 l..Da dr pr .. o runh·cular aparente. Lo ... 

extracto ... tot.alc~ df." t.• ... ta clonu fueron uliliz.oufo:o. co1nu antígeno en l.a pnJrh .. dt.• ELIS:\ 

y sr cornpnran~ e-~tn pnu·ha con fijaciún dt• cor11plt.·1n•·11tu t."11 c•J diag:nó.,fic·o d<" A. 

pl~uropnt•umntoniae. Para t•llo. o,;e 1.-uhajaron 24X !l.Ut"'1·0, de c.·t·rdo .... : J 12 colr«f.ado" d<" 

granja. JOO culr-ctudo.., l"t1 ra .. trn 121 dt• elfo, «nu al.-.J.:11nil·11to po..,.ithoJ, ."l dl" anin1aJe.., 

s.p.r. inf"rctado ... en condJcJoru·'.'> contr·olada .. ~ con nblarnit·nlo po ... ith u. 2-' dr ;;1ni111uJc ... 

'\'&cunado!I> en coudicJone!I> cont.-ulada .. ~ JO dr anirnall"' ... p.r. co11,idrrad11 .. t.·01110 

controle:r.. ue.,.::ath·os. La pnu.·h.a dl" ELISA utJliznndo In clona :?732 f"ur.· capa:.t: de 

dlír~ncJar los cerdos iníc•ctado .... de lo~ \.Hcunadr-.._ 
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ABSTRAC'T 

A.ctinobadl/u3· p/,.urofk'numoniar h th«" can.,.r of porcine contaglou!i. pll"uropnrumonia. 

onr or thr "'º'°"t lmportant t"Conomlc ln .. '"r .. In plg fannlng. Th«" clonlng nntlJ:l"n~ ln .. ohed 

In thr immunity h intrrr:rr.tinJ.:. In ordc.-r to u .. r a!!. dla¡.:,no~tlc probc~. Th«." ahn or thl .. ...-ork 

wn~ to ubluln anllJ.:en frorn Artirtobaci/144 ... p/,.uropnl'unroni.a,. ~rrotype 1 gt•nomic lihr.arlt·'· 

con!i.lructrd In pHlut .. cript. nnd clonffi in 1.; ... chl'ricltiu coli 1>11~. 

H)· U!<iing lnununolui.:lcnl '"crt"e11i11g with pouh·d piJ.: .. c_ara po .. lti·n.• to Artinobud/Ju\ 

p/,.uropn,,4rnonia,. h.) cn111pl4;"fU""nt n,1111011 tCFt. n rt•comhlnant clnnr oí J-::.,ch••richia roli 

(2732) ... H .... C"lrc(t•d frlllll 11 J,!rnomit- librar)>'. "Ou• done C'llpre .. '°cd St >.200 k[)a protdn in 

crudt• rxtract~. and llu.•'"r ~c.-rr u'"c."d in El.ISA and cnrnparcd Mith lht" CF tr ... c for A. 

pl~uropnt•unioniae diagno~i~. Thr a"isay incluch·d 248 pig s("ra: 112 írurn a íann, 100 froni a 

-.htu~htt.·rhuu-.t.· 121 wilh po~ith:r i'olationJ. 3 írom aninials with poslU"·f."' l~olation. infrcle·d 

ln controlkd c-ondllion~. 23 rrom anlnial!'- vaccinalc-d In contrnllc-d cunditlon~ and 10 írorn 

nc-gatlvt" control~. Thr ELISA tr-~t wlth clone- 2732 was ablr to dl~crhnlnatie ht"t~~n 

,,.accinatrd and infe-ctcd pigs. 
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INTRODUCCIÓN 

llACl"EIUOLOCfA V EPIDEll.1101.<>GlA 

El agente lnf"~doM> de In plruruneumonfa contagiosa porcina f"ue drscrito por primn-a 

vez a princJplos de Jos aí1os 60. Desde cntonccs, ha sido objeto de amplias Investigaciones" 

con el nn de conocerlo n1ejor y drflnlr sus ractorTs de "·in.Jll"ncla. 

Ya que este pc=-qurflo cocobacilo Grnm nrgatlvo requiere de nlcotlnamín-adenín

dlnuclcólldo (NADJ para ~u desarrollo y grucla~ a sus proplrdndes bloquín1icas y 

O!>lológicas. KUJan et. al. ( l 979) propuso nombrarlo J/at"mophi/lL\' pleuropneurnon/ae. 

Tazoaomla 

La ullllz.ación en los últJmos años de nuC"\·a...-. técnlcas en In clasl0cncJ6n bacteriana con 

~nrasls en el material genético, ha dado nuevos aspectos taxonómicos. A'if, utilizando la 

~c:nlca de homología de DN~ se ha demostrado que J~ r.specles de los ~neros 

l/aemophilus, Aalnobaclllus y PasteureUa puNen ser Incluidas en un mismo gnipo9 el cual 

tS llamado -llAP-9 mostrando una gran rrlaclón gcnétJca (Pohl 1981). Estos hallazgos han 

hecho que se reconsJderr la nonienclatura actual de ciertas bacterias de este grupo9 

proponiéndose el cambio de 11. pleuropn~urnoniae a Adlnobacü/us pleuropneumoniae, debido 

a la gran slrnilltud que existe en la secuencia de nuclcótldo~ con los miembros del género 

Adinobaclllus. 

El hallazgo de bacterias "semejantes a Pasteurella" que producen lesiones similares a 

la pleuroneumonfa en el pulmón del cerdo y que no requieren de NAD, pero que por lo 
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dcn1A.s son renotípfca.n1rnte Ja:uales a A. p/#'uropn,umonkle. ha rnoli"adu Ja divJ~Jón dr la 

para distinguir entrt• bJovnrirdad 1 l NAJ>-drpl"ntllt-nh•J y biovarirdad 2 

(NAD-lndrpendlrnte) (Pohl IQ.'01 1tabf:l 11. 

TAHLA 1 
l>iferendacf6n hio,1uí111Jca de la-. difl"rt'Uh'' t"~pt·l·ic-~ 

dl' ·lctino/>arillu.\ ahlado!!o. dt.· rrrdo~. 

A. p/,u.rop. 
biotfpo 

•NAD + 

Uem611sls + 

Urrasn 

Esculina 

T~Josa 

l\.tanltol + 

Rafinosa V 
..-C"qUl&'r"e para au dr-IT"U Í•• 

v-V•riahl&' 

1 
A. pleurop. 
hiotipo.:? 

+ 

+ 

+ 

V 

Los dJí~t.esi sa"Ol.Jpos de A. pkuropnnunoniae 

A .. \UÚ" A. rquuU 

+ -!+ 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Con ba."ie en los polhac4irido~ rap~ulare."I y en el re<1ucrtmfento dt• NAD del n.:ente 

cl.4sico de Ja pleuront.•urnuníot cont;1i:Jo~a porcina. fa blo'"·artrdad J de A. pl~opnnunoniae. 

puede ser dh·JdJda en l.? difcn."ntc~ serotipo~. Jo~ cuales se piensa lle-nen vario~ antígenos 

en común (Gunnarson ..-t ni 1978; Sebunyn y Saundcrs 1983; Rapp et al 1986; J\faclnnes 

y Rosendal 1987; Romr-ro J9S9; Frdorka-Cru."· et al J99..a) 

Algunas cepas N.AD-indt"pendienlcs (biovnr .2) parecen lenr-r lan1bién antígenos 

capsulares sJmUares (Gunna~:ooon 1979; Nicolet 1982). 
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Lo.s dlrerc.-nte~ ... rrutJpn .. rornúnnu·ntr n1ue .. tra11 prt:>valc.•nda n11clooal. rr-J,!ionnl o local 

(RoS«."'ndnl y :\.11lclu.·I 19H3; Hruudrrth) Sntith 19H5; Vaillacourt '-"I al 19901. 

Sr ha tratado d~ a¡,:rupnr tanthlt'n a lo«i. J 2 rlJrt•rt·ntr«i. .. «"rotlpo«i. rn bn ... r a Ja 

vlrulrncla tiur prY«i.rntan r .. to .. rn alguno.-. rnodrln .. '-"'ll:prrlnientah-.. 1 Kornal y ~111tal 1990J. 

¡.·~ de vfirulrncla 

De Jo.-. 12 serotlpo .. dr A. p/._.uropn,urnon.i..ae identificado .. hn~ta fu rt"C'ha. alguno~ df" 

~tos produ-.·rn una cnrr-nucdad má ... ~'-""C'ra que" otro ... La lnoculadón cnn tnn !i>Olo 10 000 

céluln-"'ii vlablt:".!> drl srrutipo l. produce Ja rnurrtl" dd c~rdo rn rnrno~ dr l.:? hora!'o. y eon MSlo 

100 bactt•rla!!> puede.- produclr!>.l" UO ab.-.cr!fo.O t;"ll t•I pultt1ó1t. f .... O:'io ÍnC'tOl"'t":O. de Vfrtllr"UC"fa qur 

p~~rnta r ... ta hnctrria .!>on lo' re!!>pon ... ahlc.·:o. dl." la -.·olunlr..ación ) cJc.• la ... lf"!'.lonrs qut- .... t"' 

product""n en el tran!!>c.'Ur!!>O dl" lu rníc.·nnrdnd. ~tocho!ío. fnctorc.-.-. de.· ,.-¡rulrncla han sido 

drr-.critos para A. p/,-uropneu"'onW._. } t"I pap-_•J que.- ju«."ga cada uno dr r«i.to-.. íactorr!\ rn la 

patogén«."!\l!'I. de la enírrntt""dat.I ha sido !'.ujetn clr un Jnten_ .. o f;"'StudJo rn to~ últirno!'. año.., y 

apena~ comlrnza a entrndt-n.e (lnzana 1991. Fffiorka~Crn}· et al 1994. Rein1rr c.·t ni 1995. 

Frey 19951. 

Por tnedlo de C-""tudio!'I. <Je microscopía «."(cctrrinica !'i.C ha dr1nostrndo que (05 aislados 

virulentos del ~erotlµo S poseen una c.áp!ll.ula má~ gn..e"in y más adhercnlr- que lns cepa:io 

avlnJlcntas (Jrnsen y Bcrtram 1986). Jacque~ et al ( J 988) utlllu1n<Jo Jos !\rrotipos del 1 

hast.a el 1 O. rncontraron una correlación poslth•a entre." la pre~cncla dr cápsula y '"·in1lt"nC"la. 

Otro~ estudio!\ tan1blén han confinnado la virulencia dr la cáp!i.ula. ).-a que rnutant~ 

deflcJcnte!i. de cápsula de lo!!> serotlpos 1 y S !'i.Oll 1nucho nienos ,..lrulenta:o;. que Ja!\ cepas 
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originales cap!1,.ul111da' e hu:anu t"I al l9KH. ko .. t•ndnl .\' ,l\.JJ1cl1111t·~ 19901. La c-áp .. ulu '"' ~• 

componrnlr prlndp11I 'lur protr¡:t· u la hat·h•ria dr Ja .. dt•ft•n'"' <h·I hut~,p<-d. C<"lula .. 

cap!a.ulada'.'o dr la .. !<.rrollpo .. 1-3. 5 .\' 7 han n10 .. 1rado n.~,J..tt"nda a la acción hact("ridda dr 

los. antJcurrpo!!> ,.. rl <.·umplrn1rnto. taulo en 'urro' hipl·rinn1unt" ... dr cerdo n•rno dr cunf."jo 

clnzana rt. al. 1988: H.ycrun .' Cullrn 19'>01 . .-1. pfrurupneruno11h1r tamhii-n t":O. rr ... hl«"nlr a la 

r.agocllo!<.l!!o por 'º' Jrut.•ocito .. polimorlonul·lt·a.-r .... pero r:o. rnctentrn1t·11tr op .. oni.zado t•n 

prr ... rnclu dr anlicul"rpos t·ontrn la cáp .. ula 1 Jn7nna 1991 ). 

Poco' r,rudlo' :o.t• hnn heC"ho 'ohr·t.• la' firnhda .... dt•hldu u In dificultad dt" r~lo!lo 

apéndict· ... d<" producir"'"'" in '·Uro . E .. to ~u¡::icrt· qut.• .. u prc· .. r-nda l"ll la hat.·tt·rbr JHrr<h· .. rr 

in1portanlt.• in •·ivu p<"n• no ~on rt·qurrill•1 .. in l·itro. Su f>ap<"I rn la pH110J!fnr .. 1, no ha ~ido 

detrnninado ha ... ta hr frl:hn. au1u1ut.• l"ll olnt' ..- .. p..-<-·lt· .. ha<"trriana .. "''º' apéndicl"~ .o.un 

nrcc!l>ario!'o para la adhr!l>itio a lo~ lt"jldo .... por lu qur rn A. pl~uropnrurnoniar podrían tr-nrr 

un paprl 'imllar f L!trrrn )' Pljonn. J 99J J. 

El IJpopoll!.acárido o c.-ndotodna dr la mrrnbrana """'tema «'"' otro hnport.anlr factor 

de patogrnlcidad. Todo!. lo.o. ~er·otlpos tienen un ¡:ru¡>o eentral )' cadrna O diírrenl<"s. 

Drntro drl n1ismo !l>rrolipo c.·ada ccp:a purdt" '':iriar en la lonJ:ltud dr la cadena O. prro 

todas lic.-nrn un grupo central 1,::unl. En el .o.crolJpo ~ ... e han descrito cepa ... rugosa!'. y crpa ... 

Usa~ )" amhn!'. .o.on "-crotJpo-t"sprcíflcas )" ti<."'nt·n epítopo~ rn su Jlpopollsnc.árldo <1uc dan 

reaccion~ cruzadas <Altman el al 1990). Belangrr rt al. (( 1990) encontraron que c.-1 83% de 

Jos scrotlpos con LPS 11!'.o 't" adhlt.•rcn rn ~ran núnu·ro a los anillos traquealc ... dr- cerdo. 

mlrntra:i. que el 80% de lo!<> "Ol"rolipos con LPS parcialnu~ntc rugoso !¡,t." adhlrrr-n pobremrntr

a los mismos anillos. 
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J,.as C'IHth,·dna..., hnctrrinna .. jut~an intportnnh• puprl en In producTil•n di." 

cualquh·r rnfrnnt•dnd, par1irulurrnrntr rn ,,,..., orJ:Hfli .. 1110 .. q1u· nft•t.:tan 111uco...,a ... En A. 

pleuropnt'un1onia' .. r dt•1110 .. tro .. 11 prt· .. rnt•in J11t1t_·11larul11 .. ohr·t•11ada11tt• dt• t_·ulti"'o t• .. tl-1·il r11 

C'<"rdO'-. La.., lr...,iont•' qtu· ..... oli<,.t•r,.aron fut•ron 11111~ ...,t•rurjantr.,. a la .. produt·ida..., t•n una 

lnít~cióo natural 1Rn .. rnd:.1I t•t ni.. 19801. lh•...,dt• rntnnct•..., t•...,ta .. t"lf.oto,lna .. han 'ido 

acth-an1rnlt_• e.-..tutliada.-... IJt•11t1·u dr r .. ta .. r'oto,ina' .. ,. ha dr,tTil11 1uu1 t_·ohrrnuli .. ina qtu• 

product· una r1·1u:d6u dt• C.\.~1P 1Cl11·i..,til-. ,\tl...in ... :'\11111d1 ~ Prt1t·1· .. 1·111 al pn.•..,t•ntar .. t· rl 

!>inr.-,:i .. rno ron la to,ina /l dt• Stt1phyloco.·cu .. aur1•u\ e Fn·\ 1·1 al l'>X9. l.ian 1·1 al l9H91. 

,·an1bié-n ...,,. hn dr .. rr·ito Ja pn· .. rncia dr r'olo,ina.., t:on ;u:th i<hldt•' dt• lu•11101i..,i11a .. ~ dt• 

dlntoxina' a la '\t·z. la .. ,·uaJr, !'.<" conot•t•n t·n11111 .·\.p,I. -\.p,11 " :\.p'-111. f·: ... 1a ... to'-ina .. .-..t· 

c.·ncuentn•n drntro dc.·I grupn dr la .. 10,i11a.., H.·r·x. e·.., ctecir. tit·1u·11 ..,rt·11r11t·la .. n.·prtida .. dt• 

aproll.in1adanu·11h_• 9 a111ino:it·i<10 ... A t• .. tt• J..':t·upo 1>t·r1l·1u·t·r11 t;11nhlt·n ot1·a .. h1·111tlli..,lna' dt• 

hactrria .. c;ra111 llt'"J!afi\ól .... l1ahlr11cJ11 >!nlll htHJllllt•C.Ía rnln· difer·entt" ... gt:'-11t·rr1 ... Apxl 

ruertemt"nh· lu·1nolitlca) t•itott.,1e.1. ·''"11 ..... <khilnu·ntr hr111nlític.·a ·" dtol1°1)1.it·a) ·\.p,111 no 

e~ hcrnolítica pt.•ro t'!'. ÍU<"rtt"mt.•111t· c:ilotfr ... lra 11··1·t·~" ......,icoll"l 19XS: h'..arnp rt al. 1991; R'.""·L-roft 

et al. l'JIJ1: Frt•y lfJtJS1. Pur lo tanto. la ,j1·ulrnL·ia dt· '""' dift_·1·1·11lt•.., ..,rn1tipo.., drprudt• d<" 

cuulr!<i dr r!-.IU!ll> tn'll.ina .. r .. tt-n prr .. t•ntr-.. 

!\1u)· po1·0!'. trahajo .. .-..c.- hnn hrchn para drtrrnilnar la hupor1ancia de- la' protra.-..a' 

1 Kilian rt al 1979. ~<"gn·ft· rl al 199-11 ~ "'º papel t•n la patogt•niddad aún no '.'>«." ha 

e'.'>c)are-cldo. Se cree que podrían f¡n or<"t'c-r la roloni:r;id611 dt_• Ja hat·trria por la n1ptura de 

la inn1unoJ,:loh111inn A .. ya qut~ t:'- .. ta '"' 1111a dl· la ... harn·1·a .. pri111011·ia' pan1 lh·gar al tracto 

re.splratorio~ a'.'>Í como la drj?;radariún dr lo' tt·jidn .. <.«·n·ano,. In que- pern1itiria 1:1 in""ª"'ión. 



S~Ubilldad a los anUhióticos 

A. plruropnt'urnoniuf· "'· in t.•i./ro. nltanu·ntt· 'u""crptihlr a murho' anlihi<iti<·o ... So11 

prc-írrida'.'I. rn Ja trrui~utit_·a Ja ..... u .. tnnriu' con <"on<"t•utradont-' rninhna' inhihitori••'· ,¡n 

en1bargo. In' prc1ph•dndl'' farnu1<."0C."i11t•tk.;:1' clt" lo' antihlóth·o .. )' :-.ohrr todu, la po,ihilichuJ 

de producir rt''i'f("llC'ia hou·trriana .. rit·nr <JU'-' tornar .. t· t•n t·11rnln .. En '"' últiruu ... ¡1110' llan 

'.'!.ido rt.•portado' phi .. 111idu .. dt• rt.· .. i ... tenda ;1 .Jifc·n·11tt·' anlJhiúlico .. 1 llir!'.rh t"f. al. l'JJ-1~ .. 

Gilbridr y Ro .. rudal l'>H4, llurlht.,. rt al. 19X7, '\'illo.on rl al ICJH91 . .Sin c·mfiaq.:11 . ..,~. 1101 

rncontrado qtH' Ja 1·t·"i"h'IU"b1 a J11 .. a11lihicjtic.·u ... t'fl la 111a~orí:.t dr Jo, n1"º" no , .... c.·udificadot 

por phi,111ido .. 1J11otu• t·t r.tl JC1H4. Ka ... •ahara t·f al JCJX'J, C."0J11u·11•11"t'" t·t al l9N'J . .Su,,11'-.i t'l al 

J9H9, {;utié1Tt'L t."I ni l'ICJ .. ~1. l>t• todo' n11uJt1.._ t>' 11t·t·r .. a1·io drlrnniuar la .. u,c.·c.·111ihilidad <1 

lo' a11th11icrohia11u .. dt• cada l"t•p;1 ai .. Jad;a dt• ..f. p/1•uropn1t_•um11nid1', Jª c¡ur 111 .. p.alruru· .. 

cJJOert."11 dt•pendit"111J11 dt"I án·a i.:t·ognifil·a dt• clondt• ftu• ai ... Jad.a t ~ouJt•;1u t't al 19XS .. \\"iJhon 

«"l ni 19H9, Gutiérr"" J'J93J. 

•;pldnoiol•,,,a 

Artinobaci//u.\· p/(·urupnrumor1iac• , ..... un par.i~ilo dd tracto r<''.'l.piratorlo .. con una alfa 

espc-clOcidad hacln c."'J hué~pt•d, el cerdo .. En J.;:1, infeccion<"._ de tipos hipcrai::;uda) aJ..:uda. rl 

agente no 'ólo puc.·d" encontrar:-.e eon h·~ioneos neourn611ic.·;1, n ~rplicé111Jcan1t.•nh·. :-.ino 1an1hién 

en todn:i. fa'.'!. n1uco:o.a~ dc-J Ir.acto rc~pirntorio .'t· '-'11 <'I ruuc:o :i.r pued'-'n f("nc.·r rná' dr 10" 

bacterias /mi. ( Nkolet. J 9H5 J. 

En cerdo!'> infectado!'> crónicamente~ el agente etJulógico e:i.tá Jocnllzndo en le~ionc!'> 
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nc.-cn)tic..·a~ d<-1 pulfncin '.\'/o t•u In' ton,iht' '.\'" nu·no' írt·l·t1t·ntt•rn1.•ntt· •·n Ju t.•n"ldud na:-.al. Sr 

de-hr -..cíutlnf' qut• rn Ja1H-111, dt•nlro dt"" unu pohlcu·iu11 -.una ... ._. t'll(."011tni un nito porcentnjt• 

dr anlrnnll'"' r11 lo' q11t• 'e- al,1(1 t•I aJ!t"lltr rlr 1·a"idad 11a-.al 'Kunu· t"1 al l'JH41. En rl rnrdin 

anthh·nll". t•,lr 111leroorJ,:a11i .. rn11 no .. uhn•'-h"t• poi· 1111tt·ho lit•111po. pt·1·0 prolt""j.!idu pnr t·I 

matrrial dt• dt'"'t.•arJ!a n.a .. al. purd1· "i\ Ir 11n1i-., día .. rná-.. h;1-.ta qur r'tt" n1a1t·1·ial 

dr~hidratt· t."tHnph·ta111rnlt·. El pt•i-iod11 dt• ineuhadún 'aria a111plia111rntr '.\'ª qut", 

iníC"'ccioru·-. t•,pr1·i111r111alt·-., .. t. ha t"llt'ontnulo q1u· nHI t""'-po-.l1:io11t·-. ;1 una g:r:.in c..·antitlad d« 

bacteria-. ptu.•th.• pr·111hu·i1- .. t• la 111ut•rtr t'll pot·~1-. hon1 .. u día<,.. ntirntra' t¡ue t.•on haja.o. 

cantidadr~ de hctctt•r-ia-. purdl· pnutuei1·-.c u11a i11Ít"tTi(Íll -.uhc:linh·a t :"'lrl-.rn .'- ~f.:1ndn1p 

1977: St.•hun,'.'".11 t.•t :ti 1118.'. 1····dnd ... n-C"1·a.'-· f"I al J•J 1J-11. 

Modo de trans01lslón 

E' pu1- todo' a1.•t.•ptadn qui." la 1.·nft.•nurd;uf '<' t1-;t11"ni1t· por c:nntacto dirt•c-to dl• crrdo n 

ct.•rdu. o por fun1ite:<. t·n to .. cnrralr .. rn un á1·ra JllU:'I n.·dul·ida. En unidadt•' ch• rngnrda. 

cuando ha) hrnle!<. agudo-. Ju inírcci<in put"dt• pa'."-ar dt.• un corral a otro, ~11~i1-it.•ndo el papc-1 

que JUC'"l::an lo' at•ro~olt· .... a pror,.ar dt• la J!ran di..t~1nría qut' t"'•d-..ta t•nt1·" In' c;"orral""'· Tan1hién 

put=""dt." habt'r tran,ml .. h'1n indlrrt.•ta por· c"I pt•r,onal dr la gr • ..u1ja. '.\'"ª que pnr la J!ran 

rxcrrcic)n na~al que t'11:i .. t1.· duranh· la ra .. r a:.:uda. la tran.,.n1i-.ión purde prndu1.-i1--.e a tra-..t>-s 

dr la ropa. hnt.a.<,. o ln-.tnnnC'ntal cuntan1i11ad11 1.·011 r ... ta' dt• ... (.·ar}.!<:1-.. l.:1 po .. ihlt.· par1icipac:ión 

de pt.•quei1u-. rot.•chu·t.·.o. ,, p:ljan1' 110 pul."d•· <,.t.•1· dt• .. t.·a1·1a1J;t. p11t·-. '.'ot• ha lo~rado ldr11tiOt.·ar por 

serolOJ?Ía A. ple1uopneurnoT1Ulf' dr .... 10, ani111a1t· .... Por otn1 partt.', t.•I ~t·r J111111ann no e'.'!. 

hué!>ped dl." e.,.ta hactr.-ia y no -.e ha logrado ai-.lar· r-.tr :tj!t"1ttt• dr n.arlz. ni dt• g:ar"',!antn d<"I 
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a Ju piara dt" l.·t·1-du:-. i11fc.·c1.ulo-. l"PJIJÍl·.1n11·111r \un .111i111al qut• -.r ••·•·.,hra 1h• la i11ÍrtTl011 -.l· 

llHtnlil•nt• l.·01110 port;.ulco1 a-.1111unta1i111 poi· ";u·iu-. uu·,r-.. l>i"r1·-.o-. Ía•·1111-r' d1· t·,ln·-.. tah·' 

tC"n1pt•ratu1·a. altn hu111rdad 1.-l.11i ... 1 \ Í•1)1a dl· "'1·111il;11:i1'1n. qur 111·t·di-.p••t1t·11 a l·~1.1lquir1· tipo 

incrcnu•nta lo-. uuJi•·e-. dr 111od1ilid;ul :°" 1111111alidad. 1"111· rllo 1111 , . ._ ,,,.·p1-t•11dt•11l1• qtu· la-. 111a-. 

~ ;\.1andrup 1977~ Seln1n"a ."' Sa111uh·1·-. l'Jh.~. Pijo;111 l 1J'J01. 

Di~inación y hn•lot"' dt" la C"nfmnrdad 

l>r-.pué-. d1• intn1dud1· un port.ouhu- 'ª1111 ·1 la ¡:,.ohlack111 "''l.·rptihlr. lot t•nít•nnt'ilad ptn-dr 

dls ..... 1nlna~c ~ulu.·huit.·;11111·111t· ha-.ta t¡ur lo' íat·t<u·r-.. dt• 1.·-.tn_o:._ d1.·11 cahida a la 111a11ih•,t;.-u.:iú11 

clínica CRn-.rndal t•t .al. l'JXI. F1·._., ... ,. 19901. En la n1a'.\rn·ía dt• Jo .. cu-.o-. t·-.ta ..,,. haf.·t• 

nípidaincntc ._., identt·. at·o1npaúad.01 poi· df.0 -.Pnlan·-. fat.ah· ... La lt·talidud diíit·re a1npli.a1ut•111t• 

d<- acuerdo a la !<t.ituaciún <'phh·u1iolúgit.:a ,. h11nunuJ11gil:a dt· l.·ada t.•,plotaciún. En gt•nt•ral 

t-1 purrentaj<" dr lrtalidad pan•ct.• '"'l"I" lll:t:_\OI' f."11 unldadr-. dl.· re-cría quf.• l."ll unido1dl"-. dt• 

nnalh:ación <Ro,end•1I Jo :'\-1itd1rll 1983. Frl.·e .. r 19'>0~. 

El cur:-.u dr la 111.anift•,ta<:it'.11 dini,·a '.\ la di:-.t·n1inaciún de la cnf•·nncdoul JHIC"dt.·n -..·1· 

innu~nciado .. por el ).!r;uJo d<· -.t·p;u·ad6n dr la' difrrrntt·:o.. uuidadc~ '.\ por la r.ipida tt·rapia 

antlmlcrohiana <Pijoan 19901. Sin c-111h.argo, en una~ :o-t·rnana!'t. o ••n pocos nu•!<t.t'!'t. dt·~pué!'o del 
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prhur-r t."l•i!<oodio ni,:udo clt• la t•11íc·1-.nrcJsuJ. 1111 alto porTr111i1jt• dr .uniiualr .. l<-ndr.í ;111tlc·uc•rpo' 

r~prcí01.·o ... c· .. tc1 'llJ..:irr-r •1uc· lo' uuirnalt•!'o. ,¡11 1u·c·t•,:11·ianu·nt.· prt•,c•11f;11· .. i,L!flO .. c·Jínic:o ... h.an 

sido r"lli.l'lll"''º .. al agc·ntt·· 'l. c·o11 .. l"'-"llr11h·111c·11lr la pnhl;H"inn h:i ;ul(pdl"ido1 un 1!,-:uJo rJr 

Jnrnunidnd. pC"ro 1111 111i .. 1.a11tr 

~ubclinh·a111r111t·. (lt• .... t.1 r11a11tTn una pohl:u·ion .apart•11tt·11u·11tr -..ana drhr ro11 .. idrra1·-..t'" 

crünlcar11t•11tt· inírct.ilda ." ITJH"t"'rnla un 1u·lil.!1·0 pa,.a p11hl;u·ioru•' , .. ,,- •. ptihJr ... 

l.a .. 111anlft",lac·io11t· .. dt• Ja t•11fr1·111rd,uJ t"U pohl;1ri1H1t"' inít'<"lada .. •·,.únicanu·ntc·. 

dt.•pc·ndrn c·n gn111 par·tt· dr l.1 .. 1.·011di1.·inru·-.. el.- 111;uJt'jo ·" dt• lot t""oluc·i1in dt' In in111u11idad dt.•I 

hato . .S<" ha dc·nu"tr·ado c.¡ur ,¡ la ,L!ranja .... 111a11rja cou hicit•11r. 'l' '•·p;1ra11 ~ ,e· dl·h·t.·tan 

!i.Hno~. '" loJ!ra tc·1u.·1· 1111a gr·a11j;1 fihr·t· ch· r pl1·uropr1r'JlfTI'"'""' • Pijo.a11 l'J'JO •. '\laqut·da 19941. 

Dc~pu~ .. d<" Ja dr .. ap•u·i..-iún dt• In' antit·u~·1·po' ,·aJo .. tnd.- ... a la' 5.9 .. r1nana~. 'º' anhnah·-.. 

inmunid;td c;1fo,tral a ,u .. cTía ... 

A. plt•uropnt·umonia,· ha .. Ido rc•port.ado pr.trth·a11u·11h· t.•n lodo' Jn, paí .. c' c.·n donde Ja 

JTproduccicJn d1.·I l.'c.·rdo .-.r hu indu .. lriali.r;1do l~t>hun)a ~ ."'ta11nd<·r' l'JH.\, J. f-: .. to rt.•arirn1;1 

la idea de lJUt.' lo:o. .. 1~1(."111;1 .. d<· n1arh·jo 1no<Jt·rnu~ ía'l.·or·t.·,·rn la c.•"11:pn.·,..i011 de.• r:<.t<" tipo dt.· 

lnfrccion(."!'o ( Hrandrl'tlt ~ Sulit 11 1 fJH5. F1·r1.·-..«" J 9 1JO 1. 

La prl""\alcncia rc.'j.!ional d1.• derto-.. 'rr·otipo .. no,._.. ~oq:1rrndrt1ll·. pt.•ro la n·l.aciOn entre 

diferrntes ~erotipos d<." diíc.•rrntc·~ paí,, ... c.· .. dc.· grau lntrrl- .... c.·orno punto dt.• tran:o.rnisión a 

J.l 



de llUl."'11-0 .. !'!.erulipo .. rn 1·ic.·1·ta' arr~•"· 

En :\.1t.•11.it·o lo .. p1·i1nrro .. hn1tr' dt• la r11frrtJ1t•d:ul fut•ron oh .. t•nadu .. rn l'J76. t"Jl J.a 

Pirdad. :\U1.·hoat·.an. 101141 pur·t·u·ola qur lrniu 1111 1·111111·n·it1 acthu dr 1·r1·do .. ruu l·~l .. \ ~ 

{_"anadá. A pnrtit· dr ,.,,. f't·d1a Ja t•nfc.-nnrdad r.í.pidarnt•ntr fur aft·c.·t.a11d11 Ja, prinriµah-' 

ri.r1.•a .. porci1·0Ja .. dt·I Jlª'" ." t·n L1 a1.:1u.;1lldad t"'lola ;unpJi.;uru·ntt• di .. 1rih11id.;1 t•fl tudo"' '"" 

t"!'!.f:ldo ... t•on .. ith·1-;u1de1'<' 1.·01110 l.1 t•nft·r111t·dad 1·1· .. pirafu.-ia dr tlla}or i111por'1aru·i;1. ~t· ha 

nacional. ,¡("fido lo' ,t•n1lipu .. J .\ ~Ju, rna .. fn·1·ur111t·n1t·nlt· ai .. Jadu' 1Cip1·i.;u1 t·t al. J9~H; 

l>íaz t•I al. 19H9; (>nti" t•r·o ... t•I al. 1 •)•)~ ~ 

Dia.gnó~-tlcu. inmunid .. d y control 

1. l>iagnó!.""tko 

Ex.io.trn ru.ulro n1t'to<lo' pf"indp.ale .. dr dia¡:nó!l.tJco par;1 l11 dt•trt.·ció11 d1.· l.a .. ir1fpct_·iont•' 

por A. p/~urop,.eurnonku· 1·11 '"" .._-1•1·do .. ; ª' 'loii,:no .. •·línit·o!-. ~ c-urso de Ju t·nfL"Ot1l•d.ad t"n cada 

crrdo y c·n la piara. hl haJJa:1:go' pn ... 1-1nnrtt•n1. t"I ai,larnil'nto de Ja hnctrria drJ tracto 

re!.piratorio) d 1 !'!.t•rolo,::ia. 

a) SiJ:JJos dírucos 

La Infección puede ~t·r dt" tre!I. Upo~: hipc·raJ.,..,Jda.. uguda )'crónica l Slw(X" J 9<....i; ~lt·ISl."11 

198.:?). En poblacione .. con1pll"tanaentc !'IU!'!.t.·eptible!'I. la plruroneun1011ia "c prl''lo<"llt•• 

rcpcntlnamrnlr. se dh.emlna rápidamente J' uft."cta a todo,. lo~ anintale!'I uo irnpurtandu Ju 
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edud. lncluycndn a lo' lat·tn1t1••' ) u lo' dt• flnali,u1·iü11. Contla11111t."11tr t•I rnc.·~irJ!ado !'l>t-" da 

cuC!nta die la prr,encln dr la lnfrcclón cuando ,.-ario-.. anlrnalt•' han perdido rept.·ntinanu•nlt· 

rl apetito y prt.",rntan firhrt' (..\0-41" ("l. 

En t."U!<l.U' rápido'~ dr dr,t.•nlncr fatal. t•!'l.to .. -..ígno .. inicialr .... 011 :O.t"'J:::Uidn' por chlflO,¡ .. 

die la piel }' 1nrn1hrana!'I.. di!<l.1u.·11. lo .. húni""da ) lo' c1·rdo .. nfrt.·tudos prr~entan '6mito: la 

afrccit)n rt•:o.plratoria t•:-. tan :o.t•'-rra 11ul" to .. ct•rdo' n.· .. pir1111 1·on In boca abierta )' 'r 

n•antic-ncn !<.c-ntado ... Pot·u anh"' dr la 111uert•· ha~ dt•,t·nq:.a .. t.·on 'ª"J.!re por hoca y nariz)' 

la nuu·rtr ocurrt." antt·~ dt." :?4 horn:o. dt· lnidnrla 1:1 infrcciún rTrnorin c-t ni l9X7, Frrt"""'" 1990. 

?\lad!<oc."11 rl al 199~ >. {)ca .. ionuhnrntr alguno .. nni111alr., plH0 dr11 n1ori1· !<.Úhitanarnlr .,in 

prt."l'l>Cntar :o.iJ.!11º""· l.n letalidad t•n lo .. "'ª'º' hlpt•rnJ?udo ... ,., alta. rnt1·1• l"I 80 y el 100"""..-. 

En nt·unato ... la lnft"('t:i6111'!.e pn .. -:o.t·11h1 nu1111 un.a '"Jllil·1·111ia '.':la 111a~o.-ía dt· la!-> cnrnada .. 

:o.e pic1·d.-n )' aquí lo .. di!.turhio:o. nrnio'º' p1u·dt·n .. er un 'ii.:,no di!<.tintho t•n l1a... aninialt.•' 

Infectado ... <ltro .. crrdo' purdt•n rno,tnu· d1·pn• .. icJ11 r i111110.,·ilidad )·. cuando 'º" íor1.ado-.. 

a nun·er!'>c. mu<:- .. trau .. icn11., d<:- aírcciún rt·~plrntoria y 1111 rl"',plro corto)'. forL.ado. la rnuert<" 

purdc ocurri1· <"ll l ti :? dia .. ,¡ prtlJ.!re!->a la t•nft·rmrdad. o purdt• t"H•ludu11ar a la cronicidad. 

I.o' n11ln1alr .. con aft•ct.·ibn dt· tipo c-r-011in1 th·nrn .,i¡..:no .. toah.'":-. c.·01nn di~ntinución d<"l 

apetito .. dc!<oarrollo lt•nto. to .. crónica. hnja c1nnl'r,i{in nlh11t•nticia )' <ióll ten1pen1tura puc:-dC" 

variar cntrt" nonnal )' . ..t0-41 "C. 

b) llallazgos po~"t-mortrm 

1..a:o. leo;;inn'"~ del trncto rl"~piratorio en la!<. fnnnu~ hiperni:.udn. ai:.uda )' cnlnica !<.Un 

diagnóstica:-. de fa iníccción. Las lt.·~inru~!<. puc-dcn M.'"r drscritn!'I. como neun1onía fihrinosa 



lobular acon1pa1-tada d~ una plt"uritl!'o y rn h1' ra!lon"t c.-rónlcu .. ha) una plr-urtth. nhru'a) lo!lo 

pulmnnr'l\o purden prt.·!'oc.•nlar íoco'lo nc."cn'i1ico' dr di .. trihuC'ión )'' lan1año vartahlt" f ~i<"ht.-n 

1982. Olander 1963. Shupt• 1964, lh:rtran 1985). l.A1!\o rocns nrcróllco!lo muy comúnmrnlt." 

manlirnen la inírcclón por vario!'J. n1e!lot."!!o )' lo .. crrdo .. con c!'ot&!'o lrsionr!lo '.'-Ofl portadore!'o dr 

la rnrrnnrdad. 

En un bnlle. lo:-. prim<""rns e•án1cnr!lo po .. t·mortem !Mlll lmportanl~ )B qur prnnitcn 

a~q¡:urar el dia~n6stico. En lo .. anhnalr!'o !'.in !'i.igno!lo dínico!'i.. rl p•prl de la in'.'pf'cci,)n 

!'oanit•ria de las víscc.·ra~ JurJ:a un pa~I Importante. ya qur una alta pm·alrncia de.• plruriti~ 

crónica al !i.Hcrinclo, da la !'i.eguridad de que hay neun1onía crónica rn r.!ta poblaciún, lu cual 

podría dcbrr!'oe a .-t. pl,.U"opnf"untOnÚlf" fChristia!'l>en 1984 y Nielsll"n 19H2J. 

e) Di.,..ssl.Jco bacterlolótdco 

Comúnmente rl cultinJ puro de A. plc-uropnnunoniae- rs íácJJmenle oblenido dr lo!-. 

pulmone.!t en casos de Upo hlperagudo ,,.. agudo de pleuroneumonía. La'- iníeccionr!-. 

a:eneralizadas con alslamlcnlos dr hígado y bazo. parrcrn ocurrir en animafr!li. arr-c1ados en 

íorrna hlperaa:uda. rnlrntras que el aislamiento de rste mkrool"Ji!anlsmo de otro~ ó~ano~ 

o tejido!§. que no sean puln1onc.-~ y pleura e!§o muy variahle en casos crónico~ f Nlelsen 1982: 

Scbunya d al 1983>. En lesion~ crónicas muy vJ.-Jas es dificil el alslamlento y Ja ~erologia 

es el m~todo de elección para el dl•R:nósti<:o. 

El ablamirnto de A. p/c-uropnrtunoniar puede realizarse en agar sangrr. con Ja ayuda 

de un cultivo cruzado rn linea deo Staphy/ococcu..\· rpidermidls y Staplt.)·lococcus aur~u.\· ( n•pa 

nodriza>. durante toda Ja noche con COJ al S ó 7?'o. Otra ronna dr lograr el aislamiento c.."S 
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utilb.ando In técnka dr dilurlfn1 rn caldo PPL<>. d•• dondr d..-'.'lpu<"~ dr Incubar~ durt.111111· 

toda la no .. ·he ~11."' '.'tlrrnhra 11·11 Ui!Hr '.'luna.:rr con ..-c.•pa nodriza (Pijunn c.·t al 19H3J. 

Una partr OlU)' Jmp<~rt..s1nlr drl diaJ.."Tl6,tico ha<·tt·d,,ló¡.:il·n.....,, la ~rroliplOc.ación d.- las 

crpns ahlada!.. 

lla!i.ta rl n1on1rnto JZ ~·ruUpo"" han !!.Ido 1<J..·11t10ntdo .. c-11 b1L...- al antigf't'lo cap .. ular. r-!.la 

cJaslOcudón .:oincldc.- con la di'.'ltribución dr prulríua.., dr lll'-"n1hrnnn t.-Xlrnia (C;unnanon 

1980;. Nit"l!iorn 19H2~ NJrl~rn 19H4; Ro .. rudul y Ho~d J9H2; ~il'1!1ot•11 J986t. Todo .. Jo""" ... .-.-ntlpo!lo 

son Idéntico!> rn rnorfologíu y prnplrdiutt• .. bioquín1icu ... Y ~61u por prurb;:1s ... rrológica'."io 

purdrn !'loC"r diíc.-rrnciado~. 

1.#os "'rrotipo!<o c.•ncontrado.., <"n una rl"J,!!Jón put.-d<"n l"nn1hbtr)· por lo l.anlo .. .,, n«"cr~ario 

d) Dl..,,..SstJco serol6J:ko 

Las pnJcbns :r.l"rnlógicu ... !oOfl i mportantl"!<o rn el dlagnó!'lotico dr csla «"nf~rnu·dad. 

Durante el cur~o de la lnf~ción ro .. antlcu<"rpns purden !<.C'r drfrctado .. por mt"dJo dr 

pruebas ~rrológJcas como njaclón d<" complemrnlo 1 NlrJ,...,.n 1982. Lombin rl aJ. 1982). 

aglutlnnclón rn tubo con 2-mercapt11c.-tanol (\.'Jlla11C'o1u1 et al 1986; Go}"'l"lte .,., al 1986). 

coaglutJnaclón <Mlttal l"l al 1987). uglutinación en lnrjet.n CClprian et al 1990>. El..ISA 

lNicolct et ni 1981~ Nkhen et ni 199.l~ Uo!lo-.é c.-t al 1993; ~Jf."'lsrn 1995) y nrutrallzación de 

la hrmolbina íFedorka·Cray et al 19931. Lns pnJrba"i dan un panorama dC' cómo !'loC 

encuentra In Jní~clón en la ¡>lnrn y con dla!-> la rna)·oria dr casos crónico~ )' !ooubc:línJcos 

pu~rn "'er detectados. En anhnalr~ crónlcan1rnte lníectados por A. p/,uropneumoniar e .. 
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cuulr' purc..lc-n proc..lut·ir hn11t•.., 11¡.:udo.., t·u.ando .,t. ln111 ... nt·n·11 tlr unidad 1 ....,.¡ .. 1..,rn l'JN::! 1; por 

lo tanto. ll"'"' i1npnrtantC" qut• tulr' ... rr·orrt·ut·tort•.., ..,r;111 dt•lt·t·tado .. lu 111á' rápido JH1 .. ihh•. 

~'\IJ:un11:0. dt" e-'.'!. ta .. prurha ... dan 011 J..:ra11 nun1t•n1 ch· f.al'º' po..,iti" º' o nrgnth º'· 

rara la rt·uliL•tt·i,)11 dt• tudn-. In .. pnu·ha .. ..,,., olf'1gi<:a ... :o.t• h•• ulili1.ado 1u·i11dpah11r11tt· 

como nnliJ.:cno. la:o. c.·~lula .. c.·0111plt·ta .. dr ·1. p/,.uropn,.un1ontar. 

En la.., pnu·ba.., dt• El.ISA .... ha utiJiL.¡1du p.-indpalnu•ntt· C'Otrlo anlÍJ.:<"flO de· C"ap1un1. 

ci-lula'.'ro coniplrta:o. (j(' .·t. plt•uropn1•un1ontdt' 1 J .oaft11gt·1· rt al. 1 •1•>.~; Stlnr t•l al 199.~ '· pr,-11 

tan1bifn ,._. utiliLado t•I lipopolh~1t·oirido 1 Bu..,..,t" t'I al 1">9.\ J, t."'\.tr·;u·to' c-rlulnrr' t Sidiht; 1·t al 

1993) .'.' ht·n1oli .. i11a 1 ' 'ª et al 1'>'>0 1. IJ.:11al t¡t1t• f. uarulo .... utili1a la c<'lula t:on1plrta n11no 

de- Jo.,. difer·rnte:o. <.t•rotipo ... pc.-1·0 ~•I utilinu· la Ju·ruoli .. iua r .. po .. ihlr n·ali1ar rl di41Cll'.''tic-o 

de- todo' lo'.'ro .. t"rntipo' que prod1u·•·n e .. ta protrina 1.'\tn t•t al 19901. 

No ob,tanlc- qur Ja.., pnu·ha:o. 't.·1·ológi1:a'.'ro !'lot' uliliLan indlvidualnu·nh· pu1«1 t·,;.uJ;1 

animal de'h<"n de !<.t.'r lt1lt"rpretnda .... u ha~t· a la µiar.t, )a que.· lo~ anhnaJt·.., lnfrl.·toulo' 

recirntt.•mente n1U)o' rara "e7. dan tílulo .. po .. ith·o!-. )·Jo .. anirnalc~ infc.··ctad11~ crcl11icu1n1·111.- dan 

un ulro purcrntajr dr .,.._.rorrractur1· .... 

Cuando la '.'roerología )' la Htcunacl(1n ~on con!l>iderados cu1110 rn('[otodo dt• nultrol ~ 

pr~rnción de la enfennedad. e~ irnportanle cunocrr curile .. !l>on lo'.'ro :o.t·rollpn'.'ro prr .. rnft• .. rn 

la poblaciün porcina~ ).a que c.-1 ~t·rodiagn6~tieo ~:o. :o.t>rolipo-e~pt."CíOco tGunnur'.'o.un 1979: 

Nlrh.rn 1982; Jlunter )' Lh·ig'.'rolont· 1986; :\tilla) t"I al 1987; Ontlvrro~ 1•t al 19951 la 
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inn1unidnd nhtt."nidu por "·aru11acl1Jn .. , r'pn.•c-.ada ,(,Jo rnntru t."I srrotlpo qur contlrnr la 

vacuna (G.unnant.nn 1979; Rmri.C"ndal rt ni JlJKI; :"'lilrJ ... .-n 19K4; Frnwtck y (l!!tbunt l9H6; Jzana 

y l\1athl!o>Of1 1987; Cruldjc-.rn rt ni 19'J~1. 

2..1 .... unldad 

ExlstC"n \.arlo' fa1.:1orr!'ri. qur innu~·rn rn rl curso dr la plrurnnrumonía rn una 

r11ploladón. Uno de r~lu' raclurr!'lo r!'lo la inn1unhJnd. ya qut• rn un brote dr pl<"uron~umonia 

dr tipo agudo. rn 2 a ~' !'ri.rnu111w•~ In 111orbllldad r1npir:1.n a dl!'ri.1nlnulr. drbidu al dlt":<.arrnlln 

dr la hununldad dr halo, 

En r'.111.plotacJunC"!'lo dr rrcria con crrdu .. c-rónlc.1unrnlr luft"'C"ladoo¡. C"':"lo poco conuin rnconlrar 

..,fJ:llOS rn anlmalr' adulto.-. ~· por olnt partr Jac-. c.·rrdi.a' ronOt•n·n i11n11111idnd pu:<.h·a a !'tll!'lo 

camada~. Ju cual prul~t" a !'ri.U!'io lrchnnC"!'lo dun-1111t· la!'ri. prlrnrr·a!'t c-.r1narut' dl" '·ida. Sr purden 

rnconlrar l"UC-.O!'lo a.:udo:<. rn lt"chonr!'ri. rn lo!'lo cualrc-. han dl!ri.r11l1111ido loc-. nlvt•le!. de anticurrpo!'t 

caJo~lralC'~. pudlrndo lnmhi~n pn•M."ntan•«- lo' ra~o .. ("fl nnimall.'~ no lnnu111e .. rC'cién 

introducido~ en la plaru. lJnn \.t":Z qur 'C' pre!'t<"llfa J;1 inírt•dón. ~ .. la M' 111aninec-.ta durante 

f>·eriodo!io muy larJ.:n~. yn qur no ~r logra <":<.lnhh·ct·r- uru• lnrnunidad de halo por el con .. tnnle 

mo,·lmlrnto dr animalr~- f~1illul rl. al. 19X4i. 

Los anlicurrpu' circulanlrs !1>6lo puedt·n ~cr drtrctado~ por fijación dr complc.-rn("nlu 

10 día~ despu,r;.~ d<." qu(" !'loe Inició el brrJt(". "'º'º t."!'t cuando lo!'lo nh·cle!'lo de- anticuerpo!!. !!ir 

rncuentran rlevados y la morhllidad rn1pie-La a dhrnlnuir. Esto~ anlicurrpos alcanzan su!!. 

niveles m4xlmo!'I> de~pué~ dt" 2 a 3 !l>t"munu!I> d(" iniciudu el broh:, p0!11oh."riorn1rnh" empll."'zan 

• drc.er. pudiéndosr manlrner bajos por '·ario!'!> nlr~e~ tFrdorku-Cray rl al 199-'>· 
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3. Control por VMC'unaci,;n 

Estuttin .... ohn· la pn1tl"(Ti<'n1 qu..- 1.·1111rit·n.• 111H1 hat·t1·1;na l•t"'-·ha dt• 1111 rulth·11 <h· (, l1nra ... 

con bactl"'ria' n11u·1"1a .. '.\' ;ul'."IH anlr iru·ntnph•lo flt• Frt•uncl. han dl"n10 .. trudo qur 1111rclt• 

pro'\'rrr 1Jr t·it•1-ta pn1lrt"t·in11 a lo' anlrnalt·.., in1nn11irado .. ni "'t"f c.lt· .. afiado ... t.•un t•I 't•rotipo 

hon16h}~n al dt• la "ou·una 1'."'irl-..·11 197t1: Ko ... rudal t•l u.I. l'JXI: ~lrl,t.•11 198.!: '1ª'º11 rt al 

llt"tJt• 1·11futira1·:-.1.• tlUl'. 1·11 L011lra-.1r t·o~1 1;1 infrt.·ci<'111 a<"rl"a. In cual ind11t.·r una alta 

inn1unidad. t;utlo JHll"il t·I ... en1tipu ho1111Jlo).!O Hl dr la inft·cl'iün corno para lo.., ,,·rolipo .. 

ht."tt"rcJlnJ.:O' f ~il"l .. t•11 l 1J7tJ; J.r:aua ~ 'tathi,011 l9H'7 1. la ".;u·un••t.·ion no t·unfit·1·r inn1unidad 

C"n.tLacJa. Por lo tanto. la, "ªl'lllUt' 1h•h1·n 1·u11trru·r lo' !-.t•r11llpo' qut• t.•\.i,h·n ru t·I ;\n·a rn 

d<Jnde !'><" t•ncuenlr·;1 la pohla1·io11 ¡u11Ti11a 'I"'º 'r 1lt·..,to;1 "ªl·u11:11-. 

En la" acuttou·i1'n1 th.· lt•t.·hotu·.., tlt·hl" 't•r· c:o11 .. iclt.·r-;11.J11 rl t•fet-lo ... up1·1·,01· dt· 111.., .antü:urrpu.., 

«HIO!'>tralC'."~ y por c:-.ta 1·a.1.tin t•..,to' anirnah•.., th·hen ''"'" "aC"unado' ha!-ota la' :<; a 6 't·nu1na' 

dt6 edad npro'll.inHtdanu·ntt.•. 

En pohlacionr!'- inft•ctada!-o C'ronicarnrnlt·. In' ••nirnalr' !<.t.•1·01\l.~J.!ath·o, q1u· 

introducir deben ~et· "acunado ... antr ... dt. .. lt•nt•r 1·ontJu.·to t·on la pohlaciün afC"ctadu. 

l....11 pn1lc-t.:cio11 ohtc."nlda por "acunaciún 1111 ,., total e 'la!->Oll 19H:!; E:-.puikl 1986; F,··dorl..:t~ 

Cray 1994) y la barrera i11111unc." put-de ,.._.,. rotJ por una fut.·11t• L"arga <h· lnft·cdún. adrn1a .... 

al.:o nlU)' hnportauh· t"' •(Ul" lo.., anhnale .. ,,.a,·unado' pue<lt•n ho .. 1n·d;1r al n1it-ro1u·)!ani,1no 

C'."11 !'>U!!> muco!loa~ y a!'>Í actuar con10 pnr1adort•' dt• la infecciOn. i:: .. to al parece1· i1nplin1 qui· 

A. pl~uropneunroniae 110 put.•da ~1.·r eli111inud1• a tra"l"!'> dt.· p1·0.:ran1a ... dt• "·ncuna(.·iún. 

Debido a la lin1ilada proll.•ccldn conferida por la!> vacunas corurrdale:o. o;.c han 
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prubadn difc-rrnl<"' irunu111igt·no ... husln nhor.1 '-""1>rrinu.•11lalr!'!t. t.•on rl nn dr pro"·c-c-r a lo' 

cerdos dor- un11 prolr•·clón nuí.' !<o.ólida. En11·r t• ... 111 ... altrrnathu .. 'f:" han probado "ª<·una .. vh•a~e 

utlll7.nndo n1ulantr' dl".-1. pfruropnt·u.1nonitJt" <JU•" no pnulun.·n hrrnolt .. lnn <lnzann <"t t•I 1991) 

0 ac:ap!li.ulada' ( ln.r.nnn <·t ni l 'J'.J.\ 1; tan1hit'11 .. « hun pruhndu ulgunn' fn1:ton·!'i. th• "·inJlr-ncin 

purincndo,. t.·01no prolrínu'> dt• 111r1nhrnna <"llh·nrn ~ ( 'hlunJ! rt al J 9 1.J 1; :'\1arhr11 C'I al J 9951. 

pollszu·árido .. cnp .. ulan· .. 1 l11La11n J1.J8N; U~ ni ~ lol:ndh J 1.J'>11. t·I lipopoll .. at.·ürido e Hyrd y 

Kadi' 199.!l. In~ t•ll.olfn.ina!ti. l/\p\.I ifh.·"lni<.h rt al J9tJI; Fn·,. ~· ~h-ol<"l 1'>91: Ft•dorka-Cr..1y 

rt al J 1>9.\~ :'\1ad,en et al 199~1: '•' ha hr(·h11 adenlá'> inrnuniJat.·i<in pa .. i"a (·on '.'>t1ero 

hiprrlnn1unt• 4 St<-nhat•k l 'J'J2 J. St• han prnhado tarnhit~n "acuna.. con produrto'.'> 

r<"'Conthhutnte,. t'OtllO protrina-. dt• nu·111h1·an11 t"\.ft·1·11a '.\ t•\.otoll.ina .. t Ro,!ti.l-<.:;unJHl'.'> t.•t al 

1993; Van dt·r Hn~h <"I ni 199-11. 

J ln.. .. t.u ah1u-;1 todo' lo .. h11111n1c'1gr110' pn1h,¡uJo, ...,.}111 n."'C.IUr\."tl la'> JK"t'l:Jid<L' N.·011Ótnkn .... 

por dh.n1lnuci6n en la ntuertt· dt:" anlruah· ... rc·duclrndo t•n n111~ poco la rnorhllidad ~·el daito 

al trjldn. aunirntando con r~to. por otro lado. la' ptr,fida' por la ... ohrr.,,.h·encin dr anlrnalt:" .. 

con lt:"~iunc .. y dt• mu~ poca J!nnancia dr pt•:-.n. E'tn ha ht·cho qut• c-1 control de la 

enfcnnedad ~ea dificil ~· adlcio11un10!<. a lo nnterior rl no contar con antíJ,:eno .. capace~ df."' 

detectar In rnít·nuednd en ... u~ prhn'-'ra~ rtnpu' o rn .. u fonnn \.Tónica y de poder dift•renclnr 

a lo!<o. anhnale'.'> .,,acunado .. dr lnfrctadn ... lfa.,.t:1 rl n1011u•nto no ,t. t·u ... nta con antígrno-. 

especinco~ para rstc.· últin10 fin. )'n qur lu .. prurha ..... óJo dt·trctnn antlcut•qui-. rontra A. 

pl~uropnf"utnoni.ae. ~ln !li.abt:"r ,¡ e~to~ nnhnale~ íut·ron hununizado' nnte~ dC' realizar las 

pruebas. 

El utilizar con10 herramlrntn la clonación dt• gt"n<"s. pu<"dt.• ayudar a obtt•ru.•r 
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antÍJ:C"Uo~ t."'."loJH.·cínc,, .. dt•A. pfc"uropn1·u,,1u,,il1~. 1.,, .. i:rn1· .. l"lfJUttd1, .. o 1 .... protriu.a:o. 1·,pr1·-.;uJn, 

puC"d.-n .!>er ullli.eudo .. «11 u11;1 prurha diai.:nu .. 1h·;1 11ur pt·r111i1;1 hat·1·r· la dJf1·r1·1n·ía rutn· 

rrcomhlru111te" e" .. Hl"l11.afn1r11lf" In n1rt1uJolocia nuí .. poclt·ru .. .u pun1 r1· ... of\'r1· un .. Ju 11úr11r1·u 

dr prohlrn1a .. cft• ,·aral"ll·r ir11n1111ológi1·n. H:r .. un1í1·ndo. '"" pu1·dt· dec.·ir 1pu· ! ,·, ruá .. 

frui:1111·n1t1 .. d1· át.·ido dr .. 1n.ir1·ih11111u·l,·i1·11 1 IJ-...;,\ • .. 011 unido.. f rrrornhiuadu .. 1 in nrro. 

111edia11te t•I u'o d1· \.a1·ia .. rnri111•1 .... l "uo dt• lo-. fraJ.:JJlt•nto-. , ... Jln1nado ·· "t"t'fur·· o ""t•hírulo 

1nolt."cular'°. ) 1·~ C"HJ><.tL dt• r«·plh·ar .. r l'JI nfguna 1·t'-lula h1u•-.p1·d, ·" rl ufrn fn1i:;111t·nto , .... 

Generación dr rra.gmn1tos d.- UNA 

c:ualquit·r frag1111·nto ch· I).'\;..\, 110 irnponunclo :o.u origt·n. pu..-dt· _..t·r 1·lonad11. J>ant 1.a 

J:ll"neración dt'" t·~•o_.. fragrnenlo .. dt• D.'\iA _..t. c._•onoct·n lrc.• .. dJft·r~111t·~ rnl-todo ... Lºno dt• ello .. 

es fa "''."Oínlr_..¡.._ dt.• no\.·1)', t•u dondt• \ario_.. grupo ... utiJiz.ando ll" ... ta n1t~todoloi:ia. Juu1 .. ido 

capacr-:<io de producJr Ja .. hon11ona-. .. ornato .. taUnu t• in:o.ulina a partir dt" grnt·~ .. inh·liradu-. 

químfcamenlf' 1Goll."ddd et ul 1979; llakurn 19771. E~to ... e hu Jog:radu donandu copia' dt• 

D;"\f"A compll"n1rnturio :o.i111t·U:r.adu_.. -quírnlca111t-ntt· u panJr dr R~,\ nu•n.!>ajt•ro ... dt• Jo .. 

diferentes i::ene:o. 1Er. ... 1ralJ;:1db et aJ 1975; 111,::uchl et ni 1976; Rabitt~ 1976). 

El Nro1nphnit·nto n1ec._·áuin1 conlrolado" 1lfoi:111..·!.~ y Si111n1on-. 196-11 es otro rn~tndo 

para grnl.'"rar frag:n1ento .. de fl'°A. E:o..h· n1ét0Jo l"!'. n1uy útil par-u producir frai:nu .. •1110 .. de.· 

más de 10 000 pares de ba\>t"!> {phi. 
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El tirorct•1· ntCtod'' pana g••nrr.ur íntJ-'IHt"11to .. 

riro~tricción". } l"'i.lt." .. , rl 111n. ... utUlLnclo nctual111r11lr. El !>.illo dr ret·on11chnirnto de una 

rntrr cada 100 n 600 ph para ¡, ... ,¡uu .. dt· .t pan·' d1· ha .. r .. ~ nula 4 000 11 h 000 ph para 

rxtre1nn'.'o "r1111111'"· .. 111 lu'lil·t• ,,·1u:llla, 111\11._·ha., dt• t•,t.1., rnd~•111u·lea .. a .. 1·un1prn c;ula una dt" 

entre 1 ~- !' nuc.·lt•útido ... dando lug;:u· a la fonll•u·itin dl· f1·aJ,.!U1t.•11to., c.·nn c .. ,trt•nu1 .. dt• cadt•na 

!!ioellcilla. Jfa;'t l"ll"l".iUla" t¡UC." J,.!C.'IU"rall t•--.ft·t.·1110 ... dt• hé)ic.T 'l'llt"illa ("011 Ull J.!l"l.IJ>O fo .. ÍatO ("ll Ja 

Ejemplo del rnn1phnientu dt• n¡..;A por l"ndonut·I"ª'ª' rh· re .. trh_·cl1)n 

1-..."coRI llat'llJ 11'\fl 
~ r 

P-ATC..,I AGTCAAll'C"L\.GT(;c;ccTCC;/\TC.'"[ c_;c ·.~{ ;·1·l ':\,C;T-<ll I 
110-TAGATCA-¿-=--rr-;~C;ATC.":\.C:Cc;(;AGCT."(;,\:Cc;-i-=-(·AGTCA-P 

y ~ 

Dige~t16n <-·nn 1~·c0Rl. Extt·t·n10' coht~ .. h•o .. hflit·<" '"ncllla ~· 

~P .Y 
ATCTAGTG 
TAGATCAC'TTAi\ 

s· 3· 
.~A -rrc·1-AG-----C AC;T 

GATC-----GTCA 
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_,. 
~· -·· Dlgir,lión rnn //u..-111. ¡.:..,11·r1nu' ra .. 11r:ulf1, o ron10 .. 

5• _,. 5• _,. 

ATCT-----.-\.(;·1·c;c; C< ··1·cc;-----CAGT 
TAG.-\-----TCA< ·e <;< ;.\GC-----<;TCA 

3' ~- y 5' 
Digr~tión con /-.\CI. E,1n·•n•'' cc1h._~ .. ¡,..,, hfli,·r• "'~ndlln ."\' 

~· .\' 5' .,. 
AT<-1·-----{;AT<.T<;c -\ t;TCA-----CAGT 
T/\C;A-----<."Tf;A .,CGTCAGT-----GTCA 
_r 5· _,. s· 

Unión dr r~irotos dr DNA 

Ca.-.uto rt al ( 19711 fueron ln:o. prhnrru' t•n con:o.trulr in 11ilro un gcnon1a fun<"lnnal. 

a tra,,t~s d«." la uniún dr rnitadl'' pn·,·ianu•ntt· :o.eparada' drl fl:"i"A d<"I haclcriófaJ!o Lamhda, 

para producir i:1·nonu1' ínlt."l!l'o' dt• l...a1nb<ln. <.·apa<.·e, dr infC""Ctar a /:,.' coli. l·: .. tr J:nipo ton1ó 

en cuenta el hecho dr que lo .. C"'l{.lrerno' •lt· Lnmhda 'ºº ultan1rnte hom6lo~o ... 

Jrnsrn el al ( 19711 ~- po .. tt·riunnt·nle (_ohan ~ Kni .. c.·r j 1973 1. furron lo' prin1<"ru' <"n 

disrñar y tJe~arrullar un rnCtudo por 111rdiu dl'"I cunl e-' po,lt>lc- unir n1olfe11Ja.., dc.· IJ':\ "in 

ninguna homnlo,::ía. Su dhriio con .. htió en añadir "cola~ .. curnplc-mc.-ntaria~ de hflkt- .. rndlla 

(poll A.. poli T. poli C. poli GJ utilizando Ju enzimn tran~fcrasa tc.·nnin¡tl de 

desoxlrrlbonuclrótido!<.. Cuando una n1nlécula lineal df" Dl'OA dl" doble hflicc l'"' tratada con 

exonudea"ia s· d<-1 hact<-rlbfugo l..amhda ... e produ'-.·c-n exlrl'"mo~ de cadcnn ~rncJlla c.·on 

gnJpos 3• hidroxilo. La tran'l>fc.•n1M1 terrninal puede polimc.-rizar de~oxirrihonuch•·ótido' 

trifo~fato a partir de.- un e:\.trc1110 .r hi<lro,ilo produciendo una extensión o .. cola .. de.· hc.~lict:'" 

sencilla; esta reacción no r·ll'qulcre de O~A tnnldc. A~í. a uno de lns frui:mrnto~ a unir· ,e 

le polimrrlz.u cola~ de poli A y al utru fra2mento cola~ de poli T. y ~e permite.· qul'" lo .. 
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frai:rnrnto~ ~e ullnien t.• .... p .. •nlá1u•un1t"ntr a truvé.., dt• ... u, cnlu.. t.·omplt"tllt"Oluriu.-.. Ln 

t"Sfructura rt" .. ultnntl"' e~ una rnolt'c.·uln dC"' l>:"iA dr<.·ulur unida cnvnlrnlrrnrnlt-. 

Aun cuando la ll~a~a de pollnucl1-ólidn .. dt"I hnclt•riófai:o T4 hahín ... tdn utilizada pnru 

unir íragrnrnlos dt" [):'\IA .. 111tt'tit.·o~. u l"~lrt.•1no' efe- h•~flcr '•·ncilla complirnu•ut.artn' 

fSiearantella y Khnranu J 97.! '· rl u .. o dt• la Jlga .. a pnn1 unir rlltrrrno-' cnh~ivn'.'i gt"nt"rado!<o 

por rnzlnta~ dr rl."stricdóu 1 l>ui:aicr~k rt al 19751. íur un pa~o lra .. cirndt"nlal rn t"I manrjo 

}' c-on~tn1cción de ntoJi-cul.u._ híhrida' dt• IJ.""" ·'-· E''ª rt"acci6n dt• lli;:adón fue utilizada 

inlci.nluu·ull"' para unJ1· c.·o,alentr111r11lr fn1.gn1r111n .. rlr l>~A "in 'ilro" 1Cohrn et al 1973~ 

Sruith el al J91'C3; Gour.lilr.1.: t•t al 19H7~ '.'i.-J..011 rt al 19881, y hny t"ll día si.:ur ~lendo 

comúnrnrntl." utllizadi1 p<1ra dic.·ho fiu. Sganunrlla t*I. al. 119701 d .... ruhrló una propfrdad 

importanlr dL" la llga-'a cndlnn1d.a por t•I h:11.·1t.-ri6fago T4: <pu· t•,1i1 1.·1uir11a e' capaz d"" unir 

fragn1rnlo~ di." DNA qur po .. t•r.n <"'-lrt'1110 .. ra!'ourado' t Hulhar 1 fJ7<J J, 

Tran..-d'onaación 

La unión de íragmt·ulo-' de D~A -¡n '·itro'" no 11.·ndría 'ÍJ!nfficado si no se <'ontara C"on 

método que pennita el alsfan1it_•n10 tclonacirinl ~- arnpliOc-ación de un f~rnrnro 

c-spt-cínco a partir de una ml"zcfu hclero,[:t'n .. a dt• rt.·c<>r11hir1at1lt·-' pn>ducido~ en una ~acción 

de lli:ación. Esto pue-de ~t·r logrado !!.i el 1Tcumhinanh• dt".\'-'ado rs C'apnz de rr:pUcane y 

expn.-~ar un íenolfpo dado <"11 un Oí"J:"anhrno hué-.\pt·d. La clonacic'Ju rnolt.'cular ~(" llc-'-·a a C'aho 

por medio de la Introducción )' 1.· .. tabilizadón ttran~ronuad,)nJ dt_> la.\ n1ofécuta .. dt• DNA 

recomhlnunte en la célulu t111t~-'pt·d. de tal 1ru.1nL"rU <JU(." una <·é-lula r<"'C'lha cuando má-' una 

molécula recomblnante. De e~ta forn1n. """ po.\lhle separar las diít·r<"ntr-. n1oll-cula~ híbridas. 
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dr! tal fonna ~ut• 'l" IH.·nuita ,u rrn111ut·i111irntn irulhjdual a trau~ .. dt•I írnolipo dt• ¡.,, t•lona .. 

,::rnrrada' pc1r la 1uultlplit·ac:i011 tlt• la .. <"élula' 1n111 .. ronnada ... 

El rnilodo pnra lran,ftu·111ar un oq.:ani .. 1110 tuu~ ... ¡u·d utili.ranclo f)-...;,\ rt·t·o1nhina11tc· 

r~ta drlrnulnado por In idrntidnd clt·I ori.:ani .. nH1. 1~·.,rlu·rirliia co/1 '"' un oq . .:ani .. 1no 

unicrlulnr cnp•u dr .. ton11u·" IJ~A dt• 'u "nH·dio u1nhl~nlt··· de~puf~ dt• haber .. ido tratada cun 

CaCI, iC:ohen etal IQ7:?; '1a1uh·I 1970; l>agt·n) Erlicl1 l•J791 1.uJn cuando 

~olan1rnlc.• una !<>llhpohh1c.·in11 de· 1111 c.·ulth o ptu··d~1 "oh·rr'r .. c1nnpt•h•ntr'' parn 't"r 

tra11,for111ada ruediantt· r'tir" t1pn dt" trat01111ir11to 1 Krt·1,c.:hn1c..- rt ul 19751. '.\lulac.·iont•, 

cron1o~in1ica' qur di,rninu'."rn bt d~ntdacit.111 drl n . ....;A. i;.:rnt•ralrnrntt· aunu·ntan la 

rn,:lencia dt· la tr·a11'.'l>fon11:u.·ii111 dr 1~-. roli cFrli,:h t•I al 197<~: Ynni,h-Pt·r..-011 t•t al lfJH51. 

l~!.Blido ... como vehículos rn 1-:.· .. coli 

La n1u,.·or parte de lo.!'o e:i..pt·rhnentos de donación 1noll"culnr, utilizan a 1~-. coli cuino 

hui-sped .. Lo ... vectnre~ utllizndo .. en e~to!<. expc.·Jinu·nlos ... un pl;:l:-.rnido .. o derh·ado' del 

bactrriófago L.arubt1a, que !'>t" ,·ncuenlrun t"'1HUÚ11n1c11le en la naturaleza o han 'ido 

construido!<. rn d laboratorio .. Amho~ tipo ... dt" "rhíC'ulo~ put•dt.·11 uliliLar ... e para 1..:ent•ra1r 

J!:rande-s cantldadt•!'> dt• ... t·gmento~ dt• I>:"iA donado,~ en alguno .. ca ... o:o., J.:rnndc ... cantidadr ... 

de producto ... i:;énico ... (llo}rr t•l al 1977~ Goc.·düt•J t•t al l97 1J; fh·lin,li..i et nJ J977; flt·r,hfieltl 

et al 1974; ltakura et al 1977: \.'it.•-ra ~ :\.le!<> ... ing 1982; Gon:1..ál<~L et al 1987: Oougla' c.·t ul 

1987; ~ebon t.•t al 19SX1. Ou·o, .. i,lt"lll4l!<o hul-.!'opt·d-"t."clor e'l.á.11 ,¡endo in"'·t•!<>tigado .. : ,-ntn· 

ellos de~tacnn Bacillu.s sub1i/L\· ~· alguno' dt• ~u .. plá.!'on1ido'.'I> y ÍaJ.:n ... 1 Ll("cocq et ul 1984 J ~ 

Slr~ptomyces c~/ico/or .Y ~u ... plá ... mido ... de.· frrtilidnd 1 Lecon¡ l't al 19841. l.'n dcrhado del 



virus SV·40 del ntuno ha ,ido uliliLndu pura donur írugnu·nlo:o. de l>~A dt•I haclerióíago 

Lanibda c.-11 c~luha:o. ch· 11un10 1(;anr1n rt al l'J7l>: 'º':-.:-.h;;11un rt ul 19761. 

Lo:-. plá"ofuido:-. c.¡ut• .. 011 de• I>~A c.·ire·ularr ... rxtruc.:rn1110 ... 6111ic.·u .. de• rt:"plicadón 

autónon1n. han 'ido a1npli111nt•ntr utilir.ndo .. co1110 ·n·ctorc-.... no, tipo' dr e''º' han :o.ido lo:-. 

má!'> utlti.tado:o. rn donncU111 n1oh•cular. E .. 10 ... tipo .. <ot" di ... tingurn por :o.u' proplrdadr!'. die 

rrpllcación: uno dr ellmio lt•jt•mpllflcndo por d plá .. mido pSC 101 1Chang ~· Cnh<"n 197-ti 1 

~ replica t•n íonna ..:·r·t·,trini..:ida ... E:o.to .. plá ... 111ido .. 't" t•ncurntran grnrralnu·ntr 

núntrro hajo de copia' por n~lula 11lac-k111an ~ Pta .. hnr 19781. El otro tipo de plá~1nido!'> 

(rt."prr:o.t·ntado por Col El 1 lh•"a a caho una replkaci6n d<" íonnn "rl"lujnda .. ; plá,ntido' de 

r!!ola cla:o.«.· !'>t" t•1u:ur11lran prt"'<"nlt·:-. rn un gr:an nlHnc·ro dt• c.·opla' por· cfluh1. E'tº' plá~n1ido' 

crun1o!'loo1nal. "l"arnbién purden :-.er arnpllOn1do~ por traturnirnto .. con antihiótlcn:-. • de tal 

ronna que• el núnu·ro de copla:-. de:" ph\:o.midu por n.'·lula pu<"dt.• ~t·r dt• 1 000 n _, 000 1 Cle·wirl 

1972; '\'anl!'!oh·Perrnn rt al J9N5). 

En rl priltu•r exprrhnentn d<" clonación n1olt"'C'ulnr se utilizú d plá~mido pSC 101 

con10 "·retor. Estr plásnildo !'>l' al!i.16 dr .\"alrnon.-lla panarna f Cnhen y Chang 19771. )' connerc 

re!'>lstcncia a tctraciclina. llene un !'loitio único para la c·nzirna de restricción EcoRI )'Ja 

ln!-.erción de DNA. hetenílogo en C!'lote :-.itlo no dhminuyc la~ propic.·dadr .. de replicación del 

plásmido. ni pierde la propiedad de rcsi!lotencia a t<"lracidina. 

E!<i.h>!'lo "'chiculo!'lo que lk"·an gen«."!'> qut" codlncan para r<"!loistencia a antlbiótico!'lo. 

pennitcn una r.ácll :-.elccci611 dL· la:-. c.51ula:o. <¡u .. • portan e!'loto:o. \.t.•ctorl."'s. Por rjen1plo. el gcnr 

que codiflca para la 0-lactarna:o.a fquc íenotiplcnn1eote connc.·re n.•:o.btrncJn a penicilina y MI~ 
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dt."ri"'ado~). ha .. ido lnM·rlado l"ll phi•.111idu ... 1 tnt"'-~' dt• tr;111 .. 1tu·1tt.·iour .. ¡,, ••i,·o ~ 

n··cun1binal·iiiin .. in "it1·0·· 1 Holí"a•· t•t al t •>77;1: Hnlho1r •·t al 1'>77h1. ejrrnplo' ch· e''º' 

pláMnldo' Mm pRSF.!12-S. plll<.\I.\ ~ pUR.\2.!. 

L'no dt• lo' prohlr111a .. "'ª' i111portantt·-. a 1t·-.ul\>r1· t"ll .. -u;alt1uier r1!;pt•rir11r1110 dt· 

clunaciiin n1ulrcula1· •. , la .. c-J'"t·t·irin el'" 'ª' t·luna' •1ue llr"ª" l>~A n·t·•unhinantt·. E-. 

importantr contar t·on unn t•-.trntt·giu para podrr 'rh·l·t:ionar· drntn• dt• un cultho qut• ha 

,ido tran ... runnad11. atpu·lla' t·élula' ""la' qut" t·I "t•hit·ulo tr.an .. ronn<111tt· llr"a un frni:::rnrnto 

adicional dt• l>~A ~ t•-.pt•dalrnrntr aqurlla' n.'lul;" t·n la-. t·ualt•' el \ t•ctur ha adquirido la 

curnhinaciún µartit·ular· dr h·aj.!1nt•nt11 .. que.· 'c." dr .. ran. 

t:n J!ran Utinu·ro dt• t•,t¡ut·rna .. han .. ido th·-.a1T11llado' par·a perrnitir Ja ldt•ntific¡u_·iún 

dl• l"loua~ c.•n lu .. t·ua)l·~ t•I plá-..ruid11 "c.•t.·t111· t·o11tir1u· I> ....... \ in .. l"11.udo, _\ t•I p1·ocl•dirt1il"nln dl• 

rna}or U!'.O par·a idt•ntirin1r 'º''ª' ¡-(una!'> ..,.. hc.-.a t•n la inat·tivad1)n dl· un gt•ru· prt·,entt.• l"ll 

el phi~n1ido, dt•!'>pué!'. dt.• Ja in,c.•n.:i1·1u drl ()S,\ ht•h•rülo~o t•n e,,. gt•ru.· f Rolh·ar rt al 1977; 

Bnlh·ar 1978: Chang et al J97h1. 

UUHzaclón de la ~001binación in vil.ro de ácidos nucldcos.. (b.anc:-:o ,;cnóodco) 

Uno de lo~ U!'.O!'. inten·!'.antt"'.,. de e .. ta rnt"todologia l"' el r~labll"chnirnto de hancos de 

clona!'>. L'n banco gcn61nlco l"!'. un conjunto dt• clona .. que contienen frag1nrnto!<. de D~A 

in~crtados rn ""l"hículn, n~pn• .. entando todo d ge-noma de un organisn10 particular. 

El prim~r banco rrport.ado fut• dl' E.\chrrichi.a c-o/I 1Clarkc y Carbon 1975). 

El tn1naño prnn1cdio de- un frngnicntn de D~A clonado,..-~ una fn1c-ci6n f. del hunaiio 

del genoma del organi!'>mo donador. E~tc núntcro también rcpre~enta la posibilidad con que 



una !ie<"Ut.•1u.·ln dad¡• drl a:._.ncuna ..... 1r pr.,., ... nh· rn una célula qu..- llrvt• un plá.-.mldo 

r'e'Con•blnnnte. 

t...n pruhahllid¡•d dr qur una ,rt.•ut•ncla par1it·u1ar no r!-.té prr,rnh· en nln~una dt" la~ 

clonas totalr.-. (n) t·~ta dada por f 1.f) .. quC'" ~e- aµnn.lrna a erro rnirntra~ rl nítrnt=>ru dr clona!-. 

{n) sea rnayor. A tru,,·é' drl al~huulrnto dr ur. níJnu•rn ,unch·nh·rnt·ntr ~rnndt• dt.· clona~. 

uno purde '-"'tar '.'l><"J:Ul"O dt• c11u• una 'rc.·ut"nd.a partic.·ular dt·I on:anl,ntn donador e~h· 

prc!i-rnh• t.•n alguna donn dd hnnco CClarkt· ~ Carhun 19íf•; !\.turJ"a~- t•t al 1987~. 

Prutrinas clonadas de=- A. púuropnnunO#t.ia~ 

Todo e'.'l>tn tecnología ha '.'l>hln <"nc..·¡uuinada u la oht<."nclt)n di." prott"ínas. princlpaln1enh• 

factores de "lrulencla. dr la' cuah•' "''-" qult"n· princi¡u1lr11t.·ntr connct"r su parti<·ipac16n t"U 

la pato,,,:enia dt.· la enít.•nnc-dad. Se han dnundn lo' gent."' que· l'odincan para dlferentr' 

proteiruo dr '"'''-" 111icroor¡:n11l-.n10. como :-0011 Ja <:ohe111111i ... ina 1rfp. hJ..,·.\·1 1 Frc..") et al. 1989; 

l..inn et ni. 19891. la tu•molisina 1 lh(\-·J¡ tClrnng l"t ni. 1989; G)f,!Í t't ni. 1991; Frt.") et al. 1991; 

Frey et al 19931. In~ citoli~ina~ 1apx/, ap:rll y c1p:rl//1 de.· dilrn·ntr .. ~t"rotipo' ( ~tacDonald 

et al 1992; Smlt~ c-t al 1992; JanM~n rt al 199.!; Jan'l."11 t.•t al. 1993; Rt"huer <"I al 1c19s,. t"I dt• 

una protrína que unc- hh·rro 11.fb.·tl 1Grrlach c-t al. 1992: Ro,,i-Campo' et ni. 11)9.:?J, ~ 

llpoproprotrína A (omLt) (Gerlach et al. 199.\i. 

Para la clonaci6n de la cohranoli~ina M" utilir.6 <·orno ,,.t.'ctor t.•I plásmldo pL'CIH. 

obteniendo una proteína de meno' dt." 30 k.I>a dt.• pt.•MJ n1olecular. idcnlincando la clona al 

hact.·rla crecer en agar ~nngrc.• junlu c.·nn .\"tapir_\ lococcrL'> aun·u.\. para oh,t.•n·ar t.•I ft•nón1enn 

de CAJ\.-1P <Frey el al. 1989; Lino et al. 191'91. 
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1-:n la rlo1u•cUu1 dr In lu•111nli!!>i11u ..... ullll1.b el plá .. naido pL'CllJ pnrn la uhlrndün dt• 

una prot<"ínn de 10~ kl>a dr ¡u·<ri.o 111olrc.:ula1·. la c.·uul ful" ldrnllOciula utill7.andn uriti<ri.urro 

~prcínco contra la hrn1olhlnn prodiu:idu por A. plc•11r<Jpn,umonk1f" cChan;;: l"l al. 19H•J; C;y~i 

rt al. 1991; Frc.-y rl ni. ICJ91; Fr~ rt ;11 JIJ'J.'1. 

rn fa~t> ). y rn plá .. 1nido ... l.o' pl.;:t .. 111id11' utili1.ndn<ri. furrnn pL'CIH y pJJF22...l-~X d cual 

cnntirnc."" rl '"pnlilinkc•r'" dr pHlnc•<ri.rript. ohtrnii-ndu .. r protrína .. dr rntrc.- 10!\-1:!0 '-.l>a d<" f>l"'º 

molecular utilizando para ..... idrntificnclón <ri.ur1·0, dl" 11nin1al'"' con"·al~irnh·' 1 '.'.tacl>onald 

rt al 1992; Smit~ r1 al 19'J2; Jan,c.·n <"I al JIJ9.:!.; JnnM.•fl t.·1 al. llJ93; Rc:-inu·r l"I al JCJ9~1. 

En la nhtrndéin dt· la proh·ína qut" une tran,ferrina dr ct·rdo !loe.· utlli.rú c.-1 plá .. mido 

pC;tl...133. el cual c.""--.pn· ... ú una protriua dr (1() kl>a dr I>'"'º 111olt·t.·ular. lu rual <"' ,(,lo un 

rra¡:n1enlu dt• protl'inu producid.01 poi· .. a. pl.-uropllt"Urrroniüt• 1 Ct•rlnch rt HI. 14)92; Rn .... i-

Campo!'!. el ni. l992t. 

En la clonadon dt" lu llpoproh•ína !'!oc:- utlllzli c.·l plá!'!.mld'l pGll...1.'.\2. oh1c.·niéndo!'!.r una 

proteína de ~O kDa dr pe!'!.o molrculur. la cua~ fue."" !'!.rleccionad.o por hahl"r !'!.ido rt.""Conucida 

por el suero de cl."rdu~ con'\·alc.-drn1e .. 1Gerluch t"l al. 19931. 

Toda!!. la!. pro&t_•ínn!'!. clonada-. '-""-C'l'plo la cuhemoli!'>inu han !'ri.ldo utiliLadn ... como 

lnmun6geno"' expcrinu:nlalrs 4."0contnindo'.'lot• t¡ul". al ii.:ual que con In '\a,·unacicín con 

fracciones crlularc:s. !'l.C prolegl" de la rnul"rte pt·ro no de In infl."C'ción ( Gerlach el al. 1992; 

Ro!.~l-Campo!. et al. 1992: Gerlach et al. J993L 
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OB.JETIVOS 

1. Objdh'o ~rra.I 

-Obt...-n~ clona!'. rt."C'omblnant~ dr l~cherú"hia roli qui!' ll!'Xp~n antí¡=:rnus cspc"Cfncos 

dr.tctinobucillu.o; pl1uropn1u,nonia.- :o.t.·rotlpo 1 a partir dt.'" un hancf• i;:rn6mlco. qur pu~un 

~r utllizado!'. «"11 rl diagnóstico de la plruroneurnonía contagiosa porcina. 

2. Objdivos partlcul~ 

2.t. Obtenrr rl banco J!,rnótnico de A. plt-uropneunroniae !'.t"rolipo 1 .. ullll;r.ando rl 

plásmldo pBluc-?1.crlpt t.•ornn ,,eclnr dr clonnc.·i6n ~· r'\:prr'.'11.ibn en l::sch1richú1 coU Dll!'u. 

2.2. St.'")t'."cclnnar clona:-. rt.•co1nhinanh_• .. ch· 1~·. coli <¡uc e'll:prr!'.<"11 proteínas que !'.«"an 

r<-Conocldas por ?1.uero:-. de cerdo:-. con antictu.•rpo' contra A. pl .. •uropneumoniae. 

2.3. l.!liliznr la!<. clona!'. :o.t•h.·c.:lonada .. t.·01110 nnti-.:r1u> en una pru...-ha ?1.erohj2ica de 

ELISA que tll"n~n íactibilidad como pnu.·ha dr campo . 

.2.4. Sdt."ccinnar clona~ qul" _.xcrc.-t<"n protdna~ )' qut.• €"~lo!. anti~eno!'t puedan 

dlíl"renclar nnticut'."rpo.,. dt.·~arroltadn~ por '"acunaciftn. dr los producido!. por una 

lnrección natural. 
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MATERIAL Y Mj;:;n>DOS GENERALES 

1. e~ .. bactrriana... .. 

Ln C.''-"l-H• tlt• ·1ct1nobucil/1n p/l•un1¡1nt•u,,1onU1r ..,t•rntipn 1 uUU·nula t·n r .. tr trahajo fuc_o 

ai .. lada del pul1utin dt• u1' t•t•rtl11 nin plt·un11u·111nu11ía conla¡.:lo'a pnrc.·iua. c.·tui la rual ''" 

n:·1-1rodujo l;1 rnh·1·11u•cl;uJ ..-11 c.·11udi1:iu1u· ... dt• lahoratnri11 rn t-1 C..."e.•ntrti :"O•u.·itu"lal <h· 

ht'-'t:"!'loliJ.!lU.·ionr .. llit:iplinaria.., ru '1it·r·oh111loJ.!Ía th·I In ... titutu ~itt·ional dr lll'H"'tigac-lonc.·' 

Fore .. tah·, :!r .. ~1·opc-ctHU"io1' 1(·E~lll·'1itTl!hiolo¡.:ia-l~IFAPI. '." ''-' tipiOctJ •·n 1<1 Facultad 

dt.• ¡.:,ludio' St1prrion· ... <..:t11H1titlá11 ~FES-(" 1, l~~.-'\.:'\1. Ln t"t•pa utili.l'.41do1 para la 

tran,fonnadún hn· 1·:.,cht•richiu coli llll~n tll.\d R l 7. rrr ·t l. tlri-1, rd ,.11. Wc Z 1 

2. Mc:"'Uu!'. de culli'llo 

Pana t•I de .. arn1llo 1ua .. ho dt• .'1. p/1•uropri.-111nonia1• ~t·rutipo 1. ,.._. utilizú lnfu,iún 

Ccn•hro (_'orazt"1n t Hlll. llift_·o1 adh·i1111ado t:on Jn'·~ dt• "''t1·at:to frl· .. co ch• lt.•,adura'.". ronth 

íut."nte de· ¡..,;Ao. Para el .._-n.·chnil·nh1 dt• 1:..-. .. che·richi.u coli llll~cr "·' utllirú t•l 1ucdio dt• 

l.urin-l\ertani t LI\. tllfcn 1. ) para la' (.'<'lula .. tran~furmada'.".. LH ~ ;\.J?_ar !\-1c Conl...t")' 

(Dlfco), amho~ con an1picili11a 1100 µJ..:.·1111. Sii,.:ma1. 

3. Obtención de suero"-. 

Se ohhn icron ~uern'.". dl· cerdo' d1..· to .... i~uicnte' grupo': 

11 Ce1·do!!t inmunizado'.". con hactrrina d1..· tipo co111t.·.-cinl. Sl.· inl)culnron 13 cerdo~ con 

una bactt:"rina cnntt:"rcial contra la plrurnnl."u1uonía PCP. qur contenía lo!'!. !'o.Orolipo' t. 

3. 5 y 7. siguiendo la~ indicacionc"' del produchu-. 

li) Cerdos lnmuni;zado!'I. e""perimt:"ntal1nt•ntc con una bactcrina produclda con el '.'>t.•rntipo 

l en el laboratorio. Estos a11huah•' íueron vncunndo'.". con una bacterina producida 
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~i~uh·ndo t•I p•·nlo,·ulo dr .. c:dlo uutrrioruu•uf(·. Furr·u11 utili;,ndo .. pura t• .. tu JO c'"rdu .... pr. 

Los ct•rdo!'ro dr Jo'" i.:r-111111 .. '111<" rurron i111nuuLrafJ11 ... íut•run ... an,i.:nuJu 11 Jo, 15 día .. 1h• 

hah<"N.t• aplin:1do 'ª' hat·tc·r·iua ... 

iii) Crrdo' Jníc•t_·tado!'ro l'U ,-u111flt·ionr!'r> c:oulrolndn ... En una rütn.ara dr ac·roliLlH'híu c·on10 

lo dr~ctihrn St'"hunya rt al. r J •nc• 1. ·r·1·t·' t·c·nJo .. íurrun lr1írc·tado' c·on una c·•·p•• A 

pl,.uropn1•u1nonklt' 'rrorlpo 1 ni .. Juda dr llfl c·a .. o d1· P<.P. 1·011 1"10~ l'FC/1111 

i"'J Cr1·do' infrc·oufo, c•11 íornu1 11<1h1ral 1·11 «I t_·arnpo ~ t·on aJ,Jiurrit·nln po'>iti"" al 

,<·rotipo J • ..: .. ro .. ~1nin1alc·' í11rn»11 11utr!'<trrado .. clt• J.,!n111ja .. rll donde· 'r prt•,r11larun 

hrule' dt• rt_·p ·" 'lut• prc· .. uruihlrr11c·111r rnuric•ron cJ1• la rnfc·rruc·dad. Toru;íruJn-..c• 11111r~l1<1 ... 

deo ~an,::1·1· por p111u:iú11 c·;1nJiara.-'" la 1111u· .. 1n1 de· pulntun al 1· .. 1a,- hadt•udo la 11c•c1·op,i.u. 

"J <.~er·dp' 'at•1·ifit_·Jufn, t•n t'I ra .. tro l'Ull lt• .. io11r .. "llJ.!C'ri""' dr p(·p-'" <'1111 ai!>la111irnlo 

4. PITpararión d<- l.a bactrrina 

s._.. prl·pan'.i unn hat·1rri11a dl" L plt•11rop111•u111onúu· 't•rotipo 1 l"ll t•I lnhoratorio. la 

cual ftu· utili.1:.acla para inrnuni;.ar a l<i-. t·rrdu, rld gr·11p11 ii l n1r11t_-iru1ad11 ... ;1rrih;1. Para 

ello. :i.e dt·~.arrol?ü .·l. pf,·uropn1·urnonU1r .,t•n1lipo 1 1·11 IHll .. uplt'llH'lllado cnn ....... \fl ( 10 

µWml de naedio 1 .' '<" 1 ucuhi1 a Yi" ( ·. rn agila,·i•ín lt·nta 1 100 q>n1 ¡ durantr '' hor;1 ..... 

Dcspué..-. de esto ~l." Je adicl11ná ro,-ntaldrhiclo a una «onn•utr·adon fi11al dC" O .• :v:;. .' ,.._. 

mantu'\.·o n la ml .. rnu trrnprrulura du1·n11h· l.! ho.-.a ... El l't11fi,11 '1' ct•ntriíu~r> .1 .!500 g 

durante 20 min y la"i el-lula' '.'.(' la,aron tre .. "C'<:t·, t_·on PHS pll 7 . .2. FinaJ1nc-nlt• .. r 

suspendieron las célula~ en el rnhmo un1ortiguador a 111101 1.·011crntr·acill11 de .!'li.:10 ... 
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Ua:C/ntl. y"'~ tnoculnn111 t·nn ad~u .. antt• 1..·01111>h·to dr F1·r11nd. 

plnu-oJlf'll"l"onia~ 

S.l Obt.rnclón. 

El culti\o dc.·.:?4 tu· dt•.·1Hino/l"ci/lu\ pfruropnrurnonu.u• -..rnJlipo 1 1..•11 100 rnl dr 1nrdio 

LH. o-.r crntdíugú a.:? 000 qun poi· 15 111i11.' la pa .. tilla ohll·nida ,,. r1· ... u..,prncli1) 1·11 ~ 1111 

dt• una ... olud<ín ·rri ... -EJ>TA. ~O rn'.\t de.· pll li.O. ••la nn1l "" h· adicio11aro11 10 111j.!.111I <h· 

u ... o.,.irna '.'' ... r rnanlu' u a -.t ( · durantr 45 111111. dr .. 1nu·' ch· ''" t·u;alr!'- .,,,. h· adi1,:io1111 1 rnl 

dr ... uludún STEP. í11n11ado pu.-: ~U~ o_:=::•,.·¡,ª"' ~O 1n'1 1pi1 X.O 1. Ell"I \. OA '\.1 1pi1 X.O 1 

'." proh·ina-.a h. 1111).!.. 1111; ..... int·ului a ~O ( clur·antt· 1 hr. dt•-.ptu- ... -..· t•,tn1j11 rl 111att·1 ial 

i:1•11t~tico 1·011 () 1111 dr ít·nul -.alunulo ~ 1·q11ilih1·ad11 1·u11 una '11hh·iu11 l ,, dr 11 ¡...,.}I( l. ... .-

111rzclú ha ... ta rnu.al,ifln:u· '.' -..· Lt'nt.-ifugú pu .. 11·1·iurn1t·nh· a_\ 500 q>nl por I~ 111i11. 

pota .. lu -' '-1) ,,. pr1·<·ipitan1n '"' ;u·idtJ, 111H·lt~ico .. ron do' ,ofúnH'lll'' dr c.·ta11ol ah..,11l11lu. 

L"na ,,..~.t.: prc.-cipit.ado l'I nt¡ttt·f"ial J!l'llí'liu1 -.1· rli111i11,J ni 1ná,i1no po,ihh· l"I l"l;u1ul ~ .. c.· 

di ... oh·ic'• rn !' 1nl c.h· 'ulut·ion '1 l: 1"J 1·j-. 10 111'\.t. Fll"IA l n1:'\t1 ._ l<1 eu.al 't' h· .1g1-.-ga1·on 

10 µ~'1111 dt• l-C'-'"'ª ~ .... 111.anlu\o a tt•111¡.H·1at111·a a111hirnlt· JHll" 1 hr. 1'0 .. 1t·1·ior·nu·111l" ... ~-

3 ~00 r-¡>111 por· l 5 111in. 't' -.1·paro la f.a,c.· ac-110,a, ..... ;ulit:iun,, u 15..,1;1 1111 dc.·c:i11111 dr 

\.ulunu.·n dl" acl.·tnto dt• poln!'oin 3 :'\-1 plf ~.O ~: d11-. '"llunent·!'o de rht11hl. l 11.1 \1•.r 

pre-cipitado «."I D~A pnu:urú t•li111i11ar l.0 1 t•tanol l'l''idual dt.• la!'o hehra-. t¡ll<" .. e 

íormaron. la"' cuah-"~ f1naln1t·ntc "º di,oh it·ron t."11 ~ohu:i<ín TE. 

5.2 CuantJfic.adón 



St" tutnó unn mur!'l.tn1 dt• 20 µI dt·I l>:"A por ruantln<·u1· y .. r ndil.·ionnron 9HO JJ..I dt• 

agua. ~e nH""Lclaron pl"1-ft_•l.tn111rnl<". y"''' lh'"'-·nnn1 al l"'pt·c.·tr·urotlt111t·lro, rl cual , ... ,-:1lihrú 

"'" clf!'ro tomando ctnno blnnt·o 1 rnl de agua. ~._. h·,.t1 la d1·1p.idud l1ptlca a una lon~Uud 

dr onda dr 260 11111. La 11.·onc<-ntrnci<.n drl ll~A , •• ohttn.o 111111liplh·undo la d<"n~idad 

óptica por la dilución. Cf111'lde1·andn c¡ur con una den,ld;uJ (1plic11 dc- 1.0 u 260 run 

C'<luh·ale a""'' concrntrnci611 de ~O µ¡,:/nil dr l>~A l>a.~1 .. "''al. 198(11. 

S...l. Obtrndón de r.-.,:.mr.ntos. 

El DNA cro111o~ornal ÍlH" cortado con la rn.zhna .\'uu 3AI. )"Di que rstn reconocr como 

~Uio de cnrtt• una .. r .. ·urndn dr 4 nuch-ótidn' <GATC1. )' por lo tanto, loo.; cortt"s 

,,::enerado~ por r-~tu enzhnu ncurrt.·n rná"' al n;r.ar qUl" !<ti la en7.ima rrconocieru 6 pare~ dt" 

base!'!.. Por otra parte lo ... e'trr1nu ... cohr .. i~o ... J!l'lll'rado.., con .. -.. ta t.•111:i1nn. ~on conipatibl~ 

con lo~ QUC" ~r producrn con R'"" 111. dC' la cunl ...-Oln huy un ~illu dt• corte"' C"11 rl 

polillnkcr del plásmldn utlli:t.ado """ e'itr trnbajo. 

S..3.1. R~-......cdón. 

Con t"I fin de ohtrner írngmrnto!'> un tan1año pronu~-dlo de 2 000 pare~ de 

basrs (2 Kb). suricirnlt.·!'t 1>arn clonar una protrína o l'phopc lnmunológicnmrntc 

Importante y que no íucra dcma~lndo grande para qut.· el ,·ector lo pudlc-ra mantenrr. 

íue nrcrsurio llevar a cabo una clnt'tka dr rt.•!'1.trlcclón c-n la cual ~lo ...c.• vari6 d tien1po 

de acción de la cnzln1a. 

Pana la restricciétn del D~;\ cnunu~6rnlco qut· ~ll""ría utilizado para la con!!>ln1cci6n 

del banco gcnómlco se utilizú la cn7hnn Sau 3/\1. Fu<-" neCl"!!>ario llc''ªr a cabo cstt• en~ayn 

a diferentes tiempo~ para poder dctrnninnr la!!o condiciont."'s adt"cuadn!'I.. pnrn obtener una 
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~tricción p•rclal QUC" proporcionurá rraJ!nH·nlo~ d(• l>~A dr:? Kh dr tamaño prnmt•dln. 

rara r'!l.tO por cada 1.2!=' µ..: dt" D~A c.·rumn!loCirni<."O '\.tº 1tdidonaron 2 lJ dr t•111.irua rn 

pmrncla drl amortiguador apropiado e incubándose a 37 C. l....a!I. mur!!.lnt'\o d<.- la m~cla 

sr tomaron a lo!!> O,!'. 10. 15. 20, 25 y 30 mln .. con rl nn dr- ohlrnrr rl tJrrnpo .-n d cual 

~ obUrnirn lo!t rra¡:mrnto<ri drl tamai10 drsrado .. 1....a aC"thldad dr la rnzlma "'r d~tuvo 

mrdlantr la Incubación n 6!1'. C duranlr 5 ntln dr cada una dr la"' murstra'i tomada!I.. 

6. 0Menci6to, _..tllcad6n y nstricdón cid DNA de .,U-Ido 

•.•. o..-.. 

Lo~ plJiimldo~ de ht!t dl(crente'i clona'.'!. fueron aislados de la !tlgulrnlr manrra: rl 

culllvo dr ~mi dr desarrollo bactrrtano !!.C" C'rntrifu~ y rJ paqurtr- crlul•r sr rrsusprndió 

rn 400 µ.I dr solución 1: Tris 25 m!\t lpll 8.0J, EDTA 10 mf\.1 rpll 8.0), )' Gh1C'o'.'l.a 50 

ml\.1. y sr mantuvo a 4 C durantr S mln .. Postrrionnrntr sr •srrxaron 400 µI dr la 

iw>luclón 11: NaOll 0..2 l\.I y SDS 1%. l'llC" qltó sua'\.·rn1rntr hasta tr-nrr una !tolución 

tr11nslúclda. 

Poatrrlonnrntr sr -.;:~aron 300 µI d~ acrta.to dr potasio 3 M plt S .. O. y sr agitó 

suavrmrntr hasta rorrnar un co•gulo blanqu~ino. Squldamentr sr con¡;:rló con hlrlo 

scco~nol para dicspu~s crntrtru¡:ar a 15 000 flJm por 20 mln. El sobrrnadantr ~c 

srparó y sr Ir adicionaron dos volúmenes dr rta.nol y sr dejó rYposar JO mln a 

temprr.tura amblrntr. drsput!-s dr lo cual sr centrifugó a 10 000 rpm y sr decantó rl 

alcohol, nnalmrntr rl precipitado sr disolvió en TE. 

Al DNA de pl•smldo sr Ir a¡;:regó un "'olun1rn Igual de renol saturado y rqulllbrado 
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y !lle ccntñ(ugó a 12 000 r¡un por 10 m\n, st:"1111rando tu fa!loe acuosa en un tubn que 

contenia feno\ saturado y equUlbrado-ch>rofornu)~alcohol hoamU\co ( 25~24-1). Et.ta 

m~cla 5C' q\tó hasl• .:-mul!!oiflcar y•-= cenlrUu~ó a 12. 000 rpm por 10 mln para '-oeparar 

las dos fases. La fattr acuu!l..a "'"" ,.orparó y ~ •~ aa,r~6 un di-dmo de vohsmrn de acttato 

de potas\o .3 M y dos volúmcne~ dr ttanol. ~e mantuvo dlt=Z mlnuto'"° • tcm,poeratura 

ambient~~ "'"" ccntrifu~ a t!i 000 rpm por 20 mln y !loe dr!ic-ch6 ~I akohol. E\ p~ipltado 

s.c: lav6 con un volumen dr rtanol al 7~. El pr~lpU.ado una vez Ubroe de aleuhot. se 

dlsoh\6 rn TE {rn un "10lumC"n \gual al lniclal en rl que se trn(a et pliism\do dlsuclto). 

6.3a-.tcd6n 

El plAsmldo pBlu~scr\pt fue cortado con la C'nzlma Bam Hl tPromqa). La 

r"e!iitricclón se Ucv6 al cabo durante t .S hr a 37"' C~ d~ ta• fonna que el cortr fuera tot.a\. 

Como est~ pl,'.'iimldo d~nc ~lo t 5\t\o de corte para r-sta ~nz.lma .. con este tratamlrnlo 

et plásmldo se Unearizó. 

7. --·ele DNA. 

Los DNA.s tanto d«'! p1'smldos co1no de fragmentos de restricción del cromosoma 

fwr:f"On separados y obsrrvados por elc-clrofore§h-. en Rel de a~arosa al 0.6'fc. 

E.!..tos geles fuen>n pt"'C'par.dos fund\lf'ftdo la aprosa ftl T AE (fris b~ 40 ml\.\,. 6ddo 

acélico 20 mM. EDTA 1 m?\-t pH 8) y v~rthmdo \5 m\ rn una mlnlc4mara {fabricada en 

el taller del Clf'!lil'VE~"TAV. equivalente a la BRL 115). lJna "C'Z 1tellhcada la agarosa.. se 

depositaron en ifsta las muestras prevlam~ntc mncladas con t 1-&l de colorante de 

ca.-..adn tlpo lll (Uul de hrontofenol 0.2!%~ x.Uendanol 0.25'7.., y ¡;Uc~rol 30'1" it'n agua 

blddtilada in.Urll}. PostH"ionne-nte 54.! apllc6 u.na d\írrtncla de: potendal de 10 Volts/cm 
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tHO \/ para un 111i111.:t·l 1 :'- .... 1u·1·n1ilio ttUr 111ii:ran111 dun1111t· apn1'\i111adnnH•r11t· 70 111u1. 

Una ,,.,..L qur h•nnin<'"• la (.'01-rlda. ,,. Unú rl i,:rl por· innit•r·,¡,¡n t•n una 'ohu·ion dt• ~ µ~1 1111 

de brurnuro d..,. rtidin t•fl ni.:u11. por ~-X ruin:'- ..,.. ttnilo rl r'\.(.·t·dl"nh· d«" brornuro d .. ..-1idiu 

cnn ai::uu. t"inalnu•nlr :i..t• oh .. r1-...u ll.'OU il?tUda dt• 1111 tntn,ilun1iruuJor dr lu.t: ultnH•iolrta 

dr onda corta fSi~ma Tl.?Ol 1. 

8. l..J~•clón de los í~rnlo!'li de IJNA cromo!'loOmico y dr BluCoiCript 

l..a ll,::aclón dr lo' frni:n1e•1110 ... dt" D~A dd A. plnuopnnunoniQ,- y drol plá~midn f1u• 

rnediante la acdcin d .... la ll"A liJ!n'a drl hnctr.-loíai.:o T4 IProm"'J:HI. durantr 16 hr a 10 

C. E!iolo!!. D!':A!!. '.'I><' rncontrahan rn una rrladón dt• .\: 1 r l>~A crornoWmko: O!'iA 

plá~midul. La mc-.1.cla de li¡:nc.·hht cnntt•nía :"\.10PS 60 m!\.1 tpll 7.<•I. :"\.fgCl 1 5 m.,1. l>lT 

H mJ\.1 y ATP 1 rnl\t. 

9. Oblención de lransf'ormantcs 

9.1 Prrparmdón de oflula.-. comprtrntes 

Para preparar rsta !loU!iopC"n!loión ~e t•reció Ja cepa de C-:Schrrichia co/i Dll~ <"O 5 mi 

de mf'dio LB .. hasta tener una ab!loorbandu dC" 1.0 (fa~<- exponencial lardial a 590 nm. 

Con un mililitro de- t!.la su~pen~ión ~e inocularon 50 ntl de medio l..B~ )' .!loe 

Incubaron a 37º C con ai:lladón ha!iot.a qur <"I culllvo llq:ó a su fa~e exponencial 

temprana (aproximadamente de 0.3-0.-1 DO a 590 nmJ. roslrriormrnt<' rl cullh•o ~<' 

centrifugó a 2 500 g por 1 O mln y :i.e resu!t.p<'ndlrron las célula~ en CaCIJ 0.1 !\1 e.!lot~ril 

a 4ºC .. a un 40')'"~ del 'Hllumen inicial y M.• n1antuvleron en hielo por 20 mln. !loe centrifugó 

a.? SOO 2 por 10 min y se r ... susp..-ndló el paqurte celular en CaCI: 0.1 1\.1 frío a un ~'7",

del volumen anterior. Estas crJulas se mantu ... ·icron a 4º C durante 16 hr. 
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9..2 Transl'onn•dón 

Para llr,·ar a cabo la lrunsrorrnaciórt 'r 11grr¡:aron H::!. 7 ng d4:" r>N.:\ lia:ndo 11 100 µI 

de células (."Olllprtrnh"s. nutntrnléndo ... t• la 111(.-Lda «"ti hh·lo por ::!O nlln. pnJvocándole'li 

drspu~s un choqur h"rn1lcu al lncuharo.r a 4::!" C por.:?: rnin. dt•,ptu;, .. dr fo cual .. ,.. agrr;:ó 

1 mi dr mrdlo LR J>f"f."(."Ult·nlado a _.7° C y '\r "11cló rn placa~ con u~ar LH con 100 ,ui::/ml 

de ampJcllJna. con rl nu dr srlrcdonar Ja ... rt'lula ... tran .. rurniada• .. 

E:o.-i:.a trnn:!>funnaclón .. r rrnli:.r .. l) mantt·uit·ndo una rrlnd6n dt• unn bactrria por co¡>ia 

df!' pJásmhJo. l..11 sf"ft"cci6n dt• la!'i> c~lula ... tn111,fonnnda' 't" reaJJLó ro agar !\facConkey 

con nmplcJIJna. ya qul" rl plá ... rnido pUlur .. t·ript C'OllOt•rc- rr.,1 .. 1t·nrla a ("'.<.ft." antlbi6Uco. 

Sr !r.c=-h"<.·cJonarun la .. clona' qut• pt r'.'l>t0 rtlar·u11 n· ... i.<.trnda a la 11n1plrilina y qur no 

íc=-rmcotaron In lactosa. 

10. Obtrnción dr donas que Ciprrsarun protdn.a.."i hrtrróloi:;a..o;,: 

10.1 Tamizado d~ la bibllot~ de .:mes dr A. pkuropnift&IP1onlo'. 

El banco J:("nórnlcu fue tamizado ""n puµeJ Oltro ch· nltrocdulo!i:a (0.45 µ. 

!\.lllllporr,. tomándo:o."" In.!> dona.-. dr placa ... de ngar LB con a1nplciUna. Estas 

desarrollaron sobre d flllru de nJtrcu:elulo:o.a. el c-unl .'\e tomó conio planlllla para 

replJcarlo en otro papel de nltrocl'lulosa y ""n plnC"a'.\ d"" n~ar LB con nniplcJJina. EJ nitro 

fue utilizado pnrn realizar rl tHtnlzado na·dianrt· C"I u ... o dt• anticurrpos. El pdn1rr 

anticuerpo consblló en una ni""zcla de '.'l>Uero~ pn!l>ith·n .. n A. p/,urnpnl'urnoni.ar por 

fljacJ6n de complt'rnento. pro'-·rnJ<"ntr~ de ct•rdn:o. lrlÍl"Ctndo ... con A .. pleuropnr1Jmoniae. La 

dilución del pr1n1l"r antlcU<"f"JJO rur dr l/JO l"rl Trh '"lino .:un 3.-~ USA. 

Las donas replicnda .. c-11 el Oltro .o.t• d..- ... arn•lluron ha .. ta lt-•r1er un diámetro dc- 1-2 

mm. entonces los nitros fueron n.•rno'-·ldo<i cft_>I ag•1r y fu<•rou expue~tos n v.apvrt"~ de 

cloroformo por 15 a 20 minu1o.,. (tt'cnlca dr Ush in .~it1J de Helíman l"l al. 1983). l)("spu~s 
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cada Oltro 'e lratú lndhidualnu.·nlr nin 10 011 Jr tri,-llCI 50 rn'I 1pll 7.5J, ;io.;aCI 150 

1n~t. !'\IJ:CI 5 m,,t, I µJ.!,rnl dr 1>~,\ .. .:t 1, .tO µ.i.:,'ml 11'- Jho1iru.a '."' .'V:O- dt• USA. Lo .. nllro .. 

ÍU~rort UJ,:itado~ ~lHl\.l'Jlll'rth• duranlr tuda Ja flfll"hc:" t•IHI Ja ... uluci(JJl nntrrlor !I 

trn1peraturu un1bit•11lr, po .. 1t•1·iur,11rntr ~r r11ant11,irn111 t·n ·r1·h 'ªlino !Tri .. ·flC.-1~O111'1 

a pll 7.5, ~uCI 150 n1-'l1 duranlr toda Ja noc:ht·. pa1·a 1emo~rr lodo' Jo, d1·trltu .. 

hach.•riUl11J!'I. }' ~('" Íl"OIÓ .. UUVt"111t'lllt.'" l"OU Ull drdo 1 (_"Ofl guotrJtl' l. 

E~ con,rnlt·nlr ad .. orl11_·1· 1·:0.to .... ut·1·u ... tºIHl n .. ado ... dr la hac1rrla huf .. J:te.•d '.\' dr t .... J:te.-..·h-. 

hactC"rlana:o. relacionada• .. El n .. ado .. t. pn·panJ th· ... nn·ollancfo In Ct'pa dt• /:". co/i 011~, .. 

t500 n1I) hn~tu la fa ... r t·~tacio11a.-in .\ por· <:entriíu~;u·itJn ''" uhtu~o el paquetr crhilar, el 

cual ~t· re:o.u:o.pendlci en agua 1h· .. io11ir.ada • 5 11111 '.\'" 't" n1ant1nu PU hai10 'taria duranh· 

5-10 rninuto~. Un n11lllitn1 dt• <'"'h· (i.,,;ufo .... utili.1ü pa1·a achorhf"r 100 n1I dr 'lle-ro diluido 

ll:IOOJ. durante 2 hr a -i--c. 

Unn "«.-"L nd~orhido t•I 'lH"ro ... r 'tt1ílan1n lo .. n.·~to .. crlularr<li por ct·ntriíu¡.:acil'1n f to 000 

gJ. Cadn nitro íur inc-uhado pur· una Jic.1·.1 u •~1n¡u.·r·..1tura nn1hien1t· con 8 1111 dr 'u1·ro 

adsorbido. con agJtadun ~ua"·t·. Srs;:uidu de la iru·uhaci6n t.•on d prilnf"r anticuerpo. lo' 

nltro!li ~e lavaron con Tri:ri.-~.nli110 a h.•n1peratu1·a ambh·nte (cinco carnhio .. de 20-30 mln 

cada lavado J. 

Postcriorn1entc ~r lncuhú cada nitro con c-1 :o.t.""J:undo antlcut·rpu anti l¡.:G dr ct•rdo el 

cual ~staba pre,·iamente conJui.:ndo con pero'\ida.!<.a fSIJ!1na}, diluido con 10 nil de Tds 

'.'9allno con 30:.-- RSA. Dt•spué:o. de 1 hora dt· incubación u tcmpt"ratura nn1hlrntc, lo:ri. nitro~ 

fueron nu~atnrnle la~·ados con Trh :ri.ulinu (dncu ca1nhio~). y pue~to:ri. en contacto l·on 

la !'1.olución rc,·eladora ldiamino brncidlna ~· pcro:ddu dl.' hidrúi:enoJ durante una hora 

con agitación ~u¡u e. E'.19 conveniente realizar todo el procedhniento por duplicado para 

confirmar inntedlatarnentc los n"~ultndo~. )'" con esto podt.•r estar .!<.C'J:Uros de dl"lt""Ctar 
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colonlu.!to puslth·n~. IAt utJU.nu·ir'iu dt• un rnr.l':t•la ch· ..,11t•1·n, t•o11nr1nururt In drtrcric".n d"" 

clonas J.>o~lli"·n' yn CJUt" 1111 ''u·ro purdt• rt"r·o1111t·t•r u11a n·J.:iiln dr la pn1trinJ1 .. ;u11·1i.1:.ach• 

~- olrn .. ~urro .. purdrn 1·t•t·o11ot:c:-r u 110 nt1·a, rt;..:ionr ... lo l.·ual di,111i11u.\.1" la po'>ihilld.ad dr 

oblrner rai....o .. po .. llh·o ... 

Coa "'t"'T drh·cladu 1111~• t·olnuJa po,llha t•11 e·I prirner laruir.ado. "''ª fut• ui .. Jad;i )' 

nurvamrntc:- rrpllcudc1 rn nltroct·lulo'ª· qur puc-dr ,,·n·if" corno planlilln para rrplicarla 

"'"placad"" ngnr-; por otn1 l:tdo r">lt" flltro '""""'" pan1 t.·011fl1·111ar t•I a1,Ju111lt·nto ul rc.-alizar 

nuf!'"Vnn1c:-11tc:- todo <.-1 1u·ocrdlrnh·nlo dt"I ti1111ir.ndo :'lo" t•,lar ,,·-guro qlll" r' In t•olont.1 qur 

prnducc:- la prollf"Írla drtectadu. 

10.2 C..-.ctcrizac:i6n dr. los anUgroos pc»r rntdio de gcl~ dr poliacrila.midad-Sl>S t 

lom unotransCrrt'!nda... 

Ya puriflcada Ju clona. t":o.ta ~ ... dr~ •• .an-ollü tuL .. ta ra .. r l":".t.adouar\n f"U _,_, 1111 dr rnl"dio 

LB con ampicilinn ( JOO µg/mll. J-1.~ mi dt" C'ultho furron l'rnlriíu,::adu .... tmfc·rofug:a. 

Son al), rl medio fur dc-srd1ado )" rl hot(111 -.<• rll.9~u .. prndl6 rn 200 µI de arnortlguador 

dr mur!'l.lra de 1..aenunli 11970;. ai:r~ándolt· P.ddo c·till'"ndiarnino tet1·a nc~th.-o IEDTAt 

2. m:\.-1. ~liten gJicol-hbtjlamJnoetll rh•rJ-,.!".:"i'.""-¡jcidn f(""fra nc~ticn EGTA.? m~1 ~ 

fcnilmrtil~ulfonil fluonu·o P:'\.ISF 2 rn:\1. El tubo 't' pu~o a hafln \lnria poi·.'\ min ~- 1¡..,. 

proteínas íuc.-ron nnnlizada:o. por ""lcctroforr!'l.i' t•n gelr' de- pollacrilantlda( PAGE-SOS 1 

al JO} .. 15"1~ con SUS ni 0.25r...- • l..af'mrnli. 19701. ComúnnH·ntr t•ntre 5.) 10 µI dd Ji:o.ado 

bacteriano 125 µgJ fueron !11.Uficif'ntr' para nh,<"n•ur Ja.-. proteí11.:1.-. por llnclán cnn azul 

de Cooma~le. Para la identincaci6n de lo ... untí:.:cno'> de .·1. pleuropnc.·urnoniat" c'prr!'l.adu ... 

por estas clonas, las proteína~ .,;rparndn~ por PA<;r-: • .sos sr tran ... nrirron 

mrmbrana de nltrocelulosa y po..,terfornu•ntc -.L" inc-ulu1ron c.·on :o.ut-""ros dt• ct"rdo~ 
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inr~1ado..._ :ir.~lin t"I prnct•dirnienlo de'.'r.Crilo por Towbln <1979) con algunas 

modiOcaciuur ... . 

l..a tran .... rert·n\·ia .. t. realizó rn una cámara '.'rtemi~f.."ca marca Blo·Vrclor modelo 

Elrclroíor. a 2..'0 mA duranle 2 hora ..... con amo~ls:uador de ro .... ralos 0.02 !\1 pll 7.2. Sr 

bloqut:V rl papel dr nilrcu.·elulu .... a con lrchr dlC'scrt!'tttada al 3'7..-. Se u1Jllz6 como primrr 

anUcurrpu una rneLcla de." .. urro..,. de 1 Janinusl<.-s lnn1unizado!!. con baclrrtna dr tipo 

cumrrcial. li)anJ1nale .... inmunizado!'. c-xprrin1en1ulnu•nlr con una baclc=-rtna producida rn 

ri laboratorio. 1111infrctado..._ en condicinne .. contrulnda" en una cátnara dr aerosolfzaclón 

como lo de .... criht•n Sehun)·n t•t al. 11983). cun una ct-pa A plt>uropn~umoniar .... rrotlpo 1 

aiMada de un ca .... n dt· PCP. con l '-10' l 1FC/tnl. h Janlntale .... lníectado .... en ronna nalurnJ 

~ rl campo y con uh.l.11n1h•nto po..,.itlvo y v Janlrnatc .... sacrincados en rl rastro con 

lrslon~ !i>UJ:e .... IJ, .. a .... de PCI' y con nl!riilarnlento poslti'º• dlluldo .... J/10. Todos eslo!'. .... uero~ 

Íuft'Dn po!l.ithos a In prueha de njacJón de complemento. Todos lo!'J. suero!> íueron 

adsorbido"' prL-,.·Jamrnte con ex tracios totales de Esch~richia cvli y Past,urdla ha~mol_l·tica .. 

con el no de evitar Ja presencia de reacciones cruzadas con r~tas especies baclerianar... 

Como !>q:undo anticuerpo ~e ullllzó lnmunoglubulinas anll·l¡:G de cerdo conjugado con 

pet"Oddasa (Sl&ma) ( 1/5000). utilizando 3. 3•-c11amlnobenddlna (Sigma) para el revelado 

de las reacciones posllivas. 

Los sobn!nadantes de Jos culllvos separados por cenlriíuKaclón también rueron 

analizados por lnmunotransrerencla. Para elh>. rueron precipitados con (Nll.) 1504 y 

reauspendido el prrclpltado en PBS plf 7.2. Veinticinco µ.g de prolefna rueron srparados 

por efectroíorcsls y eleclrotranrertdos de In misma fonna que la mencionada para los 

tl!ldnlclos, slplendo el mismo protocolo para el ensayo Jnmunológlco. 
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11. Prurha..-. .M"l"'Oló~ic..a~ 

11.I l'ljadón dr tumplrmrnto 

l..a prtu·ha dt• njadou de nunplrnu·ntn ..,t. r,·nli1ú ,.n 111lcropl•u·u.,. 'i:r utJliL•i c.:01110 

complt .. n1rnto !<lllrro dt· Ctl'.\•t"., adulto.,'.'-. corno anlÍJ!t"llo ,·fJ11J¡1., hactrrlann., curnpll"ta ... El 

anti1:rn11 fu(" prr¡>arJ1do 11 partir dt• un t·ultl,1> dt• ,,.¡, hont .. dr .-1. p/('ropnt>urnoni.a,. 

!iC'rotipo l. nc.-... put: .. de" In i11r11h:tdóu ...... hJH'frria ... ÍUtºl"llJI ('0 .. <"C-hado.-. ("fl '\,41("1 0.15 '\t 

)" la _..u..,prn ... Jún hact«riuna íut• uj11<.tad01 c:un t•I fuho :"óu -~ d«I :"o"t·ft"lornc·tr·o dt• '\tc.:F.;u lund. 

'." po,trrion1u·ntr :o.r calt·11tan111 una h11r~t c•n hano '1ana. 

t-:1 c.:n1nplt.·jo ht•1nohtit·o , •• uhlu" o t·1u1 t·éluJa.. rnja .. dt• horrt'J.!O <·11h·"-·t;uJ;1, rn 

_..oluci6n dt" i\l.,'-'""t"I" ~ lu~ad<1 .. 4.·011 a1no11:ij!uadur dt• \."rn1nnl 1pll 9.01, .,u .. pt>ruJida .. 

finafnlf"Jlfe nJ zr;. t'll rJ 1td ... u11 a11111rtj¡:11ad111· } UJ.!l·c·gando l1t·1n0Ji,i11;i diluida J 100 panl 

lrnc-r una .. ll .. J><'U,lc'111 final dt•I 1··~ la (.'U.al .,r nH111t11\11 a _\7"(' por·_\() n1l1111to .. 

,~tt·' de Jh·,.;:u· a caho la pr·ut.•ha lo' 'ut·ru' dr Jo, t.·t>rdo' Ílu•ron inacth&1du., a 

56ºC durantr 30 rni11u1n .. ) 'tº hh·irron t.liludont• ... •-n la rnit-roplaca con nmnr1:i::!:uadur dr 

'\.'erunal. aqui 't" adidouú el antíJ!t•no. po,tt·d111111r11h• ""I curnpl('"n1rnto '." la plat·a .,(. a,c:ito 

)- '"' Incubó 30 n1inuto., a Y7<'C l>t"'fHU."!'> d(.· "'ta incuh.1cil"Í11 'c- UJ:l"l."j.!Ó t•I (.•r1111pfrjn 

he1nolítico ~ .,r realiLO u11<1 !<l.e~tn1da incuhaclón dt> ~'º 1ninutu ... n 37"C:. lh·,pu~ .. d('" r,lt. 

tiempo la rl."aeci611 :o.t• pnn• UJ!r<'j!ando un1or1i1:uador de \'rronal frio. la!<. placa .. .,,. 

crnlrifu¡:aron a 2 000 i: por 5 n¡inulo,.,. Ln., placa!<.. M· l<'Jt.•ron con ª'.'"·uda de un r,.,i-.rJu 

obse~lindose t!'n el fondo d•· la placa la íorn1ac.:ió11 de hoton<'!I. de rritrorito""' corno 

reacción po!.itiva. 

11..2 bu•unoaisayo utzimático (ELISAJ 

Para llevar a cabo esta prueba fu(" nece~arlo realizar el protocolo dr 



irstandarizaclón. rl cuul ..... lh.·"·6 dr 111 ,.Jgult."nh• rnnru·r·u: 

Sueros te1.""tlgo. El prinu·r ""ut.•1·0 h•,Ugo fur uno qut.· 1t·nín un ultn tilulo de anticurrpos. 

irn Ja pnu·ha dt." njaclón dt• C'tn11plr111t.•11to, t•J 't•gundo ""lH"ro fue 1111 h•'!<otiJ:O pn .. ltJvo 

lntennrdio ,.. por últhno un .. ut·ro tr,tli;:o ru·gulh·o. ·rurnblf>n íur uli117.adn un tt",tigu dt.• 

a 1nortiJ:uadnr, que t'"!<o.lahn rnn1¡,ut· .. 10 1>or 111nortiJ.!t1ador· dr fn .. rato' 'alhto-l""·t•rn utllb.ado 

para diluir lo.o. .o.urro.o. a pn•hur. 

Anti~..._ St" utlliznron t.·01110 autígrno' t•.,..lracto' tut:nlt•:o. dt.• la clona dt• 1~·. coli 2732. 

También .o.e utilb·.aron t."11:tractu .. dt.• una ct·pa dt· .·t. p/t'uropneurnoniat' ,._.rolipo 1, ron10 

control. 

Tituladón dcl anti,;rno. E''ª ..._. lh .• ,,ú al cahn ilndrndu diludo1u.·' doble .. del antígr-no. 

contra dilucionr-.o. d<- lo' dift.•rt·ntt."' 'llt."ru' lt•!<o.llgo, tornándu .. r corno In dihu.·i,)n óplhnn. 

aquella en donde !'.<" dt."rtto!'.tnj In rt·lación ruá1'.hna 'l'"Ulrt• In' SU'-"rn ... h.•,tigo po.o.ifh·o )' 

nq:atho 1 P/!S ). 

lnmovUización dd antígeno. Las condicinnt•.o. óptim.a:'t para la ahso.-dón dl'"I antígC"no 

fueron drlerntlnadas utJllzando diíen·nte~ ~ulucione~ (!'iaCI 0.15 l\.I; :\1~Cli 0.0.2 '1; NaCI 

+!\1gCl1; PBS fpll 7.2) 0.0.2 :\I; arnortli:uador de carbonato tpll 9.6J 0.1 l\.1 y 0.01 l\.t: 

amortiguador de citrato.o. fpll 4.0J 0.05 !\1: Tri~-llCI fpll ILc;¡ 20 ml\1J. 

TI~po de incubación de los sucrus... Su<-.-o~ po~iti"os y neJ.!all"o~ ful("ron incubado'.'> con 

el antígeno a diferente.o. tiempo.o. ( 15. 30, 60. 120 y 180 min). El tiempo óptimo de 

incubación fue determinado por Ja n.·lacicin P¡;'\;. 

Tituladón del cortjugado. Se rt."alizaron dllucioru•.o. dl." lnmunoglohulhm G porcina. qut." 

fue adsorbida en los pozo.o. por IH h a 4ºC. a la~ cuales 't.' lt.•!<o. aj.!n-,:aron dilucinnes 

dobles de lnn1unoglobulina antlwlgG de cerdo cunju~ada con peroxldasa. Incubándose 
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u tt.•ntprratura :unhit·ntr por· 15 rnln ~· ..,,,. lr!o. aJ!!i-t·~{, In .. oludú11 dr AUTS y '«" ac.itú 1.n 

pl11ca por 10 ruin. hadrndo In ll·C't11n1 dr la dt•n,idad .Jptiru 11><>1 a -11-1 n1n, torn.:índc1"" 

ccuno la dllucicín dt•I conj11i:ndo l:.1 •111r "º' dio una I><> 'h- 1.0 '-"''"ª'' lt•t.·tura dt• 

ah!o.ctrhanciu. 

Análisis ~..._.dí!!r.-tico. I·: .. nrt·r,ario •h·h·nniuar· a la dc·n .. idad c'.ptica lpuuto dt• t·or11·1 a la 

t·ual ,., po .. it>lr dlft·r·r1u·iar lo' .. urro' ¡u,...ilh º' •h· tu .. nt·¡.:ath. º'· Para r .. 111 .... drlt·nuinani 

c.·I \alor pnunrdlu dr lo' '11rn1.,, contr·oh•.,, IH'")!all\u ........ t·alculurá "'" dc-.. '\lac·iún c·~L.i.ndar 

fSDI )' tontar.ín :!SU. c_·cuno lírnilr pura 1·t·aliL;11· •·~ta diíen·ndacir'111. 

Sensibilidad y ~¡M"CUicidad. El po1·11.·c·11tajc· dt• .. ,.n,ihilidad cl.-1 El.l!-it\ rn 1.·1Hnparadi111 

con FC fue calcul<1do t.•011111 fpo ... iti\t1.,, "rnln1h·ro .. 11110 .. iti"'fl'.'> "'·.-.-dadt•rt1 .. +fal!o.o' 

nrt:alhu .. 1) " 100. El pon:t•ntnjt• ch· '"'P•"cifiddud fut· c:alculado conto (nc.'")!ath•o~ 

\·rrdadero!!o/l nr¡.:ath·u!'o '\'f."1-duch·ro .. + fui..11, po!<>il ho' I J -.. 100. 
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RESULTADOS 

t. Obt~clón de PNA cromosómlcu 

D~pu~s dr la rxtraccl6n dr DNA drl cultivo de A. pleuropnrumonlar ~rrollpo 1 

por le rnitodo dr fenol-atitua .. ~r co.-rló un ndnlgrl de OJ:arnsn al 0.6'7r. dc.-spu~s dr teñirsl" 

con bromuro dr c-tldlo ~r obsrrvó c-n d tran!>llurninador de luz ultravlolrta. El DNA 

cromosómlco ohtrnldo dr A. pleuropn,umonia' no se notó d(""J;tradado. ya qur !i.r ohsrrva 

solamrnte una banda dr 1nás dl" 23.1 kilopare"" de hll!<.l"S Ckph) en la parte superior drl 

gel ( Flgura t. carril 2. l. por lo c¡ur ""e cun!<oldrn) qu(" !loe rncontraha c:-n condlclon~ 

óplinla!tlo para prnsC"J:ulr con el trabajo. 

2. Obtendón de DNA de plásoaldo 

Una vez extraído el phi~mldo por medio dL• lisis alcalina sr corrió un gel de 

agaro~a al 0.6'ñ> con el D~A obtenido ) M.º uh .. rnó en l"I transilumlnador de luz 

ultravioleta. En el mlnlgcl se observan 4 dlít."rentr~ bandas ( Fl~ura l. carril 6), las cuales 

están íonnadas por el plásmido en dlíercntC'!i. arr~los o a~ociaciones consl~o mismo. La 

banda superior de aproxln1adamente 17 kph corresponde a un con~lomerado de una 

gran cantidad de plásmldos .. la segunda banda de 7 kpb. rormada por la asociación de 

dos a tres plá"'nlldos., a tercera banda e!'o dl"I plá~mido en !'oll íorrna circular o ablertu y 

la última banda de 3 kpb corr-esponde a la f"ornrn conocida como super enrollada o 

trenza. en la cual hay un enrullanilento de unn .. uta 1nolCcula. 

La lrctura obtenida en el especlrof"utómctrn para la muestra de OSA 

croa1oaómlco de A. plruropnrumoniae rue de 0.036, y la dlluc16n que se realizó de la 

•uestra fue 1/509 por In tanto la concentración es: 
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Cnncrntn1cicln dr UNA = t>c-n .. hlad úpth:a ....: l>iluclfJn ' SO µJ!,'1111. 

Concentración de UNA = 0.0.36 :i.. SO ' SO µ¡,.=,;mi = •>o µJt(ml 

Parta la nuu• .. tra dt· pU.hu· .. rdpt 141 h·'-·tura t'n l'l t" .. J>t"clroíot•';n1rtrn íur de 0.270. 

y ..-,.ta ~r tra~njo d1• la 1Ui!<i.111a fornut qui· t"I 11;...A c-ron1u ... ·unico, por la tanto: 

Concrntración d..,. pUlut· .. t·ript = 0.2.70' SO....: ~O = ft7!"i µJ.:,ml 

4. Obtrnd6n de r~~tos de DNA cromosómlco 

En la n¡.:unt :?. .. ,. 1nue .. tn1 t'I r(" .. ultado d("I rn,11~·0 de la cinética d...- re~tricción. 

pnr medio dr ta cual ""r ""rh·cc\onó t•I tiernpo dt• 20 rninuto' f 1-,gura 2. carril 61. ya qur 

ru..- a e"'tc tlrn1po cuando .. l" ohh•~·ieron lo'.'o. fra¡;:nu·ntos dt"I h•1nai10 promt"'llio dr"'rado 12 

Kpbl. 

A!'l>Í "'e lo,::raron t•"'tnhlecer 'ª' condicioru•"" óptisna"' para lle-~ar a cabo la 

re~tricci<ín parcial del l)~A cromo!<i.l»1111co que fueron: por cada 1.25 µ.J?, de- l>:"iA 

cron10!'.ómicu. !'lol" adicionlt 2 L: de rnzlma .\'au 3Al )" "''-" incubó a 37 C por 20 n1i11utu~. 

para la mur-strn de- ONA ll-,J:urn l. carril 31. 

S. Obt.endón drl vrct.or r-cst.ringido 

El plásn1ido pHluescrlpt fue restrln~ldo totaln1cnte con In enzima Bam lll. en"'" 

sitio único de restricción que contiene este- plásn1ido. cnn10 .,.e- oh!l>t"f"Va en la Ogura 3 

trnapa de pBlue!'locript). Una ,-ez abierto el plá!i.nlido. ~·ari<'; su patrón de corrimiento en 

la electroforesis (Figura 1, carril 7). encontrándose Wlo una banda de aproximadamente 

3.S kpb de tamaño, lo que nos indica que se tiene una ~ola forma de- plásmido. que es 

la lineal que es la deseada para In construcción dC"I banco. 
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6. l...ii:aclón dr. los ,.ra,:mrnto!'IO d~ UNA crumo~rnico y dr pllluescripl: 

Piu·a In ubtrnciún dt.• ªº' plá!'trt1ldo .. rt."l'Ulllhin:antr .. 'lo(" utili.r.aron 10 ... rrugrnrnlo!'t dt" 

2 Kph dr tu1nai1u pru111l."dJo drl r>NA crnn1o~ó1nicu) rl plá,rnldo IJnrarizado. t"'ll una 

relación rnnlar "·rctor:in-''-º"º dt" 1:.\. l.a nu•r1·J11 <Jr a111ho' l>:"OA una ,,._..:r. liJ,:ado' dio Jugar 

a Ja grnnlrca dr A. pleuropneUT71t>ni.at" 'f:"rolJpu 1 t Figurn 5. can·il HL 

7. S<clrcdón dr transíonnantcs C'011 plllu~ript n""Comhlnado 

S<" obttn·lrron 10 14<• colonh1_, rn agur LB 1·011 an1plciliua. la!'t cualN. sr tomaron como 

candldulu~ a conrrnc-r plá'.'l>n1Jdo:-i. rc.·t.·ornhinanlr,. 

J...a ~rll"l"clón <Jr bactt.·ria' 1 n•n .. rorrn .:ula!'t y 'I"'-" llr,.·nran plá'.'l>n1ido~ con írngnu·ntos 

d~ DN/\. de- /l. pl .. "ropneu111oniae !'tl" hizo ch·,11rrollando ln!'t clona' ~rll"cclonada!'t t•n ai:ar 

l\tc Conkt•y con urnpiclllna. t•I cuul lil'nr hu.·tu .. a con10 íuentr dr carbono y rojo nl"utro 

como Indicador de pll. tomándo~l'" d1• UlJllÍ lu' l.·Jona!'t lacto'.'.a nrgath-a.\ ft·olonlas 

blancas! corno portadora.<io dt• plásn1ido~ con in"-l·rtn de- UNA hrtt·r-ólogo. mil"ntrn' <111<"' 

las clonas lactosa po!ltiliva!'I. (colonia~ ro,11 .. 1 .. t.Jn hahían .o.ido tran.o.fonnadas por 

plásmfdo sin Inserto fFlgura 41. 

La transformación utilizando como "·c.·clor plllul".o.cript ~l" Jll'",.·ó al C'aho trt"' '"l"Ctº!'t 

y ~n cada una d~ ella~ ~e obtu,·u un pronu•dio dl" JO 000 célula~ tn1n:o.forn1ndn.o.. flt• c-.ta.!'> 

clonas. aprcndmadan1ente l"l 32"7o contenían plá~111ldo~ con in...,l'"rto de A. plt•urop11eu"1oniae 

(l..ac" Ap'">. siendo e!ote el porcl"ntaje l" .. pl"rado. ya qul" el plásn1ido pUlul".o.cript st• 

redrcularizu durante la ligación <."lltrl" un 60 a 70':<- (Cuadro I ). 

De estas clonas !'te l"li,.:ieron alguna.o. al azar. para realizarll".S J.• extracción dl' 

plásmldos,. encontrándose en la l"lrctrofnrl"...,¡_.., que lo~ plá.\nlido~ extraído..., de las c:olonia!'t 

lactosa nc-gatlvas eran dr: ma)or tamai10 < 1·1gura 6. carriles 3. !' )' 7) qul" Jos extraídos 
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dt.4' ln!I> colonia .. turto .. n po .. iti''º'· 11,.. qut• pi r .. 1.·nlahan la' ha11dn .. carncterá'.".tica~ de 

¡1Hlur~cripl 1n.:un1 6. «a1-.-ilr' 2. -S ~ '•'· 

CCADRO 1 
IU·:SCJ.TAUOS J>E LA TRA!"'ti;SFOR!\.1ACIÓ:--.; 

Nün1rro totul dr tran!'l.forn1ante' 30 4.JH 

Enclrncia 
f cc"lula" tran:"l.íorn1nda:"l./t:~hlla .. "iahl~" 1 6.K x 10'' 

Frrcul"ncia 
1crlula" tran!i.forntada.s/JOO nJ.! dt• [)~Al 12 268 

Na:Unrro dl" colonia .. lactn .. a 1+1 20 922 

Nlunc.-ro dt• colonia .. lacto"ª l·I 9 516 

.. :ncit."nda de in!'><"rclón 
f clona'.'!. l .... ac Z-/clona'.'I. Lac Z + 1 0.319 

8. Tamizado de las clonas rrcombinantC!'i 

A toda~ la'.'. clona' ~rlt""ccionada!i. que prrM•nt.aron resl~lencla a la amplciUna )'' no 

fennrntaron la lactosa. "c.- le" "on1etió al tamizado inn1unológlco y con esta pn.Jeba sr 

srlrcclonaron 16 cloruu tE. roli Dll~a-0029. -0122 .. -2516. -2527. -2535. -2614. -2620. -

2631. -2632. -2634. -2702. -2707. -2708. -2710. -2732. -2801 ). !l>obrr~Hendo el 

rrconocimlento por la mezcla dl" su<"ro~ dt..- una de ellas f E. culi DllSa-2732 J f Figura 71. 

9. to:l~orit:sl• e lnmunotransfercncla 

Las proteínas lotalc.-s de las. 16 clonas ÍUl.'ron Sf!'pnradas por PAGE·SDS al J<K" ... 

y lransrertdns n membrana dl" nltrncelulnsa. Con10 primt..-r anticuerpo S<" utilizó una 

mezcla de sueros positivos contra A. pl~uropn~unroniae serotlpo 1 y como segundo 

•ntlcuerpo anti-lgG porcina conjugada con permddasa. 
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Oespu~:i. dr rc.·ali.t:ar t..•I c:orrhnh•nlo l"lt"<'lroíon;tlco y In lr».n:i.fr~nciu. lo~ ~urro .. 

rccunucleron prolrínu .. dt• ·'º·SO. 70. 90, l.'O y >2.00 kl>a d~ pt'M• 111olt"'cular. En do .. dt' 

las clona~ sro re<·oru•cit·..-on nni' dr una p1·ott·ína; rn Ja clona .?70H '"' rt-<·onn<·i•·ron do .. 

(50 y 70 kDaJ ). la cl1ura zt,1.0 11·•· .. 150, 70-' l.'0 kUa1. rn la .. 1-t dona' n· .. tanh·., '.'>()lo ~r 

rrconoció un ~olu pn>h·ina. l .11 .. 1·1(":i.ultacfu., dt• <"11da una dr Ja, rlona ....... rnc-ut·ntran rn 

el cuadro ~ .Y alJ!lHIº' dt• t•llo:oi. oh.,t"r\.an t•n la ni;:ur·11 H. 1·: .. tu' 1·r'.'.ult•uJo., .. ,ílo ,._. 

encontraron l'Oll Jo, t"'-tf'oll'ln., <'nulo' tlt• la'.'. <·luna' '\"'CI qur rn l"I 'ohrenaduntt· no 

reconoc:irron ninguna pr·11tc•111a lo., 'llt•ro .. 11tlli1.ud11 ... 

l'nu dt" (•:o.ta~ <'lona., '11hn•.,111ii'1 l.:!7.,.:!l, p1u· .. r110 .. tn'1 una rnn)·or cantJdnd c.Jt• una 

proh•ína dt• >200 kl>a. la <·11al 1111 f1u• r·et·ouocida JH11· Ju., gn1p11., dt• anin1ah·., "':nt·1us;ufu~. 

p<'ro !>Í por lo ... J,!rupo' clt• aniu1alt·~ inft•«lucfo., <11 utilJ.1:.ar· Jo., .. ur·r••' indi .. ·iduulrnt·nlc 

!Figura 9J. 

10. Prueba.o¡ s.rroló~ica."> 

cerdos. E:o.to~ ... uc-ro ... !'ot' t·Ja~incaron t'll dift..·1·t·ntt·' J.::rupo'>. dt"prndiendo dt• donde M." 

colectaron y !t.I fue po~ihl<" r<•alizar t'I ai.,Jarnil"nto ch•I 1nlcruoq,,:a11hn10. Lo ... re .. ulLado!<. 

obtenidos en las prut.·ha., rt"'alizada!<. '«" rt·."1m ... n en rl <.·uadro 3. para cada uno dr lo!"ió 

diferentes grupo .... 

10.l F1Jad6n de complrmmto 

Se ton1aron como po:i.ftivo'> todo'> lo .. !'.uero..,, qu<' de!-opUt.'"!-o de r'-'alJzar In reacción 

de fijación de con1pl(.'n1t.·nto, formaron un hot6n dt.• J,.:Jóbulo~ rojos c-n el ronde• de la 

plac~ tomándo ... c co1110 lectura la últhna dilucJ6n del suero rn dtu1dl" ... e encontraba e!tle 

botón. Se encontraron !>ucros po ... Jtl\IUS d'-'~de I/..J hasta 1/ 64. En los ... ueros nt."gafl\IOS se 

obsen-ó la IJsls de los eritrocitos sen~lbllizados. 
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CUADRO 2. 
PROTEfNAS RECONOCIDAS EN I~" INMl.!NOTRANSFERENCIA POR l..A 

J\1EZCLA DE SUEROS POSITIVOS A A. pleurnpm•iunonia~ 

No. DE PROTEINAS 

CLONA RECONOCIDAS 

lp~o mol~cular 

aparrnlr kDa 1 

0029 so 

0112 >200 

2516 >200 

2527 70 

25.J.S 130 

2614 >200 

2620 90; 10: ~o 

2631 >200 

2632 130 

2634 >200 

2702 >200 

2707 90 

2708 70; so 
27IO 70 

2732 :>200 

2801 30 
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10.2 ELISA 

Para la rt·nli:z.achJn dr r:1rola pnu.•ha !1.t" drtr:-nninarun la?11. '-'undicionr!I. f)plin1n..,. l"ll 

dondt"' !'loC dlfrrrndarnn rnrjor lo!'!> '.'tut·rn!I. 1n1 .. ltho .. y ln'.'t '.'loUcro!I. nri:uth·o-.. .. t.•ncnntnindn .. t• 

que la concrntrnción dr 10 µJ!. d<" prutt-ína dr In clonn 27.12 como antígrnn. utilizundo 

amortiguador dr carbonato 0.1:'\.1. La dlludt~n de'º' :o..urru:o.. en que M."' pnd(a difrrt·uciar 

rntrr pn!!.ili\o'O'.'t )' llC'j.!atho'.'t fue.· 1/200. con un tlt·n1pn d-c:- lncuhaci6n de .10 rnlnutn\., La 

dilución dr 1/5 000 ful" la que !l.r '.'trh-l.·ciono pura In inn1unoi;:lohu1Jna anti-IJ,!G dl" n·rdn 

conjugada con pC"ro..,.lda!!.n. 

El punto dr cort•• 'r '.'tt"J ... ccionó ton111ndo t.•I 1>rontrdio de 'º"' valorr'.'t de 

ab:1roor\ranciu obtcnidn'.'t con lo:-. sut"ro:o.. nrJ,:nth·o .. má:1ro do .. drs,·iacione:1ro ~tándar 1 cuadro 

_.y O¡:ura IOL 

10.3 s~~billdad y cspcdncldad. 

La sen:ir.lbllldad dt" la pnJeba de F:LISA t"n comparación con FC íur del 94.8 '7~. 

y la especlncldad del 97.4 "!"..,. Para el cálculo de e~lo!>.. S<" tomaron los resultado!o. 

obtrnidos de los sueros col~tndo:!<i. rn campo y 4."0 rastro. 

SL1EROS+ SUEROS-

FC 71 151 

ELISA 67 155 

so 
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CUADRO 3 
RESULTADOS OBTENIDOS t:N LAS l'RUEHAS St:ROLÓGICAS Dt: 
¡.-uACION DE COMPLEMENTO" Y El.ISA•, CON LOS 1>11--t:RENTES 

TIPOS DE St.it:ROS. 

GRUPO SUERO Dt: ANIMALES 1-·c ELISA 

1 VACUNADOS + u o 

EXPERIME1''TALMt:NTE' - o u 

11 VACUNADOS + 10 o 

EXPERIMENTALMENTE" o IO 

111 INFECTADOS + 3 3 

EXPERIMENTALMENTlo.- - o o . 
IV DE CAMPO + 28 26 

. 84 86 

Va DE RAloTRO' + 21 21 

. o o 
Vb DE RASTRO' + 22 20 

. 57 59 

VI TESTIGOS + o o 

NEGATIVOS" . 10 10 

TOTAL 248 248 
raen• Qe .-Uac:"U1• e tvrnp en1en o ntii necn• con <TIU as co•p el•!ll ue .1. p ., .. ,..,,....,..,_,._., -'"l.M P l'Tilipn .. 

•i... p,,.eba dor ELJSA fue heC'h• tvn extr•ctcu lulalc-• dC" I• donM nrcusnhiaanle de E:.coli 2732. 
"V-.cm•• co-erci.mL 
•vaca•• 11~11• en el .. horatorio C'on Al11la• co•pletai. formaliniz11das. 
-Cerdo• libre• dir ... tóaeaoa e•prciftcos. inOC'Ulados por aeroi.ul con 1 O? hac1eria-./1:Crdu. 
'Aisla-ienlo posiUYo de A. pl.uror--11U.e de leaione111o .. -11r11der1i.lk11• de PCP de f"llnu;n. 
•Nu - obtuvo el ahlla•ie-•lo de las Msioae• d• pulm1;n. 
•cerdo• libre!ll de ~•óce•o• espedft11:0• 

52 



CLAl>RO ..J 
DENSIDAD ÓPTICA l\.1EDIA ;\ 41..J 11111. l>E J.()!'-, J>IFEH.E!'o'TES <a<t:J•os DE 
ANl:\.tALES E!': LA PRL'EHJ\ l>E ELJ .... ,\.. l'TJLJZ,\ ..... l>O CO,t<> •\:".'Ti<a:'<> 

LA CLO'A .:?732. 

sut:ROS ±2DS 

NEGATIVOS O.OH79 :!:0.04!' 

VACUNADOS 0.0H71 ±O.O.al 

POSITIVOS 1.22..J :!:0.227 

RASTR<> 0.80<> :!:0.~102 

CA~IPO J.J~..J :!:OJH4 

F1g. 10 VALOR PAOMEDIC".> DE tos SUEROS CON LA PRUEBA DE ELISA 

1,Gr·· 

T 
--------~-

1 +2SD T 
1.4 I -2SD 1 

1 
1 

-x 
J 1 

1 ,2 

l ~ T .... o.a r-..., 
cj 
c:i 0,6 ! 

_¡_ 

0.4 

0.2 
1 :::E --¡:::: 1 

o' ¡¡¡ 
~ ~ ~ 

12 

~ ~ 
~ 

~ 
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kpb 

23.1 

9.4 
6.5 
4.3 

2.3i 
2.0/ 

1 2 3 5 6 7 

fo,gurn J. DNA cromo...,ün1ico rt"...,tdnJ.,:ido con Sau -~.-\l )' plá .... midn pBlue .. cript rrsrrfngido 
con Bam HJ. 1 y SJ :\lnrt"ador de tnmaiu> ).. l/inLI 111; 2J D'.'o'A cromo...,ómico; 3) ONA 
cromosómico cortado con Sau 3AI; -ti carril ,,¡icio; 6) Phisn1Jdn pHlue...,cript; 7) PJásmido 
pBluescript cortado con Bam 111. 
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I: 
i' 

kpb/ 

23.11 
9.4¡· 
6.5 
4.3¡· 

2.31¡ 
2.0.t. 

'r 
1· 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Figura .?. CJn'-"llca de re'.'llriccitJn dl"I D!"iA cromo~ómlco con Sau 3AJ. a diferentes 
tiempos <minutos) J 1:\lan:.uJor de tamafw A ;11nd Jll: ?) O: 3) 5"; ..¡) JO; S> IS 6) 20; 7> 
25; 8) 30. 
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?13"; Cm.vi 
;>•:k.I c,,101 

·-· '---- ... -..... 
0-•ll 

Figura 3. :\<lapa del plásmJdo pBluescrtpt .. y los sJl:ios de corte para las dlrerrnl<""S 
enzimas de restricción del polyllnker,. que se r-ncuentra dentro del gene loe z. 
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Figura 4. Desarrollo de E C'o/i DllSa~ transfonnada con el re~ultado de la ligación de 
fragmentos de DSA cromosómko de A. pl~uropneumoniae con el plásmJdo pBluscr1p~ 
en !\le Conkey con ampJcillna. Note~e que se obtienen colonias lactosa positiva (rojas) 
y colonias lactosa negativa e blancas). 
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kpb\, 
23.11¡ 

9 • .i\ 
6.51 
4.3 

' 

1 2 3 5 6 7 

Figura S. Lii:aciün ch• lo!'!. fraJ,.!mento~ de D~A crmno-..ümico con el plásmldo 
linearlzado. IJ :'.-larcador de tamaúo A /find 111; .:!t :\1arcador de taniaño ). llind 
lll+ligasa de T..$: J) pBlue~crlpt cortado con llam 111; 41 pHluescripl cort.ndo con Bam 
lll+ligasa de T-4: SI n;-.;A crn111o"l>Ün1ico cortado con .\"au 3AI: 6) DNA cromosómico 
cortado+ llga~a de T..i: 71 :\tczcla de ambo!'I n=""'A .... cortado'.'.; 8) :\1ezclas de ambos de 
DNAs cortados+liga!'ooa de T4. 
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kpb 

23.1 

9..4 
6.5 
·-LO\ 

2.3 
2.0 

1-li:;ura 6. Pl:.hn1id11' ohtrnido' dt.• dift.•rt.·ntt· ... t.•nlonia ... l~u.·to ... a po"'oith·a.o. }' lactosa 
negath·as. arnha' ampidlina n·'í'tc.•utt·!'>. J 1 '.\larcadnr de tamaño A /lind 111; .:? • ..a y 61 
Plásmido ... de 3 c.:11l1111ia' Jacto'ª po ... ith·a-'; J. S} 71 PJásrnido' dt• 3 colonia!'> lactosa 
ne,::ativa!';. 
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kDa 
205 --116 

97 
66 

_, 
~~1 

45 .. ;¡ 
+.: 
,.¡ 

29 ...-. , 
•. 

1 2 3 4 s 

.. l2ura 7. Tamizado hununohígico. Como se obsen·a en In Ogura Jos anticuerpos de Ja 
mezcla de couerns posith·os a PCP reconocieron las colonias que expresaban antígenos 
de .-1. p/europneu.rnunine. 
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,,.,'fñ;i~%· .. --~ 

Figura 8. lnmunotrasrrrir-nc::Ja de extractos totalH de clonas sel~cionadas por rl 
tamizado lnmunolóa;lco. Las proteínas totales dr las clonas rurron separadas por PAGE
SDS al 103 y transírridas a membrana de nitrocelulosa. Como primer antlcue~o se 
utilizó una mezcla de sueros positivos contra A. pleuro~umoniae sC"rotlpo 1 y como 
segundo anticuerpo anti-lgG porcina cof\Juaada con ~ro,.;idasa. 
Carril 1) l\larcadorrs de peso molecular; 2) A. pkuropn11Unoniae serotipo I; 3) E. Col/ 
Dfl5o; 4) dona 2620: 5)clona 2708; 6) clona 2801; 7) clona 2.!16; 8) clona 0112; 9) clona 
2732; 10) Pastrurella haemolytica. 
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-'~1 ~ 
205 
116 

" 97 
66 

45 • j 29 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 9. lmnunotransíerencia de extractos totales de la clona 2732 con suero de 
animales vacunados e inícctados. 
Carril 1) ?\.larcadores de peso molecular; 2) y 4) vacunados; 3) y 4) inf~tados. 
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DISCUSIÓN 

Las tEcnlcas rxperhnrnt.aJ~ d<' lngenlerf~• J,:«"ni'tfca.. f>NA rrcombinantr y 

blotrcnología urr.r-cr-n !11.nlucionr~ potenclnh_"!oo a un ¡:rar1 nún1rro dr problrnu1._ en -rl 

diagnóstico dr muchas rnícnnedadr~~ ya qur itctualrnrnt<" rrprr,rnlan la rnrtodologJa mas 

provrcho!ia en Ja producción dr 11nlfgrnos. Plu- r~tr tnrdlo ~ po~lble obtt.-nrr anUgrnos 

rel~antr~ dr un n1Jcrnor¡::nnls1no patógrno c:-n otro qur no t"' pntó,::rnn ni rrlacionado con 

el primr-rn. drl qur- !'l>C"' conncf!' todo Jo rrlacionadu con '.'i.U rt•plicac16n. ohtrnii'ndo~r dr C"!-.la 

manera ¡:randr~ canUdadC"~ de nntígl"nn. Paru n.·.alb'.ur "'''º· rs primordial cJonnr lo-. ~rnl""~ 

que codlncan <"~t.as prott-íua~ siendo nir<"rsnrio la cun~truccl6n d(." la J:t"'flot~a. 

Para Ja constnJcclón dr Ja grnott""<.'R r~ dt• priruordJal hnportanda qur t:'I DSA 

crnmosómlco a donar. sr <-ncuentrr rn las n1c:-jorr~ condldon<-!li. po"-lblr..,. .. E!ote 'r ohtlrnr por 

lisis crlular y rxlraccJón con íruol. como Jo de'.'l.ctibc-n !\fanlati"i et al ( 1989) y Sllhavy rt al 

(J984J. pero el n1atcrial gc.-nétJco :!i.r encuentra contaminado con k:O-.:A.,. rl cual r!\ nrcrsario 

quitar antrs de rraUzar la restricción. yn que podría Jnterf.,-Jr en la clonación. Por r!tlo íur 

nrcr-sario tratar con RNAsn d material irrnétlco obtt.·nJdo. slrndo '""°le mt'todo dt." 

purincnción del DNA mrjor qur rl reportado por llackrtt et al 119881. rn rl cual rraJJza Ja 

prrcJpJtacfón del DNA c-on Jsopropanol al SO%. prro una p~ueña cantidad dr RNA 

precipita Junto con c-1 DNA contaminándolo. mientras qur con la RSAs.a. t-1 R1"'A es 

digrrido complctamrntr y se obtlcme puro el DNA .. 

El plA.smJdo pBluct-.cript se nblu\:o por la técnica rrportada por BirTihoim y Doly 

(1979)~ pero fue necrsario realizar además una llmplf"7 .. a con renal y cloroíormo. con rl nn 

de tener el plásmldo libre dt" protrínus que Jo contaminan y 'IUf" lnterfirren rn la acción de 
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las rn:zln1as d<- reslrtcch'u1. 

Uno de lo!io phh,mldu.s más utlllzado'- como vrhículo de clonación rs rl pllR322. 

construido por Oolfvar d al ( 1977a. 1977b1. pero la utJll:zaclón dC" pBJu~cript p~C'nla 

clC"rtas ,.·ent"as. Ambos plá'°"'mldo9' llrnrn do~ marcadorr!'I> grn~tlcos. lo9' di!' pHR322 9'0n 

senes de ~slstencia a lelracictlna y amplclllna. por lo que es necesario rrall:zar una doble 

~•~c&ón para conocer si al¡¡:uno de elloN ha sido lnaclJ,.·ado por la Inserción de DNA 

hrtrrólo1t,o en una clonación pues en ambos marcadore~ tiene sitios únicos de rc-slricción. 

en cambio. con pBlurscrlpt los sitios únicos dr- re:ii.tricclón ~<- encuentran en uno sólo de Jos 

marcado~ (l~rne lacZ>. mientras que el otro marcador fJ:rne amp') se mantiene sfemprc

lntacto. Por lo tanlo 9-C' rrallza una sola srlrcción dr clona!t- que contienen ln9'rrto. Para 

srlrcclonar rstas clonas \'anlsh-Prrron rt al ( 1985'} utiliza tres dlrerrntes mrdlos qur 

contienen amplclllna y un estimulador dd .:rnr lacZ qur son a) lactosa. b » 

~-bromo-4-cloro-3-ldolll-8-D-Kalactosa <X-gal} y c) Jsopropll-8-0-r¡:alactoplrano~lda (JP'TG) 

siendo estos dos últimos cromóroros y rl prin1rro ~e acomp•ñ•do de un Indicador de pll. 

siendo Ja cepa ~eptora LacZ nqatlva.. seleccionando !'1>61o las colonias blanca~. pues las 

colonias qur presentaban color. dl!'pendlendo drl compuesto utilizado, transportaban 

p14smldo~ ~In Inserto. a dlre~ncia de estos uutore~ !loe utilizó medio dr Me Conkry rl cual 

ya contirne lactosa y rojo neutro, y !11610 se •l!"'l:O la amplclllna, teniéndose Jos mismos 

resultados al momento de la selccclón de clonas, pues las colonias blancas eran Ja!'i. 

rt"CUpentdas y las rojas trnfan phismldo sin ln!oorrto. 

El plJismldo pBlurscrtpt también tiene la "Yrntaja de tener dos promotores a los lados 

del slllo único de restricción. Jo5 cuales se encuentran rn sentido contrario uno dr or ro. 
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rodn ~sto drntro drl grn11." lar Z. l;n lnthnjo .. Jmilar ..... drsarrolln ulllizando como phí .. mido 

vr-ctor pLICl9 cTrnorio 19901. ,.¡cual llrnr un ,Jtio dr clonaclón ~lmllar a pBltJl"'\cript. (H"ro 

no Uenr lo.-. prurnotorr.-. )' rn la ... clona .. <JUl" por1ahan phfi!on1ido!I> rrcomblnuntr ... dr!'opu~ ... de 

un Uir-n1po. no fur po ... lhlr rrcuperur r .. 10 ... nu oh .. tante dr •nantir-nt"r !11.us caraclrri§lica!lo 

rr!'l.i ... trncla a Ja a111pidlinu )' írnnl"nlaci611 dt" Ja lal-·to ... a. lo cual no ... e ha rncontrado ir-n la!<i. 

clona.-. drl hanco con ... truido con pHlut· .. cdpt. rn donde ... ¡ ha sido po .. Jble rrcuperar c:-1 

phismido. 

Ya rxl..,.lrn pJá.-.n1ldo... l.·011 ... rn.ddos rxclu ... h·u.. para Ja clonación d~ A. 

plruropnrunroni.or. co1110 lo ... con"itruido .. por Fn"')· ( 1992) y "·r'."it rl al. I 19951 Jo .. cualr!> !l.on 

!l>un1amrnlr establt":"o rn I~. cot; y J>a1,.ur,./la hat>rnolytica, )' t" ... to!lo derivan dr phi!iomldo~ como 

pUCIS/19 y pBIUt"!>Cript .. que "'''n 'º"" qut• !.e han utili7.ados en la construcción de la!'I. 

ge11otcca!'I>. 

Llna v~ obtenidos lo!'> DNA.' fur nec..-... ario llrvar a cabo Ja cuantincacl6n df!' e~tos. 

para poder rTallzar rncazmente tanto Ja restricción corno la ligación. La cuantiflcaclón !.e 

lln-ó a cabo slgulrndo la técnica df'scrita por llackrtt et al ( 1988). la cual se basa rn la 

den!>idad óptica (00) de la muestra a 260 nm y lo reportado por Davis rt al { 19~). que 

un OD=I a rsa longitud de onda equivale a 50 µ.g/ml de DNA~ la cual pn>porcJona un 

resultado más connahJe que con la técnica d("!'J,<"rila por Sllhavy et al ( 1984) la cual se ba!'l.a 

en Ja comparación a simple 'l!iola de la nuorc.:i.ccncla de Ja murstra con una cun·a patrTin 

de DNA de concentración conocida. 

Para descartar la posibilidad de e!'l.tar con~lderando las proteínas dentro df!' Ja 

lectura a 260 nm. se realizó otra lectura a 280 nm y se tomó su relación 260/280. Si el 
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rr-~ull.ado di"' t.•,la relHdñu t"' .. upr.-iur n l.<• .. t·~lin J)a<t·J.,, rl nJ 'l9H.:aJ M" tlrne (."fl ht n1ur .. 11-... 

principalnn•nl("' ();\.,\_ Eu Ja, 1·..Jado1u· .. ohll"nlda~ dlf" lo' UNA .. c.-'ll:traido' Ju .. n· .. ulladu"' 

!!..lrn1pr.- fu<'ro11 "'U(Jt•dor«:o. a J.(, 1 fJ:"f.A <·ronto"M1111ko J .7-t: plUu("':o.cdpt l .H1. lo 111u• da la 

clt'rtrza dt" qul" "'ll" lrahajó n•n f)~,, '-"ºJl 1110) lntjn t·anlldlld dr i1npurrza ... 

Una ~·rz cuiu1Hn1.·ndo'.'I 'º' fJ:"rOA:-.. ,,. JH"t•l"t.·di1"1 a rt'"alh;ar la r<",trict.•ión dr c.":o.lu'.'1. con 

Sau 3AI para l"J l>NA cnur1t1'.'M""ín1i..:o) con llt1m IJI para rl plá .. rr1ldo. l-:!ota .. 1nl~111n ... (."flLimu"' 

furrun utilizadn!'I. t.·011 t•I n1h1110 nn por Fn·.\ et al. 11989;. <...."hang l"'I el. ( 19H91, Grrlach t"t 

al 119931. :\lacDonald et uJ. f 19?.:!J. ff:n..,,i-C"amJHl'o t·t al. 119')21 ~- c;t"rluch rl al 119'1_,, rn 

la clonat.·icin d<" proll"ÍJHt:O. d("A. pl~uropnrurnonuu·. _'ta qut.· '<" ullliLnron Vt."'l."tore .. dr clunncil•n 

sr111c.""junte~ aJ utiJl.L.ado t•n ~"''(" trahajo, 

Para fu obf("nción de ín1~n1t"nlo~ dl." D.'IA cro11100..ón1icu íur net.'l"!'oario rl"aliz.ar un 

cint.'Uca de n."!t.lricclón para dc-tt•nnlnnr la"' condJcJuue ... parn ohtenl."r 'º' írJ~nu•nto-. del 

tamaño dr~cado. Al realiz.ar Ja ''"'tricdón dt"I plá~mJdo -'e oh .. ._.rvó en l."I gd una MJla banda 

y una variación del corri111i("nto. fo 'lut.· indica qu._. e .. tt· .">f:' ful." nhierto y todo -.e c.""ru.·ontraha 

rn la forma lineal, que ("' Jo de-'rudu para n·aliLar la in~~1·ción de D!"iiA hrtrrólogo. 

Con Jo!>. producto!-. rc:<.ult.anll·~ dr Ja rc:o.tdcdón. :O.('" Ue"-º a cabo Ja ligación de." Jo~ 

(ragn1en1os obtenido-.¡, con el plá-'mido pant ohh.•nt·r d banco ~enómico. utJlbando la DNA 

llgasa drl fago T4 que <"~ el 1nétodo má~ rficicnte dt.• Jo~ d("~Critos hasta Ja frcha 1 ~1aniali:o. 

et al J989J. 

El banco con!t.truido 'e uliliz6 para tra11!-.forn1ar a E:.". co/i Dll5a. Esta transíorn1ación 

se realizó cuando Ja c("pa n.•c'-·ptora ... t.. l""ncontraha a ruitad de Ja fase log, ya que e.s necesario 

contar con una gran cantidad de célula~ ( 1 O' a JO" J pues Cepaldo et al ( J 974) reporta que 
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Ju vlabllidad dr la' cé.'lula .. diMnlr1uyt• ca .. I 1111 50"f- al .. (",. ntanlruida .. er• CaCli- Otra ruz6n 

para oblrnl"'rln .. ("fl t"sla ra .. r dt" dr'-ar...-ollu ""'que .. ., p11rt"d .. ("' t""tnha ~inh.·tizando. hacirndo 

ntás ractlblt" la obtrnclón dr c-«'lulas c-ornprtrntr ... 

Tonu1ndo rn cuenta lo ant«""rlnr ''" llt.•,·r, a cnho al lrnn"'forn1aclóu con J .5 x 10• 

cflula.l'to/100µ.I. y M.·· ohtu'o una frecurnc.·ia dr tran..,,formnción dr l . .:?26H ll 10"/100 ng d'-'" O!'IA. 

n-sultado muy ~l"'nu•jantl"' n lo oblC"nldo por Jlnnahnn t 19X31. rl cual reporta otro mt'todo 

para la obtención dt" un número n1n)·or dt" cflul.a .. c-orn¡>rtcntr~. utlli:r .... --uulo para r~to ~ario 

caUonr"' como Ca:•. !\.1n:'. Rh ... K •. adl"'nlfh, d<" IH J11cuh¡1c..·i6n con dhnrtll .. ulfo'llldo y 

dltiotrrltnl, 'º"' cuah•"' llrnrn acción .. ohr<" la ruhi<"rta C<"lul<1r. Con t"I tratamil"'Uto anterior 

Hanahan ohUeur una frt·curncin dr lrau .. fonnad<in el<" J.5 x 10•;100 ni: de D:"W":'\ con 1.2 x 

10• células/IDO µ.I, lo qur r!'> n1uy '.'>rnu·jnnlr l'On lo ohh•nido aquí. con trutamh·nto muchu 

más sencillo de llevar a c.-aho, purs 5-iilo .o.l" trutan ta .. ct.:lula' con CaCI, con10 lo de .. crlhi6 

Cohrn rl al (1972J. 

l...a~ célula!'i después de hnbrr ~Ido rran-.fonnndn-., '.'>e d~arrollnron en acar 1.8 cnn 

amplcilinn, para una prin1rra :i.elección. La razón dl." r~ta prc'.'>elección r~ que junto con la!!. 

dona!'> portadoras de plá ... mldo '.'.e des.arrollan c-éluln~ no trnn'.'>Íonnadas (laclo§a neo-i;:ath•as, 

amplclllna sensibles}, y por satelltlsmo logran su dt"~Hrrollo, debido a la fl-lnt.·ran1nsa qu<" 

producen la!!. células tran..,,fonnadns. E.o.ro podría confundir al n·alb..ar la .o.rlecdón 

directamente en Me Conkcy con :i:unplclllnn. pue.o. f"t·nolipfcamente .S<" vrrian igual que las 

clonas con plásmJdos r~cornhlnante'-. y al hact•r la prc.''""l"lrcdón !l>tSlo se tornan Ja.., l·ulonfa ... 

más grandes, fo que poslblem<"nte di!'1.n1lnuyc) J.a ríicic.·nda ). fr<'cuenda de lrnnsforrnaclón~ 

al no selecclonnr clonas tran!l.forrnada.-. qul." no '-l. d<"sarrnllaron adt"cuadamentt."' por C!trolar 
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n1uy ce~anas, peoro da lu srgurithad dt" lrner :r..óln céluln~ tran!>Íunnuda~. 

La nmplcillna qut:' -.e adiciona al mt"dio d'" cultlvo, cun1ph.· con do!'!. íunclonr~ 

pritnordlalr'-• una de t"lln~ '-"' conio lo dt."'-.crlbrn vnrio'.'. auton· ..... para la ~r-lrcci6n dr la'.'. 

células transíormada!I. por t•,prC''-lón drl 1:rnntlpo rt."clé-n adquirido. y la otra. para la 

rrpllcaclón y mantrnlmlc-nto dd plá!>mldn, ya quiro Dagc-rt y Ehrllch ( 1979) rncontrnron qur 

las ~lulas tran!'i.íonnado:o. con plásmldo!I. de n· ... 1-.tencla a antlhlótico'°• pierdt."n a r"tr por 

la ralla de." prrslón para su rxpreslón. por In qut." una "r"Z -.rtrccionadas la-. clonas ~r 

pasaron ~lrmpre rn i\1c <.:onkC'}· con aniplclllna y ~C' !'!orlrcclonarnn la!> dona .. lacto!'i.a 

nrgatlva!'I> y amplclllna rt"sl'-lrntes. ya que r!l>tas caracl("rf!l.tlca!!i. Indican que r!l.ta .. dlulas 

portan plásmldos híbrido~. ya queo no Ít"Onrntnn la lacto!l.a por hahrr 'Ido dr~fasado rl groe 

lac- Z por la Introducción de un íragsn<"nto dr DNA cron1n!'>ón1lco de A. pl,uropn,umoniat, 

adem.4s estos plásmldos son más grand<""i qut" t"l pláMnido original. 

Para Ja selC""Cclón dr las clona!> qur e"'pre!'>arnn protr{nas de ..t. pl~uropneumonia' y 

que rueran reconocidas como antígenos. fue ncc«."sario r?alb:a.r un tamizado. S«" utlllzó .-J 

tamizado Inmunológico. ya queo sr contuba con "iuero de aninuales qur n=-!'>ultaron positivo ... 

a la prueba de fljaclón d(" complemrnto '." rn alguno" ca .. o!'> sr habin lo1:rado t"l al,lamlrnto. 

Este es el método recomendado ( i\1anlati~ et ni 19H9) para la bú!'>QUC"da de antÍJ:rUO!I. en 

bancos genómlco!\. y ieste íue utlllzado por Grrlach <"t al t 1993 Jo' 1993 J ("o la bú,queda df:" 

proteínas membrana externa las cuales rueron rl~nnocldas por sut"'ros dr anlntalt."'S 

convaltc:lcntes. logrando encontrar con IC'!!iilr método la clona que expresa una pn>lrína qur 

une transíerrlna y otra clona qul" t.-l(prcsa una llpoproteoínn de- SO kDa. Esto de1n11r-.tra qul" 

.el tamizado in1nunol6gico es un tnétndo eOcirntt" en la sl"lrcciún dl" clonas qur.- '-"'Pr«."san 
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antígrnos. 

Dr toda~ la!'!. clona!'!. <¡u«" !'loe uhtuvirron. ~l" rliJ!il• una que rn la hununotran!'l.frrrncia 

prrsrntaha una pruleína >200 kl>n f1u· r1·cunodda por ... urro de- unhnnh.•!\ po!'l.ilivo!\ en FC. 

Sr han clonado varias procrína' dr .-1. plruropnru171oniar. c-n !'iou mayoría '°'º" 

con~ldrradus facton-!\ dr vlrulc.-ncla. J>rru ninguna con e ... lr pc-... o mol""cular. La proltína 

clonada y qur rn principio !loe:" prn-..ó qur rra la cotu-rnnlh.lna lil"nr un pc.--.o molrcular dr 27 

kDa fFrey t"t al.. 19H91. de la rual rrclrnlemente Frey rl al. ( 199·0 y Soltr-~ rt al. <19941 

~portaron qur el J.!t:"O donado ...... J;:ir-nr dr rrJ:ulación ir-n la acthddad hrmolítica. prro no t:"S 

rl rr!!.ponsable del fenón1enn dr CA!\fP. Otra .. d4:' la ... protrína ... clonadas MHl la!'I. to:dna de 

Ja familia RTX CApxl. Apx.11 y Ap'l(lllJ la.._ cunk!lo tlrnen acthidad citolítica y hrn101ítlca. qur 

licor pr!>o molrcularr!> rntre 105 a 120 klla. lu que rrpn."M."nta por lo n1eoo"' la n1itad del 

J>C!!»O molrcular de la proteína producida por la clona 2732. la cual M.· no prr!»cnló actl-vidad 

hemolítica f García Curllar 4="n r~·blón) anlf" erilrocito!'I. de crrdo y d<" conejo con10 la 

d~cribc Relmer el al. 4 199~) en la que ,¡ c:-ncuenlra hrmólisb de las cilollslnas clonadas 

de A. pl,uropn~unioniae. Tamblé-n al con1pnrar el pr!ooo molecular de la proteína producida 

por la clona 2732. con la!> proteína!'> clonadas por Gerlach el al.. t 19921 )' Rm•:'loi~Campos rt 

al .. ( 1992) que fljan tran ... rrrrlna. tlrne un r~so molrcular d..- 60 kDa. la cual rs muy 

~ueña. al Igual que la llpoprotcína clonada por Gerlach et al. (1993) la cual tiene un 

J>C!SO de 50 kDa .. En ca~I toda~ In'- l'lunacione!oo ~r utilizaron con10 -vrclorcs de clonación 

plásmldos (pUC181 que !'i>On mu)' ~cmrjantr:1o al utilizado en este trabajo. ya que esto .. Ucnc:-n 

rl sitio de clonación en el gene lac Z }' MHl inducido ... por lactosa. 

Por otro lado se han n·alizado c~tudio~ ~obrt" la prntcfnas de la membrana externa 
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de A. pl,.4rupneumoniar. quC" ~on unas de las C"!!otructura!o. quf" principaln1r11tr liC"nrn con Lacio 

con el slstrrna Inmune" dd crrdo y !o.e reportan qur !'1>011 trr~ a cinco prott."ína!o. principal~ 

de pe-so mulr<."ular mrnor n 45 kDa <Rapp et al 1986: Maclnnr._ rt al 1987; lnzana J990J. 

Tamhl~n !'>C" ha n.•portado la pr~rnda de dos prutrína<ii qur !'>on producidas rn Ja 1nr-mhrana 

r:ir.lern• en condlclonC"!'i dr rr!\lrlcclón de hierro. rstas tlrn..-n pr~o.o,; n1nl~ula~s dr J 05 y 76 

kDa (Drnr<"r el al 1989). Todas C"sta pn,lrína!lo n-portada!o. que ~C" rncuentran en Ja 

mC"mbrana e111.te01a de A. plruropnnunonku• son dl" prso n1olr-cular mrnor a Ja clonada y por 

lo tanto e-s dlficJI quC" se tratr de alguna dr rlla.!'t. Para corroborar esto rs nrcesario Urvar 

a cabo traba.Jo dr laborntorlo como. conocrr Ja naturnlt7.a dC" rosta protrfna, dt"trnnlnar !d 

tlrnr alguna actividad cJtolitJca o prott"Olítlca~ rte. 

La ulJlizacf6n de "Sta clona como anHgrno prrsrnta vnrin~ ,.·enlajas: 1) El culth·o de E. culi 

~ más accrslhlr que <"I dr A. pkuropnrunronlor ya qu"" para su desarrollo no f:'s nC"Crsarlo 

la adición de ractores de crrclmlento. que ltmltan la cantidad de- «lulas en el cultivo. 2) El 

v~tor es multicopia y por lo tanto produce- unu mayor cantidad de antígeno, que Ja cepa 

de A. pl~uropn~untonia' en condJcJonc-s nom1ales. 3 J No es nrcesnrfo puriOcar el antígeno 

ya que- los extractos totales de la clona de E. co/l put:"dcn S<"r utiliT..ados. pues al parecer los 

suc-ros positivos sólo reconocen esta protl"fna. 

DlrcrcrUes pruc-bas serológlc.n.s han !!ildn de'.'l.nrrolladas con el nn dr- drtect.nr los 

nlvr-Jrs de anticuerpos contra A. pl,uropnrunroni.ar <"11 los cerdos. l...as pruebas nitinnrias de 

serotlpJncacJ6n están hasada'.'lo en las pruebas ~<"rológica~ y la njacilín de compl€"mrnto e~ 

la prueba de oro rn la dfagn6~1Jco en Jos lnborntorlo!-.. aunque ha !-.ido rc."C'it"'nfl.•mrnte 

cuestionada (Fenwick y lf("nry. 1994). FljacJón de complc."mento 1FC> tie11e una alta 
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n-pc!'CiOchJad ¡1c-ro unn baja ,en,Jhilldad. ,ubt.·,lirnarufo J¡¡ prt.•"alruda dr Jo1 rCP por rl alto 

núr11en1 dl"' rt•'.l>ulladus íah.o,-nri.:utho ... E'ta d'9ft"t.·t.a prindpafn11·11tr anticurrpo' h::\1 t·un111 

actJvador<""!l. de.- con1ph·rn'9nto. lo' c:uaft""<t;. 'º" prud11rido' ~•I print·Jpin d" lo1 P< . ."P )' rn rnt.•no' 

proporción n la lg(;. la cual ,..- 1·1u·ut•ntr;1 pn· ... ·nrt· rn Ja, fa,c.· .. tardia .. de la '"nfrrrnrdad ~ 

c.-n fo!!. portadorr' a'.'1-Jntorn.iitico,. Adt·111¡l,. FC ir'la ba .. ada '"" la d'9trccJón dir unlif!t"llo' 

c .. psularc-!i., Jo!I> cuall"'!i. l"'slán prir-:o.irnlc.-' 1·11 rl t·u<"rpo tutrtrrlano ) '<" <"ncurntn1n prt"'<"ntr .. 

tanlo ir-n anlmalrs inft"clado .. como rn ani111alr ... var1111ado•1 .. 

La pruc.-ba de ELISA tarnhit.in lu1 .. ido utilizada para drtrctar anth·urrpo:<i. contra A. 

plrurupnt'1.unoniar (hazana Jo' /\1athhnn. 1987: ~i<·olt·t t•I aL. 19HI l. E ... ta prurha dn mrno .. 

rc."!1.ultado .. fal .. o" nrgatl\.o:o. que FC ) llrnt• la "t•ntuja de· dC"lt"ctar "·arlo<t IJpo-. dt• 

anticurrpo .... Asi. Jo.-. anticurrpn..., purdeu :<o.rr detr(.·lado-. duranlr lodo rl tirmpo <JlH' sr 

rncuc-ntrc prc-~l"'nte Ja bacteria. E'.'1-la prurha }' la dr aglullnaci611 pr-=-~rnlan una alta 

f~tu•11cJa de rr!oultado..., fal!i.o!>-po:<i.111-.o!I>. lo:r. cuaJr..., tJrnd'"n a !ot•hrr r .. 11n1ar Ja pr~·alf."nda 

de Ja PCP (Fenwtck y Henry. 19941. adrrnás de qu«-" no dJ .. crimJnan rntrr aulmalc."s 

lnfc.-ctados y vacunado .... yn que Jos antí~euo .... utJJizados "'º" !Milo c.·élulas. 

La neutralización de- c:-itotodna ....... una prueba qur dn nu.·no"' re:<i.tdt.ado-. (al:!.o:<i.

n~ativos y íaJ .. os-positfvos y tiene Ja "·~ntaju th· podrr dJ,crlrnfnar entre cerdos \.'acunado .. 

e inrectados. ya que lo!!. anticurrpo:<i. dcatrcladns ~tan dirigido!!. c1•11tra la ... citotoxJnas 

e,.;crrtadas por la bacteria <Kamp et l•I 1989). Sin ernbarJ.:o. '""''ª pn•rba l:"':<i. co!l.to .. a. lardada 

y laboriu ... a. ya que rcquit•rt.· de la purificaci611 dt• Ja dtoto"ino1 }' quc- ca .... ta n1nnlc-nga !.U 

acth·idad blolcSgica (,'\la et al 1990) .. por otro lado no dt•lccta Jo:<i. sc.·rotipos qur no producen 

todas las citoto,.;iua:<o. )' c-n la pni«'ha .. c>lo se deleclarJn Jos :<i.erorJpo~ que produzcan la 
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cltotoxlna que.- se:'" utlllcr <"n la pru<"ha. Adl."nUi~. t."'~ta pnwha rrqul<"n."' dt' cultivos dr A. 

pl~uropneunsonh1'. qur rr<¡ulerrn dr !>Uph•nu•ntación <.·on :--.:A.U. pa .. t.'"S p..-riódico .. y lrahajar 

con una baclc.-ria pntó¡.:t"na. 

Para c.-1 desnrTollo dr la prurha de.- ELISA .. r han utilizado con antig;t"no d<-" captura 

yn sen la c.:tlula cun1plrtu d<" A. pl#"uropnt"umonia~ como l...oaOng""r rt al. ( 1993 J }' Stine et al. 

(1994). pollsacárldo como Bos~ <"tal. f 19931 o rxtructos cn1do .. celulnre~ como Sldibé rl 

al (19931. ~lrndn como el de e-stos últhnno;; rl tipo d<." nntígrnn que_- ~r utili.r.(, para ll<""ar n 

cabo el Et.ISA, encnntrándo:o.C' conio re,ultado ccuniln. qur con e!'.tos antíg<."no:o. df."tr-ctan 

anticuerpos serotlpo ("!'.pt.•cíflco, d«"pl"ndh-ndo de con qul'" .. rrotlpo !'.<" e~tr trabajando. 

La utlllz.adc'in d<" lo:-. r'!ltructn!'. <'rudo' th•ru· co1no ,·t·ntaja. que !'.l" utlllza me-no!> 

antíi:c-no que al utilizar c~hda."Jo conipl«"tn:o.. yn t¡ue dr este :<.l" pu<"den hac<"r diluciones de 

ha~ta 1/1 200 con10 Jo n·p<>rtú Trottler l."t al. 1199?>. rn <"'Slc ca ... n trnbaj6 con 100 ºA d<"I 

C'Xtracto en.ido ohtcnidn del d(.'"san·ollo de una noche. 

Se uttlizli como antígeno rrtrncto~ totale-s d<" la clona. ya que cuando ~'" utlli7.aron 

los precipitados dr- los sohrcnndantc del culth·o d<" rsta mb.ma clona ningún suC'ro de los 

animales poslthos dr-tccto la proteína de >200 k.Du. E~to ~igninca qul" In proteína clonada 

no era excrc:-t.ndn. )' esta se encontraba en <"I Interior d.e las cflulaJ.. dc E. coli que se utillzó 

como vehículo. Esto nn e~ raro de que !'.UCC"da. ya que ("x( .. t("n otro~ ca!'.o en que las 

proteínas quedan en d t.'spaciu p<"'riplá..-n1ico (Doui:.las irt al 1987>. y pnrn conocer :o.i esto te 

ocurrió n la proteína st.·ría ru.·ce~arlo reallLar un f"rncclonarni<.·nto de la célula. 

Al igual que Truttkr et al. • Sidlbé et al. y Bo:o.sl" et al . ..,,._.. utilb6 In dilución del 

suero de 1/200, ya que n partir de e:o.tn dilución e~ po!'.lble diícrenciar los :o.ueros de Jos 
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animal~ nt"'J:atJvo~ dc.- Jo..., anhnah•' po.'loili" o ... ()lrn anlíi:(•no d(" rapturH ulili:t.ndo ("JI uua 

prurba dr ELISA rnontada por !\la t• l11nu1a f J•>•>O). r .. la h<-111olhhu1. la cual , ... nlu} 

t"s~inra y qur r .. capaz d(" idc•nlificar a 'º' aninu.tl(" .. que han ... idu "-"Jlpue .. tn"' n rudo .. lo .. 

St"roUpo~ dr ...-f. plruropnt"urnnni~~ •fUr" producrn f".'lola citr1to1dna. 

Al utUiz.ar rl a111fgr110 clonado rn t".'lotr ti-ahajo ... ._. r11co111rt'i que h,..., anhnah•..., 

"acunados y qur rrsultahau po'.'\lllvu:i .. a la pn1rh.ot dt• FC. rn la prut"ba th.• El.ISA .. e 

con1portaban con10 1u;,:athn .... lo.'lo qu1..· ha<-·r pt"n,.:1r t¡ut• pu .. ihlrnu·ntr la proteína clonada .. ~a 

un produclo de rllcrr,:ióu dr A. pl~uropnrurnonü~t". }ª ~ur lo.'lo n11ir1111ft.""i "acunado' c:on célula .... 

completa .... Jnacth.-adas no lo r~conocrn "-·on10 antígt•no. pero ...,¡ lo"> anlmalt·..., qut" t>!.IU" ft"nu1 

rxpurstos al rnl~To•u"J:nfllMno. corno lo que· ~uct«h_· con la pnJrh11 de lnl1Jhición de- la 

citotod u.a. 

Se- c-ncontró qut· dos .-.urro" pusJtho~ a fijación dt• con1plt"n1rnto de Jo-. nnirnale-s de 

campo y dos sueros de lo!'!> anirnaft·" ... acriflcndo.'lo rn rn!l.tro no fur-ron rt"<'Onoddo' por el 

antígc-no rTcombinante (t.ahla 2. i:nJpo'.'I. f'\-' y Vb). S(" _,,.o,pecha que r"tos cerdo~ pudieron 

sc-r vacunados ya qul" Jo<o porcicultorf.".'lo oca ... loualrnentf." "·acunan. pt"t"O de c-Uo no se trnía un 

rq:btro. Además, puede \l"n.L'" cu fa tabla.! qut> rn anhnalr~ "acunado~ bajo condidoru.·s 

controladas, .Ya s~a con vacuna .-cornt"rcial o con '\·acuna preparada en c-1 laboratorio, la 

prueba de ELISA no fur positiva a A. plf.·uropn<'urnoniae. 

Por otro lado, JO suc-ro'.'I. de a11in1alt·s ... .acriflcados en el nJ!.lro lno n10.-.trado~ en la 

tabla) que pre~cntaron auticut•rpo~ cnntra rl ... c•rotipo 5. prc ... entaror1 rcacdón cruzada con 

el anlígrno clonado dt"I ... erolipo 1 en Ja pnrcha de ELISA... Jo cual podria debc-rst.- a que e~te 

anlfgrno es una proteína común para an1ho!-. !l.erolipos. corno podria .srr alguna de Jas 
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citotoxlna que a1nbos producrn o algún otro ,.actor de vlrulrncia como alguna protras11 de 

!.et:rrclón.. ya que part."'ce ~er qur estas ~on producida por todo.. los "'erotipo de A. 

plcuropnrumonlae tN~rcte 1997., rn m·lslónJ. 

SI comparan1os Ja !'l>rn~lbllldad ohtrnlda drl 94.8% e~ rnrnnr qur la ohl!C'nldu por !\.1n 

d al. (1990) que ru-=' del 98.1% y :.rn1rjank a la ohtenlda por BosW rt al. f 1993) del 96'o/'..-, 

pe-ro la t"Sprclflddad drl 97.4% fue n1rjor qur rl 90o/r que r1 obtenido por l\.fa rt al ... pt"ro 

menor que d 99.5% reportado por Ros!l.é c-t al.. en la~ pnarbas de ELISA montadas por 

ellos. SI se ton1a.-an ~61o los resultados obtrnldo"' con Jo~ nnhnales lnfc-ctado"'• vacunados 

y controles nc~ntlvos co1no lo hace NlelM•n f 199SJ. ~e ohtrndrfa una M"n~lbllldad y 

esprclflddad del IO<Y'c, re~uUado Igual ni rrportado por r:!'-.te autor. Con e!l.tos ~sultados 

dr s-cnslbllldnd y ~pcclncldad, la prurba dr~crlta C!!. uran buena prueba en it'I diagnóstico 

de la PCP. sin tomar "'" consideración la vrntaja de dlfirr~nclar u los anlmalrs ,,·acunados 

de los lnriect.ados. 

La utlllzaclón de esta clona corno anUgcno presenta varias ventajas: 

J) El cultivo de E. coli es mJls accesible que el de A. pJ,u.ropn,unionia' ya que para 

su desarrollo no ts n~it'sarto la adición dr ractores de creclmlrnto9 que limitan la cantidad 

de ttlula.s en r:I cultivo_ 

2) El vector es multlcopla y por lo tanto produce una mayor cantidad de antígcno9 

que la cepa de A. phuropn~unronlar en condiciones normales. 

3) No es necesario purincar el antfgeno ya que los extractos totales de la clona de 

E. coli pueden ser utJllz.ados. pues al parecer los sueros positivos sólo reconocen esta 

proteína. 
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CONCLUSIONES 

J. Se obtuvo un banco gtnómlco de A. plruropnrurnoni.ar utlllzando el pl.ásmldo 

pBlu~cripl como vr-ctor de clonación. 

2. Se obtuvlrrun 30 438 clona~ que contenían plá~mfdo!io con ln!iocrtos de A. 

p1,uropn1aunonlar. 

3. Por tamizado Inmunológico, ~e !lot."ltcclonaron 16 clonas que cxpr~aban antígeno!lo 

de A. plruropnruntoniar. 

4. La clona 2732 íuc JdcntiOcada como la que cxp~aba una proteína que era 

~onoc:ida con mayor Intensidad por el !i.Ut."n1 dC" animales Jnfr-ctados • 

.5. La clona 2732 fue utlllz.uda para tk!:oarrollar una prueba de ELISA. que pcnnltJó 

discriminar cerdos Infectado!. naturalmente en el campo, de los que fueron vacunados. 
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APÉNDICE 1: RESULTADOS DE l.A PRUEBAS St<:ROl.ÓGICAS 

ANl!'\tALES TE.!...TIGOS 

POSITIVOS NEGATIVOS 

~UERO t:c ELISA SUERO FC ELISA 

1/32 l.123 0.090 

2 1/64 1.3 .. 7 0.10 .. 

3 1/6 .. 1.21 .. 0.078 .. 0.111 

0.077 

6 0.123 

7 0.068 

H 0.092 

9 0.096 

10 0.045 

A ........ ll\.IALES IN!\1UNIZAllOS 

BACl"ERl:"-IA C0!\.1ERCIA1~ UACTERl~A DE L.A.UORATORIO 

SUERO FC ELISA SL'ERO FC ELISA 

1/4 1/8 0.121 

2 1/4 0.048 2 1/4 0.104 

3 1/4 0.055 -' 1/4 0.089 

4 1/4 0.081 4 l/H 0.114 

5 1/8 0.092 5 1/4 0.066 

6 1/4 0.084 6 1/4 0.091 

7 1/4 0.052 7 1/4 0.087 

8 1/4 0.087 8 114 0.081 

9 1/H 0.105 9 1/4 0.057 
1t-~~~~~-t-~~~~~-J-~~~-~..__-~~~~-+~~~~~-+~~~~~--ll 

10 1/4 0.048 10 1/4 0.067 

11 l/H 0.119 

12 1/8 0.109 

13 1/4 o.o 
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ANIJ\..IAJ~t.:S OE CAJ\JPO 

SUERO f'C ELISA SliERO f'C El.ISA 

1/16 0.921 2'> 0.1 IS 

2 0.097 30 1/16 0.7H9 

3 O.OH6 31 0.094 

4 0.054 32 0.107 

5 0.067 33 1/16 0.921 

6 1/16 0.953 34 0.092 

7 0.121 ~'!" 0.076 

8 0.072 36 0.049 

9 0.084 37 0.09S 

10 1/32 0.98!' _,8 1/6-l J_'iJ2 

11 0.059 39 0.1 IH 

12 0.067 40 1/32 1.043 

13 1/8 O.OSI 41 0.112 

14 0.125 42 1/8 0.972 

15 0.112 -13 0--0-19 

16 0.062 .... 0.069 

17 0.09.$ 45 0.079 

18 1/32 l.17-4 -lb 0.091 

19 0.072 -17 1/8 0.882 

20 1/6-1 1-223 48 0.072 

21 0.113 49 0.08-1 

22 0.104 50 118 0.791 

23 1/16 0.872 51 0.086 

24 0.059 52 0.071 

25 0.076 53 0.092 

26 1/16 1.051 54 0.052 

27 0.067 55 0.08-1 

28 0.059 56 1/16 1.122 
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ANIMAi.ES DE CAJ\.IPO 

SUERO FC t:LJSA SLTERO FC EUSA 

57 0.116 ><S 0.070 

SI< 0.096 86 0.063 

59 O.OCJH 87 0.072 

60 l/b4 1.2.32 "" O.OH7 ... 0.099 "" 0.094 

62 0.064 ''º 1/16 0.892 

63 1/3:! 1.113 91 0.081 

64 0.074 n 0.073 

65 0.089 93 0.072 

66 0.071 94 1/16 0.961 

67 0.063 95 0.069 

68 0.092 96 0.061 

69 1/32 1.211 97 0.059 

70 1/16 0.0842 98 0.097 

71 0.081 99 0.061 

72 0.086 IOO 1/4 0.135 

73 0.011>< IOI 0.072 

74 0.108 102 1/8 0.762 

75 0.095 103 0.083 

76 0.076 104 0.091 

77 0.087 tos 0.097 

78 0.069 106 0.082 

79 0.059 I07 0.069 

80 1/8 0.691 IOH 1/64 1.313 

81 0.112 109 0.083 

82 1/8 0.781 llO 114 0.128 

83 0.097 111 0.088 

84 0.081 112 0.091 
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ANl~1ALES DI-: RA~-l"Rll 

SUERO t-C El.ISA SUERO 

1 1/32 1-21:? 29 

2 1/64 1.334 30 

3 - 0.112 31 

4 0.097 32 

5 0.087 33 

6 1/16 0.972 34 

7 - 0.112 35 
-

8 - 0.084 36 

9 1/16 0.981 37 

10 1/32 0.994 38 

11 - 0.067 39 

12 - 0.078 40 

13 1/64 1.273 41 

14 - 0.107 42 

15 - 0.124 43 

16 1/64 1.314 44 

17 - 0.130 45 

18 - 0.092 46 

19 1/32 1.121 47 

20 1/64 l.417 48 

21 - 0.094 49 

22 l/32 l.271 50 

23 - 0.085 51 

24 - 0.086 52 

25 - 0.078 53 

26 1/16 l.141 54 

27 - 0.069 55 

211 - 0.081 56 
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E.STA 
'\AUi 

FC 

1/16 

1/16 

-
-

1/4 

1/8 

-

1/8 

-
1/16 

l/64 

-
l/32 

1/64 

-
-

1/16 

-
1/16 

-
-

l/16 

-
-

1/16 

TESIS 
DE. LA 

MO DEBE 
8\BUOTECJ. 

t:l.ISA 

1.111 

1.052 

0.091 

0.098 

0.143 

0.994 

0.092 

0.081 

0.079 

0.953 

0.097 

0.981 

1.305 

0.096 

0.087 

l.152 

1.352 

0.072 

0.082 

1.093 

0.094 

0.962 

0.099 

0.112 

0.941 

0.124 

0.130 

0.903 



A!"ll1'tALES lll-: RASTRO 

SUERO FC 1-:LISA SUERO ¡.·e 1-:LISA 

57 0.105 79 - 0.069 

58 - 0.076 80 1164 1.421 

59 1(32 1.212 81 0.084 

60 1/32 1-322 82 1/32 t..372 

61 - 0.117 K3 1/16 1.023 

62 - 0.094 84 0.09"" 

63 1/4 0.132 K5 0.086 

64 1116 1.031 K6 1/32 1-223 

65 - 0.079 K7 0.089 

66 - 0.081 "" 1/8 0.942 

67 - 0.097 89 - 0.096 

68 1116 1.091 90 1/8 0.934 

69 - 0.113 91 - 0.119 

70 1/32 1.293 92 - 0.129 

71 l/32 l.254 93 118 0.981 

72 - 0.12.6 94 1/16 1.16:! 

73 - 0.106 95 0.132 

74 1116 1.181 96 - 0.121 

75 0.111 97 1).079 

76 0.092 98 1/16 l.192 

77 - 0.0114 99 0.099 

78 1/32 1.291 100 1164 1..373 
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