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B. RESUMEN 

Mycop/asma hyopneumoniae es la bacteria causante de la Neumonía Enzoótica. 

Debido a que se conoce poco acerca de factores proteicos vinculados a la 

patogenia de la enfermedad, este trabajo pretende caracterizar las proteínas 

excretadas por M hyopneumoniae durante sus fases de crecimiento y que pudieran 

estar involucrados en la respuesta inmune del cerdo. Para determinar las proteínas 

producidas durante las fases de crecimiento en 11 días consecutivos, se cultivó M. 

hyopneumoniae cepa 194 utilizando 5 mg/ml de inóculo inicial. Se obtuvieron 

diariamente muestras de sobrenadantes para realizar geles de poliacrilamida en 

condiciones de desnaturalización. Posteriormente se realizaron 

inmunotransferencias con sueros de cerdos infectados experimentalmente con M. 

hyopneumoniae, así como de sueros provenientes de animales de campo 

vacunados con una bacterina comercial para determinar qué proteínas reconoce el 

cerdo infectado y el cerdo vacunado. El mayor número de proteínas se ubicó en el 

noveno día de la cinética, determinándose 17 proteínas con pesos como de 166 y 

19 Kd. La inmunotransferencia mostró reactividad en sueros de cerdos inoculados 

experimentalmente contra las proteínas de peso molecular 102, 79, 69, 63, 57, 52 

Kd; la proteína 22 Kd fue predominantemente detectada por los sueros de los 

animales vacunados. Se realizó la purificaCión de estas proteínas por columna de 

exclusión molecular con Sephacril S 300 HR. Debido a que se han involucrado 

proteínas citotóxicas de M. hyopneumoniae en la patogenia de la Neumonía 

enzoótica, se verificó esta capacidad a través de la prueba de hemólisis, 

presentando efecto hemolítico en glóbulos rojos de carnero solamente las 

proteínas de 102, 79 Y 57 Kd. La determinación de estas proteínas abre la 

posibilidad de estudiar su implicación en la patogenia de la enfermedad, además 

de su potencial de su uso en el diagnóstico . 



1. INTRODUCCION 

1.1 Antecedentes de la enfermedad 

Las pérdidas económicas que originan los problemas respiratorios del cerdo son 

importantes y es una preocupación en la producción porcina, no solo en el país sino a 

nivel mundial. Existen datos que indican que al afectarse el tejido pulmonar, repercute 

negativamente en el crecimiento corporal del cerdo, se considera que a partir de un 15% 

de lesión pulmonar el animal va pierde 1.15 kg de peso. También se estableció que 

cuando afectados todos los lóbulos pulmonares, se tiene un decremento de crecimiento de 

80%. Pijoan indica que por cada 10% de tejido pulmonar afectado, el animal sufre un 

retraso de crecimiento del 5% (Pljoan, 1985). 

En un experimento para determinar la interacción de M. hyopneumoniae y P. multocida se 

formaron cuatro grupos experimentales: Grupo 1, Testigo, inoculado con medio de Friss; 

Grupo II, inoculado con M. hyopneumoniae, Grupo IlI, inoculado con P. multocida y el 

Grupo IV, inoculado primero con M. hyopneumoniae y después con P. multocida. Se 

realizaron varios estudios entre los cuales se debía determinar la ganancia diaria de peso 

(GDP) Y conversión alimenticia (CA). Los cerdos de los grupos 1 y III tuvieron una GDP de 

0.355± 0.072 kg Y de 0.360± 0.072 respectivamente y la CA fue de 2.68 ± 0.62 kg de 

alimento para el grupo 1 y de 2.42 ± 0.62 kg para el grupo IlI. Los cerdos del grupo II 

tuvieron una GDP parecida a los grupos anteriores ( 0.344 ± 0.072 kg) pero su CA fue de 

3.55 ± 0.62 kg El grupo IV tuvo la más baja GDP (0.293 ± 0.072 kg) Y la más alta CA 

(4.25 ± 0.44) (Oprián, 1987; aprián etal., 1988). 

El grupo testigo tuvo un índice de crecimiento normal y la inoculación con p, multocida 

tampoco afectó el crecimiento ni la conversión alimenticia de los lechones. Por otra parte, . 

aunque la inoculación con M. hyopneumoniae no modificó GDP, los cerdos de este grupo 

consumieron 32% más alimento que los del grupo testigo. La infección secuencial con 

ambos agentes infecciosos provocó que los lechones consumieron 59% mayor cantidad de 

alimento que los cerdos del grupo testigo, aunque su GDP fue normal. Pointon et al 

(1985) encontró que la infección con M. hyopneumoniae solo y en condiciones parecidas 

a las que operan en las granjas comerciales redujo la GDP en un 16% ( en cerdos con un 

peso entre 8 a 85 kg) mientras que la CA aumentó un 14% (en cerdos con un peso entre 



10 Y 25 kg), en este trabajo se confirman tales observaciones, sin embargo, aunque la 

infección con M. hyopneumoniae solo (grupo I1), resultó en lesiones pulmonares y un 

consumo de 32% de más alimento, estos parámetros fueron considerablemente más 

graves cuando se dio una superinfección con P. multocida (grupo IV) (qpri~n, 1987; Opri~ el al , 

1988). 

La investigación actual esta enfocada a comprender las diversas enfermedades 

respiratorias tales como la Pleuroneumonía contagiosa porcina, Neumonía Enzoótica, 

Pasteurelosis pulmonar y la Rinitis atrófica a través del conocimiento de los factores de 

virulencia y su interacción con órganos afectados y la respuesta inmune generada , para 

así controlarlas adecuadamente promoviendo la prevención inmunológica específica para 

cada caso. Se reconoce que la Neumonía Enzoótica es una enfermedad de importancia en 

la producción porcina, por su alta incidencia (75%) lo que implica elevadas pérdidas 

económicas (0l0I, 20(3) 

Mycoplasma hyopneumoniae es el agente etiológico de la Neumonía Enzoótica. cuando 

este microorganismo esta ausente en los cerdos de crecimiento y finalización, el daño 

económico es menor. (Armstrong 1982, Morrison 1988, Pointon, 1985). 

1.2 Distribución. 

La Neumonía Enzoótica se encuentra en las regiones de más alta prodUCCión en el mundo, 

casi todas las granjas están afectadas y la incidencia de las afecciones es sumamente alta; 

una variedad de reportes indican que de los cerdos que salen al mercado, un 30 a un 75% 

está afectado (Armstrong. 1982). Es habitual encontrar un porcentaje significativo de pulmones 

con lesiones típicas de esta enfermedad en los diferentes rastros; la incidencia encontrada 

varia del 12 al 81 % (Whittfestone, 1979). En México, Maqueda (1977) hizo un análisis 

porcentual de la incidencia de Neumonía Enzoótica en cinco estados de la República, 

evaluando las lesiones macroscópicas de 4,013 pulmones correspondientes a igual número 

de cerdos. Los resultados mostraron que un 51% de los cerdos estaban afectados en 

mayor o menor grado, siendo la incidencia o severidad variables según los estados: 

Coahuila, 32.4% Guanajuato, 70.6%; Jalisco, 49.5%; Nuevo León, 23.5% y Sonora, 

53.8%. En otro estudio realizado en rastros de la zona metropolitana de la Ciudad de 

México (Cuautitlán y T1alnepantla), se encontró el 23% de fluorescencia específica en 
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pulmones neumónicos cuando se empleo la técnica de inmunofluorescencia indirecta (Opri~ 
~iJI., 1982) 

Muestreos realizados los estados de Guanajuato, Michoacán y México para analizar por 

serología la presencia de anticuerpos contra M. hyopneumoniae con la prueba Hyoptes~, 

indicaron la distribución de anticuerpos en los diferentes rangos de edades, tanto para los 

de la línea de producción como para las productoras; las granjas de Guanajuato mostraron 

el 20% de seropositivos en las edades de 10 a 16 semanas, mientras que en las de 

Michoacán y México tuvieron menos reactores positivos, estos resultados indicaron una 

diferencia significativa entre granjas y entre estados (Nava ~4I., 20(1). 

1.3 Etiología 

Los micoplasmas son los microorganismos procariontes más simples y diminutos de vida 

libre, Que se separan de las Eubacterias en una dase diferente denominada: Mo/licutes. 

En el cerdo se han reconocido diferentes especies de micoplasmas y acholeplasmas; 

Mycop/asma hyopneumoniae es el género más importante en el cerdo y produce una 

enfermedad infecciosa del tracto respiratorio conocida como la Neumonía enzoótica, 

llamada también neumonía micoplasmática porcina. Otros micoplasmas relacionados con 

el cerdo son M. hyorhinis y M. hyosynoviae Que están involucrados en procesos artríticos. 

Asimismo, géneros como M. noccu/are, M. sualv~ Acho/ep/asma axanthum y Acho/ep/asma 

granu/arom cuya participación como patógenos es incierta. (Razln, 1992; Simed<a et al, 1992) 
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Taxonomía y Propiedades de los micoplasmas (Clase Mollicutes) 

Clasificación Número de Tamaño del Mol % Requerimiento Propiedades Habitat 
especies genoma (kbp) G+C de colesterol distintivas 

reconocidas 
Orden I:Mycoplasmatales Humanos, 

Familia 1: Mycoplasmataceae 92 580 - 1300 23 - 41 + amimales. plantas e 
Género 1: Mycoplasma insectos 

Género II: Ureaplasma 5 730 - 1160 27 - 30 + Ureasa (+) Humanos, animales 

Familia 11: Spiroplasmataceae 
Género 1: Spiroplasma 11 1350 - 1700 25 - 31 + Filamentos Artrópodos. plantas 

helicoidales 
Orden I1: Acholeplasmatales 

Familia 1: Acholeplasmataceae 
Género 1: Acholeplasma 12 Alrededor de 1600 27 - 36 - Animales, plantas e 

insectos 

Orden I1I: Anaeroplasmatales Sensible a O2 

Familia: Anaeroplasmataceae 4 Alrededor de 1600 29- 33 + Anaerobio Rumen de bovinos 
Género 1: Anaeroplasma obiligado y OVinOS 

Sensible a O2 Rumen de bovinos 
Género II: Asteroleplasma 1 Alrededor de 1600 40 Anaerobio y ovinos - obiligado 

MLO No Cultivados y 500 - 1185 23 -29 No establecido No cultivado Plantas e insectos 
Clasificados 

- ---

Razin, S., 1992 
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1.4 Antigenos de Mycoplasma hyopneumoniae 

El análisis antigénico de los micoplasmas es extremadamente difícil, debido al pequeño 

volumen de microorganismos que se obtienen (de 5 a 20 mg por litro de medio de 

cultivo). La antigenicidad se encuentra localizada en la membrana citoplasmática, 

especialmente en los lipolisacáridos asociados a proteínas, que son capaces de estimular la 

producción de anticuerpos. Los estudios sobre la naturaleza antigénica de los micoplasmas 

han sido realizados por varios autores y los resultados encontrados revelan que existen 

antígenos proteicos, glicolípidos y polisacáridos (Oprián 1979). 

Además. se han comparado algunas cepas de M. hyopneumoniae, encontrando diversidad 

antigénica entre ellas por pruebas de inmunoelectroforesis bidimensional. Los 

determinantes antigénicos son proteínas, glicolípidos y fosfolípidos que se localizan en la 

superficie celular. Las diferencias en la virulencia, inmunogenicidad y distribución 

geográfica no han sido determinadas (Ro y Ross 1983 ). 

Utilizando la técnica de inmunotransferencia con las cepas J y 194 de M. hyopneumoniae, 

la cepa Ms 42 de M. floccularey M. hyorhinis, además de sueros de cerdos infectados con 

M. hyopneumoniae, M. hyorhinis y antisuero porcino contra M. flocculare, se encontró que 

los antisueros detectaron cinco antígenos, estimando sus pesos moleculares en 110, 64, 

50,41 Y 36 Kd. De igual forma se encontró que M. hyopneumoniae presenta reacciones 

cruzadas con M. flocculare y M. hyorhinis. Así los antígenos de 110, 50, 41 Y 36 Kd de M. 

hyopneumoniae cruzan serológicamente con M. flocculare. El antígeno de 36 Kd cruza con 

M. hyorhinis. El único antígeno de M. hyopneumoniae que no cruzó con los otros 

micoplasmas mencionados fue el 64 Kd, el cual es utilizado como antígeno espeáfico para 

el diagnóstico de M. hyopneumoniae (Young y Ross 1987). 

De igual forma en otro trabajo se menciona que utilizando lavados bronquiales de cerdos 

inoculados con M. hyopneumoniae, cepa 232 y mediante la técnica de 

inmunotransferencia se detectaron anticuerpos que reconocieron a diferentes antígenos 

cuyos pesos moleculares fueron: 200, 110, 97, 95, 80, 78, 74, 70, 60, 52, 50, 41, 36 1<0. 

Es de un especial interés el antígeno de 97 kD, ya que es el primero en detectarse a partir 

de los 35 días postinfección por anticuerpos 19A e IgG (Young eral., 1990). 
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Existen algunos componentes de la superficie de los mico plasmas que contribuyen a la 

interacción con las células del hospedero. En el caso de M. pneumoniae una proteína, la 

Pi, ha sido involucrada dentro del proceso de penetración a las células blanco, así como 

una adhesina de 160-190 1<0. (FeId etiJl, 1992) Con inmunotransferencia se han descrito cinco 

antígenos, denominados como p90, p68, p50, p30 y p26. Las proteínas p9O, p68 Y p50 

están localizadas en la superficie de la membrana citoplasmática (KllnI<ert, 1985). 

Estudios sobre las propiedades antigénicas de M. hyopneumoniae cepa ] de referencia y 

aislamientos de campo revelaron la presenda de proteínas inmunodominantes que 

incluyen a una proteína citosólica con actividad de dehidrogenasa determinada como p36 

(Frey etiJ/.. 1994; Haldlmann etiJ/.. 1993; Stipkoyits etiJ/.. 1991) Y tres proteínas de membrana, p46, p65 Y p74 

(Brooks Y FauIds. 1989; Klm et iJ/.. 1990; MOO et iJ/.. 1988). Estudios comparativos con otros micoplasmas del 

cerdo, demostraron que las proteínas p36 y la p46 son determinantes antigénicos especie­

específicos de M. hyopneumoniae altamente conservados (Mari et iJ/.. 1987; SIrasser el iJ/.. 1991) 

Se ha identificado y caracterizado una adhesina de Mycoplasma hyopneumoniae mediante 

un anticuerpo monoclonal que inhibió la adherencia de micoplasma a los cilios traqueales 

durante la infección. El anticuerpo monoclonal F2G5 , además de detectar numerosas 

bandas por medio de la técnica de inmunotransferecia reconoció predominantemente una 

banda proteica de 97 Kd. La proteína pura se adhirió al cilio y la adherencia fue bloqueada 

al M. hyopneumoniae completo. Esta proteína está localizada en la superficie de la 

membrana de M. hyopneumoniae. (Zhang et al. 1995) 

La región general de la p97 que media la adherencia a los cilios, está al parecer en la 

región Rl cerca de carboxilo terminal de la proteína, pero no es claro si la región media la 

adherencia a los cilios independientemente de otras secuencias de la p97. Los resultados 

mostraron que 8 unidades repetitivas de Rl son requeridas para la unión con el cilio y que 

3 unidades repetitivas son necesarias para el reconocimiento de los anticuerpos (Hsu y Mlnion. 

1998; Minien et aI.. 20(0). 

Un análisis reciente de la dinámica proteica en M. hominis muestra que existe modificación 

en algunas de ellas durante el proceso de invasión (Hopfe. 20(4) 
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1.5 Transmisión. 

La transmisión de las bacterias respiratorias se lleva a cabo fundamentalmente por 

contacto directo, por las secreciones nasales y faríngeas, por lo tanto el medio principal de 

diseminación es de cerdo a cerdo debido a que el mico plasma es muy frágil y no resiste 

mucho tiempo fuera del hospedador, así la transmisión de M. hyopneumoniae se lleva a 

cabo por contacto o por aerosoles entre cerdos infectados (fase aguda) o cerdos 

portadores convalecientes y los cerdos sanos (FTiIs. 1973; Ross. 1984 Y Pijoan, 1965). 

La infección por micoplasma es primero vertical (de madres jóvenes a lechones) y después 

al momento del destete, es horizontal (de lechones paridos por cerdas de primeros partos 

a lechones provenientes de cerdos de cuarto o quinto parto). La transmisión horizontal se 

intensifica debido a el profundo stress que acompaña al destete y se produce 

fundamentalmente al mezclar cerdos de diferentes camadas en un solo corral, lo que 

ocasiona enfrentamientos constantes. Se ha encontrado que el constante mezclado de 

animales de todas las edades es uno de las principales causas de tensión en la piara (Pijoan, 

1965). Estudios de otras enfermedades por micoplasma en otras especies sugieren que la 

susceptibilidad a estas enfermedades puede incrementarse con la edad. Sin embargo, en 

trabajos experimentales se encontró que no existe ninguna diferencia de susceptibilidad a 

la Neumonía Enzoótica en cuanto a la edad (Pirre. y Ross, 1984). 

En condiciones experimentales, se ha reproducido la enfermedad, Hodges et al. (1969) 

utilizaron cerdos de granjas libres de Neumonía Enzoótica e infectaron a cerdos 

gnotobióticos con 2.5 a 5 mI (10-5 unidades cambiantes de color/mI) por vía intratraqueal 

y de 1 a 2 mI por vía intranasal y a cerdos SPF con 10 mI por vía intratraqueal y 5 mI por 

vía intranasal de la cepa J de M. hyopneumoniae en una dosis única y altamente 

pUrificada, logrando invariablemente reproducir la neumonía. Confirmaron que M. 

hyopneumoniae es el agente primario en las neumonías del cerdo pero no excluyeron la 

posibilidad de que otros agentes puedan estar involucrados. 

En otro estudio se utilizaron cerdos nacidos por histerectomía y privados de calostro 

(HPPCD) y que fueron infectados por vía intranasal con suspensiones pulmonares de tejido 

neumónico de casos confirmados de Neumonía Enzoótica; aislaron micoplasrna en 15 de 
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16 cerdos inoculados y confirmaron la regularidad con la cual M. hyopeumoniae puede 

reaislarse de casos activos de la enfermedad inducida experimentalmente (GoodwIng, 1972). 

Por otro lado Underdahl et al (1980) infectaron por vía intranasal cerdos gnotobióticos 

con 3 mi de un cultivo diluido 1:1 con solución salina balanceada, usando la cepa NB-12 

de M. hyopeumoniae de 26 pases en cerdos HPCD y 22 pases en medio líquido). Sólo 

aislaron micoplasma en 10 de 16 cerdos inoculados y con mayor frecuencia cuando se 

cultivaron a partir del área neumónica del pulmón. También se emplearon cerdos 

provenientes de granjas libres de la enfermedad y se inocularon con homogeneizados de 

pulmones suspensión de pulmón neumónico al 10% conteniendo la cepa 11 de M. 

hyopeumoniae inoculado por vía intratraqueal (IT) e intranasal (IN). Micoplasma sólo se 

reaisló en 10 de 18 cerdos del grupo IT y 9 de 12 del grupo IN (Pitre- Y Ross, 19&<1). 

Con el objeto de evaluar agentes quimioterapeúticos o de estudiar mejor a la Neumonía 

Enzoótica, Hannan et al, (1984) han desarrollado un modelo experimental basado en la 

reproducción de la neumonía en cerdos gnotobióticos inoculados por medio de aerosoles, 

utilizando cultivos puros de M. hyopeumoniae de tercer pasaje cepa NB12, aislados de 

pulmón neumónico de lechones gnotobióticos, el periodo de incubación de la Neumonía 

Enzoótica de los cerdos en condiciones naturales varió entre 10 y 15 días (Ross, 1984) o 

extendiéndose hasta 2 a 3 semanas. (GoodwIn er aI., 1967; Uvlngstoo er al, 1972) • Sin embargo, se han 

detectado variaciones extremas en donde la enfermedad se mantiene en forma subclínica 
hasta por 15 meses(WhíttleslDne, 1979 y Ross, 1984). 

1.6 Patogenia. 

Los micoplasmas son depositados por inhalación en las márgenes centrales de los 

pulmones, estableciéndose en el epitelio bronquial y bronquiolar, en donde la poblaCión de 

este microorganismo aumenta y avanza a lo largo del árbol respiratorio (Atmstrong, 1982). Se ha 

demostrado a través de microscopía electrónica de barrido e inmunofluorescencia que el 

M. hyopeumoniae se concentra en la superficie de las células epiteliales de los bronquios 

y bronquiolos sobre todo en los cilios, de donde parte hacia los alvéolos y es ingerido por 

los macrófagos alveolares. Los micoplasmas estimulan a la células linfoides que se 

acumulan en las células linfoides adyacentes a bronquios y bronquiolos como parte de la 

respuesta inmune hacia el micoplasma (Uvlngstoo et al, 1972). Se mostró que en cultivo de 
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órganos el M. hyopeumoniae no tuvo preferenda para infectar a las células epiteliales de 

anillos traqueales o de pulmón de origen fetal, los resultados indicaron que un inóculo 

relativamente bajo de micoplasma, libre de otros microorganismos, produjo daño local in 

vitro en tejidos del sistema respiratorio del cerdo. 

M. hyopneumoniae sólo afecta en forma natural al cerdo, el daño específico que origina es 

una disminución del número de cilios, y esto se debe a la producción de una citotoxina con 

un peso molecular de 54 kD. Los animales de experimentación como el hurón, cobayo, 

mono rhesus y embrión de pollo no han mostrado susceptibilidad al agente. Tampoco se 

ha observado que produzca lisis en glóbulos rojos del cerdo, caballo, vaca o pollo. Se ha 

observado desde hace tiempo, que la Neumonía Enzoótica en los cerdos de engorda podía 

ser transmitida en forma experimental con filtrados libres de otro tipo de bacterias de 

muestras de pulmón neumónico. Al tratar estos filtrados con penicilina o sulfonamidas se 

mantenía la infectividad; por lo que se sugirió que el agente causal era un virus. Sin 

embargo, por evidencias posteriores, como el tratar los filtrados libres de bacterias con 

tetraciclinas para inhibir la infección, la determinación del tamaño del microorganismo 

causal cuyo tamaño mostró ser de 0.2 a 0.45 ~m de diámetro, además de su observadón 

en preparaciones pulmonares teñidas con Giemsa. SUmado a esto la exigencia mostrada 

para su crecimiento en medios libres de células, sugirió que el agente responsable no era 

un virus sino un micoplasma (\\tJIttlostone, 1979 Y Annstrong, 1982). 

Se ha determinado la adherencia de M. hyopneumoniae sobre el epitelio ciliado del tracto 

respiratorio porcino, sobretodo en las porciones distales del pulmón, en donde se inicia un 

evento importante en el desarrollo de la Neumonía Enzoótlca. El modelo de estudio 

realizado in vitro, se caracterizó por el uso de una suspensión de células epiteliales ciliadas 

colectadas del tracto respiratorio del cerdo, que fueron mezcladas e incubadas con 

M. hyopneumoniae, posteriormente fueron diluidas, agitadas y sedimentadas sobre 

portaobjetos y teñidas con un conjugado contra M. hyopneumoniae. La f1uorescenda fue 

observada prindpalmente sobre las células ciliadas, y solo algunos organismos fueron 

observados en otras partes no ciliadas o sobre otro tipo de células. La adherecia fue 

parcialmente inhibida con suero a bajas diluciones de cerdos convalescientes a un proceso 

neumónico inducido por M. hyopneumoniae y completamente inhibida con sueros a altos 

títulos. La preincubación del micoplasma con peryodato y tripsina bloqueo la adherencia, 

mientras que el formaldehido la disminuyó. Una variedad de carbohidratos como la 0-
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glucosa, D-galactosa, L -fucosa, D-mannosa, D-N-acetilglucosamina o N­

acetilgalactosamina, lactosa fetuina no afectaron la adherencia. El sulfato de dextrán, 

sulfato de magnesio, sulfato de amonio, metionina, valina o glutamina redujeron la 

adherencia. El tratamiento con agentes hidrofóbicos destructores de las uniones 

micoplasma-célula tales como tetrametilurea, o incubaciones en ausencia de sal o a bajas 

temperaturas redujo la adherencia. Cuando se emplearon otras especies no hubo 

adherencia. Estos hallazgos sugieren definitivamente que la adherencia de M. 

hyopneumoniae es espeCifica de huésped y que esta mediada por proteínas y 

carbohidratos localizados en la superficie del micoplasma y por moléculas que contienen 

azufre en la membrana de las células del cerdo. La localización altamente polarizada del 

micoplasma sobre la célula ciliada indica que poSiblemente exista una interacción 

esteroespecífica entre la adhesina o adhesinas del micoplasma y el receptor o receptores 

de las células ciliadas, pero también indicaría que existe una interacción hidrofóbica no 

específica en el proceso de la adherencia, por el tratamiento con tetrametilurea, 

incubaciones en ausencia de sal o bajas temperaturas·(ZiellnsId y Ross, 1993). 

Micoplasma induce la pérdida de cilios debido a la elaboración de una o varias enzimas, de 

substancias tóxicas, por parasitismo o por competencia de los materiales nutricionales. 

Una vez que los cilios se pierden, el micoplasma coloniza como resultado de la disminución 

del movimiento protector de la cubierta mucosa, permitiendo su adhesión a las partes fijas 

de las células respiratorias (WlIliams y Gallagher, 1978). Mediante el ensayo de adherencia en placas 

de microtitulación, se ha establecido utilizando cilios traqueales de cerdo que contienen 

receptores para M. hyopneumoniae. La unión entre ambos fue dependiente de la 

concentración de cilios y el número de micoplasmas. El tratamiento de los dlios con 

neuraminidasa pareció promover la adherencia de lo micoplasmas, mientras que el 

tratamiento de los cilios con metaperiodato de sodio disminuyo la unión. Los resultados 

indicaron que los receptores para M. hyopneumoniae en el epitelio ciliado del tracto 

respiratorio del cerdo son glicoconjugados naturales (Zhang el al., 1994). 

También se ha encontrado ciliostasis y pérdida de cilios ocasionados por la infección con 

M. hyopneumoniae, en experimentos realizados in vivo (cerdos recién nacidos) e in vitro 

(cultivo de órganos/traqueales). Asimismo, se encontró que los niveles de las enzimas 

calmodulin o dehidrogenasa en los anillos traqueales no estaban alteradas cuando la 

ciliostasis y la perdIda de cilios eran extensivas, estos daños disminuyeron con los pasajes 
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del micoplasma in vitro (pasajes en cultivo), el daño inducido por M. hyopneumoniae en 

los anillos traqueales fue prevenido con el uso de un suero policlonal de cerdo o 

separando el micoplasma del cilio por filtración en una membrana con un tamaño de poro 

de 0.1 micras. La adherencia o la asociación del M. hyopneurnoniae con el epitelio ciliado 

es necesario para inducir ciliostasis y perdida de los cilios (Debe'( y Ross, 1994). 

Se ha acumulado gran cantidad de evidencia sobre los mecanismos de patogenicidad y 

desarrollo de lesiones causadas por una infección con M. hyopneurnoniae vistas con 

microscopía fotónica y electrónica tanto de transmisión en cortes finos, como en barrido. 

Algunos estudios han sido complementados con autorradiografía in situ con pulmones con 

Neumonía enzoótica. Geary y Walczak en 1985 aislaron e identificaron factor citopático de 

M. hyopeumoniae a partir de membranas de la cepa VPP 11. Este factor es una proteína 

con un punto isoeléctrico de 6.2 y un peso molecular de 54 kD Y fue capaz de inducir 

efecto citopátlco en fibroblastos de pulmón humano (MRC-5) a una concentración de 250 

ng de proteína/mI. Es probable que este factor tenga un papel importante en la 

patogénesis de la enfermedad natural en el cerdo. Cuando se ha establecido la infección 

sobre la superficie del epitelio, el micoplasma puede detectarse hasta las 15 semanas 

después de la inoculación. Estudios con inmunofluorescencia y cultivo indicaron que el 

número de micoplasmas disminuye en los estados tardíos de la enfermedad experimental 

y la intensidad de la infección y su duración fueron variables (UvlngstIln et~, 1972 Y lJnderdahI et~, 

1980) 

Generalmente la patogenicidad de los micoplasmas es debida a su habilidad de adherirse a 

la célula huésped, más aún cuando ya se ha mencionado que existe una asociación 

estrecha entre la citoadsorción y la citopatogenicidad en el caso de las diferentes especies 

de micoplasmas (Mebus y lJnderdahaI, 1977; WllIiiwns Y GaHager, 1978). Ya se habia encontrado en 

condiciones in vitro que M. hyopneurnoniae interfiere en las ondulaciones normales del 

cilio (Williams y GalIacp', 1978) Y que también ocurría la eliminadón de los cilios después de la 

infección con M. hyopneumoniae (Gabrldge et~, 1982; Tajima Y Yill,jihasi, 1982). Asimismo, se observó 

que cuando el M. hyopneumoniae se multiplicaba en la tráquea y en los bronquios, el 

evento primario de la infección fue la adhesión de los micoplasmas a las células ciliadas, lo 

que desencadeno un efecto citopático y una exfoliación de las células epiteliales (MeIlus y 

lJnderdahI, 1977). 
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El grupo de investigadores de la FES-Cuautitlán-UNAM, ha realizado estudios y visualizado 

a través de microscopía electrónica de barrido, la interacción secuencial que presentan 

dos géneros de bacterias, M. hyopneurnoniae y P. multocida, y se ha encontrado en los 

animales inoculados sólo con M. hyopneumoniae lesiones características que permiten 

evaluar la patogenia de la neumonía enzoótica. El objetivo fue visualizar por medio de 

microscopía electrónica de barrido (MEB) los posibles mecanismos que permitieron la 

invasividad de Pasteurella multocida por Mycoplasma hyopneumoniae. El diseño 

experimental consistió en formar cuatro grupos de cerdos libres de neumonía enzoótica, 

que fueron desafiados con M. hyopneurnoniae preparado en homogeneizado pulmonar, y 

con P. multodda. Se encontró, que el grupo A inoculado solo con medio de cultivo, y en el 

grupo C que se inoculó con P. multocida al día 23, no presentaron lesiones; el grupo B 

inoculado con M. hyopneumoniae, presentó lesiones macroscópicas y microscópicas 

características de la Neumonía Enzoótica; el grupo D inoculado al inicialmente con 

M. hyopneurnoniae y al día 23 con P. multocida desarrolló lesiones de Neumonía Enzoótica 
(Oprtán. 1987; Oprtán ~aI.. 1988) 

El estudio de MEB reveló que los pulmones testigo y los que fueron inoculados únicamente 

con P. multocida, no mostraron cambios patológicos, el epitelio bronquial estaba normal, y 

numerosas células caliciformes mostraban su tfpica característica cubierta de papilas, así 

como células epiteliales ciliadas largas. Los pulmones de los cerdos inoculados con 

M. hyopneumoníae presentaron consolidación pulmonar y se observaron cambios en los 

epitelios ciliados con bacterias, fibrina y muchas células fagocitarias alveolares. Además, 

los alvéolos estaban cubiertos por los exudados, células y bacterias; los cilios del epitelio 

respiratorio estaban adheridos unos a otros formando mechones o agregados que 

caracterizaron esta afección por micoplasma. El grupo de cerdos inoculado primero con 

M. hyopneumoniae y después con P. multocída mostró los mismos cambios que se 

encontraron en el grupo B, con la adición de que los epitelios ciliados mostraron zonas 

carentes de cilios y micoplasmas adheridos en ellos formando cilios apelmazados, así como 

de muchas bacterias. En los pulmones de los cerdos del grupo D infectados con 

M. hyopneurnoniae y P. multocida, los alvéolos fueron cubiertos por exudados células y 

bacterias, mientras que la consolidación pulmonar observada no permitió distinguir los 

bronquíolos pulmonares; el epitelio de estos animales estaba entrando en degeneración y 
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por lo tanto el epitelio traqueo bronquial como forma de eliminadón de contaminación del 

pulmón dejo de funcionar (GonzáIez etll/, 1999). 

La acción conjunta de estos dos microorganismos son causa de la transvasación de plasma 

en los alvéolos, en donde la falta de actividad ciliar permite la permanencia del patógeno 

primario, sino además la de los oportunistas V el ejercicio de sus respectivas actividades 

patógenas, de tal manera que las zonas de consolidación pulmonar no sólo permiten la 

multiplicación microbiana, sino además crean una barrera a la penetración de 

medicamentos capaces de eliminarlos. Los epitelios ciliados por otra parte, no sólo 

muestran la pérdida de la motilidad por la formación de mechones, sino además la pérdida 

de los cilios V de las células de recubrimiento en la mucosa respiratoria. Esta solución de 

continuidad crea un sitio ideal para la invasión de oportunistas terciarios presentes en el 

aire, V representa un reto importante a la capacidad de defensa del animal'(GonzáIez et al, 20(0). 

Se realizó un experimento para demostrar si M. hyopneumoniae era capaz de inhibir a las 

células productoras de la sustancia descrita por Pijoan V Ochoa en1978 V por Iglesias et al 

en 1982 que tiene la propiedad de destruir in vitro a la P. multocida. Las replicas de los 

grupos I y II que no fueron inoculadas con P. multocida solo sirvieron como controles. Las 

cuantas viables encontradas en los grupos III y IV fueron muy similares, así el promediO 

de los resultados encontrados de bacterias por mi en el grupo III fue el siguiente: a las 4 

hrs: 41.5 x 107
, (Log10 :8.62); a las 8 hrs: 80.3 x lOS, (Log1o : 9.96; a las 12 hrs: 21.8 x 

109
, (Log10 : 10.34) y a las 24 hrs: 33.7 x 105

, (Log10 : 6.52), mientras que las encontradas 

en el grupo IV fueron: a las 4 hrs: 39.5 x 1Q7 (Log10 : 8.56); a las 8 hrs: 79 x lOS, (Logl0 : 

9.86); a las 12 hrs: 16.8 x 109
, (Log10: 10.23) Y a las 24 hrs: 16.7 x 105

, (Log10:6.22). En 

este trabajo, se encontró que en lugar de disminuir las unidades formadoras de colonias 

en relación al tiempo, P. multocida continuó multiplicándose, esto puede deberse 

poSiblemente a que la sustancia bacteridda se trata de una proteína inestable debido a 

que las condidones del experimento se sometió. Por otro lado, en los estudios de Iglesias 

et al en 1982 el tiempo máximo de exposición de la P. multocida con los explantes 

traqueales fue de una hora, mientras que el tiempo mínimo en este trabajo fue de 4 

horas. Al parecer la inestabilidad de la sustancia bactericida V los tiempos prolongados de 

exposición no permitieron esclarecer si esta importante barrera del pulmón pudo ser 

afectada por M. hyopneumoniae (Qpr1á1. 1967). 
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1.7 Inmunidad. 

A pesar de la escasa antigenicidad de estos microorganismo y a la naturaleza crónica de la 

enfermedad Que producen, en las infecciones naturales por micoplasmas es notoria una 

marcada respuesta de inmunidad celular. 

Existe primero una interacdón entre M. hyopneumoniae y células específicas localizadas 

en pulmón, y nódulos linfoides retrofaringeos y bronqUiales, se detecta la presenda de 

inmunoglobulinas tipo IgG e 19A en secreciones traQueobronquiales en una cantidad 

elevada a las dos semanas postinfecdón. (s.- etM.,l985J. 

Posteriormente se han observado células con inmunoglobulinas IgG especificas en su 

superficie contra M. hyopneumoniae en tejidos linfoides y pulmón a las 3 y 4 semanas 

postinfección. Un dato significativo es Que la presenda de anticuerpos coincide con la 

aparición de las lesiones neumónicas (s.- etiJ/.,l985). 

En una infección con M. hyopneumoniae, se observa Que la proporción de células Que 

contienen 19A:IgG es de 1:3 en mucosa nasal y en ganglios retrofaríngeos, cambiando 

esta proporción a 1:15 en nódulos IInfoides bronquiales. En estos nódulos, a las tres 

semanas postinfección se encuentran todos los isotipos de inmunoglobulinas pero sobre 

todo la dase IgG Que aparece desde la primera semana. Se han estudiado las secreciones 

traQueobronquiales utilizando la técnica de EUSA encontrándose Que las inmunoglobulinas 

IgM e IgG predominan en las primeras fases de la infección, mientras Que las 19A van 

incrementándose progresivamente (s.- etiJ/.,l985). 

Los anticuerpos séricos tienen un comportamiento diferente al observado en las 

secreciones traqueobronquiales. Estos anticuerpos se detectan 5 semanas postinfección, 

siendo las IgG las más importantes detectadas por la técnica de EUSA (EtI1eridge diJ/., 19791». 

Las pruebas de EUSA y la fijación de complemento son las más utilizadas. Actualmente se 

ha desarrollado la prueba de EUSA Tween 20 Que reduce al mínimo las reacciones 

cruzadas con M. flocQJ/are, teniendo también ésta prueba amplias perspectivas para el 

monitoreo de datos, particularmente en la detecdón de anticuerpos del calostro de cerdas 
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(Atmtrong et iI/.. 1983; Nicol<!t Y Paroz. 1980; Bommeli Y NiaJIet, 1983). Sin embargo, a pesar de que en estas 

pruebas se ha observado la aparición. de altos niveles de anticuerpos, éstos no confieren 

protección (Ross. 1999). 

Con respecto a la inmunidad celular, ésta ha sido medida por las técnicas de 

transformación blastoide e hipersensibilidad cutánea (Roberts. 1972 Metj;loye. 1978), Y se ha 

encontrado una respuesta significativa a las dos pruebas hasta por un período 

comprendido de 44 a 66 semanas postinoculación. También se ha detectado que existe 

una alteración de la fusión del macrófago alveolar e inmunosupresión en los cerdos 

infectados (TaJma et M.. 1985), También se han detectado anticuerpos contra las glicoproteínas 

de membrana de los eritrocitos de cerdo después de una infección experimental con M. 

hyopneumoniae, apoyando de esta forma la asociación de enfermedad autoinmune en la 

patogénesis de la Neumonía enzoótica (1OShima y Ross. 1985; TaJma etil/.. 1983), 

Asimismo, se ha observado que los animales recuperados desarrollan una fuerte 

inmunidad a la enfermedad, ya que en la exposidón experimental de cerdos, cuatro meses 

después de la primoinfección no desarrollan neumonía, en comparación con los cerdos 

que no tuvieron primoinfección. Sin embargo, esta inmunidad es de corta duración ya que 

pueden desarrollar el proceso neumónico a los 11 meses después de una infecdón 

indudda (Ross. 1999). 

1.8 Diagnóstico de la Neumonía Enzoótica. 

El diagnóstico de la Neumonía Enzoótica en la mayoría de los casos se realiza observando 

lesiones macroscópicas e histopatológicas y aunque son características no son siempre 

específicas (Annstrong, 1982). En otras ocasiones, el diagnóstico se lleva a cabo en la granja en 

donde la piara presenta tos persistente, aunado a la presencia de cerca del 40% de 

lesiones macroscópicas cuando los cerdos llegan al rastro (GoodwIn 1982). Sin embargo, para 

un diagnóstico definitivo se tienen que combinar aspectos como la historia clínica, signos 

clínicos, lesiones macroscópicas y microscópicas, identificación de M. hyopneumoniae por 

aislamiento o por técnicas inmunológicas y detección de anticuerpos contra este 

mico plasma (Ross. 1999). 
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La neumonía por micoplasma se diagnostica normalmente bajo condiciones prácticas, con 

base en la presencia de una neumonía crónica caracterizada por una tos no productiva y 

ausencia de fiebre, esta neumonía se caracteriza por una tos bien demarcada y explosiva. 

Además existen hallazgos histológicos que muestran neumonía intersticial, lo que 

finalmente produce crecimiento no uniforme, conversión alimentida deficiente sin 

mortalidad. Sin embargo, estos signos y lesiones son solo indicativos y la confirmación 

requiere de pruebas de laboratorio para el diagnóstico confirmativo al introducir animales 

de otras piaras a una granja infectada. Las pruebas de laboratorio comprenden diferentes 

procedimientos. Entre las pruebas de laboratorio se cuentan el aislamiento, las pruebas de 

EUSA, Inmunofluorescencia y PCR. (ROss, 1990) 
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2. JUSTIFICACIÓN 

La investigación sobre los factores que participan en la virulencia de M. hyopneumoniae 

están dirigidos principalmente a caracterizar la actividad patogénica de las porciones 

estructurales del microorganismo, específicamente las proteínas de la membrana. Sin 

embargo, consideramos que como consecuencia del metabolismo de la bacteria se 

generan un sin número de productos que pueden participar en la adaptación, 

multiplicación y virulencia. Este trabajo pretende caracterizar elementos proteicos 

excretados por M. hyopneumoniae durante sus fases de crecimiento y que pudieran estar 

involucrados en la respuesta inmune del cerdo. 

3. HIPÓTESIS 

Durante sus fases de crecimiento, M. hyopneumoniae produce y secreta proteínas del 

metabolismo al medio circundante que pudieran estar involucradas en la patogenia de 

enfermedad. Creemos que dentro de estos se encuentran elementos que funcionan como 

precursores o directamente como factores de virulencia. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo General 

Aislar y purificar proteínas de sobrenadante de cultivo de Mycop/asma hyopneumoniae . 

4.2 Objetivos Particulares 

• Cultivar la cepa de referencia 194 ATCC de Mycop/asma hyopneumonaie en medio 

líquido de Friis durante 11 días. 

• Detección y purificación de proteínas de sobrenadante en el medio de Friis de 

M. hyopneumoniae de cada día de crecimiento, mediante la técnica de 

elecroforesís. 

• Detección de anticuerpos contra las proteínas de los sobrenadantes en animales 

infectados experimentalmente y vacunados utilizando la técnica de 

inmunotransferencia 

• Determinación de proteínas con efecto hemolítico. 

El diseño experimental se muestra en el siguiente diagrama. 
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FASE 1 
Objetivo 

Detenninación de 
proteínas secretadas al 
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Crecimiento en medio de 
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FIGURA 1. DIAGRAMA DE DISEÑO EXPERIMENTAL 

FASE II 
Objetivo 

Obtención de sueros 
positivos a 

M. hyopneumonioe 

Cerdos infectados experimental Cerdos vacunados en granja 
Desarrollo Desarrollo 

Inoculación de 
M hyopneumoniae en 

12 cerdos sanos 

Selección de sueros 
positivos 

FASE III 
Objetivo 

lnmunotransferencia con 
las proteínas secretadas y 

sueros porcinos 

Desarrollo 

Determinación de 
proteínas detectadas por 

inmunotransferencia 

+ + 
12 sueros 8 sueros de 

de animales animales 
infectados vacunados 

experimental 

FASE IV 
Objetivo 

Determinación de la 
actividad hemolítica de 
las proteínas purificadas 

Desarrollo 

Obtención y preparación 
de glóbulos rojos de 

carnero 

Efecto 
hemolítico 
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5. METODOLOGIA 

FASEI 

5.1 Detenninación de proteínas secretadas al medio por M. hyopneumoniae 

5.1.1 Cepa de Mycoplasma hyopneumoniae 

La cepa de M. hyopneumoniae utilizada para el desarrollo del presente trabajo es la cepa 

de referencia 194 donada amablemente por el Dr. Ross de Iowa State University. 

5.1.2 Medio de cultivo para crecimiento de M. hyopneumoniae 

El aislamiento primario se realizó en medio sólido de Friis utilizando de medio BHI (Oifco), 

caldo PPLO (Oifco, rojo de fenol al 2%, agar noble (Oifco) y ONA (Sigma). Se ajustó el pH 

a 7 y se esterilizó en autoclave a 1210 e a 15 lb durante 15 minutos. Se mantuvo en baño 

maría a 45 -50 o e para agregar en fonna aséptica los siguientes componentes: Solución 

balanceada de Hank' s, extracto de levadura, suero inactivado de caballo, meticilina y 

sulfato de kanamicina. Posterionnente se distribuyó en cajas de Petri de 10 cm de 

diámetro. 

El medio líquido empleado fue el medio de Friis modificado, que se preparó a partir de 

medios basales comerciales: caldo PPLO (Oifco) y caldo BHI (Oifco). Se esterilizó en 

autoclave a 121 o e, 15 libras de presión durante 15 minutos y se mantuvo posterionnente 

a una temperatura de 45 a 50 o e en baño María. Después se adicionó en forma aséptica, 

suero estéril de caballo colectado en rastro, clarificado mediante la filtración con cartuchos 

Millipore "Lifeguard" ep-15 y esterilizado por filtración con membranas Millipore de 0.22 

¡.1m), extracto de levadura estéril e inhibidores. Ver Apéndice #1 
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Figura 2. OBTENCIÓN DE BIOMASA DE H. hyopneumoniae 

No. d.m .... tnu 
d. 

medio inoculado 

Cont .... 1 

Di. 

1 
1 
1 

1 

2 3 
1 1 
1 1 
1 I 

1 1 
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(ATCC) 

+ 
Sembrado en 10 mi de medio de 

Fri. mocIirIcado en agitación • 70 
r.pm. a 37°C durante 7 diaa en 

cond~ aeróbicas 

+ 
l a¡ resiembra en 250 mi de medio 
de Fri. modltlcado en agltacl6n a 

70 r.pm. a 370C durante 7 dlae en 
cond~ a.óbIcaa 

• ~. n!SIembnl en 1000 mi de medio 
de Frtis modlfkado en agltad6n a 

70 r.pm. a 37°C dw'antle 7 cIfaa en 
condic'--~ 

• 1n6cu1o de 10 mi de cultivo de N. 
~en 11 mm-ClOII 
50 mi medio de F ..... modificado e 

IncubacI6n. 370C en agltacl6n a 70 
r.p.m. 

.L 
ObtencIón por triplicado de 

mu.tr. de Mlbrenaclante de cada 
dla de Incubec:lón por centrIfupci6n 

a 16,000 x g durante 10 minuto. 

• Almacenamiento en c:ongeIadón 
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I 1 1 1 1 
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F"lgura 2. ProcedImientD utilizado para la obtIend6n de bIomaA de N. ~ a paItIr de la cepa 194 
A TCC (referencia) 

21 



5.1.3 Cultivo e identificación de N. hyopneumoniae 

El cultivo de M. hyopneumoniae se realizó sembrando al microorganismo en medio de Friis 

sólido incubándose a 37° e durante 7 días en una atmósfera de e02 al 5%. Se realizó 

una selección de las colonias sospechosas. Se realizaron 2 pases en medio sólido para 

lograr su purificación y posteriormente se efectuaron las pruebas bioquímicas 

correspondientes para establecer su identificación. La cepa 194 de M. hyopneumoniae fue 

cultivada en 10 mI. de medio de Friis modificado e incubada durante 4 días a 37 ° e en 

agitación y condiciones aeróbicas. Posterionnente se resembraron 10 mi de cultivo en 250 

mI. de medio de Friis modificado manteniendo las condiciones de tiempo, temperatura, 

agitación y aerobiosis. Después se realizó una segunda resiembra en 1000 mI. del medio 

mencionado anteriormente e incubándose por agitación a 3¡O e, 70 r.p.m. Durante 4 días, 

sin cambio en las condiciones de crecimiento en aerobiosis. Para la obtención de biomasa 

las bacterias fueron cosechadas por centrifugación a 16,000 x g y se inocularon 10 mi de 

pastilla bacteriana en 250 mi de medio de Friis incubándose a 37° e en agitadón durante 

4 días en aerobiosis. Después se tomó una alícuota para determinar la concentración de 

proteína por el método de Bradford. Posteriormente para lograr el cultivos final se 

resembraron 10 mi de medio inoculado con M. hyopneumoniae en 11 matraces 

conteniendo 50 mi de medio de Friis modificado incubando a 37° e en aerobiosis y 
agitación. Se colectaron muestras del sobrenadante de cada día realizando una 

centrifugación a 16,000 x 9 durante 10 minutos y se almacenándolos en viales estériles a 

-20 ° C. 

5.1.4 Pruebas Bioquímicas en la caracterización de micoplasmas. 

5.1.4.1 Prueba de dependencia de esteroles. 

La prueba de dependencia de esteroles es un criterio que nos sirvió para detenninar a la 

familia que pertenecen los microorganismos, es decir si es dependiente de estero les 

pertenecerá a la familia Mycoplasmataceae y si no depende será Acholeplasmataceae. 

Para la realización de esta prueba se requirieron discos de papel filtro impregnados con . 

. 025 mi de una solución de digitonina al 1.5%, permitiendo su secado durante un día a 

37° e y almacenándolos en refrigeración a 4° C. Posterionnente este se colocó sobre los 

cultivos de 7 días en medio sólido los cuales fueron sembrados con micoplasmas 
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sospechosos. La formación de un halo alrededor del disco sin crecimiento indicó la 

presencia de estero les en la membrana celular, interpretado como zona de inhibición 

característico para especies de Micoplasma. La falta de halo de inhibición nos indica la 

ausencia de esteroles en la membrana característico de especies de Acholeplasma (Friis, 

1975) 

5.1.4.2 Prueba de fermentación de los carbohidratos. 

La prueba de fermentación de los carbohidratos nos fue útil para determinar la capaCidad 

de degradar un determinado carbohidrato en un medio de cultivo líqUido. Los 

carbohidratos analizados a través de la prueba de fermentación fueron: glucosa, fructosa, 

manosa, inositol y dulcitol. La concentración de los carbohidratos fue al 50% adicionando 

1 mi de la solución a 70 mi de caldo PPLO, el cual contenía 10 mi de suero equino 

inactivado, extracto de levadura al 25% y 0.5 mi de rojo de fenol al 1%. Se inocularon 10 

mi de cultivo de M. hyopneumoniae y se incubaron 37° e durante 5-7 días. Un cambio del 

medio a un color amarillo debido a la acidificación del medio nos indicó una reacción 

positiva (6oughtDn y Th:lms, 1976). 

5.1.4.3 Prueba de reducción del t:etrazolio. 

Esta prueba nos ayudó a determinar si el micoplasma es fermentativo o no, por la 

capacidad de reducir el colorante tetrazolio (cloruro de 2,3,5- trifeniltetrazolio). Se realizó 

incubación a 37°C durante 5-7 días. La interpretación a dicha prueba fue la siguiente: Si 

existía formación de una mancha rosada en el agar que contiene tetrazolio a una 

concentración de 0.03%, sería positiva, si no había cambio de color sería negativa (BoughtDn y 

Th:lms, 1976) 

5.1.4A Prueba de hidrólisis de la arginina. 

Esta prueba nos ayudÓ a medir la capacidad de descarboxilar el aminoácido L-arginina. 

Los micoplasmas aislados se sembraron en el medio conteniendo 5 mi de L -arginina HCI al 

10% el cual contiene 70 mi de caldo PPLO, extracto de levadura al 25% y 20 mi de suero 

equino inactivado. Se incubaron a 37° e por 5-7 días. Una reacción color púrpura debido 

a la alcalinización de medio se daba como positiva (Boughton y Th:lms, 1976). 
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5.1.4.5 Prueba de hidrólisis de la urea. 

Esta prueba nos sirvió para detectar la capacidad de desdoblar a la urea en amoniaco. 10 

mi de cultivo se incubó a 37° e durante 5-7 días en medio líquido con 1 g de urea y 

diluido en extracto de levadura, una reacción positiva nos daría una coloración púrpura 

debido a la alcalinización del medio (Boughtoo y lhoms, 1976). 

5.1.4.6 Prueba de producción de peróxido de hidrógeno. 

Esta prueba nos ayudó a determinar si este agente era capaz de producir peróxido de 

hidrógeno in vitro en medios de cultivo sólido a 37° e durante 5-7 días. En la prueba se 

utilizaron eritrocitos tipo O de humano y la presencia de la producción del peróxido se 

detectó por medio del daño qu~ les causa. Los glóbulos rojos se mezclaron con azul de 

metileno. Una reacción positiva se manifestó cuando los eritrocitos que rodeaban a las 

colonias de micoplasmas se tiñeron de color azul (Roborts y Pijoan, 1977). 

5.1.4.7 Pruebas serológicas en la identificación de los micoplasmas. 

Se desarrollaron una serie de pruebas serológicas con la finalidad de confirmar la especie 

de micoplasma con la que se estaba trabajando. las pruebas realizadas fueron la prueba 

de inhibición metabólica y la prueba de inhibición de crecimiento. las dos primeras son 

muy similares ya que son pruebas de neutralización, la cuales se llevaron a cabo por 

medio de un antisuero homólogo, que ejerce una actividad inhibitoria. la diferenda básica 

es que la prueba de inhibición metabólica se realizó en medio líquidO y la prueba de 

inhibición de crecimiento se realizó en un medio sólido. (Boughton y lhoms, 1976; Opó¡!n, 1987). 

5.1.5 ElecbofOresis de las fracciones en geles de poIlacrilamida con Dodecil­

Sulfato De Sodio (SOS) 

Para la preparación del gel de poliacrilamida al 7.5% y 12% con SDS y del gel 

concentrador al 5% según laemmli (1970)/ así como de los reguladores de corrimiento y 

de la muestra con 2-mercaptoetanol. Ver Apéldice # 2 

5.1.5.1 Preparación de los geles 

La mezcla se vertío rápidamente a la cámara de electrofóresis Modelo No. SE 250 Hoefer 

Scientific Instruments®, se colocó 1 mi de isopropanol sobre la superficie, cuando la 

gelificación se lleva a cabo se observa una interfase muy definida entre el isopropanol y el 
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gel, entonces se enjuaga y se escurre. Posteriormente se puso la mezcla para el gel 

concentrador adicionado con cuidado y rapidez, luego se colocó el peine, el cual se retiró 

cuando el gel se había polimerizado, quedando de esta forma los pozos bien definidos. 

5.1.5.2 Preparación y corrimiento de muestras. 

• Se colocó el volumen suficiente la muestra que contiene un mínimo de 

20 ~g de proteína en tubos Eppendorff bien etiquetados. 

• Se agregó el mismo volumen de solución digestora, se mezcló y se colocó en baño 

maría durante 3 minutos. 

• Se realiza una precorrida de 30 minutos a 25 mAmp. 

• Posteriormente con la ayuda de una jeringa Hamilton o con puntas multiflex de 

20~ (Sorenson), se colocó la mitad del volumen preparado de cada muestra en los 

carriles del gel de concentración. 

• Junto con las muestras problemas, se colocó en un carril, una muestra de 

proteínas de pesos moleculares conocidos (SDS Molecular Weight Markers (MW­

SD5-200), Anhidrasa carbónica de 29 Kd; Ovoalbúmina de 45 Kd; Albúmina 

Bovina de 66 Kd; B-Galactosidasa de 116 Kd Y Miosina de 205 Kd.), con el fin de 

tomarlas como referencia. 

• Se corrió en una fuente de poder Mod. PS250/25 Amp Hoefer Scientific 

Instruments®. 

• El corrimiento se realizó durante 30 a 45 minutos a 25 mAmp, hasta el momento 

en que el colorante que sirva de referencia llegue al final del gel de separación. 

5.1.5.3 TInción de geles de poliacrilamida-Dodecilsulfato de Sodio Page con 

Azul de Comassle R-2S0. Ver Apéndice # 3 

llnclón De Geles. 

Se colocó el gel en un recipiente con la solución teñidora durante 2-3 horas, con agitación 

lenta, a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se sacó el gel con cuidado y se 
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coloca en la solución desteñidora 1 durante 2 horas. Posteriormente se transfirió a la 

solución desteñidora II hasta que las bandas se observan. 

5.1.5.4 Tinclón De Geles Con Nitrato De Plata (Hltchcod< Y 1IroWn, 11183; TMI Y F ..... 1082). 

1. Después de la electroforesis, se retiró el gel de poliacrilamida y se dejÓ fijando toda la 

noche con 200 mi por gel (isipropanol 24%/Ac. Acético 7%). 

2. Después de 24 hrs. de fijadón se realizó la oxidación con (150 mI. de agua desionizada 

+ Ac. peryódico 1.05 g + 10 mi Et-OH 40% + Ac. acético 7% + 4ml de isopropanol a 

25% v/v), durante 5 minutos con agitación lenta. 

3. Se lavó 8 veces con agua desionizada (cada vez con 200 mi durante media hora cada 

una). 

4. Se tiñó con (28 mi de NaOH 0.1 N + 0.9 de agua desionizada + 2.1 de NH40H al 70% 

en solución fría). + 5 mi gota a gota de AgNÜ] al 20%. + 115 mi de H20 desionizada 

fría. Se mantiene 10 minutos a temperatura ambiente con agitación vigorosa. 

5. Se lavó 4 veces con agua desionlzada por 10 minutos cada vez. 

6. Se reveló de 10 a 20 minutos con 250 mi de revelador, preparado con 50 mg de Ac. 

cítrico más 0.5 mi de formaldehído y se afora a un litro. 

7. Posteriormente se observaron las bandas, se detiene la reacción durante 1 h sin 

agitación con la solución (200 mi de agua desionizada + 10 mi de ac. acético 7% v/v). 

8. Se lavó con 200 mi de agua desionizada. 

9. Conservar correctamente el gel en refrigeración. 

10. Se medió el Rf (Movilidad relativa), para correladonar los pesos moleculares, en base 

a la Ecuación de Regresión, que se obtuvo de los resultados. 
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5.1.5.5 Ecuación de la Movilidad Relativa 

Movilidad = 
relativa 

Distancia de la migración X Tamafto del gel antes de secar 

de cada protefna. 

Tamafto del gel después X Distancia de migración del 

de secarlo frente del colorante 

5.1.6 Purificación de proteínas 

El proceso de purificación se inició con una primera cromatografía de exclusión molecular 

en DEAE Sepharosa. Para ello se inyectaron 5ml. de sobrenadante de medio de cultivo en 

una columna de SO x 2.5 cm (Sigma) como fase estacionaria. La fase móvil fue un tampón 

Tris-Hel loomM, pH 7.0 impulsada por una bomba peristáltica con un caudal de 30 - 40 

ml/h, recogiéndose fracciones cada 6 minutos. Se determinó en que pico (absorbancia 

280 nm) estaban presentes las principales proteínas sintetizadas como consecuencia del 

crecimiento de M. hyopneumoniae en la cinética de 11 días. Tras seleccionar las 

fracciones del pico correspondiente se realizó una segunda cromatografía de intercambio 

iónico inyectando todo el volumen de las fracciones seleccionadas en una columna 25 x 

1.5 cm (Sigma) Sephacryl HR-300. Como fase móvil se utilizó tampón Tris-HCI, pH 7.8, 

empleando un caudal de 40 ml/h y recogiendo las fracciones cada S minutos. La elución 

de las proteínas se efectuó en gradiente operando a diferentes concentraciones del 

tampón: 300, 325, 500 mM. Se comprobó la pureza de las proteínas separadas con la 

realización de un corrimiento electroforético. 

Finalmente se liofilizaron 50 mi de cada muestra para su posterior uso. 
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FASE II 

5.2 Obtención de sueros positivos a M. hyopneumoniae 

5.2.1 Obtención de sueros de granja de animales vacunados 

Se obtuvieron 27 sueros positivos a M. hyopneumoniae que fueron donados amablemente 

por el Q.B.A. Abraham Massa de Laboratorio de Patología Animal de la S.A.R.H. en la 

Piedad, Michoacán, México. Estos sueros fueron evaluados previamente contra M. 

hyopneumoniae usando un kit comercial europeo (DAKOR
) 

5.2.2 Obtención de sueros de animales infectados experimentalmente con la 

cepa 194 de M. hyopneumoniae 

Para la obtención de sueros experimentales se realizó la inoculación de M. hyopneumoniae 

siguiendo el procedimiento mostrado en el Figura 2. 
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FIGURA 3. DISEÑO EXPERIMENTAL PARA LA OBTENCIÓN DE SUEROS POSITIVOS 

PRODUCCION DE BIOMASA DE M. hyopttellmott;¡u 
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5.2.2.1 Selección de cerdos libres de enfennedades respiratorias. 

Se emplearon cerdos entre 4 y 6 semanas de edad de una granja ubicada en el Municipio 

de Zumpango, Estado de México, los cuales provenían de hembras de más de tres partos 

y/o de 2 años de edad. Los cerdos fueron negativos serológicamente a Mycop/asma 

hyopneumoniae, Actinobadl/us p/europneumoniae y Pasteurel/a multocida. 

Uno de estos cerdos se empleó para la obtención de pulmones negativos y suero para la 

elaboración del medio de Friis para la producción de biomasa de Mycoplasma 

hyopneumoniae. 

De esta granja se solicitaron 21 cerdos de 4 semanas de edad. Tres para la primera etapa 

de producción de homogeneizado y diesiocho para el desarrollo del trabajo final. 

5.2.2.2 Producción de M. hyopneumoniae in vivo y homogenizado pulmonar 

El procedimiento de infección experimental consistió en inocular un lechón con una 

suspensión de 10 mi de M. hyopneumoniae cepa 194 ATCC, con un título de 10 4 UCC/ mI. 

(Unidades Cambiantes de Color / mi) por vía endotraqueal con una sonda naSOfaríngea, 

para lo cual el cerdo fue previamente sedado con azoperona a razón de 2 mgjkg de peso 

por vía intramuscular y anestesiado con clorhidrato de metomidato a razón de 1.5 mgjkg 

de peso por vía intravenosa. Posteriormente el lechón se sacrificó cuando se presentaron 

signos clínicos de neumonía, en el día 20. Se obtuvieron asépticamenté los pulmones, se 

tomaron muestras para la prueba de inmunofluorescencia, las cuales fueron embebidas 

en el crioprotector TIssue Tek y congeladas a -20 oc. A partir del suero se realizó la 

prueba de EUSA Tween 20. De las áreas neumónicas se preparó un homogeneizado 

pulmonar al 20 % (pjv) en medio de Friis . De este primer pase en cerdo se obtuvo el 1 % 

de lesión pulmonar ' y una reacción poSitiva a la prueba de inmunofluorescencia, 

inmunoperoxidasa y reaislamiento al día 20 post inoculación. A partir de esta lesión 

neumónica se preparó homogeneizado para efectuar un segundo pase inoculando a dos 

cerdos de la misma manera antes descrita y sacrificándolos a los 20 días. 

En el segundo pase los dos cerdos resultaron positivos en la prueba de 

inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa, reaislamiento y EUSA, uno de ellos presentó un 

4 % de lesión pulmonar y el otro aproximadamente 5 % a los 20 días. Con el 
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homogeneizado producido de este segundo pase se inocularon los 12 animales la etapa 

final. 

5.2.2.3 Grupos experimentales y diseño experimental. 

Se formaron seis grupos experimentales de tres cerdos, de 4 semanas de edad, dos de los 

cuales fueron inoculados y uno permaneció como testigo. Estos procedían de la granja 

libre de enfermedades respiratorias, en donde se reportó que no se realiza vacunación en 

contra de M. hyopneumoniae. La explotación está ubicada en el municipio de Zumpango, 

Estado de México. Los cerdos se mantuvieron en adaptación y observación durante una 

semana antes de iniciar el experimento. Los cerdos inoculados permanecieron aislados de 

los animales control, en el bioterio de la Unidad de Posgrado de la FES Cuautitlán 

(U.N.A.M.). Los grupos formados fueron sacrificados cada 4 días, del día O hasta el día 20 

postinfección, siendo este el periodo aproximado de desarrollo de la enfermedad con el fin 

de determinar lesiones microscópicas, detección del micoplasma por inmunofluorescencia 

y cultivo, títulos de anticuerpo por la Prueba de EUSA Tween 20. Los grupos quedaron 

constituidos de la siguiente forma. cada grupo estuvo integrado por 2 animales infectados 

y un control. El programa de sacrifICio se realizó de la siguiente forma: 

Grupo I, sacrificado el día O, el Grupo lI, el día 4, el Grupo III, el día 8, el Grupo IV, el 

día 12, el Grupo V, el día 16 y el Grupo VI, el día 20. 

5.2.2.4 Inoculación de M. hyopneumoniae 

A cada lechón del grupo inoculado se le administró una suspensión de 10 mI. de M. 

hyopneumoniae cepa 194, con un título de 10 4 UCC/ml por vía endotraqueal con una 

sonda nasofaríngea, para lo cual el cerdo fue previamente sedado con azaperona (2 

rng/kg peso, vía intramuscular) y anestesiado con clorhidrato de metomidato (1.5 rng/kg 

de peso, vía intravenosa). A los cerdos control solo se les inoculó con 10 mI. de medio de 

Friis. El día de la inoculación se designó como el día O . Estos lechones fueron observados 

diariamente y se les tomó la temperatura por vía rectal en la mañana y se observaron los 

signos respiratorios de tos y de disnea en agitación. (Ruiz, Alvaro 2002) 

Se sacrificaron dos cerdos al azar cada cuatro días ( día 0,4,8,12,16 y 20), mediante el 

uso de los mismos anestésicos antes mencionados y realizando el sangrado para 
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obtención de sueros. Los pulmones se obtuvieron aséptica mente, tomándose muestras 

para la prueba de inmunofluorescencia, las cuales fueron embebidas en Tissue Tek. A 

partir del suero se realizó la prueba de EUSA Tween 20. 

5.2.2.5 Evaluación de las lesiones macroscópicas. 

Se midió la extensión de las lesiones mediante la técnica de planimetría, en donde se 

comparan con diagramas pulmonares normales, tanto de vista dorsal como ventral. Para 

ello se observó el pulmón de cada cerdo por sus dos vistas y se dibujaron en los 

diagramas las áreas afectadas, señalando la presencia de adherencias y aspecto de las 

lesiones. Posteriormente se sobrepuso el diagrama realizado a un pulmón cuadriculado en 

acetato y se contó el número de espacios del cuadriculado que representó cada lesión. Se 

calculó el promediO del área ocupada por las lesiones neumónicas tomando como base el 

porcentaje del área total del pulmón (Oprm, 1988). 

5.2.2.6 Evaluación de lesiones microscópicas 

Para la detección de lesiones microscópicas se fijÓ con formalina al 10% tejido pulmonar 

representativo de las zonas de lesión y se induyeron en parafina para la realización 

posterior de cortes de 611 de espesor. Los cortes se tiñeron con hematoxilina-eosina para 

determinar el tipo de lesión. 

5.2.2.7 Aislamiento de N. hyopneumoniae 

Se tomó el pulmón de un cerdo con lesiones neumónicas y se esterilizó la parte afectada 

empleando una espátula calentada hasta llegar al rojo vivo, se cortó y retiró la parte 

esterilizada con pinzas y tijeras previamente esterilizadas por flama. Se cortó un trozo de 

pulmón de aproximadamente 1 g de peso y se colocó en un homogeneizador de tejidos 

Ten Broeck previamente esterilizado conteniendo 3 mi de medio de cultivo líquido de Friis 

estéril, y se homogeneizó hasta formar una suspensión. La suspensión se decantó en un 

tubo estéril de centrífuga y se centrifugó a 2000 r.p.m. durante 10 minutos .. Se tomaron 

0.3 mi del sobrenadante y se efectuaron diluciones logarítmicas hasta 10-5 en el medio de 

cultivo líquido. Los tubos conteniendo 2.7 mi se incubaron a 37 e durante una semana y 
se revisaron diariamente para observar un cambio de coloradón a amarillo. Los tubos 

contaminados se desecharon. De los tubos inoculados no contaminados se tomó un 
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inóculo con el asa de platino y se sembró en medio sólido, estos subcultivos de muestras 

se realizó cada 5 días. Los medios sólidos inoculados se incubaron a 37 oC en una 

atmósfera de CO2 al 5% durante una semana, usando el método de velobiosis. Los medios 

sólidos se revisaron diariamente y las muestras contaminadas se desecharon. De las 

muestras en que se observó que había crecimiento de mico plasmas fueron separadas 

para efectuar una serie de subcultivos con la finalidad de mantener viables las cepas 

aisladas. Las muestras de medio líquido con crecimiento fueron congeladas a -70 C 

empleando un crioprotector. La metodología es la siguiente: Se toma 1 mi de cultivo de 

M. hyopneumoniae de 48 a 72 de incubación (fase logarítmica) y se adiciona dimetil 

sulfóxido (DMSO) al medio hasta alcanzar una concentración final de 1.5 M. Esto reduce la 

muerte celular durante el congelamiento a un grado mínimo . Para la identificación 

serológica se requirió de cultivos de mico plasmas puros, para ello se hicieron una serie de 

pases. Estos pases se realizaron tomando una colonia del medio sólido con una espátula u 

hoja de bisturí fina pasándola a medio líquido de Friis. Este proceso se repitió tantas 

veces como fue necesario para obtener las colonias puras. 

5.2.2.7.1 Identificación inmunológica de M. hyopneumoniae 

Prueba de inhibición de crecimiento (Growth- Inhibition Test GIT). Discos de papel 

de filtro de 5 mm de diámetro fueron esterilizados en autoclave. cada disco fue 

impregnado con una gota del antisuero específico de Mycoplasma hyopneumoniae 

elaborado en cerdo, se colocaron los discos en una caja de Petri estéril y se dejaron secar 

a 37 oC toda la noche. Después fueron almacenados en un frasco estéril y congelados a -

70 oC hasta el momento de su uso. 

cajas conteniendo medio sólido de Frils fueron inoculadas con los cultivos de mico plasmas 

obtenidos del aislamiento de pulmón, empleando para ello hisopos y sembrando sobre la 

placa en tres direcciones tratando de obtener un crecimiento uniforme. Después el inóculo 

se dejÓ secar junto al mechero o incubando la caja a 370 C durante aproximadamente en 

aerobiosis 15 minutos. Al secarse la caja se colocaron los discos sobre la superficie del 

agar y la caja fue incubada por 7 días a 370 C en aerobiosis. Una zona de inhibición de 

crecimiento de 3 a 5 mm. de diámetro alrededor del disco se consideró una reacción 

positiva por efecto inmune (FI1ls and.Jenssen, 1984, Janson 1974, Kobish, 1982 J. 
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5.2.2.8 Detenninación del titulo de anticuerpos por la prueba de ELISA Tween 

20 

La prueba se desarrollo utilizando el kit comercial Microwell ELISAmate for Preoxidase 

Conjugate. Se usó el antígeno de M. hyopneumoniae Tween 20 

5.2.2.8.1 Aplicación del antígeno Tween 20 

1. Se sensibilizaron las placas con 100 ~I de antígeno de M. hyopneumoniae Tween 

20 usando una dilución de 1:30000 (20 ng/ml) durante una noche a 40 C en 

solución sensibilizadora. 

2. Se retiró el antígeno excedente y se lavó. 

3. Se bloqueó la placa con solución de albúmina sérica bovina a 1%, aplicando 300 ~I 

a cada pozo y se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente. 

4. Se retiró la solución bloqueadora.y se lavó. 

Aplicación del suero. 

Las muestras fueron diluídas previamente 1:1000 con PBS y adicionadas a las placas. 

1. Después de 1 hr. de incubación a temperatura ambiente se lavaron. 

Aplicación del anticuerpo secundario. 

1. Se adicionaron 100 ~I de un conjugado anti-IgG porcino de conejo marcado con 

peroxidasa (Sigma Immunochemicals) en dilución 1:2000 

2. Después de 1 hr. De incubación se lavó la placa. 

3. Se adicionaron 300 ~I de una solución de sustrato conteniendo ABTS (2,2 azino­

diethalbenzothiazolin sulfona-6)-3), sal de amonio y peróxido de hidrógeno. 

4. Después de 15 minutos la reacción se detuvo con ácido sulfúrico 3N 

5. Las placas se leyeron a 405 nm de absorbancia. 
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FASE III 

5.3 Inmunotransferencia con las proteínas secretadas y sueros positivos 

5.3.1 Técnica de Electrotransferencia (TowbIn, H. EtAl,. 11179; WIIIIVOCIrt, lO. 1_). 

1. Posterior a la realización de la PAGE (Electroforesis en geles de poliacrilamida), se 

cortaron pedazos de papel de nitrocelulosa (Inmobilon-P Millipore Corporation, Bedford, 

MA.), de poro de 0.45 ~m del tamaño del gel. Se debió usar guantes para evitar dejar 

huellas. Antes de usarse se sumergieron algunos segundos en metanol para activarlos. 

3. También se cortaron 4 pedazos de igual tamaño de papel filtro por cada tira de 

Inmunobilon-P. 

4. En un recipiente se pusieron a humedecer con el amortiguador de transferencia {Tris 25 

mM (pH 8.3), Glicina 0.192 M SOS 0.1%, Metanol20%, SIGMA), las fibras (Scotch Brite). 

5. Se tomó un "cassett" del aparato de electrotransferencia (TE 22 Mighty Small 

Transphor. Hoefer Scientific Instruments, san Francisco, CA). 

6. El sistema se colocó de acuerdo al diagrama siguiente y posteriormente todo se cubrió 

con el amortiguador de transferencia (sistema:metanol-tris-glicina). 
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Figura 4. Colocación del Sistema de Electrotransferencia 

Nota: Se tuvo cuidado de no formar burbujas entre el papel filtro y gel. Se puso una 

marca con lápiz en la orilla del papel filtro. Se cerró, quedando todo firmemente 

aprisionado. 

7. Se colocó el "cassette" en la cámara de transferencia y se conectó a los electrodos de 

tal manera que el cátodo este del lado del gel. 
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8. Se conectó al sistema de la fuente de poder EC-135 E-C Apparatus Corporation. Sto 

Petesburg, Florida®. La transferencia se realizó a 30 V, voltaje donstante durante 1.6 

horas con agitación constante (PCM-Agitador magnético) y reflujo de agua fria. 

9. Al término de la transferencia se procesó para detectar las proteínas transferidas. Se 

cortó el pedazo donde se corrieron los marcadores para garantizar la electrotransferencia 

tiñendo con negro amido. Ver Apéndice # 4 

10. Se sumergió el pedazo del papel de nitrocelulosa en esta solución, durante 5 minutos; 

posteriormente se lavó con agua destilada durante 1 minutos y se lavaron con las dos 

soluciones desteñidoras Que se utilizan en el proceso de PAGE, finalmente se observaron 

las bandas presentes. 

11. Cuando no fue poSible realizar inmediatamente la inmunotransferencia, las 

membranas de nitrocelulosa se guardaban en PBS a 4 o C, o se enjuagaban con agua 

desionizada y se almacenaban ya secas a -20 oc. 

5.3.2 Técnica de Inmunotransferencia (Westem bIot) (TowIIIn, H. n 4 11"; Wenvoort, G. 

lta1). Ver Apéndice # 5 

Procedimiento 

1. Aplicación Antígeno 

a) Se adidonaron 400 ¡JI de solución "coating" a cada carril. 

b) Se incubaron durante 1 hr. a temperatura ambiente, con agitación suave. 

c) Posteríormente se vaciaron las placas y se sacudieron sobre una toalla, tratando de 

Que quedaran lo más seco posible. 

d) Se adicionaron 400 ¡JI de solución bloqueadora/BSA (preparada en el momento). 

e) Se esperó la reacción durante 5 minutos, se vació la solución y sacudió sobre una 

toalla. 

2. Tablero de ajedrez 

El suero problema y anti-anticuerpo IgG peroxidado tuvieron Que ser probados y 

estandarízados para localizar su concentración óptima para trabajar la técnica de 

inmunotransferencia. 
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3. Reacción del Primer Anticuerpo 

a) Se le adicionaron 400 \JI del suero problema (Título 1:25) detectando por medio del 

tablero de ajedrez. 

b) Se permitió la reacción durante una hora, a temperatura ambiente con agitación 

suave. 

e) Posteriormente se vaciaron las placas y se sacudieron sobre una toalla, tratando 

que quedaran lo más secas posible. 

d) Se llevó a cabo el proceso de lavado. 

d.1. Se llenaron los carriles o tubos con 400 \JI de la solución para el lavado. 

d.2. Se vaciaron y se sacudieron. 

d.3. Se repitió esta operación 5 veces. 

d.4. Se volvió a sacudir sobre una toalla. 

4. Solución de anticuerpo secundario, marcado. 

a) Se adicionaron 400 \JI de la solución preparada del anticuerpo secundario marcado 

(anti-IgG*-SIGMA-Chemical), a una diludón 1:200 con solución de Skim Milk al 1%. 

b) Se dejaron reaccionar durante una hora a temperatura ambiente en agitación suave. 

c) Posteriormente se vaciaron las placas y se sacudieron sobre una toalla tratando que 

quedaran lo más secas posible. 

d) Se Uevó a cabo el proceso de lavado, mencionado anteriormente. 

e) El último lavado se dejÓ durante 5 minutos y posteriormente se desechó el líquido y 

se secaron las placas. 

4. Reacción del Substrato. 

a) Se depositaron 400 ¡.JI de la solución de substrato en cada carril o tubo. 

b) Se permitió la reacción durante 20 minutos a 1 hora, hasta que se observó el 

desarrollo del color. 

e) "Opcional": Si se deseaba parar la reacción se debía usar 100 ¡.JI de la solución 

"STOP" en cada carril o tubo. 

d) Lectura de las bandas que se observaron. 
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Figura 5. Tétnica de electrotransferencia e inmunotransferencia de proteínas 

FASE IV 

5.4 Detenninación de la actividad hemolítica de las proteínas purificadas 

5A.l Prueba de Hemólisls 

Se han reportado algunos factores de virulencia de M. hyopneumoniae que funcionan 

como inductores de citopatogenicidad sobre las células epiteliales. Entre ellos se han 

mencionado fosfolipasas, proteínas de membrana, ATPasas y sistemas de peróxidos y 

superoóxido. Conociendo que existe la presencia de estos factores en la estructura 

bacteriana, se decidió evaluar la capacidad de las proteínas excretadas por M. 

hyopneumoniae en la cinética de credmiento de 11 días y su posible participación en el 
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daño celular causado a nivel pulmonar, buscando la presencia de factores de virulencia no 

considerados hasta ahora. Para ello se probaron todas las proteínas obtenidas en 

presencia de glóbulos rojos de camero, usando la concentración estandarizada descrita a 

continuación en la metodología. 

Se realizó la colección de sangre de camero a partir de la vena yugular. La sangre extraída 

se colecto en un matraz que contenía citrato como anticoagulante en una relación 1:10. 

Se procedió a la separación del plasma mediante centrifugación, eliminándose el 

sobrenadante con una pipeta Pasteur. Los eritrocitos fueron lavados cuatro veces en 

solución tamponada de fosfato (PBS) a pH 7. Posteriormente los glóbulos rojos se 

resuspendieron en PBS a razón de 8 x 109 glóbulos/mI. 

Mientras tanto las proteínas liofilizadas fueron rehidratas en una solución de PBS a un pH 

de 7 para obtener el rango de concentración 3 ¡.tg/ml, manteniendo las constantes de 

osmolaridad y garantizar una relación dosis-respuesta de hemólisis. 

Se agregaron 25 111 de la suspensión de glóbulos rojos hasta completar 100 ¡.tI. en 

proporción 1:40 (v/v) en placas de 96 pozos y se incubaron durante 10 minutos en 

agitación constante a temperatura ambiente. 

Finalizada la incubadón, se centrifugaron las muestras a 2,000 x 9 durante 10 minutos. Se 

midió la absorbancia a 280 nm contra una solución blanco, la cual contenía solamente las 

proteínas diluidas en PBS. 

La hemólisis espontánea fue determinada añadiendo la suspensión de glóbulos rojos a 

PBS, mientras que se añadió agua destilada para producir hemólisis osmótica de todos los 

glóbulos rojos, en ambos casos la proporción fue de 1:40. Todas las soluciones se 

trabajaron a un pH de 7.4, manteniéndose como constante durante toda la prueba. 

Se evaluó el efecto de los 17 antígenos purificados obtenidos de la elución sobre los 

glóbulos rojos de camero. Las fracdones evaluadas fueron las proteínas de peso molecular 

166, 127, 111, 102, 79, 78, 69, 63, 62, 57, 52, 50, 38, 27, 23, 22 Y 19 Kd. 
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6. RESULTADOS 

FASE l. DETERMINACIÓN DE LAS PROTEÍNAS SECRETADAS AL MEDIO DE 

CUL nvo POR N. hyopneumonlae 

6.1 Detenninación de proteínas de secreción por electrofóresis 

El resultado del crecimiento de M. hyopneumoníae en una cinética de 11 diás mostró que 

una gran cantidad de proteínas son vertidas al medio de cultivo como resultado del 

metabolismo del microorganismo. Como es posible observar en la Tabla 1, existe la 

presencia de proteínas contenidas en el medio de cultivo y que fueron determinadas con 

la finalidad de evitar confusiones durante la detecdón de proteínas que serían vertidas al 

medio de cultivo como parte del metabolismo de M. hyopneumoníae. Estas proteínas del 

medio de cultivo fungen como nutrientes durante el desarrollo de M, hyopneumoníae 

durante su crecimiento en la dnética de 11 días. Dichas proteínas fueron determinadas y 

consideradas a la hora de la evaluación de las proteínas generadas por M hyopneumoníae. 

na,aso w,aeo 
2U,14Z --- N.U, 
-'918 90,.308 

204,t:t7 lO'" 
201,_ ....,.7 
1~14 17,"7 

1to,N3 85, .... 

_,7n "'711 

U4,U3 -171.271 82,347 

171"" '1,-
1.6:r,44Z 

IO_ 
ta.- -143,021 n,753 

14l,318 "'130 
135,OM ..,.. 
l34,8M -...n 
~2 ...-
130,.02 .,-
l2I,- -l25,&J4 42,"1 

124,018 _,736 
123,212 -.-
122,_ -120,01. :1>,-

117,121 ... .s11 
u ..... "'1» 1_ 

16,134 

107,754 l2,OH 

1_ ....-
1_ 

Tabla 1. Presencia de proteínas del medio de cultivo sin inóculo de N, hyopneumoniae, Peso 

molecular mostrado en daltons 
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A través de la técnica de electroforesis SDS-PAGE se logró identificación de las proteínas 

que se generaron in vitro durante la dnética de crecimiento en 11 días y que pudieran ser 

de relevancia durante la patogenia de la enfennedad. 

El metabolismo de M. hyopneumoniae mostró una gran actividad evidenciándose por la 

aparición de proteínas al medio de cultivo. Como se puede observar en la Tabla 2, el 

microorganismo exportó estos productos proteicos desde el primer día de la evaluación. A 

medida Que la prueba se desarrollo, el número de proteínas vertidas al medio se 

incrementó alcanzando su pico máximo a los nueve días. Tras la repetición en tres 

ocasiones de los corrimientos, se determinó que las proteínas que se observaban con 

regularidad, así como su frecuencia se encontraban en el rango de 19 Kd a 166 Kd. 

Ola 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

P.M. 

(Daltona) 

166,000 x 

127,000 x x x x 

111,000 x x x 

102,000 x x x x x x x x x x X 

79,000 x x x 

78,000 x x x 

69,000 x x x x X 

63,000 X 

62,000 x x x X 

57,000 x x 

52,000 x x 

50,000 X 

38,000 x 

27,000 x x x 

23,000 X 

22,000 x x x 
19,000 x x 

Tabla 2. Proteínas de sobrenadante de cultivo de M. hyopneumoniae cepa 194 de referencia. La 

tabla muestra los días de presentación de las proteínas, así como sus pesos moleculares. 
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Algunas proteínas presentaron tiempos de vida muy corta, desapareciendo en el siguiente 

día. Sin embargo, hubo la aparición de proteínas con un tiempo más prolongado de 

permanencia en el medio. Los rangos de proteínas presentadas fluctúan desde los 19 kd Y 

con un máximo de 166 kd. La dinámica de presencia y desaparición de las proteínas se 

muestra en la Figura 6. 
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Figura 6. Presentación de Proteínas por día en la Cinética de Crecimiento de 11 días 

-----~-_.---- -

----

127,000 

1----

102000 102000 102000 102,000 102,000 102,000 102,000 

)( 79,000 -

.69,000 

62 ,000 
57,000 

19,000 

o 2 4 6 

Días 

.166,000 

127,000 

111,000 111 ,000 

102,000 102,000 

Xí9;OOO .78,000 

.69,000 .69,000 
63,000 
62,000 
57,000 

50,000 

27,000 

~m 

8 

-------------~_._-

127,000 127,000 

--------

111,000 

~OOO ~.QillL 

~gg--i78,000 -

.69,000 

62,000 

52,000 

38,000 

27,000 

~~:888 

10 

.69,000 

62,000 

52,000 

I 

I 

27,000 
22 ,000 

12 

44 



En esta secuencia es posible observar la forma en que se generaban proteínas 

diariamente. 

14 ---.-.--.. -.. ---.... --.-------- .. -----------------.---·-···---·-----·----l 

12 ., 
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I 
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"O 6 e 
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2 

o 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Dlas de crecimiento 

Figura 7. Número de proteínas por día observadas por la técnica de electroforesis en la 

cinética de crecimiento durante 11 días con M. hyopneurnoniae. 
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Como se observó en la figura anterior la cinética de crecimiento mostró que el día 9 es el 

día más productivo en relación a la dinámica de generación de proteínas de exportación. 

Las proteínas se observan en la Figura 8. Esto determinó la selección del sobrenadante 

que se utilizó para realizar la inmunotransferencia y su desafío ante los sueros de animales 

inoculados experimentalmente y de animales vacunados. 

1 2 3 4 

102 

78 

62 

38 

22 

Me SNI SN2 PM 

Agura 8. Carril 2 Y 3 Detección de proteínas por eIectroforesis mostrando proteínas 

generadas el día 9 Y 10 respectivamente por M. hyopneumoniae durante la cinética de 11 

días de crecimiento. Se evidenció el mayor número de proteínas exportadas al medio de 

cultivo ocurrió en el día 9. El carril 1 muestra las bandas que evidencian las proteínas 

contenidas en el medio de cultivo antes de la inoculación de M. hyopneumoniae. El carril 4 

muestra el peso molecular standard. 
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Durante los días 9, 10 Y 11 de la cinética de crecimiento se detectó la presencia de una 

proteína de 22 Kd, la cual tuvo una gran significancia cuando se realizó la determinación 

de reactividad con sueros de animales vacunados. Figura 9 

••• p79 

p63 

p52 

p38 -+ 
p27 

p.22 -+ 

1 2 3 PM 

Figura 9. Después de 9 días de crecimiento se hizo evidente la aparición de la proteÚla de 22kD. 

Esta se mantuvo presente hasta el día II de la evaluación. Está proteÚla presentó reactividad 

específica contra sueros de animales vacunados en contra M hyopneumoniae 
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FASE 11. OBTENCIÓN DE SUEROS POsmvos A NEUMONíA ENZ06TICA 

6.2 Evaluación postmortem de los cerdos infectados experimentalmente con M. 
hyopneumoniae y control 

Los 6 cerdos control que fueron inoculados solamente con medio de Friís y sacrificados en 
los días 1-20 resultaron negativos para todas las pruebas. 

En la siguiente tabla se puede observar el resumen las lesiones macroscópicas expresadas 
en porcentaje, lesiones microscópicas indicando infiltración linfocitaria peribronquial, 
aislamiento de M. hyopneumoniae y Prueba de Inmunofluorescencia. 

Días de sacrificio 1 4 8 12 16 20 
Cerdos Inoculados 2 2 2 2 2 2 
Lesiones macroscópicas O 2.4 7.4 8.1 13.3 17.2 
Lesiones microscópicas + + + + + + 
Aislamiento de M. hvopneumonlae - 10-3 10-3 10-3 10'" 10'" 
Inmunof1uorescencia - + + + + + 
Tabla3. Resultados de las lesiones microscoprcas, macroscópicas, aislamiento e 
inmunofluorescencla de los animales infectados experimentalmente. 

6.2.1 Resultados de la prueba de EUSA 

Día # Cerdo Título 
O 1 a. 1:16 

b. 1:16 
4 2 a. 1:128 

b. 1:128 
8 3 a. 1:128 

b. 1:128 
12 4 a. *1:3144 

b. *1:2096 
16 5 8. *1:2096 

b. *1:2096 
20 6 8. *1:2096 

b. *1:4012 

Tabla 4. Resultados de la prueba de EUSA realizada a los cerdos inoculados experimentalmente 
*Para la prueba de inmunotransferencia se usaron los sueros que mostraron mayor título, 
referidos como los sueros de los cerdos a y b del grupo 4, S Y 6 
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FASE 111. INMUNOTRANSFERENCIA CON PROTEINAS SECRETADAS y SUEROS 

PORCINOS 

6.3 Inmunotransferencla 

La inmunotransferencia mostró que seis componentes antigénicos fueron reconocidos por 

los sueros de M. hyopneumoniae provenientes de animales infectados en forma 

experimental. Los pesos moleculares de estos seis antígenos fueron calculados en 102, 79, 

69,63, 57 Y 52 kd Y su reactividad se observa en la FiguralO. 

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 

¡ $' \ .. ,) 
~ .. :0~ ,.,4 

102 .. ..... ,-
79 .. ,. , 

:t~ . ...- .. 
69 "".,_ .. ~ ..... .. .. >. 

~.\-4' 

" t 
63 i() /:~- ... -~'. ... ~ .-

57 ...... ~ J;""" - '-+ i~:~ 52 ~ 

" 
~"t,: 

.!¿,~"'). 

Figura 10. Perfiles de inmunotransferencia de sueros de animales infectados experimentalmente, 

después de la separación de proteínas a través de la eIectroforesis SOS-PAGE. 

Cuando los antígenos de sobrenadante fueron desafiados con los sueros de animales 

vacunados se mostró que estos reaccionaron básicamente con las mismas proteínas que 

los cerdos infectados experimentalmente como se observa en la Figura 11. Sin embargo, 

la proteína 22 kd mostró una notoria reactividad positiva en contra de 20 sueros de los 27 

de animales vacunados probados. Tras la purificación de la proteína en Sephacryl HR- 300 
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(Ver figtrcI 12.), se reaIilD l8l nuevo desafió tjjfizalldo otros 8 sueros de aimales 

vacmados, siendo su reaoción del 100% mmo se denota en la figtrcl13. 

PM 1 1 1 4 5 6 7 8 

182 
19 

n 
19 

Figlr.J 11. ReiJdividad de que la prob!ÍniJ 22 Kd cm las sueros de a*laIes vacunadas se observa 

mmo LO haIiJzgo de inIE!rés. 
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Figuras 12. Elusión de proteínas de sobrenadante del medio de cultivo de M. hyopneumoniae en 

SephacryI HR-300 usando el sobrenadante del día 9. Obtención de las proteínas más 

representativas a partir de los picos más altos de producción mostrados en los gráficos. Después de 

su purificación se utilizaron en la prueba de hemólisis. 
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1 2 3 4 s 6 7 8 

Figura 13. La proteína 22 Kd purificada fue desafiada contra siete sueros de animales vacunados 

para constatar su intensa reactividad. Tirilla 1-7, detección de reactividad positiva. La tirilla 8 

muestra el suero de cerdo número 6 b. infectado experimentalmente presentando una reacción 

negativa. 

FASE IV. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD HEMOÚTICA DE LAS PROTEINAS 

6.4 Prueba de hemólisis 

En los resultados de la prueba de hemólisis evaluando las 17 proteínas purificadas en la 

elución final, solo tres de los antígenos probados mostraron efecto hemolítico, siendo las 

proteínas de 102, 79, 57 Kd. El efecto hemolítico se determinó evaluando la turbidez de la 

suspensión en reladón a los blancos. Sin embargo, fue evidente el efecto que pudo 

observarse a simple vista. 
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7. DISCUSIÓN 

Los mecanismos de patogenicidad de M. hyopneumoniae no han sido determinados en su 

totalidad. Las investigaciones para determinar que elementos están involucrados en el 

proceso infeccioso se han enfocado básicamente sobre las estructuras que conforman la 

membrana celular (WISe, S.K.,1987, Kllnkert, M., 1985) Y la cápsula (TaJlma, M., 1982) 

Se ha realizado una extensa investigación sobre los antígenos que pueden generar una 

respuesta inmunológica por parte del hospedador, mostrando la existencia de antígenos 

de origen proteico, glicolipídico y polisacárido. (Tirón, l992). Sin embargo el mayor énfasis de 

investigación se ha centralizado sobre las proteínas de membrana. 

Han sido investigadas algunas de estas proteínas constitutivas de la membrana que 

mostraron reactividad humoral específica. Se han tenido grandes avances en relación a la 

determinación de proteínas de membrana, encontrando aún antígenos comunes entre 

especies como son las proteínas 110, 64, 50, 41 Y 36 kd observadas en M. 

hyopneumoniae y M. flocculare y M. hyorhinis (Yot.ng v RDss. 1977). También se han logrado 

establecer algunas fracciones proteicas vinculadas a la invasividad de M. hyopneumoniae a 

los cilios bronquiales como la proteína 97 kd. (Yot.ng et al, 1990). Asimismo, se han detectado 

proteínas vinculadas con el daño celular provocado al tejido pulmonar durante la infecdón 

como son las proteínas 33, 47, 53 kd (Strasser el al, 1992) Y 54 kd (Geary v WaIczac,l985). Se han 

logrado establecer proteínas que inmunológicamente hablando ayudarían al desarrollo de 

biológicos para la prevención de la enfermedad, por su gran capacidad antigénica como 

son las lipoproteínas 65, 50 Y 44 kd (Tad<er, 1988) 

La mayoría de los estudios realizados sobre la antigeniddad y patogenia se han 

centralizado sobre los antígenos estructurales de M. hyopneumoniae, olvidando el efecto 

de factores propios del metabolismo como parte del proceso de patogeniddad del 

microorganismo. 

Este trabajo mostró que existen proteínas que son vertidas al medio y que pudieran 

formar parte importante durante el proceso de infección de M. hyopneumoniae. 

Como se observó en la Tabla 1, es posible determinar la producción de proteínas que 

fueron liberadas al medio de cultivo durante el crecimiento de M. hyopneumoniae en una 

cinética de 11 días. Estas proteínas fueron determinadas por medio de la técnica de 

electroforesis y tinción con nitrato de plata. Las proteínas que fueron detectadas durante 
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el desarrollo de este trabajo no han sido reportadas hasta el momento. La forma de 

aparición de las proteínas durante la cinética de crecimiento in vitro hace palpable que el 

microorganismo requiere un tiempo de adaptación antes de iniciar con mayor producción 

de proteínas, extendiéndose hasta el día 9 en donde alcanza su pico máximo. Esta 

determinación abre la posibilidad de un estudio con un enfoque diferente de investigación 

para establecer antígenos que pueden participar directamente durante el establecimiento 

de M. hyopneumoniae, así como en el proceso patológico observado en la Neumonía 

Enzoótica. 

Cuando se analizó la respuesta inmune de los sueros de animales que fueron inoculados 

experimentalmente por vía intramuscular con M. hyopneumoniae, fue poSible observar a 

través de la técnica de inmunotransferencia una reactividad en contra de proteínas de 

membrana tales como 96, 76, 70, 53, 46, 38 kd \f. Mon, 1988) Y 110, 64, 50, 41, 36 kd \f0UlQ 

and Ross, 1987.) 

Sin embargo, la simple aparición de las proteínas no garantiza por si sola la importancia de 

estas en la respuesta inmune. Tras la realización de una inmunotransferencia con 

sobrenadante del día 9 se desafió su reactividad contra de sueros de animales infectados 

experimentalmente, así como animales vacunados. La respuesta que mostraron los sueros 

de animales infectados en forma experimental reaccionaron contra las proteínas 102, 79, 

69, 63, 57 Y 52 kd. Debido a su reactividad manifiesta, estas proteínas se convierten en 

prospectos serios para ser evaluados para su uso como antígenos en el desafío del 

sistema inmune de los cerdos. Dada la respuesta observada, cabe la posibilidad de un 

desafío utilizando los antígenos estructurales de M. hyopneumoniae en adición a estas 

proteínas de secreción buscando ampliar la protección en contra de la enfennedad. 

El hallazgo de antfgenos específiCOS que no presentan reacciones cruzadas con otras 

especies es de suma relevancia, ya que pueden ser utilizados como antígeno específico 

durante el diagnóstico. Antígenos reportados como la proteína de 64 kd de M. 

hyopneumoniae usando la cepa ATCC, es un claro ejemplo de esta especificidad. (Young y 

Ross, 1987). 

En el presente trabajo los perfiles de inmunotransferencia de la respuesta inmune de los 

animales vacunados mostraron una reactividad similar en cuanto a las proteínas 102, 79, 

69, 63, 57 Y 52 kd, con los animales infectados experimental. Sin embargo, se observó 
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una fuerte reacción de los sueros de estos animales vacunados en contra de la proteína 

22kD. El resultado mostró reactividad en 20 de los 27 sueros de animales vacunados. Tras 

su purificación, la proteína 22 kd mostró nuevamente una reactividad marcada en contra 7 

sueros desafiados, dando una reactividad de 100%. Esto sugiere que existe una diferencia 

en la respuesta inmune cuando se trata de animales expuestos al microorganismo a través 

de la inoculación de un biológico comercial y cuando se trata de animales infectados. Esto 

puede definitivamente ayudar en la identificación de anticuerpos provenientes de animales 

vacunados, diferenciando las respuestas inmunes durante el desarrollo de los procesos 

infecciosos, facilitando así la interpretación durante el diagnóstico serológico. 

Existen reportes acerca de procesos bioquímicos de los micoplasmas patógenos que 

generan citotoxicidad y están identificados en forma general como el efecto de las 

proteínas de la membrana plasmática (Geary,)., 1985), fosfOlipasas (Bejar, R. ,1981) Y ATPsas 

(Mlnlno,C. 1993) • El estudio de M. pneumonlae ha permitido determinar otros mecanismos de 

citotoxicidad definidos como hemolisinas no proteicas de bajo peso molecular y sistemas 

peróxido y superóxido (Somerson N. 1.., 1965). 

Durante el presente estudio fue poSible purificar 3 proteínas que mostraron un efecto 

hemolítlco para glóbulos rojos de camero. Esto sugiere que existe una acción directa de 

estas proteínas sobre la estructura celular durante la infección con M. hyopneumoniae. Ya 

que esta característica solo se demostró únicamente en tres del total de las proteínas 

evaluadas y que son las proteínas pl02, p79 Y p57 detectadas durante la cinética de 11 

días de crecimiento. cabe denotar que la proteína 102 kd se detectó desde el primer día 

de cultivo, lo que nos sugiere la posibilidad de su participación durante la adaptaCión del 

microorganismo al nuevo medio ambiente y posiblemente su participación dentro de la 

capacidad patogénica mostrada por M. hyopneumoniae. las proteínas de 57 kd Y 79 kd se 

detectan también en la etapa inicial de crecimiento, desapareciendo en el segundo día y 

apareciendo en el 8°, 10° Y 9° días respectivamente, siendo esta etapa en donde se 

observó la mayor actividad metabólica por parte de M. hyopneumoniae. Existe entonces 

la poSibilidad de una relación directa entre la presencia de estas proteínas de secreción y 

el daño tisular observado en el parénqUima pulmonar, esto de acuerdo con el efecto 

observado sobre los glóbulos rojos de camero durante este desafío. 

Existen varias implicaciones a partir de los resultados observados en el presente trabajo. 

El proceso de adaptación, establecimiento y crecimiento de la bacteria, es un proceso 

55 



dinámico, este genera los elementos necesarios para que esto se lleve a cabo de una 

manera adecuada. La secreción de proteínas al medio de cultivo podrían ser el resultado 

del mecanismo de invasión y establecimiento del microorganismo in vitro, más que 

productos de desecho del metabolismo de la bacteria, ya se ha demostrado que inducen 

una respuesta por parte de sistema inmune del hospedador. Además, fue pOSible detectar 

un efecto de algunas de estas proteínas de exportación sobre la estructura celular de los 

glóbulos rojos de camero. Este efecto sugiere un mecanismo diseñado para generar daño 

al tejido bronquial, posiblemente como una fonna de obtención de nutrientes, una forma 

de facilitar la invasividad o la respuesta ante el ataque del sistema inmune celular o 

humoral. La posibilidad de que el daño observado sea una sinergia entre el efecto de la 

liberación de las proteínas de M. hyopneumoniae y la respuesta por parte del sistema 

inmune en relación a la presencia de la bacteria es una consideración para analizar dentro 

de la patogenia de la enfermedad. 
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8. CONCLUSIONES 

1. M. hyopneumoniae es capaz de liberar un gran número de proteínas de 

secreción al medio de cultivo. 

Las 17 proteínas observadas durante la cinética de 11 días fueron las siguientes 

de acuerdo a su peso molecular: 166, 127, 111, 102, 79, 78, 69, 63, 62, 57, 

52,50,38,27, 23, 22 Y 19 kd. 

2. La inmunotransferencia mostró reactividad de los sueros de cerdos inoculados 

experimentalmente a las proteínas secretas de peso molecular 102, 79, 69, 63, 

57,52 kd 

3. Sueros de animales vacunados detectaron las mismas proteínas que los 

animales infectados experimentalmente, pero predominantemente los animales 

vacunados mostraron reactividad contra la proteína de 22 kd. 

4. Se observó efecto hemolítico en glóbulos rojos de camero solamente con las 

proteínas de 102, 79 Y 57 kd. 

5. la determinación de estas proteínas abre la posibilidad de estudiar su 

implicación en la patogenia de la enfermedad, además de permitir 

posiblemente su uso en el diagnóstico . 
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APENDICE 1. 

Medios de Cultivo para M. hyopneumoniae 

Medio HP" M. hyopneumonlMl' modificado por Friis: 

Sol. Salina balanceada modificada por Hank' s ............................ 152.0 mi 

Extracto de levadura ................................................................. 18.0 mi 

* Agua desionizada .................................................................. 225.0 mi 

* Infusión cerebro corazón (BHI,Difco) ....................................... 2.5 9 

* caldo PPLO (Difco) ................................................................ 2.5 9 

*Rojo de fenol (sol. 0.2%) ........................................................ 3.5 9 

*DNA (Sigrna) ...... .................................................................... 0.02 9 

Metidlina ................................................................................. 75.0 mg 

Sulfato de Kanamicina .............................................................. 1.0 mgjml 

Suero inactlvado de caballo (560030 min) ................................ 25.0 mi 

Ajustar el pH a 7.4 con una soludón al 7.5% de bicarbonato de sodio. El medio ya 

preparado se distribuye en tubos de 3 x 100 mm con tapón de baquelita a razón de 4.5 mi 

en cada uno (*) Estos deben ser esterilizados en autoclave. 

Solución salina balanceada modificada por Hank: 

(disolver en el orden que se presenta) 

Solución 'ft A" 

Agua desionizada .............................................................. 400.00 mi 

NaCI .................................................................................. 80.00g 

KCI ................................................................................... 4.00 9 

MgS04.7H;¡Ü ...................................................................... 1.00 9 

MgC12.6H;¡Ü ....................................................................... 1.00 9 

caC12 ................................................................................. 1.40 9 

Agua desionizada c.b.p ........................................................ 500.00 mi 
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Solución "Bn 

Agua desionizada ............................................................. 400.00 mi 

Na2HPO".12H20 ................................................................. 1.50 g 

KH2PO" ...... .................. ... ... ... ................ .............................. 0.60 g 

Agua desionizada c.b.p ........................................................ 500.00 mi 

Al momento de su uso 25 mi de la solución "A" se mezdan con agua desionizada aforando 

hasta 400 mi, después se agregan 25 mi de la solución "8" y se afora con agua 

desionizada hasta 500 mI. 

Extracto de levadura 

Se suspenden 50 g de levadura fresca de panadería en 100 mi de KH2PO" 0.2M. Calentar a 

80-85 o C durante 20 minutos y dariflcar mediante la filtración con cartuchos Millipore 

"lifeguard" CP-15, ajustar el pH a 7.6 con una solución lN de NaOH. Esterilizar por 

filtración (membranas Millipore, 0.22 um) y almacenar a -200 C hasta su uso. 

Medios Sólidos. 

Medio de Friis: 

Infusión cerebro corazón (BHI,Difco) ................................ 5.00 g 

PPLO caldo (Difco) .......................................................... 5.00 g 

Rojo de fenol (sol. 0.2%) (Sigma) .................................... .7.oo mi 

Agar noble (Difco) ........................................................... 4.90 g 

DNA (Sigma) .................................................................... 0.02 g 

Agua desionizada ............................................................ 450.00 mi 

Ajustar el pH a 7 con una solución 0.1 N de NaOH y esterilizar en el autoclave 

manteniéndose a 45-50 oC en baño maría para agregarle en forma aséptica los siguientes 

compuestos: 
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Sol. Salina balanceada modo de Hank ............................ 304.00 mi 

Extracto de levadura .................................................... 36.00 mi 

Suero inactivado de caballo .......................................... 250.00 mi 

Meticilina .................................................................... 150.00 mg 

Sulfato de kanamicina .................................................. 1.00 mg/ml 

Mezclar y distribuir en cajas de Petri de lOO mm de diámetro 

Medios Lfquidos para Caracterización Bioquímica 

Medio de Arglnlna (hidrólisis): 

PPLO caldo (Difco) ............................................................. 10.0 9 

L-Arginina HCI (Sigma) ........................................................ 5.0 9 

Rojo de fenol (Sigma) .......................................................... 6.3 mi 

Agua desionizada c.b.p ........................................................ 250.0 mi 

Ajustar el pH a 7.0 con una solución 0.1 N de NaoH y esterilizar por filtración (membranas 

Millipore de 0.22 J.L01), agregar en forma aséptica los siguientes compuestos, previamente 

esterilizados: 

Suero inactivado de caballo ................................................ 100.0 mi 

Extracto de levadura .......................................................... 50.0 mi 

Sulfato de kanamicina ........................................................ 1.0 rng,/ml 

Medio de Glucosa (fennentaci6n): 

Este medio se prepara tomando como base el medio de Friis y solo se le adiciona glucosa 

en una proporción de 19 por 1000 mi de medio líquido. 

Tanto el medio de arginina como el medio de glucosa se distribuyen en tubos de 13 X 100 

mm con tapón de baquelita a razón de 4.5 mi por tubo y se almacenan a 4° C 
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Se prepara una serie de soluciones que se emplea para realizar las pruebas bioquímicas 

bacteriológicas así como para realizar las pruebas serológicas de inhibición de crecimiento 

de micoplasmas. 

Solución para la prueba de dependencia de esteroles. 

La solución de digitonina al 1.5% (Friis, 1975) se esteriliza por filtración (membranas 

Millipore de 0.22 ¡.¡m), se humedecen discos de papel filtro previamente esterilizados, 

secar a 37 oC y se almacenan a 4 oc. 

Solución de azul de metlleno para la prueba de producción de peróxido de 

hidrógeno. 

Se prepara una solución al 0.1% de azul de metileno en agua destilada, esterilizar en 

autoclave y almacenar a 4° C. 

Solución modificada de Alsever' s. 

Glucosa ............................................................................... 20.05 g 

NaO ...................................................... ........ .. .............. .. .... 4.2 g 

Citrato de sodio .... .... ...................... ...................................... 8.0 g 

Ácido cítrico ......... ................................................................. 0.55 g 

Agua destilada c.b.p ........... ............... .. ...... ........ .. ..... ............. 1000.0 mi 

Esterilizar por filtración (membranas Millipore de 0.22 ¡.¡m) y se almacena a 4° C 
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APENDlCE2 

Solución de monómeros, acrilamida-bis acrilamlda (30.8% y 2.5%). 

Acrilamida ............................... .30.0 g 

Bis-acrilamida ........................... 0.8 g 

H20 desionizada c.b.p ................ l00.0 mi 

Se filtra en papel Whatman 1 y se guarda a oscuridad a 4 C. 

Regulador del gel de separación Tris-Hel 1.5 M pH 8.8. 

Trizma base .............................. 9.08 g 

HzO desionizada ........................ 45.0 mi 

Se ajusta el pH (8.8) con HCI 6N, 

Aforar a ................................... 50.0 mi 

Se filtra en papel Whatman y se guarda a 4 C. 

Regulador del gel concentrador Trls-HCI 0.5 M, pH 6.8. 

Trizma base .............................. 3.03 9 

H20 desionizada ........................ 45.0 mi 

Se ajusta en pH a 7 con Hel 6N, 

Aforar a .................................. 50.0 mi 

Se filtra en papel Whatman y se guarda a 4 C. 

Laurll Sulfato ~ Sodio (Dodecil sulfato de sodio, SDS) al 10%. 

5D5 ........................................ 1.0 g 

H20 desionizada ....................... l0.0 mi 
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Persulfato de amonio al 10%. 

Persulfato de amonio .... ....... ..... 0.1 g 

H20 desionizada ..... .. ................ 1.0 mi 

Se prepara al momento de usarse. 

TEMED (N', N', N' Tetrametilendiamina) 

Solución comercial lista para su uso 

Solución amortiguadora de corrida (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M-SOS al 0.1%, 

pH 8.3). 

Trizma base ........... .. .................... 12.108 g 

Glidna .......................... ..... .......... 57.600 g 

SDS allO% .......... .. .................... .4.g 

Aforar con H~ desionizada .......... .4000.00 mi 

No debe ajustarse el pH. El regulador no debe ser reutilizado, debe desecharse. 

Solución Digestora 

Tris 0.5 M, pH 6.8 ... .................... .4.375 mi 

505 ..................... ..... ... ........... .... 0.1 g 

Glicerol.. ........ .. ........................... 0.5 mi 

2-Mercaotoetanol. ....................... 0.25 mi 

Azul de bromofenol.. .... .. ............. 0.002% 

Preparación del Gel 

a) Gel para Tampón. 

Sol. Acril-Bis (Amor pH 8.8) ........... 1.0 mi 

TEMED ................. ............ ... ... ...... 7.0 ul 

Persulfato de amonio .................... 13.0 ul 
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b) Gel separación de 7.5% 

En un matraZ kitasato colocar: 

Amortiguador pH 8.8 ..... .. .. .......... ...... 7.5 mI 

Sol. Acril-Bis (Amort pH 8.8) .......... .. . 2.5 mI 

NOTA: Se hace vacío durante 10 minutos. 

TEMED ................ .. .............. ............ 25.0 ul 

Persulfato de amonio .................... ... 50.0 ul 

c) Gel separación de 12.5% 

En un matraz kitasato colocar: 

Amortiguador pH 8.8 ........................ 5.9 mI 

Sol. Acril-Bis (Amort pH 8.8) ............. 4.2 mI 

NOTA: Se hace vacío durante 10 minutos. 

TEMED .......... ... ......... , ... ........ .......... 50.0 ul 

Persulfato de amonio ....................... l00.0 ul 

d) Gel concentrador para el peine 

En un matraz de kitasato colocar: 

Amortiguador pH 6.8 ........................ 5.2 mI 

Sol. Acril-Bis (Amort pH 6.8) ............. 0.8 mI 

NOTA: Se hace vacío durante 10 minutos. 

TEMED ... ......................................... 20.0 ul 

Persulfato de amonio ................ .. ..... 40.0 ul 
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APENDICE #3 

Tinción de geles de Poliacrilamida-Dodecilsulfato de sodio PAGE con azul de 

Comassie R-250. 

- Solución stock del colorante 

Azul de Comassie .......................... 2.0 g 

H20 desionizada ........................... 200.0 mi 

1. Colorante de trabajo pa.ra tinción de protefnas Comassle al 0.125% en 

metanol: acético: agua. 

Solución stock ............................... 62.5 mi 

Metanol absoluto ........................... 250.0 mi 

Ácido acético glacial. ...................... 50.0 mi 

H20 desionizada ............................ 137.0 mi 

Se filtra en papel Whatman No. 1. 

2. Solución desteñldora l. 

Metanol .......................................... 250.0 mi 

Ac. Acético ..................................... 50.0 mi 

H20 desionizada ............................. 200.0 mi 

3. Solución desteñidora II. 

Metanol. ........................................ 25.0 mi 

Ac. Acético ................................... .35.0 mi 

H20 desionizada ............................ 440.0 mi 
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APENDlCE#4 

Tinción con Negro Amido 

Negro amido .. .......... ... ... .. .... . O.l % 

Met-OH .... ........... ....... .... ... ... 45.0 mi 

Ac. acético ........................... l0.0 mi 

Agua destilada ...................... 45.0 mi 
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APENDICE#5 

Soluciones para la técnica de inmunotransferencia 

1. Solución amortiguada de Trietanolamina (TBS) pH 7.2 

NaCl ................................ 7.5 9 

Trietanolamina ................ 2.8 mi 

HCllN ............................ 17.0 mi 

MghCI.6H20 .................... 0.1 9 

CaCI.2H20 ....................... O.02 9 

H20 destilada .................. 980.2 mi 

2. Solución de leche descremada al 5% en TBS 

Skim-Milk ........................ 5.0 9 

TBS .................. :: ............ l00.0 mi 

3. Solución reveladora (Subsbato) 

Alfa-C1oronaftol.. ............ 30.0 mg 

Metanol ......................... l0.0 mi 

TBS ............................... 50.0 mi 

H20 2 .............. . ............... 50.0 111 

4. Solución del Kit Elisamate (KPLt 

» Solución de lavado 

Concentrada 20X/200 mi 

» Solución bloqueadora jBSA 

Concentrada 100 mi 

» Solución para parar la reacción. 

Concentrada (5X) 5% SDS 

» Solución "Coating" 

Concentrada 1Ox/25 mI. 
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