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11. RESUMEN 

La PCP es causada por A. pleuropneumoniae, está es una enfermedad 
devastadora, que causa grandes pérdidas económicas, debido a su alta 
mortalidad y a la pobre conversión alimenticia en animales con infección crónica. 
Los cerdos con mayor susceptibilidad son las piaras que van de 2 a 6 meses de 
edad. La enfermedad puede cursar en forma hiperaguda, aguda subaguda o 
crónica. 

A. pleuropneumoniae tiene una alta especificidad por el cerdo, al parecer es 
ocasionada porque el cerdo en su epitelio de la mucosa respirat<>f"ia, posee 
receptores para las fimbrias citoadherentes, la bacteria se adhiere a la mucosa y 
no puede ser removida, la vacunación sólo disminuye la mortalidad, pero no 
previene la enfermedad. Va que los cerdos todavía pueden volverse a infectar y 
presentar una infección subclínica o crónica. P<>f" lo que, es necesario buscar 
nuevas formas de tratamiento. 

El objetivo del presente trabajo fue identificar y purificar una proteína 
inmunogénica de membrana del Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1. Para 
tal efecto; se inoculó una suspensión bacteriana en cajas de PPLO 
complementado con NAO (0.01%) y se incubó a 37°C por 24hrs. Después del 
tiempo de incubación se obtuvieron las bacterias cosechando con SSF y 
centrifugando el medio de cultivo a 1 OOOg, posteriormente se hicieron tres lavados 
con SSF a 1000g durante 10 min. se resuspendió la pastilla obtenida con agua 
desionizada y se mantuvo en hielo durante 30min, se repitió el mismo paso hasta 
que la pastilla fue mínima. El sobrenadante, se centrifugó a 17000g durante 1 hora 
para obtener los extractos membranales, se determinó el peso molecular de las 
proteínas del extracto membrana! por SOS-PAGE y se realizó una 
electrotransferencia (inmunodetección) para determinar la inmunogenicidad de las 
mismas encontrándose tres bandas bien definidas, de proteínas de peso 
molecular aproximado de 37, 54, 80 kO que fueron reconocidas por los 
anticuerpos presentes en los sueros de cerdo infectados por Actinobacil/us 
pleuropneumoniae serotipo 1. Se realizaron 35 geles de SOS-PAGE, 
posteriormente la banda correspondiente a la proteína de 37 kD se C<>f"to y se 
colocó en el tubo para electroelución, obteniéndose una sola banda después de 
este procedimiento, para la separación del azul de Comassie y el SOS el extracto 
obtenido de la electroelución se corrió en una cromatografía de exclusión 
molécular (sephadex G-25) la obtención y puriftcaeión servirá para la utilización y 
el desarrollo en estudios posteriores de nuevas metodologías de vacunación, 
diagnostico y tratamiento. 
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1.GENERALIDADES 

1.1 Antecedeqtes 

Las primeras observaciones realizadas de la PCP se reportaron en 1961 
por Mathews y Pattinson, posteriormente; Olander en Estados Unidos (1963) aisló 
una bacteria de un cerdo con neumonía, ésta bacteria requería et factor V (NAO) 
para su crecimiento, además producía una hemólisis marcada en agar sangre por 
lo que la denominaron Haemophilus parahemolyticus. En ese mismo afio se 
reportaron brotes de una infección sobreaguda similar en Argentina y al agente 
causal se le denominó Haemophilus pleuropneumoniae (Pittman, 1953 y Shope, 
1964) llamado así por su diferencia en morfología y bioquímica con H. 
parahemolyticus 29

·"" 

A finales de los años sesenta y durante los ai'\os setenta, debido a las altas 
incidencias en el mundo, se realizaron grandes investigaciones en Europa con 
Nicolet (1968), Little y Harding (1971), Gunnarson y col. (1978). En Australia con 
Mírela y col. (1974), en Taiwán por Hsu y col. (1976) en Estados Unidos con Cole 
(1978) encontrándose que se trataba del mismo microorganismo, Killian y col. 
(1978) reportaron 5 serotipos. Posteriormente, en 1982 fueron reportados los 
serotipos 6 (Nielsen), 7 (Rosendal y Boyd) y a (Nielssen y O'connor), en 1985 el 
9 y 10 (Nielssen), en 1986 el 11 (Kamp) y 12 (Nielssen). En 1997 se adicionaron 
dos serotipos el 13 y 14 (Nielssen), en el año 2002 Blackall propone la adición de 
un nuevo serotipo, el 15 que anteriormente estaba considerado como parte del 
serotipo 12, pero se encontró que es diferente al serotipo 12 verdadero por su 
característica genotipica 12

• 
47

• 
63

• 
64 

Diversos estudios en México demostraron la alta predominancia del serotipo 
1 , aunque también se detectaron otros serotipos, pero en menor proporción :2Cl 

1.2 Morfologla 

Actinobacil/us pleuropneumoniae, es una bacteria Gram-negativa, 
pleomórfica (Fig. 1 ), presentándose generalmente como un cocobácilo, es una 
bacteria encapsulada que mide entre 0.5 y 1.5 micras de largo por 0.3 micras de 
ancho, se puede encontrar en pares o cadenas, no produce esporas y carece de 
flagelos. Sin embargo, posee fimbrias citoadherentes, es anaerobia facultativa. En 
medios enriquecidos forma colonias pequeñas en forma de gota de rocío y crecen 
a temperaturas entre 25 a 45"C, siendo la óptima a 37ºC y a un pH cercano a la 
neutralidad4

· 
21 

• 
57

• 
59 
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Fig 1. Actinobacillus pleuropneumoniae en microscopia electrónica41 

La característica fundamental de Actinobacillus pleuropneumoniae, es la 
dependencia del factor V, basándose en el requerimiento de este, Actinobacil/us 
pleuropneumoniae ~divide en dos biotipos que son: 

El biotipo 1, cepas NAO-dependientes. Anteriormente conocida como 
Haemophi/us pleuropneumoniae. Pero, en estudios realizados sobre bases 
fenotípicas y genotípicas de la bacteria, hicieron que se transfiriera de 
Haemophi/us pleuropneumoniae a la especie Actinobacillus pleuropneumoniae 
NAO-dependientes, debido a su mayor similitud fenotípica y un alto porcentaje de 
hibridación de AON con Actinobacillus lignieressi que con Haemophilus influenza, 
y el biotipo 2, constituida por la especie Pasteurella haemolyticus-semejante que 
posteriormente se denominó· ActinobaciHus pleuropneumoniae NAO
independiente20· 61 · 68• T.J 

Actualmente se conocen quince serotipos (características dadas por los 
patrones electrOforéticos de las proteínas de la membrana externa). Además se 
han descrito subdivisiones para los serotipos 1 y 5, llamados 1a, 1b, Sa y Sb, 
haciéndolo un agente infeccioso importante para la industria porcina.43 

1.3 Aislamiento 

Para el aislamiento es importante proporcionar in vitro el NAO, mediante la 
utilización de otro organismo (cepa nodriza). se siembra una estría de la cepa 
nodriza sobre un cultivo sospechoso de Actinobacillus pleuropneumoniae, 
observándose un crecimiento a las- 24 horas alrededor de la cepa nodriza, a este 
fenómeno se conoce como "satelitismo". Los microorganismos más utilizados 
como cepa nodriza se encuentran Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis 
especies del genero Bacillus y especies del género Pseudomonas. el empleo de 
Staphylococcus aureus permite además de observar el fenómeno de CAMP en 
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donde la toxina 13 (hemolisina)- del Staphyfococcus aureus actúa en forma sinérgica 
con la cohemolisina de Actinobacillus pleutDpneumoniae. 20

• 
25

· 
27

·"" 

1.4 Caracterfsticas bioqulmicas diferenciales de la especie de Actinabacillus 

Las características-generales-~ la especie de Actinobacillus son mostradas 
en la taqla 1 . 

Racdón 
A . ........_. A. A. A. A. A. A. pino.o- A.nar- A . ...,,. ..........-. ~ ....... ,,.,,,_ ........ - ............... 

Dependencia rae- V - .- + + .. .,.,.. .... ...... + + + + + + + ND 
Omkin• doco.t>muta.a + 
tlichólisil aculina.- (V) + + 
u ..... + + + + + + + + 
ONPG + + (+) + + 
de áctdo: 
A~inma v. ·V + 
Celol:iba + ND 
Golaaooa +· V + V V V ND 
l.actDU + (V) V (+) (+) + 
Malrma + + +. +. + + V + + 
Manitol (+) +. (+) + + + + 
Mane"" V + V + + + ·+ + 
Melibime + (+) V + ND 
RafinaH + + V V + + 
Salicina V + + ND 
Sorbitol 
S..ac .. + + + + + + + 
T...a- (+) + + ND 
Xi losa + + (+) + + ND 
•S1mldos y".tir-i.....,.1 + ... ~ür.~~- ... -~ ..,.. .... ¡ v.~~ND.no ~. 

Tabla 1. características más comunes de la especié de Actinobacillus57 

1.5 Factores de virule..,cia 

Los factores de virulencia ya descritos de A. pleuropneurnoniae, incluyen la 
cápsula, los lipopolisacáridos (LPS), las proteínas de membrana, las proteínas de 
unió,.. de tranferrina (Tbp1 y Tbp2), las proteasas, las toxinas ApX y las fimbrias 
estableciéndose a cqntinuación las características de cada uno de ellos: 

1.5.1 Cápsula 

La cápsula ~ encuentra en todas las cepas de A. pleuropneumoniae. La 
estructura química ya esta elucidada y consiste de derivados repetitivos de 
oligosacáridos. Está protege al A pleuropneumoniae contra la fagocitosis, el daño 
por el complemento y es requerida como un factor de virulencia de la bacteria 11 

• 
67 
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1.5.2 Upopolisac6rifios 

Los LPS son el mayor constituyente de todas las bacterias Gram negativas. 
Están formados de un polisacárido y un lipido A. Además. de un core y una 
cadena lateral O, los LPS son considerados como un componente toxico 
(endotoxina)16 

· 

Aunque se ha demostrado que los LPS purificados de Actinobacillus 
pleuropneumoniae ·tiene un alto- potencial de- daño al tejido. estos no son los 
responsables de las lesiones típicas. Pero, pueden contribuir al daño en los 
pulmones no hemoPf"ágicos ·Ya- que los- LPS aumentan el efecto de las toxinas 
Apx's sobre los fagocitos. También, están implicadas en ta adhesión de A. 
pleuropneumoniae a la mucosa traqueal y traquea, además de las secciones 
frias del pulmón 35

· 63 

1..5.3 Protein- de membrana externa 

Varias OMPs de- A. pleuropneumoniae son reconocidas por Anticuerpos 
presentes en sueros de cerdos infectados. Estas pueden inducirse bajo 
condiciones de restricción de hierro o adición de maltosa. Aunque, difieren para la 
mayoría de los serotipos. Presentan varias en común, Romero y col. (1997) 
encontraron un patrón peculiar de dos proteínas en común entre tos serotipos 1, 2, 
5 y 7, con pesos de 43 y 50 kD. Se han reportado otras como el péptidoglicano 
asociado a la lipoproteína PalA de 14 kDa, otra termosensible que varía de 29 a 
41 kDa, una principal que varia de 32 a 42 kDa dependiendo del serotipo y una de 
48 kDa. Otras posibles proteínas de membrana externa los tas Tbp's que s-on 
expresadas entre los serotipos. Van-Overbeke (2002) encontró una de 
aproximadamente 55kD que es expresada por varios serotipos que puede estar 
relacionada junto con la fimbria tipo 4 a la adhesión00

· 71 • 62•
95 

Para el serotipo 1 se han realizado diversas investigaciones relacionadas a 
las OMPs. Romero y col. (1997) describen una similitud antigénica entre las 
proteínas de 30 y 24 kD que respondieron con sueros de dos especies diferentes 
(cerdo y conejo), Hernández y col. (1997) identificaron proteínas inducidas por 
choque osmótico en extractos membranales de Actinobacillus pleuropneumoniae 
serotipo 1 con pe90s moleculares de 11.44, 13.4, 13.88, 40.26 y 65.33 kD. 
Además, se han reportado a las HSP 107 y HSP 42 como proteínas con alta 
imunogenicidad cuando son enfre!1tadas con suero de cerdo infectado 3 • 

5
• 
36

• 
89

• 
71 

1.5.4 Protelnas de unión a transferrlna 

El hierro es es-encial para el crecimiento de A. pleuropneumoniae. Sin 
embargo, no esta fácilmente disponible en el ambiente extracelular del hospedero, 
debido a que en él, hay una complejación del hierro con glicoproteinas, 
transferrinas y lactoferrinas. Por lo que. varias especies de Actinobacillus, 
Haemophilus y Pasteurel/a poseen un mecanismo de adquisición de hierro, 
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involucrando la unten directa a la transferrina del hospedero con proteínas 
receptoras en la supeñicie de la bacteria (llamadas proteínas de unión a 
transferrina) estas proteínas son expresadas bajo condiciones limitadas de 
hierro35· 78 

Las proteínas de unión a transferrina son denominadas: Tbp 1 y Tbp 2, 
estas son especificas para Ja transferrina del hospedero. La Tbp 1 de 11 O kDa es 
probablemente transmembranal que sirve como canales de transporte de hierro a 
través de Ja membrana exte<na. Mientras que Ja Tbp 2 (60-70 kDa) es una 
lipoproteína enlazada a fa membrana externa por residuos de ácidos grasos en su 
N-terminal41 

El camino de adquisición del hierro fue propuesto por Kirby (1995) 
involucrando la unión y el retiro de hierro de la superficie por acción coordinada de 
Tbp1 y Tbp2 seguido por el transporte de hierro a través de Ja membrana externa 
vía Tbp 1 y unión de hierro por una proteína periplasmica. Bog (2001) encontró 
que Ja Tbp2 no es 13xpresada en medios ricos de hierro por ª\P.unos serotipos 
excepto los serotipos Sa, Sb y 6 donde es débilmente expresada.' ·"' 

1.5.5 Proteaaaa 

Actinobadllus pleuropneumoniae, secreta proteasas que degradan Ja 
colágena porcina, Ja JgA-porcina y humana, además de Ja hemoglobina humana. 
La degradación c;ie Ja JgA facilita Ja extensión mucosal de Actinobacil/us 
pleuropneumoniae y es una ayuda para Ja obtención de hierro. 4 ·.., 

En estudios in vitre. se observó que A. pleuropneumoniae libera vesículas, 
que contienen las proteasas y las toxinas Apx, aunque su mecanismo de 
activación es desconocido, Se piensa que las proteasas pueden activarse durante 
la secreción. Esto tal vez debido a Ja liberación de un inhibidor u otra modif"tcaeión 
molecular, como en un proceso proteolitico por Ja bacteria o por las proteasas 
liberadas del hospedero durante Ja lisis celular. En estudios realizados en 
Pseudomonas auroginosa por Kadurugamuwa y Beveridge (1995) mostraron 
similares resultados, trabajando con Ja elatasa y proteasa alcalina que son 
liberadas en vesículas, sugieren que las enzimas se encuentran en un estado de 
proenzimas en el citoplasma, y su activación es promovida por Ja unión de Ja 
vesícula a la membrana removiendo el inhibidor y activando las enzimas 44

·64 

1.5.6 Toxinas Apx 

Entre Jos diferentes serotipos de Actinobac#lus pleuropneumoniae se 
encuentran dos exotoxinas hemolíticas (Apxl y Apxll) y una exotoxina no 
hemolítica (Apxlll) ya descritas. Estas son tóxicas.para Jos macrófagos alveolares 
y neutrófilos porcinos, pertenecen a Ja familia de las RTX25·c;· 52 

Las RTX son un grupo de toxinas las cuales son diferentes entre bacterias 
Gram negativas patógenas, que fueron descritas por Frey y col., en 1994. Son 
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formadoras de canales ión-permeables, termolábiles, calcio-dependientes, con 
dominio hidrofilico N-terminal y ricos en glicina. Su actividad depende de la 
temperatura (O" a 40"C) siendo más rápida a 37°C. Marer y cols. (1996) 
encontraron un incremento de poros en membranas hechas de asolectinas o 
fosfatidiletanolamina, mientras que fueron relativamente inactivadas en 
membranas hechas de otros lipidos 'º· 52 

La Apxl es una proteína hemolítica y citolítica fuerte con un peso molecular 
de 105 kDa. Anteriormente llamado hemolisina 1ocitolisina1, y muestra una gran 
similitud a la alfa-hemolisina de E. coli. Es producida por los serolipos 1, 5, 9, 1 O y 
11 así como A. suis'" ..... 52 

La Apxll es medianamente hemolítica y citolítica la cual anteriormente fue 
llamada hemolisina 11 o citólisina 11. Tiene un peso molecular de 103 kDa, es 
producida ¡:><>r todos. los serotipos, excepto el serotipo 1 O, también es producida 
por A. suis. 39

• 
45 

La Apxlll no es hemolítica. Pero es fuertemente citolítica, anteriormente 
llamada pleurotoxina, es producida por el biotipo 1 serolipo 2, 3, 4, 6 y B, tiene un 
peso molecular de 120kDa. En experimentos realizados enseña una actividad 
cohemolítica con la esfingomielasa de Staphylococcus aureus.9

·""-

Las Apx's juegan un papel importante en la patogénesis de la PCP. Ellos 
son la causa de evasión de la primera línea de defensa del hospedero. Las toxinas 
Apx's forman poros en la membrana de los fagocitos y otras células blanco 
(células epiteliales), resultando un choque osmótico y la muerte celular, Son los 
causantes del desarrollo de las lesiones, y además provocan el estallido 
~=~r!~~~r~fb~;s m.~.r~~~os y neutrófilos resultando un exceso en la producción de 

1.5.7 Filnbrias 

Las fimbrias juegan un papel importante en la adhesión a la mucosa 
traqueal, ya se ha identificado sobre la superficie celular de A. pleuropneumoniae, 
la fimbria tipo 4 (por microscopia electrónica) con un peso aproximado de 17kDa. 
Esta es una fimbria altamenle conservada entre bacterias Gram-negativas 
patógenas incluyendo Moraxella bovis, Moraxella nonliquefaciens, Neisseria 
gonorrhaeae y Neisseria meningitis. En un estado inicial de infección, enseña un 
alto incremento en la interacción bacteria-bacteria, promoviendo así la adhesión y 
la colonización en el hospedero35

· 
90 

En México se han realizado una serie de trabajos tratando varias especies 
(cerdos, conejos y ratones) por nebulización con A. pleuropneumoniae solo los 
cerdos se infectaron y murieron con inóculos que variaron de 2 x 104 hasta 2 x 106 

UFClmL, demostrando así su alla especificidad en los cerdos3
· 
86 
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1.6 PLEUROPNEUMONIA CONTAGIOSA PORCINA (PCP) 

1.6.1 Transmialón 

La ruta principal de diseminación de A. pleuropneumoniae es por vía 
aerógena y la transmisión directa es por contacto directo entre los cerdos o por 
gotas en distancias cortas. En brotes agudos la infección puede diseminarse de un 
corral a otro. La transmisión indirecta es por exudado nasal impregnado en ropa y 
calzado. La supervivencia de A. pleuropneumoniae en el ambiente es de corta 
duración, pero si esta protegido con una capa de moco puede sobrevivir por 
alQUOO$ días s.""· 66,es 

1.6.2 Periodo de Incubación 

Depende de la cantidad de microorganismo inhalado, del serotipo 
involucrado, del sistema inmune, las condiciones ambientales y el manejo del 
animal. En condiciones naturales puede variar de 12 a 24 horas, hasta varias 
semanas.56 

1.6.3 Morbilidad y mortalidad 

La PCP causada por A. pleuropneumoniae es una enfermedad 
devastadora, que ocasionan grandes pérdidas económicas, debido a su alta 
mortalidad y a la pobre conversión alimenticia en animales con infección c.-ónica. 
Los cerdos con mayor susceptibilidad, son las crías que van de 2 a 6 meses de 
edad. La enfermedad puede cursar en forma hiperaguda, aguda subaguda o 
crónica. Las dos primeras se caracterizan por una neumonía hemorrágica 
necrosante, asociada a una pleuritis fibrinosa, mientras la lesión crónica se 
distingue por un infarto y encapsulamiento del tejido 7 · 29· 56· 62 

1.6.4 Patogenia 

A. pleuropneumoniae tiene una alta especificidad por el cerdo, al parecer es 
ocasionada porque en el epitelio de la mucosa respiratoria, el cerdo posee 
receptores para las fimbrias citoadherentes, cuando la bacteria ya esta adherida a 
la mucosa no puede ser removida89 

Los investigadores sugieren que las endotoxinas son la causa inicial de 
cambios patológicos. Además, la cápsula que protege a las bacterias de muchos 
mecanismos de defensa del hospedero, también esta involucrada en la formación 
de microcolonias que pueden ser aerosolizadas o aspiradas hacia las vías 
~~~'liratorias bajas logrando una penetración profunda favoreciendo la infección 11

• 

Una vez establecida la bacteria en el pulmón, excreta sus exotoxinas RTX 
(Apxl y Apxll principalmente) y proteasas que son las responsables de las lesiones 
iniciales de hemorragia y necrosis. Yagihashí y cols. (1984) encontró que una 
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infe=ión previa de Mycoplasma hyopneumoniae incrementa la susceptibilidad 
para la infe=ión con·A. p/europneumoniae. Además, la mezcla de infe=iones de 
M. hyopneumoniae y A. pleuropneumaniae son comunes en puercos39

• 
49

• 
89 

Chiers y cols. demostraron que en las amígdalas a las 24hrs de inoculación 
(con A. p/europneumoniae) se observa una necrosis del epitelio estratificado, y 
una alta infiltración de neutrófilos con una dilatación de los vasos en el tejido 
lifoide24 

1.7 Diagnóstico 

Los métodos más utilizados para diagnosticar una infe=ión por Actinobacil/us 
pleuropneumoniae son: 

a) Signos clínicos 
b) Ensayo post-morten 
c) Aislamiento de la bacteria en el tracto respiratorio 
d) Serología 

a) Signos cllnicos 

El diagnóstico presuntivo puede llevarse mediante la observación de los 
signos clínicos de la enfermedad, los más representativos son: ~rdida repentina 
del apetito, seguida por fiebre alta, en casos agudos también se presenta cianosis 
de la piel, disnea y tos suprimida, los animales se ven obligados a respirar por el 
hocico, poco antes de la muerte puede haber una descarga de espuma 
sanguinolenta por el hocico y fosas nasales, la muerte puede ocurrir en menos de 
24 horas después de haber iniciado los signos. En el cuadro sobreagudo también 
llamado neumonía hemorrágfca puede presentarse muerte súbita de los animales 
sin presentar una sintomatologia €5, 86• 67· 68· 

b) Ensayos post-tnorten 

Las lesiones producidas por este microorganismo están establecidas 
principalmente en la cavidad torácica, y varían en relación a la severidad de la 
enfermedad. Se pueden observar: focos de pleuroneumonia fibrosa necrosante, 
hemorragia, edema, se puede encontrar exudado espumoso en tráquea y 
bronquios. amígdalas necrosadas, pericarditis fibrosa, ascitis, también son 
observados trombos en arterias y alvéolos49

·
87

·
88 

c) Aislamiento 

Este es un diagnóstico confirmatorio, se hace mediante el aislamiento y 
tipificación del microorganismo a partir de los pulmones o en cavidad nasal de 
cerdo afectados. Pero, el aislamiento por métodos rutinarios de cultivo es dificil, ya 
que es común el crecimiento de otros microorganismos corno Pausterel/a 
multocida, la cual en algunas ocasiones se ha demostrado que inhibe el 
crecimiento del Actinobacillus p/europneumaniae. por lo que es necesario un 

IU 
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medio selectivo. Wilson et al. (1987) describe un medio selectivo para 
Actinobacillus pleuropneurnoniae. Este medio contiene 20 µg/mL agar soya 
tripticasa, 50 µg/mL sangre de camero, 0.1 % NAO, cristal violeta, 16 µg/mL de 
espectromicina y 60 µg/mL de bacitracina, estos antibióticos son para inhibir el 
crecimiento de otras bacterias que puedan inteñerir en la identificación de A. 
pleuropneumoniae67

· 
88 

d) Serologia 

Para él diagnóstico presuntivo de la PCP se disponen de las siguientes 
pruebas: aglutinación con partículas de látex, el pleurotest, aglutinación con 2-
mercaptoetanol, hemoaglutinación indirecta, fijación del complemento, 
inmunofluorescencla y ELISA (inmunoabsorción ligado a enzima) Pero, estas 
pruebas sólo detecta los anticuerpos (el contacto con el antigeno) y no establece 
el curso de la infección28· 

80 

1.8 Vacunación 

Para la vacunación contra A. pleuropneumoniae son comúnmente 
utilizadas bacterias completas (bacterinas) o fantasmas (formados por la expresión 
del gen E lítico del fago phiX173 que forma poros transmembranales resultando en 
la liberación del contenido citoplasmático) Sin embargo, tal vacuna induce 
prote=ión únicamente contra serotipos homólogos dando una prote=ión 
incompleta contra la infección. Loftager y cols .• (1993) por aerosolización lograron 
obtener un pobre titulo de anticuerpos lgG y un discreto aumento de lgA 
mediante la utilización de una bacterina de A. pleuropneumoniae serotipo 2 y Quil 
A como adyuvante. Bossé y col. (1992) obtuvieron inmunidad contra LPS, cápsula 
Y hemolisina a los siete días de inoculación con un incremento de lgG 14· 36• «J, 46· 50· 
St.eo 

La vacuna combinada de Apx y Tbp dio resultados parcialmente 
satisfactorios, reduciendo los signos clínicos y mortalidad. Pero los cerdos que son 
expuestos al agente infeccioso todavía pueden volverse a infectar y presentar una 
infección subclinica o crónica. Además, la resistencia a la infección y el desarrollo 
de la enfermedad es en parte atribuido a la resistencia innata y los mecanismos 
inmunológicos, debido a que estos pueden alterar la selectividad y la eficiencia de 
la vacunaciónª· 4J. 51 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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1.9Control 

No es posible un control sólo por vacunación, debido a que se disminuye la 
mortalidad, pero no se previene la enfermedad. Por lo que, es necesario detectar a 
los portadores, además del destete temprano (la inmunidad maternal dura de 5 a 9 
semanas) y la separación de cerdos jóvenes de los otros animales. En piaras de 
crianza donde es necesario la introducción constante de animales, sólo deben 
introducirse aquellos seronegalivos y deben guardar cuarentena de 30 a 45 días29 

Otras medidas incluyen limitación del estrés, separar X,. no mezclar cerdos, 
mantener la temperatura favorabla y ventitacián adeC! •ad"ers. 

t.'!;;,:;~,,. 
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Actinobacillus pleuropneumoni-. es et agente etiológico de ta PCP. Esta es 
una enfermedad distribuida mundialmente y tiene grandes implicaciones en ta 
industria porcina. Se presenta de dos formas, una como enfermedad aguda con un 
deceso del cerdo en 24-48 horas y la otra como una enfermedad cr-ónica 
persistente. 

La lesión típica incluye una neumonía necr-ótlca y hemorr6gica con 
adhesión pleural fibnnosa. Existen actualmente varios tipos de vacunas que dan 
una protección limitada. Además, - han realizado grandes esfuerzos para 
entender la patogénesis de la infección. No obstante el mecanismo involucrado en 
la interacción bacteria-hospedero as pan:ialmenta conocido, y loa factores 
responsables para varios fenómenos durante ta PCP no son claros. Por lo que, es 
necesario el desarrollo de nuevas herramientas eficientes para el control, 
prevención y tratamiento da la enfermedad. 

1.11 Hlpótaala 

Si purificamos ta proteína inmunogénica de 37k0 de Actinobacil/us 
plauropneumoniaa sarotipo 1, entonces se podrá realizar un estudio detallado da 
su función y el posible desarrollo da nuevos tratamientos contra al agente 
patógeno da la PCP 

.------. -----
Th~.;. .. _; 13 
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2. Objetivo• 

OBJETIVO GENERAL 

- Purificar la proteína potencialmente inmunogénica de membrana de 37kD de 
Actinobaci/lus pleuropneumoni- serotipo 1 importante para el estudio de control, 
diagnostico y tratamiento de la PCP. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Establecer la inmunogenicidad de las proteínas de membrana de 
Actinobaci/lus pleuropneumoniae serotipo 1, por medio de la utilización de 
anticuerpos presentes en el suero de cerdo infectado con A. 
pleuropneumoniae serotipo 1. 

Purificar la proteína inmunogénica membrana! de 37 kD de Actinobacillus 
pleuropneumoniae serotipo 1, por medio del método de electroforesis 

Obtener la proteína purificada de A. pleuropneumoniae serotipo 1, por los 
métodos de electroelución y cromatografía de exclusión molecular 

Tb ... i. 14 
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3. Metodologl• 

Cuantific:aci6n de Dl'Otcinas 

Suero de cerdo infectado 

Protclnas 
inmunogénicas 

Cuantificación de 
bradf"ord 

Gram (-). Urcasa(+).CAMP(+) 
Sarclitismo (+) 

Flg. 2 Diagrama de flujo que muestra los diferentes pasos realizados en este 
proyecto 

1 

¡ 
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3.1 Reactlvoa 

Los reactivos que se utilizaron son de la marca Baker, Merck y Sigma de 
grado analítico y el medio utilizado es de la marca Bioxon y Difco. El conjugado de 
la proteína A peroxidada y los marcadores de peso molecular son de marca Sigma 

Soluciones preparadas (ver apéndice 1) 

Solución salina fisiológica 
Solución triton X-100 al 2% 
Reactivo de Bradford 
Amortiguador tris-HCI, pH = 7.4 
Amortiguador tris-HCI, pH = 6.8 
Amortiguador tris-HCI, pH = e.e 
Dodecilsulfato de sodio al 10~ 
N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina 
Persulfato da amonio 
Solución destel'\idora 1 
Solución destet\idora 11 
Amortiguador para electrodos (amortiguador de corrimiento) 
Amortiguador de muestra 
Acrilamida-bisacrilamida 30% 
Salina-tris pH = 7.5 
Solución de lavado Tween 20 
solución bloqueadora 
Amortiguador de corrimiento para transferencia 
Solución revaladara 
Solución cristal violeta-oxalato de amonio 
Solución de lugol 
Solución alcohol-acetona (1:1) 
Solución de safraninaal 2-5% 
Nicotinamida adenin dinucleótido al 0.01 % 
Reactivo de Bradford 
Solución de albúmina al 0.01 '!fo 
Solución digestora (amortiguador de muestra) 
Solución de revelado (alfa-cioronaftol) 
Amortiguador de electroelución 
Solución de sephadex G-25 
Solución amortiguadora de fosfatos 

Tí.!;0.1.· 
'FALLA D.I!; vn1u~N 
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3.2 Medio de cultivo 

Se utilizaron medios de cultivo convencionales de agar PPLO sólo y con 
suplemento de NAO al 0.01%, agar urea de Christensen y agar sangre70 

3.3 Pruebas de identificación del mlcroorganlaono 

3.3.1 Tlnclón de Gram 55
• 
57 

1 . Se preparó un frolis para linción de cultivo de 24 hrs 
2. La fijación se realizó con calor 
3. Se ar'ladió la solución de cristal violeta-oxalato de amonio durante 1 min. 
4. Se lavó con el chorro de agua 
5. Se agregó solución de lugol durante 30 seg. 
6. Se dejo escurrir el lugol sin lavar 
7. La decoloración se hizo con gotas de alcohol-acetona. 
B. Se lavó rápidamente con agua 
9. Contrastándose con safranina al 0.5%, durante 1 min. 
1 O. Se lavó y se dejo secar la laminilla 
11. Observándose posteriormente en el microscopio con el objetivo de 1 OOx 

3.3.2 Prueba de aatelltteono 53
• 
57 

1. Se inoculó en toda la caja de agar PPLO la cepa de Actinobacillus 
pleuropneumoniae serotipo 1 

2. Se colocó una estría de la cepa nodriza (Staphyloccoccus aureus) encima 
del estriado de Actinobacillus pleuropneurnoniae serotipo 1 

3. Se dejo incubar a 37ºC. reportándose el resultado a las 24 horas 

3.3.3 Prueba de CAMP 53
• 
57

·"" 

La prueba de CAMP es la capacidad para aumentar la hemólisis producida por 
una tox;n;;: de Staphylococcus aureus (beta-lisina), 

1 . Se colocó una estría lineal de Actinabacillus pleuropneumoniae serotipo 1 
en la placa de agar sangre 

2. Posteriormente se colocó otra estría lineal con la cepa nodriza 
(Staphyloccoccus aureus) siendo esta perpendicular a la anterior. Pero, sin 
tocar a la estría de A. p/eruapneumoniae 

3. Se dejo incubar por 24 horas a 37ºC. reportándose posteriormente el 
resultado 

3.3.4 Pruebe de ureaea 57
• 
86

• 
81 

Se inoculó por punción el agar urea de Christensen y se incubaron a 37"C. 
observándose el resultado a las 36 hrs, 
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3.4 Cultivo y co-h• de AcflnotJ.clllu• pleuropneumonlae"2·.., 

1. Se sembró masivamente Actinobacil/us pleuropneumoniae serotipo 1 en 30 
cajas de agar PPLO con suplemento de NAO al 0.01 %. 

2. Se incubaron las cajas durante 24 hrs a una temperatura de 37°C. 
3. Concluida la incubación se procedió a cosechar las 30 cajas con solución 

salina fisiológica 
4. Se centrífugo a 1000g durante 10 min. 
5. Lavándose posteriormente con SSF y centrifugándose a 1 OClOg durante 1 O 

min (3 veces) 
6. Se adicionó agua desionizada durante 30 min. 
7. Se centrífugo a 1000g durante 15 min. 
8. Se realizaron los dos pasos anteriores (paso 6 y 7) hasta que la pastilla fue 

mínima 
9. Se desecho la pastilla 
10.Se centrifugó el sobr"enadante a 17000g durante 1 hora 
11. Se desechó sobrenadante 
12. Se realizó un frotis a la pastilla 
13. Se cuantificaron las proteínas por el método de Bradford 

3.5 CUllfttiflc.clón de proteln•• (llWtodo de Bradford)115 

La cuantificación se realizó por el método de Bradford, preparándose de la 
siguiente forma: 

3.5.1 P...,.n1clón del remctlvo 

Se disolvieron 100mg de azul de Comassie G-250 en 50mL de etanol al 
95%, a esta solución se le adicionaron 100mL de ácido fosfórico al 85% y 
llevándose a un litro. 

3.5.2 p...,_n1cl6n de loa -t6nd•rea de protelne 

Se preparó un estándar de albúmina al 0.01 % y se realizaró la siguiente 
curva de calibración (tabla 2). leyéndose en el espectrofotometro con lámpara luz 
visible a 595nm 

Tebl• 2. Preparación de los estándares para la curva de calibración (método de 
Bradfor d) 

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 
Albúmina 0.01% CmU - 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 -
Anua destilada fmL) 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 - -
Solución oroblema (mL) - - - - - - 1.0 
Reactivo de Bradford CmL) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 

18 
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3.8 Solublllz11elón de los extractos snembr•n•lea72
• 
78 

1. Se resuspendieron los extractos membranales en triton X-100 al 2% en 
amortiguador Tris 1 OmM pH =7.4 en proporción de 1 uL de trlton por cada 
ug de proteína 

2. Se agitó la muestra y se incubó a 37°C durante 30 min para la solubilización 
de las membranas. 

3. posteriormente se realizo una electroforesis 

----.. 
....-ca•r • ......... , ..... ....... 

Flg. 3 sistema de electroforesis 

3.7.10.lea discontinuos de poll.cril•mldm-Dodecll•ulf•to de sodio (SDS
PAGE) 

La preparación de los geles para electroforesis se describe a continuación: 

3.7.1.1 Gel a•pm-.dor. 

Tris (hidroximetilamino-metano) 1.5M, pH 8.8 2.SOmL 
SOS 10% 0.10mL 
Acrilamida (30% acrilamida y 0.8% bis-acrilamida) 4.00mL 
Persulfato de amonio 10% O.SOmL 
Agua destilada 3.30mL 
TEMED 5.00uL 

La mezcla se vertió rápidamente a la cámara de electroforesis guardando 
una pequena cantidad para observar el momento de polimerización. 

3.7.1.2 o.J concentraidor 

Tris 0.5M, pH = 6.8 
SDS10% 
Acrilamida (30% acrilamida y 0.8% bis-acrilamida) 
Persulfato de amonio 10% 
Agua destilada 
TEMED 

2.SOmL 
0.10mL 
1.30mL 
O.SOmL 
6.10mL 
5.00uL 
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Se adicionó la mezcla sobre el gel de separac1on con cuidado y rápido, 
quedando una pequel'la cantidad en el matraz, se colocó el peine de 10 dientes 
(fig. 3) el cual se retiró cuando el gel polimerizó, quedando los pozos bien 
definidos. 

3.7.2 Corrimiento de las....-.-• 
A la solución de las proteínas membranales se le adicionó una solución 

digestora (en proporción 1:4 respectivamente) se mezcló y posteriormente sé 
calentó en bat\o Maria durante 4 min. Con ayuda de una micropipeta se colocaron 
20 uL de muestra en cada pozo, corriéndose en un pozo adyacente una muestra 
de proteinas de peso molecular conocido, con la finalidad de tornarse como 
referencia y poder hacer el cálculo de los pesos moleculares de las proteinas 
desconocidas presentes en la muestra. La electroforesis se corrió a 100 Volts a 
temperatura ambiente, hasta el inomento en que el colorante que sirvió de 
referencia (frente de corrimiento) llegó al final del gel de separación, 
posteriormente se hizo el mismo procedimiento pero con un peine ciego para 
obtener una mayor cantidad de protelnas membrana191\ •6. ' 7 

3.7.2.1 Tlnclón de 1-gel- PAGE-SDS con llZUI de C-.ie R-2&0 

Se desensamblaron los moldes del gel cuidadOsamente, separándose el gel 
concentrador del gel separadOr y se colocaron en una solución tetlidora (azul de 
coumassie R-250 al 0.1 %) durante 24 hrs. Una vez transcurrido el tiempo, se sacó 
y se decoloró cuidadosamente durante 4 horas en la solución destel'\idora l. 

Posterionnente se transfirió a la solución destel'\idora 11 hasta que el 
colorante en exceso del gel fue eliminado y las bandas de proteinas se 
distinguieron perfectamente. 

3.7.3 Curva .,.bón de 1nOvtlldac:l relatlva de protelnaa. 

En las proteínas patrón se siguió el mismo procedimiento al anterior, una 
vez realizado esto, se trazó una gráfica que muestra la relación entre el logaritmo 
de los pesos moleculares de las proteínas conocidas (eje de las Y) y el coeficiente 
de movilidad relativa (Rf) de las proteinas en el gel de poliacrilamida (eje de las X) 
Esta relación es directamente proporcional y por lo tanto debe fonnar una linea 
recta 
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3.7.3.1 Clllculo del coeficiente de movilidad relativa de la• protelnae (Rf)"" 

La movilidad relativa de las protelnas contenidas en la muestra es el 
desplazamiento que tienen con respecto a la distancia total que corre la muestra, 
el dato se obtiene de la siguiente fórmula: 

Coeficiente de movilidad relativa (Rf} 

Donde: 

O proteínas 
D muestra 

D proteínas = distancia recorrida por las proteínas (bandas) 
D muestra = distancia recorrida por las muestras (total) 

Flg. 4 Sistema de electrotransf-encia, 

1. Se preparó el sistema de la siguiente fonna 
acrllico I fibra/ papel filtro I PNC I gel I papel filtro I fibra /acrllico (fig.4) 

2 Se colocó el sistema en la cámara de electrotransterencia con solución 
amortiguadora de transf-encia y se corrió a 20 volts durante 24 horas 

3 después se separo el sistema y el PNC se cortó en tiras 
4 las tiras de PNC se transfirieron a un tubo de ensaye 
5 Se adicionó a los tubos de ensaye solución bloqueadora (TBS pH 7.4 con 

leche 5%) durante 2 horas 
6 Se decantó la solución bloqueadora y lavó con solución de lavado (TTBS) 

tres veces (10 min cada vez) 
7 Se sumergieron las tiras durante 4 horas en solución diluida de suero de 

cerdo (dilución con SSF en proporción 1 :50) 
8 Se removió el exceso de suero con solución de lavado tres veces durante 

1 Omin cada vez 
9 Se colocaron las tiras en un tubo con una dilución 1:100 de proteína A 

peroxidada durante 2 horas 

.. 
ur.; v.cJ.v,t:;N \ 
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10 Se eliminó el exceso de proteina A peroxidada con solución de lavado tres 
veces por 1 O min cada vez 

11 Se revelaron las tiras con alfa-cloronaftol 

3...9 Electraelucl611-17
' 

75 

1. Se cortó la banda de la proteína a separar en los 35 geles 
2. Se montó el equipo de electroelución 
3. Se colocó el corte de los diferentes geles (banda de la proteína) dentro del 

tubo de electroelución 
4. Se llenó la cámara con la solución amortiguadora de elución, colocando un 

agitador magnélico en la cámara baja 
5. Se conectó el polo positivo en la parte baja de la cámara y el polo negativo 

en la parte alta. Aplicándose posteriormente un voltaje de 200 Volts durante 
4hrs 

6. Se transfirió el contenido del recipiente recolector a un tubo eppendorf. 
7. Para separar el SOS y el Azul de Comassie se realizó una cromatografia 

de exclusión molecular 

1. Se montó la columna de cromatografia con sephadex G-25, 
empaquetándose con PBS. 

2. Se colocó la muestra en la parte superior y se corrió utilizándose PBS como 
eluyente 

3. Se recolectó la muestra en tubos (25 gotas por tubo) midiéndose la 
absorbancia por UV a 2BOnm a cada tubo y estableciéndose un rango de 
recolección de los tubos. 

4. Se concentró la muestra por azúcar glass y se realizó una diálisis con PBS 
5. Se realizó una electroforesis y electrotransferencia. 

TESl~~ '' -:-,. 
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4.1 Pruebas bioqulrnlcaa de ldenttfl...clón de Acllnobaclllu• 
pleuropneumonlae aerotipo 1 

Las pruebas se realizaron para confirmar la pureza del micrC>Of"ganismo, los 
resultados se resumen en la tabla 3 

Tabl• 3. Resultados de las pruebas bioquímicas realizadas a la cepa de 
Actinobacillus nleurooneumoniae serolioo 1. 
Prueba Resultado 

Tinción de Gram NA0.1111..ivo 
Morfolmia Bacilo ~uet\o oleomórfico 
Satelilismo Positivo 
CAMP Positivo 
Ureasa Positivo 

4.2 Obtención de loa extractos membranale• 

Se obtuvo una pastilla de color amarillenta con una consistencia tipo mucoide, 
resuspendiéndose posteriormente en 1mL de SSF, y se le realizó posteriormente 
una Unción de Gram para ver si todavía quedaba alguna bacteria completa, no se 
observó ninguna bacteria completa 

4.3 Curva patrón de protefnaa (llMtodo de Bnlctford) 

La cuantificación de las proteínas se realizó por el método de Bradford como 
se explicó en la sección 5.4, leyéndose la absorbencia a 595 nanómetros (nm), los 
valores obtenidos de la curva patrón son resumidos en la tabla 4, los cuales se 
muestran en la grafica 1. 

Tabl• 4. Valores obtenidos de la curva natrón (método de Bradford) 

Tubo Proteínas lual Absorbencia 1595 nml 

1 o o 
2 20 0.171 
3 40 0.332 
4 60 0.494 
5 80 0.63 
6 100 0.746 
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Gr.tic• 1. Curva patrón de proteínas (método de Bradford) 

4.3.1 c.,.ntiflc•clón de I•• proteln.s de lo• extractos rnernblan•I-

A la muestra se le realizó una dilución 1:100 y después se leyó por 
triplicado sacándose un promedio, posteriormente se interpoló en la curva 
patrón de proteínas determinándose la concentración de proteínas del extracto 
membrana! de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1. el cual el resultado 
obtenido se muestra en la tabla 5, 

TBI• 5. Concentración de proteína del extracto membrana! de A. 
~uropneumoniae serotipg 1 . 

·~stra i~-~'"'B'"W 1 
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4.40btenclón del plltrón electrofor6tlco 

4.4.1.Patmn electndad.tlco 

Los geles se prepararon como se estableció en la sección 5.6, el patrón 
electroforetico se muestra en la figura 5. 

EXTRACTO MEMBRANAL PM EXT. MEM 

Figura 5. Patrón electróforetico ctel extracto membr"anal de A. pleuropneumoniae 
serotipo 1. 

Los valores del coeficiente de movilidad relativa (Rf) de las proteínas 
estándar (marcadores de peso molecular) se muestra en la tabla 6 y la curva 
patrón se muestra en la grafica 2. 

Table B. valores del coeficiente de movilidad relativa (Rfl de las proteínas estándar 

Proteína estándal" ~so molecular-
Miosina. 205000 
Galactosidase 116 000 
Fosforilasa b 97000 
Albúmina sé rica 66,000 
bovina 
Ovalbúmina 45000 
Anhidrasa 29,000 
carbónica 

L..,....·- PM Rf 

5.3118 0.0517 
5.0645 0.1379 
4.9868 0.1897 
4.8195 0.2931 

4.6532 0.4483 
4.4624 0.6293 
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Graflc• 2. Curva patrón de proteínas estándares (marcadores de pesos 
moleculares) 

4.4.2 P•trón elec:trofor6tlco del extracto membnln•I de A. pleuropneumonl•• 
-rotipo1 

Del patrón electroforético del extracto membrana! se obtuvo el Rf de cada 
una de las proteínas y se interpolo en la curva patrón de proteínas estándares, 
para la detenninación de los pesos moleculares aproximados, el resultado se 
muestra en la tabla 7 

TESIS CON 
~ALLA DE OfüGEN 
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T•bl• 7. Pesos moleculares aproximados de las protelnas del extracto membrana! 
de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1 

Banda PM tDaltons\ 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
B 
9 
10 
11 
12 
13 

151 585 
120 207 
107,077 
95345 
80.112 
71,367 
59,965 
50396 
29 512 
37.722 
26650 
25142 
11,838 

4.50.tennin•clón ele I• inmunogeniclchld (•l~nsferancie) de •
proteln•s del extracto membrenel de A. pleuropneumonMe -rotipo 1 

En la electrotransferencia del extracto membrana! se observaron 3 proteínas 
de pesos moleculares aproximados de 37, 50 y BOKO (fig 6) 

(~ 

r~ 
¡: ,_ ... ·. ·.~ 
•,:· 

Figura a Patrón inmunogénico de las proteínas membranales de A. 
pleuropneumoniae serotipo 1. 
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4.6 Electroelucl6n 
La electroelución se realizó con lo establecido en la sección 5.8, 

obteniéndose aproximadamente 3 mL de un liquido de color azul (debido al 
azul de Comassie) 

4.7Crom.tografl• de exclusl6n rnolecul•r (aephed•• G-25> 

La muestra obtenida se pasó posteriormente a la cromatografía con 
sephadex G-25 para separar la proteína del azul de Comassie y el SOS 

Los resultados de la cromatografía se muestran en la tabla 8 y la curva se 
muestra en la grafica 3 

T•bl• 11. Absorbencia de los tubos recolectados de la cromatografía de exclusión 
molecular 
Tubo Ab90rt>anei- Tubo 
1 0.008 15 
2 0.01 16 
3 0.005 17 
4 0.006 18 
5 0.007 19 
6' 0.009 20 
7 0.01 21 
e 0.012 22 
g 0.012 23 
10 0.013 ·¿4 
11 0.016 25 
12 0.020 26 
13 0.023 ...,.7 
14 0.025 28 

Ab9ort>anCla Tuba 
0.030 29 
0.032 30 
0.039 31 
0.043 32 
0.046 33 
0.043 34 
0.039 35 
0.034 
0.028 
0.023 
0.019 
0.014 
0.012 
0.011 

TESIS COf\T 
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AbsartJanci9 
0.01 
0.008 
0.007 
0.001 
0.002 
0.001 
0.002 
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Gl'aftc• 3. Curva de absorbancia de los tubos recolectados de la cr-omatografia de 
exclusión molecular de los datos de la tabla 8 

De los datos obtenidos de la curva de absorbancia de la cr-omatografia se 
recolectaron los tubos del 11 al 25, observándosa un liquido incoloro, el cual se 
colocó en azúcar glass para concentrar la proteína. posteriormente se realizó una 
diálisis, obteniéndose un liquido turbio, este se le realizó una electroforesis 
obteni6ndose una sola banda como se muestra en la figura 7, posteriormente sa 
realizó una transferencia como se muestra en la fig. 8 
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Figuni 7. Electroforesis de la muestra dializada 
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Figura 8 Electrotransferencia de la protelna purificada 

4..7.2. Determinación de la concentración f"lnal 
Se obtuvo un volumen final de 3mL y la concentración final por el método 

de Bradford, se muestra en la tabla 8. 
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5. Discusión 

Desde hace al'los, las protelnas de bacterias Gram-negativas han 
despertado un gran interés en los investigadores. En particular, las OMPs que han 
sido estudiadas por su papel en la patogénesis de varias especies. Nosotros 
estamos interesados en el estudio de las OMPs del Actinobacilfus 
pleuropneumoniae, para determinar su importancia en la PCP. Més 
especlficamente, la función de las mismas, su interacción con el hospedero y su 
posible utilidad como inmunógenos 

La expresión de las OMPs en las bacterias Gram-negativas, son 
fundamentales para muchos procesos biológicos, tales como reconocimiento 
bacteria-bacteria, transduoción de sel'lales, adherencia, colonización, 
interacciones protelna-proteína y proteína-carbohidratos. Varias investi~ones 
han demostrado au importancia en el dewroUo de Wl8 reap eesta inmune · 2111. 74."" 

La mayoría de las bacterias Gram-negativas, cuando se encuentran bajo 
condiciones de estrés muestran una alteración en la expresión y composición de 
las OMPs. Algunas proteínas son inducidas por calor y por otros mecanismos 
incluyendo hipoxia, disminución de nutrientes, radicales de oxigeno. En estudios 
realizados en diversas especies de bacterias Gram-negativas, se ha descubierto 
una posible conexión entre las protelnas de membrana con enfermedades 
autoinmunes (mimetismo celular) esto permite ampliar la investiq,,.ación y la 
utilización de las proteínas de membrana, en estudios inmunologicos5

· 

El Actinobacilfus p/europneu1T10niae serotipo 1, expresa en diferentes 
condiciones varias proteinas de membrana: Algunas inducidas por restricción de 
hierro (Tbp1 y Tbp2), otra que puede estar involuCl"ada para su adhesión in viW> ( 
proteína de 55 kD ), otras inducidas por choque térmico (HSP 42 y HSP 107) y las 
inducidas por choque ósmotico (11.44, 13.4, 13.88, 40.26 y 65.33k0) que son 
protelnas altamente conservadas y abundantes. Pero, existen varias protelnas de 
membrana externa, que todavía no se conoce su función y su posible utilidad s. •u. 
38.00.86 

En 1991, Thwaits y Kadis reportaron tres protelnas con alta 
inmunogenicidad durante la infección natural del Actinobacillus pleuropneu1T10niae 
serotipo 1, con pesos moleculares aproximados de 39, SO y 76 kD, que 
posteriormente purificaron (1993). En nuestra investigación encontramos en el 
corrimiento electrofóretico dos bandas de protelnas que no mostraron 
inmunogenicidad. Pero presentaron pesos similares a protelnas reportadas con 
alta inmunogenicidad durante un estado de estrés, con un peso molecular 
aproximado de 107k0 que podría ser una la HSP107 que es altamente expresada 
en condiciones de choque térmico, la otra con un peso de 11.838 kD similar a la 
reportada por Hemández y col. con un peso molecular de 11.43k0 aunque 
podrlan expresarse pobremente en estado basal, sin tener una respuesta 
inmunogénica. Pero, sólo tres proteínas con pesos moleculares de 
aproximadamente 37. 72. 50.39 y 80.11, mostraron alta respuesta con 
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anticuerpos presentes en el suero de cerdos infectados con A. pleuropneumoniae 
serotipo 1, Aunque los pesos moleculares en ambos casos son similares no 
podemos establecer si se trata de las mismas proteína hasta que se realicen 
estudios de caracterización y funcionalidad, para realizar la comparación de dichas 
proteínas. 5

• 82 

Thwaits y Kadis en 1993, realizaron estudios sobre tres proteínas de 
membrana externa, que purificaron de un extracto membrana! utilizando triton 
X-114 para la solubilización de las membranas de A. pleuropneumoniae serotipo 
1, nosotros utilizamos triton X-100 para solubilizar las membranas, obtiendose 
buenos resultados. En sus estudios ellos demostraron la importancia de dichas 
proteínas en el proceso de opsonización y fagocitosis, encontrando un ligero 
incremento en la fagocitosis con la proteína de 39 kD comparada con las 
proteínas de 50 y 76 kD, nosotros observamos alta expresión de la proteína de 37 
kD en condiciones in vffro, pero no ~rnos establecer si la expresión puede 
variar en una infección natural (in vivo) 112 

El método de purificación utilizado en este trabajo fue el de electroelución, 
que permitió la purificación de la proteína de 37kD, siendo este método sencillo, 
rápido, de bajo costo y se obtiene una cantidad considerable de proteínas, en 
comparación con otros métodos como la cromatografía de líquidos de alta 
resolución (HPLC) y la cromatografia de líquidos de fase reversa (RPLC) esta 
última con modificaciones (Geetha y Singh, 2000) que no sólo permiten la 
purificación sino también los estudios de interacción de las proteínas 
membranales, ensayos de actividad enzimática, obteniéndose resultados 
favorables. Pero, se requieren equipos sofisticados con un costo elevado, ademés 
de que se obtiene una cantidad pequetla de proteínas. Sé-Pereira (2000) en su 
estudio de purificación de la proteina xilanasa extracelular de Bacilfus ssp describe 
al método de electroelución corno un método eficiente, reproducible y que no se 
requiere primeramente conocer las características de la proteína. Sin embargo, 
también establece que no es posible predecir la recuperación total de la proteína y 
cuando una proteína es excretada en cantidades pequetlas la identificación visual 
puede ser dificil. Thwaits en la purificación de las proteínas de membrana externa 
(OMP) obtiene un resultado favorable por el método de electroelución, con 
condiciones de corrimiento de 100V por 5 horas y posteriormente 10V por 12 hrs. 
Nosotros establecimos otras condiciones de corrimiento en la eJectroelución. a 
200V por 4 hrs obteniendo también buenos resultados un rendimiento del 7.4%, 
debido a que la concentración inicial de proteínas totales fue de 1.479mg/mL, 
además de obtener una concentración final de 1 06 ug/mL 31 

• 
15

.112. 
33 

La purificación y caracterización de la OMP de 37k0 permitirá nuevos 
estudio no sólo inmunológicos sino también biotecnológicos y farmacológicos, ya 
se ha intentado el desarrollo de vacunas con las OMPs de A. pleuropneurnoniae 
inoculándose por vía intramuscular encontrándose un aumento en él titulo de lgG, 
la respuesta inmune por vía oral sólo es local y disminuida, la vacunación por via 
oral e intramuscular juntas solo causa una exacerbación en el datlo agudo 



(Aguilar, 1997) por lo que es necesario un estudio más detallado sobre las OMPs 
de A. pleuropneumon~ 38 

En investigaciones realizadas sobre proteínas de membrana externa de 
diferentes bacterias se han podido determinar varias características y funciones, 
así como la utilidad de las mismas. La caracterización de tas proteínas, permite 
hacer posible el incremento de la especificidad inmunológica y manipulación del 
sistema inmune. En trabajos sobre la proteína de membrana externa A (OmpA) 
que tiene una alta homología en diferentes bacterias Gram-negativas ha sido 
utilizada para et desarrollo de vacunas recombinantes. La protelnas Lame de E. 
coli que permite ta difusión pasiva de moléculas hidrof6bicas , maltosa y 
maltodextrina consiste de 421aa y es utilizada para et desarrollo de vacunas y 
absorbentes celulares. La OmpS de 43 kO de Vibrio cholerae, es similar a la 
proteína Lame en términos de estructura y función, esta es utilizada para modelos 
en el estudio de interacción protelna..protelna. La Lpp'OmpA desarrollada por 
Georgiou y cots. en 1996 de aproximadamente 40k0 se ha empleado para 
biocatalisis, biblioteca de péptidos y biosensoras1

• 19•
30

•
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Las vacunas hechas con las OMPs han demostrado grandes resultados. En 
el estudio sobre protelnas de membrana externa de Pseudotnonas -ruginosa sa 
encontró que estas dan una protección efectiva en humanos con una dosis óptima 
de 0.5 y 1.0 mg. La proteína de superficie A (OspA) de Bonelia burgdorleri mostró 
resultados positivos en forma de tipoproteína O:f'A en humanos comparada con 
las pruebas con el mismo antigeno sin lipidos 37

• 

Otra utilidad de las proteínas de membrana se da en la exposición de 
estructuras proteicas recombinantes en la superficie de diferentes 
microorganismos, esta técnica ha tenido un gran interés, ya que da pauta para la 
realización de nuevas estrategias en ta vacunación debido al desarrollo de 
diferentes formas de presentación de péptidos, combinando eficiencia y 
estabilidad. Pero, actualmente se están utilizando para la investigación en 
biocatálisis_, biosensores tecnológicos y diferentes tecnologías de selección de 
bibliotecas.'· 30

• 
74 

Las vacunas con proteínas recombinantes expuestas en la superficie de 
bacterias, presentan una alta ventaja, ya que inducen una respuesta antigano
especifico ya que las proteínas de membrana extema de diferentes bacterias 
pueden utilizarse como acarreadores de epitopos de otras protelnas de 
microorganismos patógenos. Investigaciones realizadas sobre la OmpA y la 
quimera de OmpA de S. typhimurium a tas cuales se han insertado tos epitopos de 
SERP, HRPll y M3 de Pfasmodium falciparum en ratones han presentado una 
producción de anticuerpos específicos del tipo tgG la proteína Lame de E. coli 
con antigeno de HbsAg inoculados en conejos y ratones presentan titulos de 
anticuerpo específicos. La flagelina (Hl-d) de S. dublfn a ta cual se insertó la 
hemaglutinina de influenza y la gp41 de HIV-1 en conejos y ratones, estos 
presentaron una producción de anticue~s específicos y una protección parcial en 
el caso de la hemaglutinina23· 

30
• 
34
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e. CONCLUSIONES 

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir 
que: 

Se encontraron en el patrón electroforético un total de 13 bandas visibles en 
el extracto membrana! del Actinobacillus pleuropneutnaniae serotipo 1 

En el enfrentamiento con suero positivo de cerdo contra Actinobacillus 
pleuropneutnaniae serotipo1, se encontró una alta inmunogenicidad en tres 
proteínas de extracto membrana! con pesos moleculares de 37.72. 50.39 y 
80.11. 

La banda de 37.72 kD es la proteina que demostró ser la més 
inmunopredominante del Actinobacillus pleuropneutnaniae serotipo1 

Se obtuveron 3mL con una concentración final de 106 uglmL de ta proteina 
de membrana de 37 kD purificada de Actinobacillus pleuropneumoniae 
serotipo 1 
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8. APENDICE 1 

1.Soluclón ••lin• flslológlc. 

Cloruro de sodio (NaCl) ................. 8.5g 
Aforar a 1 litro con agua destilada 

2.AmortlguMlor tria-HCI 0.5M pH • 8.8 

Tris-base ....................................... 6.~ 
Agua destilada .............................. 60 mL 
A,justar a PH = 6.e con HCI 1 N 
Llevar a 100 mL con agua destilada y almacenar a 4"C 

3.Amortlgu•dor Trts-HCI 1.15 M pH • 8.8 

Tris-base .................................... 1e.75 g 
Agua destilada........................... 60 mL 
Ajustar el pH a e.e con HCI 1 N 
Llevar a 150 mL con agua destilada y almacenar a 4ºC 

4.Acril•mldm-bl• 30% (solución stock) 

Acrilamida ................................ 29.2g 
Bis-acrilamida .......................... O.e g 
Llevar a 100mL con agua destilada 
Filtrar y almacenar a 4ºC en obscuridad (30 días máximo) 

5.Peraulfalo da amonio 10% 

Persulfato de amonio ..................... 10 g 
Llevar a 1 00 mL con agua destilada 

8.SDS 10% 

Dodecil sulfato de sodio ................ 10g 
Llevar a 100 mL con agua destilada 

7.S.lina-Tris (amortlgulldor) 20mM trts-HCI, 500mM N.CI, pH • 7.5 

Tris-base .................................... .4.84 g 
NaCl.. ........................................ 54.4eg 
Aforar a 2 Lt con agua destilada 
Ajustar el pH a 7.5 con HCI 1N 
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Tween 20 .................................. 0.5 mL 
Aforar a 1 Lt con TBS 

e.Solución bloquedonl 

Leche descremada en polvo .........•...... 3.0 g 
Llevar a 100mL con TBS 

10.Amortigulldor de contmlento (trwl•fe1Wncle) 

Tris-baae ............................ 3.0 g 
Glicina .............................. 14.4 g 
Metanol. .•............•.......•.... 200 mL 
A;ustar el pH a B.3 
Aforar a 1 Lt con agua destilada 

11.Soluclón •mortlgumdon1 de contd• (Electraforeala) 

tris ................................... 4.5 g 
glicina ............................ 28.8 g 
SDS(al 10% en agua) ...... 20mL 
Agua destilada ..•............. 2.0 Lt 
pH=4.0 

12.Soluclón digestor• 

Tris 0.5 M, pH = 6.8 .............................•...•••.•.••• 1.0 mL 
Agua daatilada ............•..............•.........•••.••••••••• 4.0 mL 
Glicerol ........................•..•........•••..•....•••••.•..••..•. 0.8 mL 
SOS 10% .......................................................... 1.6 mL 
2-13-Mercaptoetanol. ....•.....•..•..•......••••••.•.•••.....• 0.4 mL 
Azul de bromofrnol ......•.......•.•.........••••...••.•..•.•. 0.2 mL 

13.Soluclón teftldonl 

Azul de Comassie ............................•.....•........ 2.0 g 
Agua destilada .................................•...•........ 200 mL 

14-Solución deateftldora 1 

Metano! ............................................... 500 mL 
Acida acético ...................................... 100 mL 
Se aforó a 1 L T con agua destilada 



1 S.soluclón deatelHdora 11 

Ácido ac:ético ..............•.......•................ 70.mL 
Metanol ......................................•..•••...• 50 mL 
Aforar a 1 LI con agua destilada 

1&.Soluclón reveledont 

TBS ...............•.....•.••...••........•..•••.. - .•.... 50.mL 
Peróxido de hidrógeno ...................•.. 0.05 mL 
Metano!.. ...............•..•.•..........••.........••.. 1 O. aiL 
a-cloronaftol. ....................•................... 30 mg 

17.Soluclón anMHtlgUlldonl de conlda (electroeluclón) 

Tris-base ......•...................•..•..... 3.0 g 
Glicina ..................................... 14.2 g 
sos ........................................... o.5g 
Aforar a 1 LI con agua destilada 

18. sephadex G-25 

sephadex G-25 ....................•.... 17g 
PBS ......•.............•...........•........ 750mL 

19. Solución anMHtlguado,.. de fosfatoa (PBS) 

Cloruro de sodio .......................... 8.0g 
Cloruro de potasio ....................... 0.2g 
Fosfato de sodio 
dibásico anhidro .......................... 1. 15g 
Fosfato de potasio 
Monobásico anhidro .................... 0.2g 
Llevar a 1 litro con agua desionizada 

...... 
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