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B. RESUMEN

Mycoplasma hyopneumoniae es la bacteria causante de la Neumonia Enzodtica.
Debido a que se conoce poco acerca de factores proteicos vinculados a la
patogenia de la enfermedad, este trabajo pretende caracterizar las proteinas
excretadas por M hyopneumoniae durante sus fases de crecimiento y que pudieran
estar involucrados en la respuesta inmune del cerdo. Para determinar las proteinas
producidas durante las fases de crecimiento en 11 dias consecutivos, se cultivd M.
hyopneumoniae cepa 194 utilizando 5 mg/ml de indculo inicial. Se obtuvieron
diariamente muestras de sobrenadantes para realizar geles de poliacrilamida en
condiciones de desnaturalizacién. Posteriormente se realizaron
inmunotransferencias con sueros de cerdos infectados experimentalmente con M.
hyopneumoniae, asi como de sueros provenientes de animales de campo
vacunados con una bacterina comercial para determinar qué proteinas reconoce el
cerdo infectado y el cerdo vacunado. El mayor niimero de proteinas se ubico en el
noveno dia de la cinética, determinandose 17 proteinas con pesos como de 166 y
19 Kd. La inmunotransferencia mostro reactividad en sueros de cerdos inoculados
experimentalmente contra las proteinas de peso molecular 102, 79, 69, 63, 57, 52
Kd; la proteina 22 Kd fue predominantemente detectada por los sueros de los
animales vacunados. Se realizé la purificacion de estas proteinas por columna de
exclusion molecular con Sephacrit S 300 HR. Debido a que se han involucrado
proteinas citotoxicas de M. hyopneumoniae en la patogenia de la Neumonia
enzodtica, se verifico esta capacidad a través de la prueba de hemodlisis,
presentando efecto hemolitico en gldbulos rojos de carnero solamente las
proteinas de 102, 79 y 57 Kd. La determinacion de estas proteinas abre la
posibilidad de estudiar su implicacion en la patogenia de la enfermedad, ademas
de su potencial de su uso en el diagnéstico .



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes de la enfermedad

Las pérdidas econdmicas que originan los problemas respiratorios del cerdo son
importantes y es una preocupacion en la produccion porcina, no solo en el pafs 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 lesién pulmonar el animal va pierde 1.15 kg de peso. También se establecid que
cuando afectados todos los Iébulos 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% ¥ 1983),

En un experimento para determinar la interaccion de M, hyopneumoniaey P. muftocida se
formaron cuatro grupos experimentales: Grupo I, Testigo, inoculado con medio de Friss;
Grupo II, inoculado con M. hyopneumoniae; Grupo III, inoculado con P. multocida'y el
Grupo 1V, inoculado primero con M. hyopneumoniae y después con P. muftocida. Se
realizaron varios estudios entre los cuales se debia determinar la ganancia diaria de peso
(GDP) y conversion alimenticia (CA). Los cerdos de los grupos I 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 Iy de 2.42 + 0.62 kg para el grupo III. 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 mas baja GDP (0.293 + 0.072 kg) y la mas alta CA
(425 + 044) (Cipridn, 1987; Cipridn er al, 1988)'

El grupo testigo tuvo un indice de crecimiento normal y la inoculacion con A. multocida
tampoco afectd el crecimiento ni la conversion alimenticia de los lechones. Por otra parte, -
aunque la inoculacion con M. hyopneumoniae no modificé GDP, los cerdos de este grupo
consumieron 32% mas alimento que los del grupo testigo. La infeccién secuencial con
ambos agentes infecciosos provocé que los lechones consumieron 59% mayor cantidad de
alimento que los cerdos del grupo testigo, aunque su GDP fue normal. Pointon et al
(1985) encontré que la infeccion con M. Ayopneumoniae 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 aumenté un 14% (en cerdos con un peso entre



10 y 25 kg), en este trabajo se confirman tales observaciones, sin embargo, aunque la
infeccion con M. hyopneumoniae solo (grupo II), resultd en lesiones pulmonares y un
consumo de 32% de mas alimento, estos parametros fueron considerablemente mas

graves cuando se dio una superinfeccién con P, multocida (grupo Iv) (Gpnén, 1987; Clonién et al,

1988).

La investigacién actual esta enfocada a comprender las diversas enfermedades
respiratorias tales como la Pleuroneumonia contagiosa porcina, Neumonia Enzodtica,
Pasteurelosis pulmonar y la Rinitis atrofica a través del conocimiento de los factores de
virulencia y su interaccién con organos afectados y la respuesta inmune generada , para
asi controlarlas adecuadamente promoviendo la prevencion inmunoldgica especifica para
cada caso. Se reconoce que la Neumonia Enzodtica es una enfermedad de importancia en
la produccion porcina, por su aita incidencia (75%) lo que implica elevadas pérdidas
econdmicas (9 203)

Mycoplasma hyopneumoniae es el agente etiologico de la Neumonia Enzodtica. cuando

este microorganismo esta ausente en los cerdos de crecimiento y finalizacién, el dafo
econémico es menor, (ATsTong 1982, Morison 1986, Pointon, 1965)

1.2 Distribucidn.

La Neumonia Enzodtica se encuentra en las regiones de mas alta produccién en el mundo,
casi todas las granjas estan 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%
esta afectado (W™ 1982 Eg habjtual encontrar un porcentaje significativo de pulmones
con lesiones tipicas de esta enfermedad en los diferentes rastros; la incidencia encontrada
varia del 12 al 81 9% Mmwesone 1979)  Fn México, Maqueda (1977) hizo un anélisis
porcentual de la incidencia de Neumonia Enzodtica en cinco estados de la Republica,
evaluando las lesiones macroscopicas de 4,013 pulmones correspondientes a igual nimero
de cerdos. Los resultados mostraron que un 51% de los cerdos estaban afectados en
mayor o menor grado, siendo la incidencia o severidad variables segln los estados:
Coahuila, 32.4% Guanajuato, 70.6%; Jalisco, 49.5%; Nuevo Ledn, 23.5% y Sonora,
53.8%. En otro estudio realizado en rastros de la zona metropolitana de la Ciudad de
México (Cuautitldn y Tlalnepantla), se encontré el 23% de fluorescencia especifica en



pulmones neumdnicos cuando se empleo la técnica de inmunofluorescencia indirecta (P

et al,, 1982)

Muestreos realizados los estados de Guanajuato, Michoacan y México para analizar por
serologia la presencia de anticuerpos contra M. Ayopneumoniae con la prueba Hyoptest®,
indicaron la distribucion de anticuerpos en los diferentes rangos de edades, tanto para ios
de la linea de produccién 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
Michoacan y México tuvieron menos reactores positivos, estos resultados indicaron una

diferencia significativa entre granjas y entre estados (@ & 2t 2001),

1.3 Etiologia

Los micoplasmas son los microorganismos procariontes mas simples y diminutos de vida
libre, que se separan de las Eubacterias en una clase diferente denominada: Mollicutes.
En el cerdo se han reconocido diferentes especies de micoplasmas y acholeplasmas;
Mycoplasma hyopneumoniae es el género mas importante en el cerdo y produce una
enfermedad infecciosa del tracto respiratorio conocida como la Neumonia enzodtica,
llamada también neumonia micoplasmatica porcina. Otros micoplasmas relacionados con
el cerdo son M. hyorhinis y M. hyosynoviae que estan involucrados en procesos artriticos.
Asimismo, géneros como M. flocculare, M. sualvi, Acholeplasma axanthum y Acholeplasma
granularum cuya participacion como patégenos es incierta, RN 1992 Simecka et al, 1552)



Taxonomia y Propiedades de los micoplasmas (Clase Mollicutes)

Clasificacién Namero de Tamaiio del Mol %  Requerimiento Propiedades Habitat
especies genoma (kbp) G+C de colesterol distintivas
reconocidas
Orden [:Mycoplasmatales T Humanos,

Familia I: Mycoplasmataceae 92 580 - 1300 23-41 + amimales. plantas e

Género I; Mycoplasma insectos
Género II: Ureaplasma 5 730 - 1160 27-30 + Ureasa (+) | Humanos, animales

Familia II: Spiroplasmataceae
Género 1. Spiroplasma 11 1350 - 1700 25-131 + Filamentos | Artropodos. plantas
helicoidales
Orden II: Acholeplasmatales
Famila [: Acholeplasmataceae

Género I: Acholeplasma 12 Alrededor de 1600 | 27-36 - Animales, plantas e

insectos

Orden III: Anaeroplasmatales Sensible a O,

Familia: Anaeroplasmataceae 4 Alrededor de 1600 | 29 - 33 + Anaerobio | Rumen de bovinos

Género I: Anaeroplasma obiligado y ovinos
Sensible a O; | Rumen de bovinos

Género [I: Asteroleplasma 1 Alrededor de 1600 40 Anaerobio y oVinos

B obiligado
MLO No Cultivados y 5001185 23-29 | No establecido | No cultivado | Plantas e insectos
Clasificados
Razin, S., 1992




1.4 Antigenos de Mycop/asma hyopneumoniae

E! andlisis antigénico de los micoplasmas es extremadamente dificil, debido al pequefio
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 citoplasmatica,
especialmente en los lipolisacaridos asociados a proteinas, que son capaces de estimular la
produccion de anticuerpos. Los estudios sobre la naturaleza antigénica de los micoplasmas
han sido realizados por varios autores y los resultados encontrados revelan que existen
antigenos proteicos, glicolipidos y polisacaridos ©P™n 1979,

Ademds. se han comparado algunas cepas de M. hyopneumoniae, encontrando diversidad
antigénica entre ellas por pruebas de inmunoelectroforesis bidimensional. Los
determinantes antigénicos son proteinas, glicolipidos y fosfolipidos que se localizan en la
superficie celular. Las diferencias en la virulencia, inmunogenicidad y distribucion
geogrdfica no han sido determinadas (R Ross 1983),

Utilizando la técnica de inmunotransferencia con Ias cepas 1 y 194 de M, hyopneumoniae,
la cepa Ms 42 de M. floccularey M. hyorhinis, ademas de sueros de cerdos infectados con
M. hyopneumoniae, M. hyorhinis'y antisuero porcino contra M. flocculare, se encontrd que
los antisueros detectaron cinco antigenos, estimando sus pesos moleculares en 110, 64,
50, 41 y 36 Kd. De igual forma se encontré que M. hyopneumoniae presenta reacciones
cruzadas con M., floccularey M. hyorhinis. Asi los antigenos de 110, 50, 41 y 36 Kd de M.
hyopneumoniae cruzan seroldgicamente con M. flocculare. El antigeno de 36 Kd cruza con
M. hyorhinis. El (nico antigeno de M. hyopneumoniae que no cruzd con los otros
micoplasmas mencionados fue el 64 Kd, el cual es utilizado como antigeno especifico para
el diagndstico de M. hyopneumonige o9 ¥ Ross1387),

De igual forma en otro trabajo se menciona que utilizando lavados bronquiales de cerdos
inoculados con M. hyopneumoniae, cepa 232 y wmediante la técnica de
inmunotransferencia se detectaron anticuerpos que reconocieron a diferentes antigenos
cuyos pesos moleculares fueron : 200, 110, 97, 95, 80, 78, 74, 70, 60, 52, 50, 41, 36 kD.
Es de un especial interés el antigeno de 97 kD, ya que es el primero en detectarse a partir
de los 35 dias postinfeccion por anticuerpos IgA e IgG (Yound et 1950



Existen algunos componentes de la superficie de los micoplasmas que contribuyen a la
interaccion con las células del hospedero. En el caso de M. pneumoniae una proteina, la
P1, ha sido involucrada dentro del proceso de penetracion a las células blanco, asi como
una adhesina de 160-190 kD. (¢ & & 192) Con inmunotransferencia se han descrito cinco
antigenos, denominados como p90, p68, p50, p30 y p26. Las proteinas p90, p68 y p50
estan localizadas en la superficie de la membrana citoplasmatica (inkert 1585),

Estudios sobre las propiedades antigénicas de M. hyopneumoniae cepa 1 de referencia y
aislamientos de campo revelaron la presencia de proteinas inmunodominantes que
incluyen a una proteina citosdlica con actividad de dehidrogenasa determinada como p36
(Frey et al, 1954; Haldimann et al, 1993; Supkowits et &, 1991) ) yrag proteinas de membrana, p46, p65 y p74
(Brooks y Faulds, 1989; Kim et &/, 1990; Modt ez o1, 1388) ot dins comparativos con otros micoplasmas del
cerdo, demostraron que las proteinas p36 y la p46 son determinantes antigénicos especie-
especificos de M. hyopneumoniae altamente conservados Mo & &, 1587; Strasser et al, 1991)

Se ha identificado y caracterizado una adhesina de Mycoplasma hyopneumoniae mediante
un anticuerpo monocional que inhibid la adherencia de micoplasma a los cilios traqueales
durante la infeccién. El anticuerpo monoclonal F2G5 , ademds de detectar numerosas
bandas por medio de la técnica de inmunotransferecia reconocié predominantemente una
banda proteica de 97 Kd. La proteina pura se adhirio al cilio y la adherencia fue bloqueada
al M. hyopneumoniae completo. Esta proteina esta localizada en ia superficie de la
membrana de M. hyopneumoniae. @ ¢ 3. 19%)

La region general de la p97 que media la adherencia a los cilios, esta al parecer en la
region R1 cerca de carboxilo terminal de la proteina, pero no es claro si la regién media la
adherencia a los cilios independientemente de otras secuencias de la p97. Los resultados
mostraron que 8 unidades repetitivas de R1 son requeridas para la unién con el cilio y que
3 unidades repetitivas son necesarias para el reconocimiento de los anticuerpos Y Mron.
1998; Minion et al,, 2000).

Un analisis reciente de la dindmica proteica en M. sominis muestra que existe modificacién
en algunas de ellas durante el proceso de invasign P 2009



1.5 Transmision.

La transmision de las bacterias respiratorias se lleva a cabo fundamentaimente por
contacto directo, por las secreciones nasales y faringeas, por lo tanto el medio principal de
diseminacion es de cerdo a cerdo debido a que el micoplasma es muy fragil y no resiste
mucho tiempo fuera del hospedador, asi la transmisién 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 (s 1973: Rass, 1984y Pijoan, 1985)

La infeccién por micoplasma es primero vertical (de madres jovenes 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 transmision horizontal se
intensifica debido a el profundo stress que acompana 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 tensién en la piara
1989) 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 encontré que no existe ninguna diferencia de susceptibilidad a
la Neumonia Enzoética en cuanto a la edad (Pffery Ross, 1984)

En condiciones experimentales, se ha reproducido la enfermedad, Hodges ef al (1969)
utilizaron cerdos de granjas libres de Neumonia Enzodtica e infectaron a cerdos
gnotobidticos con 2.5 a 5 ml (10”° unidades cambiantes de color/ml) por via intratraqueal
y de 1 a 2 ml por via intranasal y a cerdos SPF con 10 mi por via intratraqueal y 5 mi por
via intranasal de la cepa J de M. hyopneumoniae en una dosis Unica y altamente
purificada, logrando invariablemente reproducir la neumonia. Confirmaron que M.
hyopneumoniae es el agente primario en las neumonias del cerdo pero no excluyeron la
posibilidad de que otros agentes puedan estar involucrados.

En otro estudio se utilizaron cerdos nacidos por histerectomia y privados de calostro
(HPPCD) y que fueron infectados por via intranasal con suspensiones pulmonares de tejido
neumodnico de casos confirmados de Neumonia Enzodtica; aislaron micoplasma en 15 de



16 cerdos inoculados y confirmaron la regularidad con la cual M. hAyopeumoniae puede

reaislarse de casos activos de la enfermedad inducida experimentalmente (6o°#ing. 1972),

Por otro lado Underdahl et a/. (1980) infectaron por via intranasal cerdos gnotobidticos
con 3 ml de un cultivo diluido 1:1 con solucién salina balanceada, usando la cepa NB-12
de M. hyopeumoniae de 26 pases en cerdos HPCD y 22 pases en medio liquido). Sélo
aislaron micoplasma en 10 de 16 cerdos inoculados y con mayor frecuencia cuando se
cultivaron a partir del drea neumoénica del pulmén. También se emplearon cerdos
provenientes de granjas libres de Ila enfermedad y se inocularon con homogeneizados de
pulmones suspensién de pulmén neumdnico al 10% conteniendo la cepa 11 de M.
hyopeumoniae inoculado por via intratraqueal (IT) e intranasal (IN). Micoplasma sélo se

reaislé en 10 de 18 cerdos del grupo IT y 9 de 12 del grupo IN (ffery Ress, 1984)

Con el objeto de evaluar agentes quimioterape(ticos o de estudiar mejor a la Neumonia
Enzodtica, Hannan et a/., (1984) han desarrollado un modelo experimental basado en la
reproduccién de la neumonia en cerdos gnotobidticos inoculados por medio de aerosoles,
utilizando cultivos puros de M. Ayopeumonize de tercer pasaje cepa NB12, aislados de
pulmén neumanico de lechones gnotobidticos, el periodo de incubacion de la Neumonia
Enzodtica de los cerdos en condiciones naturales varid entre 10 y 15 dias F* 1% o
extendiéndose hasta 2 a 3 semanas, (C0odin & &, 1567; Livingston &1 8, 1972) | Gy embargo, se han
detectado variaciones extremas en donde la enfermedad se mantiene en forma subclinica
hasta por 15 MesesMhitdestne, 1979 y Ross, 1984)

1.6 Patogenia.

Los micoplasmas son depositados por inhalacion en las madrgenes centrales de los
pulmones, estableciéndose en el epitelio bronquial y bronquiolar, en donde la poblacién de
este microorganismo aumenta y avanza a lo largo del rbol respiratorio ™™ 192 ga ha
demostrado a través de microscopia electrénica 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 macréfagos 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 (Vg0 € o 1972)  ga mostr que en cultivo de



organos el M. Ayopeumoniae no tuvo preferencia para infectar a las células epiteliales de
anillos traqueales o de pulmadn de origen fetal, los resultados indicaron que un inéculo
relativamente bajo de micoplasma, libre de otros microorganismos, produjo dafio local in
vitro en tejidos del sistema respiratorio del cerdo.

M. hyopneumoniae sblo afecta en forma natural al cerdo, el dafio especifico que origina es
una disminucion del nimero de cilios, y esto se debe a la produccion de una citotoxina con
un peso molecular de 54 kD. Los animales de experimentacion como el hurdn, cobayo,
mono rhesus y embrién de pollo no han mostrado susceptibilidad al agente. Tampoco se
ha observado que produzca lisis en gldbulos rojos del cerdo, caballo, vaca o pollo. Se ha
observado desde hace tiempo, que la Neumonia Enzodtica en los cerdos de engorda podia
ser transmitida en forma experimental con filtrados libres de otro tipo de bacterias de
muestras de pulmén neumonico. Al tratar estos filtrados con penicilina o sulfonamidas se
mantenia la infectividad; por lo que se sugirié 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 infeccion, la determinacién del tamafio del microorganismo
causal cuyo tamafio mostrd ser de 0.2 a 0.45 um de diametro, ademds de su observacion
en preparaciones pulmonares tefiidas con Giemsa. Sumado a esto la exigencia mostrada
para su crecimiento en medios libres de células, sugirié que el agente responsable no era
un virus sino un micoplasma MWhiestone, 1979y Amstrong, 1562)

Se ha determinado la adherencia de M. hyopneumoniae sobre el epitelio ciliado del tracto
respiratorio porcino, sobretodo en las porciones distales del pulmdn, en donde se inicia un
evento importante en el desarrollo de la Neumonia Enzodtica. El modelo de estudio
realizado /n vitro, se caracterizd por el uso de una suspension 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 tefiidas con un conjugado contra M. hyopneurnoniae. La fluorescencia fue
observada principalmente 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
neumaénico inducido por M. hyopneumoniae y completamente inhibida con sueros a altos
titulos. La preincubacién del micopiasma con peryodato y tripsina bloqueo la adherencia,
mientras que el formaldehido la disminuyd. Una variedad de carbohidratos como la D-



glucosa, D-galactosa, L-fucosa, D-mannosa, D-N-acetilglucosamina o0 N-
acetilgalactosamina, lactosa fetuina no afectaron la adherencia. El sulfato de dextran,
sulfato de magnesio, sulfato de amonio, metionina, valina o glutamina redujeron la
adherencia. El tratamiento con agentes hidrof6bicos 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 proteinas y
carbohidratos localizados en la superficie del micoplasma y por moléculas que contienen
azufre en la membrana de las células del cerdo. La localizacién altamente polarizada del
micoplasma sobre la célula ciliada indica que posiblemente exista una interaccion
esteroespecifica entre la adhesina o adhesinas del micoplasma y el receptor o receptores
de las células ciliadas, pero también indicaria que existe una interaccién hidrofébica no
especifica en el proceso de la adherencia, por el tratamiento con tetrametilurea,
incubaciones en ausencia de sal o bajas temperaturag (@einsy Ross, 1993).

Micoplasma induce la pérdida de cilios debido a la elaboracién de una o varias enzimas, de
substancias téxicas, por parasitismo o por competencia de los materiales nutricionales.
Una vez que los cilios se pierden, el micoplasma coloniza como resultado de la disminucion
del movimiento protector de la cubierta mucosa, permitiendo su adhesion a las partes fijas
de las células respiratorias (Wilams y Gallagher, 1978) ' Mediante el ensayo de adherencia en placas
de microtitulacién, se ha establecido utilizando cilios traqueales de cerdo qué contienen
receptores para M. hyopneumonize. La unidn entre ambos fue dependiente de la
concentracién de cilios y el nimero de micoplasmas. El tratamiento de los cilios con
neuraminidasa parecié promover la adherencia de lo micoplasmas, mientras que el
tratamiento de los cilios con metaperiodato de sodio disminuyo la unién. Los resultados
indicaron que los receptores para M. hyopneumoniae en el epitelio ciliado del tracto
respiratorio del cerdo son glicoconjugados naturales (29 et ., 1994).

También se ha encontrado ciliostasis y pérdida de cilios ocasionados por la infeccién con
M. hyopneumoniae, en experimentos realizados in vivo (cerdos recién nacidos) e /in vitro
(cultivo de drganos/traqueales). Asimismo, se encontré que los niveles de las enzimas
caimodulin o dehidrogenasa en los anillos traqueales no estaban alteradas cuando la
ciliostasis y la perdida de cilios eran extensivas, estos dafios disminuyeron con los pasajes
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del micoplasma /n vitro (pasajes en cultivo), el dafio inducido por M. hyopneumoniae en
los anillos tragueales fue prevenido con el uso de un suero policlonal de cerdo o
separando el micoplasma del cilio por filtracién en una membrana con un tamafo de poro
de 0.1 micras. La adherencia o la asociacion del M. hyopneumoniae con el epitelio ciliado
es necesario para inducir ciliostasis y perdida de los cilios (PP ¥ Ross, 1994).

Se ha acumulado gran cantidad de evidencia sobre los mecanismos de patogenicidad y
desarrollo de lesiones causadas por una infeccidn con M. hyopneumoniae vistas con
microscopia fotonica y electrénica tanto de transmisién en cortes finos, como en barrido.
Algunos estudios han sido complementados con autorradiografia /7 situ con pulmones con
Neumonia enzodtica. Geary y Walczak en 1985 aislaron e identificaron factor citopatico de
M. hyopeumoniae a partir de membranas de la cepa VPP 11. Este factor es una proteina
con un punto isoeléctrico de 6.2 y un peso molecular de 54 kD y fue capaz de inducir
efecto citopatico en fibroblastos de puimén humano (MRC-5) a una concentracién de 250
ng de proteina/ml. Es probable que este factor tenga un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad natural en el cerdo. Cuando se ha establecido la infeccion
sobre la superficie del epitelio, el micoplasma puede detectarse hasta las 15 semanas
después de la inoculacién. Estudios con inmunofiuorescencia y cuitivo indicaron que el
nimero de micoplasmas disminuye en los estados tardios de la enfermedad experimental

y la intensidad de la infeccién y su duracién fueron variables (Mngston et af, 1572y Underdahi ex 2,

x980)_

Generalmente la patogenicidad de los micoplasmas es debida a su habilidad de adherirse a
la célula huésped, mas aln cuando ya se ha mencionado que existe una asociacion
estrecha entre la citoadsorcion y la citopatogenicidad en el caso de las diferentes especies
de micoplasmas (Mebvs v Underdaha, 1577; Whilams vy Galager, 1978). ya ga habia encontrado en
condiciones /n vitro que M. hyopneumoniae interfiere en las ondulaciones normales del
cilio (Wiltams y Gallager, 1578) v qye también ocurria la eliminacién de los cilios después de la
infeccién con M. hyopneumoniae (5% e ¥, 182 Tajma y Yaginasi, 1382) - Agimismo, se observéd
que cuando el M. hyopneumoniae se multiplicaba en Ia traquea y en los bronquios, el
evento primario de la infeccién fue la adhesion de los micoplasmas a las céiulas ciliadas, lo

que desencadeno un efecto citopatico y una exfoliacion de las células epiteliales ™M= ¥

Underdahl, 1977).



El grupo de investigadores de la FES-Cuautitian-UNAM, ha realizado estudios y visualizado
a través de microscopia electrénica de barrido, la interaccion secuencial que presentan
dos géneros de bacterias, M. hyopneumoniaey P. multocida, y se ha encontrado en los
animales inoculados sélo con M. Ayopneumoniae lesiones caracteristicas que permiten
evaluar la patogenia de la neumonia enzodtica. El objetivo fue visualizar por medio de
microscopia electrénica de barrido (MEB) los posibles mecanismos que permitieron la
invasividad de Pasteurefla multocida por Mycoplasma hyopneumoniae. El  disefio
experimental consistié en formar cuatro grupos de cerdos libres de neumonia enzodtica,
que fueron desafiados con M. Ayopneumoniae preparado en homogeneizado pulmonar, y
con P. multocida. Se encontrd, que el grupo A inoculado solo con medio de culitivo, y en el
grupo C que se inoculd con P. multocida al dia 23, no presentaron lesiones; el grupo B
inoculado con M. hyopneumoniae, presentd lesiones macroscopicas y microscopicas
caracteristicas de la Neumonia Enzodtica; el grupo D inoculado al inicialmente con

M. hyopneumoniaey al dia 23 con P. multocida desarrolld lesiones de Neumonia Enzoética
(Cipridn, 1987; Cipridn et al, 1988)

El estudio de MEB reveld que los pulmones testigo y los que fueron inaculados (inicamente
con P. multocida, no mostraron cambios patoldgicos, el epitelio bronquial estaba normal, y
numerosas células caliciformes mostraban su tipica caracteristica cubierta de papilas, asi
como células epiteliales ciliadas largas. Los pulmones de los cerdos inoculados con
M. hyopneumoniae presentaron consolidacién pulmonar y se observaron cambios en los
epitelios ciliados con bacterias, fibrina y muchas células fagocitarias alveolares. Ademas,
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 afeccién por micoplasma. El grupo de cerdos inoculado primero con
M. hyopneumoniae y después con P. multocida mostré los mismos cambios que se
encontraron en el grupo B, con la adicién de que los epitelios ciliados mostraron zonas
carentes de cilios y micoplasmas adheridos en ellos formando cilios apelmazados, asi como
de muchas bacterias. En los pulmones de los cerdos del grupo D infectados con
M. hyopneumoniae y P. multocida, los alvéolos fueron cubiertos por exudados células y
bacterias, mientras que la consolidacion pulmonar observada no permitié distinguir los
bronquiolos pulmonares; el epitelio de estos animales estaba entrando en degeneracion y
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por lo tanto el epitelio traqueo bronquial como forma de eliminacién de contaminacién del
pulmén dejo de funcionar (Comdlez & 1999)

La accion conjunta de estos dos microorganismos son causa de la transvasacion de plasma
en los alvéolos, en donde 1a falta de actividad ciliar permite fa permanencia del patdgeno
primario, sino ademas la de los oportunistas y el ejercicio de sus respectivas actividades
patdgenas, de tal manera que las zonas de consolidacion pulmonar no sélo permiten la
multiplicacién microbiana, sino ademas crean una barrera a la penetracién de
medicamentos capaces de eliminarios. Los epitelios ciliados por otra parte, no sélo
muestran la pérdida de la motilidad por la formacidn de mechones, sino ademas la pérdida
de los cilios y de las células de recubrimiento en la mucosa respiratoria. Esta solucién de
continuidad crea un sitio ideal para la invasion de oportunistas terciarios presentes en el
aire, y representa un reto importante a la capacidad de defensa del animal(Gonzdez et 2, 2000).

Se realiz6 un experimento para demostrar si M. hyopneumoniae era capaz de inhibir a las
células productoras de la sustancia descrita por Pijoan y Ochoa en1978 y por Iglesias et af
en 1982 que tiene la propiedad de destruir in vitro a la P. multocida. Las replicas de los
grupos Iy II que no fueron inoculadas con P. muftocida solo sirvieron como controles. Las
cuantas viables encontradas en los grupos III y IV fueron muy similares, asi el promedio
de los resultados encontrados de bacterias por ml en el grupo III fue el siguiente: a las 4
hrs: 41.5 x 107, (Logyo :8.62); a las 8 hrs; 80.3 x 108, (Logyo : 9.96; a las 12 hrs: 21.8 x
10°, (Logyo : 10.34) y a las 24 hrs: 33.7 x 10°, (Logyo : 6.52), mientras que las encontradas
en el grupo IV fueron: a las 4 hrs: 39.5 x 10’ (Logo : 8.56); a las 8 hrs: 79 x 10%, (Logso :
9.86); a las 12 hrs: 16.8 x 10°, (Logye: 10.23) vy a las 24 hrs: 16.7 x 10°, (L0gy:6.22). En
este trabajo, se encontré que en lugar de disminuir las unidades formadoras de colonias
en relacién al tiempo, P. multocida continu6 multiplicdndose, esto puede deberse
posiblemente a que la sustancia bactericida se trata de una proteina inestable debido a
que las condiciones del experimento se sometid. Por otro lado, en los estudios de Iglesias
et al en 1982 el tiempo maximo de exposicién de la P. multocida con los explantes
traqueales fue de una hora, mientras que el tiempo minimo en este trabajo fue de 4
horas. Al parecer la inestabilidad de la sustancia bactericida y los tiempos prolongados de
exposicién no permitieron esclarecer si esta importante barrera del pulmén pudo ser
afectada por M. hyopneumoniae (@Pe: 1%87).



1.7 Inmunidad.

A pesar de Ja escasa antigenicidad de estos microorganismo y a la naturaleza crénica de Ia
enfermedad que producen, en las infecciones naturales por micoplasmas es notoria una
marcada respuesta de inmunidad celular.

Existe primero una interaccion entre M. hyopneumoniae y células especificas localizadas
en pulmén, y nédulos linfoides retrofaringeos y bronquiales, se detecta la presencia de
inmunoglobulinas tipo IgG e IgA en secreciones traqueobronquiales en una cantidad

elevada a las dos semanas postinfeccign, (S e a., 1985)

Posteriormente se han observado células con inmunoglobulinas IgG especificas en su
superficie contra M. hyopneumoniae en tejidos linfoides y pulmén a las 3 y 4 semanas
postinfeccién. Un dato significativo es que la presencia de anticuerpos coincide con la

aparicion de las lesiones neumdnicas St & & 1965)

En una infeccion con M. hyopneumoniae, se observa que la proporcién de células que
contienen IgA:IgG es de 1:3 en mucosa nasal y en ganglios retrofaringeos, cambiando
esta proporcién a 1:15 en nddulos linfoides bronquiales. En estos nédulos, a las tres
semanas postinfeccién se encuentran todos los isotipos de inmunoglobulinas pero sobre
todo la clase IgG que aparece desde la primera semana. Se han estudiado las secreciones
traqueobronquiéles utilizando la técnica de ELISA encontrandose que las inmunoglobulinas
IgM e IgG predominan en las primeras fases de la infeccién, mientras que las IgA van

incrementandose progresivamente (v & ¥, 1985)

Los anticuerpos séricos tienen un comportamiento diferente al observado en las
secreciones traqueobronquiales. Estos anticuerpos se detectan 5 semanas postinfeccidn,
siendo las IgG las mas importantes detectadas por la técnica de ELISA (Ehendge & &, 19790}
Las pruebas de ELISA y la fijacién de complemento son las mas utilizadas. Actualmente se
ha desarrollado la prueba de ELISA Tween 20 que reduce al minimo las reacciones
cruzadas con M. flocculare, teniendo también ésta prueba amplias perspectivas para el
monitoreo de datos, particularmente en la deteccion de anticuerpos del calostro de cerdas
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(Armtrong ex af, 1983; Nicolet y Paroz, 1960; Bommeli y Nicolet, 1983) Gy embargo, a pesar de que en estas
pruebas se ha observado la aparicion de altos niveles de anticuerpos, éstos no confieren

proteccién s 1999),

Con respecto a la inmunidad celutar, ésta ha sido medida por las técnicas de
transformacién blastoide e hipersensibilidad cutdnea (Reverts, 1972 Adegboye, 1978) \/ ga ha
encontrado una respuesta significativa a las dos pruebas hasta por un periodo
comprendido de 44 a 66 semanas postinoculacién. También se ha detectado que existe
una alteracién de la fusion del macréfago alveolar e inmunosupresion en los cerdos
infectados (T#¥m e 3. 1985 También se han detectado anticuerpos contra las glicoproteinas
de membrana de los eritrocitos de cerdo después de una infeccién experimental con M.
hyopneurmnoniae, apoyando de esta forma la asociacion de enfermedad autoinmune en la

patogénesis de la Neumonia enzoGtica (9ma y Ross, 1985; Tajma ef al, 1583)

Asimismo, se ha observado que los animales recuperados desarrollan una fuerte
inmunidad a la enfermedad, ya que en la exposicion experimental de cerdos, cuatro meses
después de la primoinfeccion no desarrollan neumonia, en comparacion con los cerdos
que no tuvieron primoinfeccion. Sin embargo, esta inmunidad es de corta duracion ya que
pueden desarrollar el proceso neumodnico a los 11 meses después de una infeccion
inducida (Ross: 199),

1.8 Diagnéstico de la Neumonia Enzoética.

El diagndstico de la Neumonia Enzodtica en la mayoria de los casos se realiza observando
lesiones macroscopicas e histopatoldgicas y aunque son caracteristicas no son siempre
especificas #™ 1%2) En otras ocasiones, el diagndstico se lleva a cabo en la granja en
donde la piara presenta tos persistente, aunado a la presencia de cerca del 40% de
lesiones macroscépicas cuando fos cerdos llegan al rastro °°™" 1382) Gin embargo, para
un diagndstico definitivo se tienen que combinar aspectos como la historia clinica, signos
clinicos, lesiones macroscdpicas y microscopicas, identificacién de M. fyopneumoniae por
aislamiento o por técnicas inmunoldgicas y deteccion de anticuerpos contra este
micoplasma (Rossr 1999),
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La neumonia por micoplasma se diagnostica normalmente bajo condiciones précticas, con
base en la presencia de una neumonia crénica caracterizada por una tos no productiva y
ausencia de fiebre, esta neumonia se caracteriza por una tos bien demarcada y explosiva.
Ademas existen hallazgos histoldgicos que muestran neumonia intersticial, lo que
finalmente produce crecimiento no uniforme, conversién alimenticia deficiente sin
mortalidad. Sin embargo, estos signos y lesiones son solo indicativos y la confirmacidn
requiere de pruebas de laboratorio para el diagnéstico 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
ELISA, Inmunofluorescencia y PCR, (Ross: 19%0)
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2. JUSTIFICACION

La investigacion sobre los factores que participan en la virulencia de M. hyopneumoniae
estan dirigidos principalmente a caracterizar la actividad patogénica de las porciones
estructurales del microorganismo, especificamente las proteinas de la membrana. Sin
embargo, consideramos que como consecuencia del metabolismo de la bacteria se
generan un sin nimero de productos que pueden participar en la adaptacion,
multiplicacién 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. HIPOTESIS _
Durante sus fases de crecimiento, M. hygpneumoniae produce y secreta proteinas 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 proteinas de sobrenadante de cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae .

4.2 Objetivos Particulares

Cultivar la cepa de referencia 194 ATCC de Mycoplasma hyopneumonaié en medio
liquido de Friis durante 11 dias.

Deteccion y purificacion de proteinas de sobrenadante en el medio de Friis de
M. hyopneumoniae de cada dia de crecimiento, mediante la técnica de
elecroforesis.

Deteccion de anticuerpos contra las proteinas de los sobrenadantes en animales
infectados  experimentalmente 'y vacunados utilizando la técnica de
inmunotransferencia

Determinacién de proteinas con efecto hemolitico.

El disefio experimental se muestra en el siguiente diagrama.
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5. METODOLOGIA

FASE I

5.1 Determinacién de proteinas 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

E! aislamiento primario se realizd en medio solido de Friis utilizando de medio BHI (Difco),
caldo PPLO (Difco, rojo de fenol al 2%, agar noble (Difco) y DNA (Sigma). Se ajustd el pH
a 7 y se esterilizd en autoclave a 121° C a 15 Ib durante 15 minutos. Se mantuvo en bafo
maria a 45 -50 ° C para agregar en forma aséptica los siguientes componentes: Solucién
balanceada de Hank’s, extracto de levadura, suero inactivado de caballo, meticilina y
sulfato de kanamicina. Posteriormente se distribuyé en cajas de Petri de 10 cm de
didmetro.

El medio liquido empleado fue el medio de Friis modificado, que se preparé a partir de
medios basales comerciales: caldo PPLO (Difco) y caldo BHI (Difco). Se esterilizé en
autoclave a 121 ° C, 15 libras de presién durante 15 minutos y se mantuvo posteriormente
a una temperatura de 45 a 50 ° C en bafio Marfa. Después se adicioné en forma aséptica,
suero estéril de caballo colectado en rastro, clarificado mediante la filtracién con cartuchos
Millipore “Lifequard” CP-15 y esterilizado por filtracion con membranas Millipore de 0.22
um), extracto de levadura estéril e inhibidores. Ver Apéndice #1
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Figura 2. Procedimiento utilizado para la obtencién de biomasa de M. /iyopneumoniae a partir de Ja cepa 194

ATCC (referencila)
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5.1.3 Cuitivo e identificacion de M. hyopneumoniae

El cultivo de M. Ayopneumoniae se realizd sembrando al microorganismo en medio de Friis
s6lido incubandose a 37° C durante 7 dias en una atmdsfera de CO? al 5%. Se realizé
una seleccién de las colonias sospechosas. Se realizaron 2 pases en medio sdlido para
lograr su purificacion y posteriormente se efectuaron las pruebas bioquimicas
correspondientes para establecer su identificacion. La cepa 194 de M. hyopneumoniae fue
cultivada en 10 ml. de medio de Friis modificado e incubada durante 4 dias a 37 ° C en
agitacion y condiciones aerdbicas. Posteriormente se resembraron 10 ml de cultivo en 250
ml. de medio de Friis modificado manteniendo las condiciones de tiempo, temperatura,
agitacion y aerobiosis. Después se realiz6 una segunda resiembra en 1000 ml. del medio
mencionado anteriormente e incubandose por agitacién a 37° C, 70 r.p.m. Durante 4 dfas,
sin cambio en las condiciones de crecimiento en aerobiosis. Para la obtencién de biomasa
las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion a 16,000 x g y se inocularon 10 ml de
pastilla bacteriana en 250 ml de medio de Friis incubéndoée a 37° C en agitacion durante
4 dias en aerobiosis. Después se tomo una alicuota para determinar la concentracién de
proteina por el método de Bradford. Posteriormente para lograr el cultivos final se
resembraron 10 ml de medio inoculado con M. hyopneumoniae en 11 matraces
conteniendo 50 ml de medio de Friis modificado incubando a 37° C en aerobiosis y
agitacién. Se colectaron muestras del sobrenadante de cada dia realizando una
centrifugacién a 16,000 x g durante 10 minutos y se almacenandolos en viales estériles a
-20°C.

5.1.4 Pruebas Bioquimicas en la caracterizacion de micoplasmas.

5.1.4.1 Prueba de dependencia de esteroles.

La prueba de dependencia de esteroles es un criterio que nos sirvio para determinar a la
familia que pertenecen los microorganismos, es decir si es dependiente de esteroles
pertenecera a la familia Mycoplasmataceae y si no depende sera Acholeplasmataceae.
Para la realizacion de esta prueba se requirieron discos de papel filtro impregnados con
.025 ml de una solucién de digitonina al 1.5%, permitiendo su secado durante un dia a
37° Cy almacenandolos en refrigeracion a 4° C. Posteriormente este se colocé sobre los
cultivos de 7 dias en medio sflido los cuales fueron sembrados con micoplasmas
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sospechosos. La formacion de un halo alrededor del disco sin crecimiento indico la
presencia de esteroles en la membrana celular, interpretado como zona de inhibicion
caracteristico para especies de Micoplasma. La falta de halo de inhibicién nos indica la

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

1975)

5.1.4.2 Prueba de fermentacién de los carbohidratos.

La prueba de fermentacién de los carbohidratos nos fue Util para determinar la capacidad
de degradar un determinado carbohidrato en un medio de cuitivo liquido. Los
carbohidratos analizados a través de la prueba de fermentacion fueron: glucosa, fructosa,
manosa, inositol y dulcitol. La concentracion de los carbohidratos fue al 50% adicionando
1 ml de la solucién a 70 ml de caldo PPLO, el cual contenia 10 ml de suero equino
inactivado, extracto de levadura al 25% y 0.5 ml de rojo de fenol al 1%. Se inocularon 10
mi de cultivo de M. hyopneumoniaey se incubaron 37° C durante 5-7 dias. Un cambio del

medio a un color amarillo debido a la acidificacion del medio nos indicé una reaccién
pOSItlva (Boughton y Thomns, 1975).

5.1.4.3 Prueba de reduccién del tetrazolio.

Esta prueba nos ayudé a determinar si el micoplasma es fermentativo o no, por la
capacidad de reducir el colorante tetrazolio (cloruro de 2,3,5- trifeniltetrazolio). Se realizd
incubacion a 37°C durante 5-7 dias. La interpretacion a dicha prueba fue la siguiente: Si
existia formacién de una mancha rosada en el agar que contiene tetrazolio a una

concentracidn de 0.03%, seria positiva, si no habia cambio de color seria negativa ®om"Y
Thoms, 1376)

5.1.4.4 Prueba de hidrdlisis de la arginina.

Esta prueba nos ayudd a medir la capacidad de descarboxilar el aminoacido L-arginina.
Los micoplasmas aislados se sembraron en el medio conteniendo 5 mi de L-arginina HC| al
10% el cual contiene 70 ml de caldo PPLO, extracto de levadura al 25% y 20 ml de suero
equino inactivado. Se incubaron a 37° C por 5-7 dias. Una reaccién color plrpura debido

a la alcalinizacién de medio se daba como positiva Bovemon y Thoms, 1976)
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5.1.4.5 Prueba de hidrélisis de la urea.

Esta prueba nos sirvié para detectar la capacidad de desdoblar a la urea en amoniaco. 10
mi de cultivo se incubé a 37° C durante 5-7 dias en medio liquido con 1 g de urea y
diluido en extracto de levadura, una reaccion positiva nos daria una coloracién parpura

debido a la alcalinizacién del medip (8eventon y Thoms, 1976)

5.1.4.6 Prueba de produccién de peréxido de hidrégeno.

Esta prueba nos ayudé a determinar si este agente era capaz de producir peréxido de
hidrégeno in vitro en medios de cultivo sdlido a 37° C durante 5-7 dias. En la prueba se
utilizaron eritrocitos tipo O de humano y la presencia de la produccién del perdxido se
detecté por medio del dafio que les causa. Los glidbulos rojos se mezclaron con azui de
metileno. Una reaccion positiva se manifesté cuando los eritrocitos que rodeaban a las

colonias de micoplasmas se tifieron de color azuf (RePertsy Piran, 1977)

5.1.4.7 Pruebas serolégicas en la identificacion de los micoplasmas.

Se desarrollaron una serie de pruebas serol6gicas con la finalidad de confirmar la especie
de micoplasma con la que se estaba trabajando. Las pruebas realizadas fueron la prueba
de inhibicién metabdlica y la prueba de inhibicién de crecimiento. Las dos primeras son
muy similares ya que son pruebas de neutralizacion, la cuales se llevaron a cabo por
medio de un antisuero homélogo, que ejerce una actividad inhibitoria. La diferencia basica
es que la prueba de inhibicion metabdlica se realizd en medio liquido y la prueba de
inhibicién de crecimiento se realizé en un medio sélido. (B9 y Thoms, 1976; Gpridn, 1587).

5.1.5 Electroforesis de las fracciones en geles de poliacrilamida con Dodecil-
Suifato De Sodio (SDS)

Para la preparacion del gel de poliacrilamida al 7.5% y 12% con SDS y del gel
concentrador al 5% segun Laemmli (1970), asi como de los reguladores de corrimiento y
de [a muestra con 2-mercaptoetanol. Ver Apéndice # 2

5.1.5.1 Preparacién de los geles

La mezcla se vertio rapidamente a la cdmara de electroféresis Modelo No. SE 250 Hoefer
Scientific Instruments®, se colocé 1 ml de isopropanol sobre la superficie, cuando la
gelificacion 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 colocé el peine, el cual se retird

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

5.1.5.2 Preparacién y corrimiento de muestras.

Se colocd el volumen suficiente la muestra que contiene un minimo de

20 g de proteina en tubos Eppendorff bien etiquetados.

Se agrego el mismo volumen de solucion digestora, se mezcio y se colocd en bafio

maria 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
20p (Sorenson), se colocd la mitad del volumen preparado de cada muestra en los
carriles del gel de concentracion.

Junto con las muestras problemas, se colocd en un carril, una muestra de
proteinas de pesos moleculares conocidos (SDS Molecular Weight Markers (MW-
SDS-200), Anhidrasa Carbdnica de 29 Kd; Ovoalbimina de 45 Kd; Albdmina
Bovina de 66 Kd; B-Galactosidasa de 116 Kd y Miosina de 205 Kd.), con el fin de
tomarlas como referencia.

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

Instruments®.

El corrimiento se realizd 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 separacién.

5.1.5.3 Tincién de geles de poliacrilamida-Dodecilsulfato de Sodio Page con
Azul de Comassie R-250. ver Apéndice # 3

Tincién De Geles.

Se coloco el gel en un recipiente con la solucién teflidora durante 2-3 horas, con agitacion

lenta, a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se saco el gel con cuidado y se
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coloca en la solucién destefiidora I durante 2 horas. Posteriormente se transfirid a la
solucion destefiidora II hasta que las bandas se observan.

5.1.5.4 Tincién De Geles Con Nitrato De Plata (Hitchcock Y Brown, 1983; Taal Y Frash, 1982).

1. Después de la electroforesis, se retird el gel de poliacrilamida y se dejé fijando toda la
noche con 200 mi por gel (isipropanol 24%/Ac. Acético 7%).

2. Después de 24 hrs. de fijacion se realizé la oxidacion con (150 ml. de agua desionizada
+ Ac. peryodico 1.05 g + 10 mi Et-OH 40% + Ac. acético 7% + 4mi de isopropanol a
25% v/v), durante 5 minutos con agitacion lenta.

3. Se lavé 8 veces con agua desionizada (cada vez con 200 ml durante media hora cada

una).

4. Se tifid con (28 ml de NaOH 0.1 N + 0.9 de agua desionizada + 2.1 de NH,OH al 70%
en solucién fria). + 5 ml gota a gota de AgNO; al 20%. + 115 ml de H,O desionizada
fria. Se mantiene 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion vigorosa.

5. Se lavd 4 veces con agua desionizada por 10 minutos cada vez.

6. Se reveld de 10 a 20 minutos con 250 mi de revelador, preparado con 50 mg de Ac.
citrico mas 0.5 m! de formaldehido y se afora a un litro.

7. Posteriormente se observaron las bandas, se detiene la reaccion durante 1 h sin
agitacion con la solucion (200 ml de agua desionizada + 10 ml de ac. acético 7% v/v).

8. Se lavé con 200 ml de agua desionizada.
9. Conservar correctamente el gel en refrigeracion.

10. Se medi6 el Rf (Movilidad relativa), para correlacionar los pesos moleculares, en base
a la Ecuacién de Regresion, que se obtuvo de los resultados.
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5.1.5.5 Ecuacién de la Movilidad Relativa

Distancia de la migracién X Tamaifio del gel antes de secar
de cada proteina.

Movilidad =

relativa Tamafio del gel después X  Distancia de migracién del

de secario frente del colorante

5.1.6 Purificacién de proteinas

El proceso de purificacion se inicié con una primera cromatografia de exclusién molecutar
en DEAE Sepharosa. Para ello se inyectaron 5ml. de sobrenadante de medio de cultivo en
una columna de 50 x 2.5 cm (Sigma) como fase estacionaria. La fase maévil fue un tampén
Tris-HCI 100mM, pH 7.0 impulsada por una bomba peristaitica con un caudal de 30 — 40
mi/h, recogiéndose fracciones cada 6 minutos. Se determindé en que pico (absorbancia
280 nm) estaban presentes las principales proteinas sintetizadas como consecuencia del
crecimiento de M. hyopneumoniae en la cinética de 11 dias. Tras seleccionar las
fracciones del pico correspondiente se realiz6 una segunda cromatografia de intercambio
idnico inyectando todo el volumen de las fracciones seleccionadas en una columna 25 x
1.5 cm (Sigma) Sephacryl HR-300. Como fase movil se utilizé tampon Tris-HCl, pH 7.8,
empleando un caudal de 40 mi/h y recogiendo las fracciones cada 5 minutos. La elucion
de las proteinas se efectué en gradiente operando a diferentes concentraciones del
tampdn: 300, 325, 500 mM. Se comprobd la pureza de las proteinas separadas con la
realizacion de un corrimiento electroforético.

Finalmente se liofilizaron 50 ml de cada muestra para su posterior uso.
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FASE 11

5.2 Obtencion de sueros positivos a M. Ayopneumoniae

5.2.1 Obtencién de sueros de granja de animales vacunados

Se obtuvieron 27 sueros positivos a M. Ayopneumnoniae que fueron donados amablemente
por el Q.B.A. Abraham Massa de Laboratorio de Patologia Animal de la S.A.R.H. en la
Piedad, Michoacan, México. Estos sueros fueron evaluados previamente contra M,

hyopneumoniae usando un kit comercial europeo (DAKOR)

5.2.2 Obtencién de sueros de animales infectados experimentalmente con la
cepa 194 de M. hyopneumoniae

Para la obtencién de sueros experimentales se realizo la inoculacién de M. hyopneumoniae
siguiendo el procedimiento mostrado en el Figura 2.
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FIGURA 3. DISENO EXPERIMENTAL PARA LA OBTENCION DE SUEROS POSITIVOS
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5.2.2.1 Seleccién de cerdos libres de enfermedades 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 provenian de hembras de mas de tres partos
y/o de 2 afios de edad. Los cerdos fueron negativos serolégicamente a Mycoplasma
hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae y Pasteurella multocida.

Uno de estos cerdos se empled para la obtencion de puimones negativos y suero para la
elaboracion del medio de Friis para la produccion de biomasa de Mycoplasma
hyopneumoniae.

De esta granja se solicitaron 21 cerdos de 4 semanas de edad. Tres para la primera etapa
de produccion de homogeneizado y diesiocho para el desarrollo del trabajo final.

5.2.2.2 Produccién de M. hyopneumoniae in vivo y homogenizado pulmonar
El procedimiento de infeccion experimental consistié en inocular un lechdn con una
suspension de 10 ml de M. Ayopneumoniae cepa 194 ATCC, con un titulo de 10 *UCC/ mi.
(Unidades Cambiantes de Color / mi) por via endotraqueal con una sonda nasofaringea,
para lo cual el cerdo fue previamente sedado con azoperona a razon de 2 mg/kg de peso
por via intramuscular y anestesiado con clorhidrato de metomidato a razén de 1.5 mg/kg
de peso por via intravenosa. Posteriormente el lechdn se sacrificé cuando se presentaron
signos clinicos de neumonia, en el dia 20. Se obtuvieron asépticamente los pulmones, se
tomaron muestras para la prueba de inmunofluorescencia, las cuales fueron embebidas
en el crioprotector Tissue Tek y congeladas a —20 °C. A partir del suero se realizd la
prueba de ELISA Tween 20. De las areas neuménicas se preparé un homogeneizado
pulmonar al 20 % (p/v) en medio de Friis . De este primer pase en cerdo se obtuvo el 1 %
de lesién pulmonar y una reaccién positiva a la prueba de inmunofiuorescencia,
inmunoperoxidasa y reaislamiento al dia 20 post inoculacion. A partir de esta lesion
neumdnica se preparé homogeneizado para efectuar un segundo pase inoculando a dos
cerdos de la misma manera antes descrita y sacrificandolos a los 20 dias.

En el segundo pase los dos cerdos resultaron positivos en la prueba de
inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa, reaislamiento y ELISA, uno de ellos presentd un
4 % de lesién pulmonar y el otro aproximadamente 5 % a los 20 dias. 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 diseiio experimental.

Se formaron seis grupos experimentales de tres cerdos, de 4 semanas de edad, dos de los
cuales fueron inoculados y uno permanecié como testigo. Estos procedian de la granja
libre de enfermedades respiratorias, en donde se reporté que no se realiza vacunacién en
contra de M. hyopneumoniae. La explotacion esta ubicada en el municipio de Zumpango,
Estado de México. Los cerdos se mantuvieron en adaptacion y observacion 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 Cuautitidn
(U.N.A.M.). Los grupos formados fueron sacrificados cada 4 dias, del dia 0 hasta el dia 20
postinfeccién, siendo este el periodo aproximado de desarrollo de la enfermedad con el fin
de determinar Jesiones microscdpicas, deteccién del micoplasma por inmunofluorescencia
y cultivo, titulos de anticuerpo por la Prueba de ELISA Tween 20. Los grupos quedaron
constituidos de fa siguiente forma. Cada grupo estuvo integrado por 2 animales infectados
y un control. El programa de sacrificio se realizé de la siguiente forma:

Grupo 1, sacrificado el dia 0, el Grupo 1II, el dia 4, el Grupo III, el dia 8, el Grupo IV, el
dia 12, el Grupo V, el dia 16 y el Grupo VI, el dia 20.

5.2.2.4 Inoculacién de M. hyopneumoniae

A cada lechén del grupo inoculado se le administré una suspension de 10 ml. de M,
hyopneumoniae cepa 194, con un titulo de 10 * UCC/ml por via endotraqueal con una
sonda nasofaringea, para lo cual el cerdo fue previamente sedado con azaperona (2
mg/kg peso, via intramuscular) y anestesiado con clorhidrato de metomidato (1.5 mg/kg
de peso, via intravenosa). A los cerdos control solo se les inoculé con 10 ml. de medio de
Friis. El dia de la inoculacion se designé como el dia 0 . Estos lechones fueron observados
diariamente y se les tomé la temperatura por via rectal en la mafiana y se observaron los
signos respiratorios de tos y de disnea en agitacion. (Ruiz, Alvaro 2002)

Se sacrificaron dos cerdos al azar cada cuatro dias ( dia 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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obtencién de sueros. Los pulmones se obtuvieron asépticamente, tomandose muestras
para la prueba de inmunofluorescencia, las cuales fueron embebidas en Tissue Tek. A
partir del suero se realizé la prueba de ELISA Tween 20.

5.2.2.5 Evaluacién de las lesiones macroscépicas.

Se midi6 la extension de las lesiones mediante la técnica de planimetria, en donde se
comparan con diagramas pulmonares normales, tanto de vista dorsal como ventral. Para
ello se observé el pulmén de cada cerdo por sus dos vistas y se dibujaron en los
diagramas las areas afectadas, sefialando la presencia de adherencias y aspecto de las
lesiones. Posteriormente se sobrepuso el diagrama realizado a un pulmén cuadriculado en
acetato y se contd el nimero de espacios del cuadriculado que representd cada lesion. Se
calculé el promedio del drea ocupada por las lesiones neumdnicas tomando como base el
porcentaje del drea total del pulmgn (CPren 188).

5.2.2.6 Evaluacién de lesiones microscépicas

Para la deteccién de lesiones microscépicas se fijé con formalina al 10% tejido pulmonar
representativo de las zonas de lesion y se incluyeron en parafina para la realizacién
posterior de cortes de 6y de espesor. Los cortes se tifieron con hematoxilina-eosina para
determinar el tipo de lesién.

5.2.2.7 Aislamiento de M. hyopneumoniae

Se tomé el pulmén de un cerdo con lesiones neumonicas y se esterilizd fa parte afectada
empleando una espatula calentada hasta llegar al rojo vivo, se cortd y retiré la parte
esterilizada con pinzas y tijeras previamente esterilizadas por flama. Se cortd un trozo de
pulmén de aproximadamente 1 g de peso y se coloco en un homogeneizador de tejidos
Ten Broeck previamente esterilizado conteniendo 3 ml de medio de cultivo liquido de Friis
estéril, y se homogeneizé hasta formar una suspension. La suspensién se decanté en un
tubo estéril de centrifuga y se centrifugé a 2000 r.p.m. durante 10 minutos.. Se tomaron
0.3 mi del sobrenadante y se efectuaron diluciones logaritmicas hasta 10 en el medio de
cultivo liquido. Los tubos conteniendo 2.7 mi se incubaron a 37 C durante una semana y
se revisaron diariamente para observar un cambio de coloracion a amarillo. Los tubos
contaminados se desecharon. De los tubos inoculados no contaminados se tomd un
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inoculo con el asa de platino y se sembré en medio sdlido, estos subcultivos de muestras
se realizd cada 5 dias. Los medios sdlidos inoculados se incubaron a 37 °C en una
atmdsfera de CO, al 5% durante una semana, usando el método de velobiosis. Los medios
sdlidos se revisaron diariamente y las muestras contaminadas se desecharon. De las
muestras en que se observd que habia crecimiento de micoplasmas fueron separadas
para efectuar una serie de subcultivos con la finalidad de mantener viables las cepas
aisladas. Las muestras de medio liquido con crecimiento fueron congeladas a -70 C
empleando un crioprotector. La metodologia es la siguiente: Se toma 1 ml de cuitivo de
M. hyopneumoniae de 48 a 72 de incubacién (fase logantmica) y se adiciona dimetil
sulféxido (DMSO) al medio hasta alcanzar una concentracion final de 1.5 M. Esto reduce la
muerte celular durante el congelamiento a un grado minimo . Para la identificacion
seroldgica se requirié de cuitivos de micoplasmas puros, para ello se hicieron una serie de
pases. Estos pases se realizaron tomando una colonia del medio sélido con una espatula u
hoja de bistun fina pasandola a medio liquido de Friis. Este proceso se repitio tantas
veces como fue necesario para obtener las colonias puras.

5.2.2.7.1 Identificacién inmunolégica de M. Ayopneumoniae

Prueba de inhibicidn de crecimiento (Growth- Inhibition Test GIT). Discos de papel
de filtro de 5 mm de didmetro fueron esterilizados en autoclave. Cada disco fue
impregnado con una gota del antisuero especifico de Mycoplasma hyopneumoniae
elaborado en cerdo, se colocaron los discos en una caja de Petri estéril y se dejaron secar
a 37 °C toda la noche. Después fueron almacenados en un frasco estéril y congelados a -
70 °C hasta el momento de su uso.

Cajas conteniendo medio sélido de Frils fueron inoculadas con los cultivos de micoplasmas
obtenidos del aislamiento de pulmén, empleando para ello hisopos y sembrando sobre la
placa en tres direcciones tratando de obtener un crecimiento uniforme. Después el indculo
se dejé secar junto al mechero o incubando la caja a 37° 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 dias a 37° C en aerobiosis. Una zona de inhibicién de
crecimiento de 3 a 5 mm. de didmetro alrededor del disco se considerd una reaccion

positiva por efecto inmune (Friis and Jenssen, 1984, Janson 1974, Kobish, 1982 ).
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5.2.2.8 Determinacién del titulo de anticuerpos por la prueba de ELISA Tween
20
La prueba se desarrolio utilizando el kit comercial Microwell ELISAmate for Preoxidase

Conjugate. Se uso el antigeno de M. hyopneumoniae Tween 20

5.2.2.8.1 Aplicacién del antigeno Tween 20

1. Se sensibilizaron las placas con 100 ul de antigeno de M. hyopneumoniae Tween
20 usando una dilucién de 1:30000 (20 ng/ml) durante una noche a 4° C en
solucidn sensibilizadora.

2. Se retird el antigeno excedente y se lavo.

3. Se bloqued la placa con solucién de albamina sérica bovina a 1%, aplicando 300
a cada pozo y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente.

4. Se retird la solucidén bloqueadora y se lavo.

Aplicacién del suero.
Las muestras fueron diluidas previamente 1:1000 con PBS y adicionadas a Ias placas.
1. Después de 1 hr. de incubacién a temperatura ambiente se lavaron.

Aplicacion del anticuerpo secundario.

1, Se adicionaron 100 pl de un conjugado anti-IgG porcino de conejo marcado con
peroxidasa (Sigma Immunochemicals) en dilucion 1:2000

2. Después de 1 hr. De incubacion se lavo la placa.

3. Se adicionaron 300 pl de una solucidon de sustrato conteniendo ABTS (2,2 azino-
diethalbenzothiazolin sulfona-6)-3), sal de amonio y perdxido de hidrégeno.

4. Después de 15 minutos la reaccién se detuvo con acido sulfdrico 3N

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

5.3 Inmunotransferencia con las proteinas secretadas y sueros positivos

5.3.1 Técnica de Electrotransferencia (Towbin H- EtAL. 1979; Wenvoort, G. 1089)

1. Posterior a la realizacidn 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 pm del tamafio del gel. Se debié 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 tamafio 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 SDS 0.1%, Metanol 20%, SIGMA), las fibras (Scotch Brite).

5. Se tomé un “cassett” del aparato de electrotransferencia (TE 22 Mighty Small
Transphor. Hoefer Scientific Instruments, san Francisco, CA).

6. El sistema se colocd de acuerdo al diagrama siguiente y posteriormente todo se cubrid
con el amortiguador de transferencia (sistema:metanol-tris-glicina).
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Acrilico
Fibra
papel filtro

Inmobilon-P

Gel de Poliacrilamida

pape! filtro

fibra
Acrilico

Figura 4. Colocacion del Sistema de Electrotransferencia

Nota: Se tuvo cuidado de no formar burbujas entre el papel filtro y gel. Se puso una
marca con I3piz en la orilla del papel filtro. Se cerrd, quedando todo firmemente
aprisionado.

7. Se colocé el “cassette” en la cdmara de transferencia y se conectd a los electrodos de
tal manera que el catodo este del lado del gel.
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8. Se conectd al sistema de la fuente de poder EC-135 E-C Apparatus Corporation, St.
Petesburg, Florida®. La transferencia se realizé a 30 V, voltaje donstante durante 1.6
horas con agitacién constante (PCM-Agitador magnético) y reflujo de agua fria.

9. Al término de la transferencia se proceso para detectar las proteinas transferidas. Se
cort6 el pedazo donde se corrieron los marcadores para garantizar la electrotransferencia
tifiendo con negro amido. Ver Apéndice # 4

10. Se sumergié el pedazo de} papel de nitrocelulosa en esta solucién, durante 5 minutos;
posteriormente se lavd con agua destilada durante 1 minutos y se lavaron con las dos
soluciones destefiidoras 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 ° C, o se enjuagaban con agua
desionizada y se almacenaban ya secas a —20 °C.

5.3.2 Técnica de Inmunotransferencia (Western blot) crowbin, 1. 21 44. 1979; wenvoort, 6.
1989), Ver Apéndice # 5

Procedimiento
1. Aplicacién Antigeno
a)  Se adicionaron 400 pl de solucién “coating” a cada carril,
b)  Seincubaron durante 1 hr. a temperatura ambiente, con agitacién suave.
¢) Posteriormente se vaciaron las placas y se sacudieron sobre una toalla, tratando de
que quedaran lo mas seco posible.
d) Se adicionaron 400 pl de solucién bloqueadora/BSA (preparada en el momento).
e) Se esperd la reaccion durante 5 minutos, se vacio la solucién y sacudié sobre una
toalla.
2, Tablero de ajedrez
E! suero problema y anti-anticuerpo 1gG peroxidado tuvieron que ser probados y
estandarizados para localizar su concentracién doptima para trabajar la técnica de
inmunotransferencia.
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3. Reaccioén del Primer Anticuerpo

a)  Se le adicionaron 400 yl del suero problema (Titulo 1:25) detectando por medio del
tablero de ajedrez.

b) Se permitié la reaccién durante una hora, a temperatura ambiente con agitacién
suave.

¢) Posteriormente se vaciaron las placas y se sacudieron sobre una toalla, tratando
que quedaran lo mas secas posible.

d) Sellevd a cabo el proceso de lavado.
d.1, Se llenaron los carriles o tubos con 400 pl de la solucién para el lavado.
d.2. Se vaciaron y se sacudieron.
d.3. Se repitio esta operacion 5 veces.
d.4. Se volvié a sacudir sobre una toaila.

4. Solucién de anticuerpo secundario, marcado.

a) Se adicionaron 400 pl de la solucién preparada del anticuerpo secundario marcado
(anti-IgG*-SIGMA-Chemical), a una dilucion 1:200 con solucién de Skim Milk al 1%.

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

€) Posteriormente se vaciaron las placas y se sacudieron sobre una toalla tratando que
quedaran lo més secas posible.

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

e) El ditimo lavado se dejo durante 5 minutos y posteriormente se desechd el liquido y
se secaron las placas.

4. Reaccion del Substrato.

a)  Se depositaron 400 pl de la solucién de substrato en cada carril o tubo.

b) Se permitié la reaccion durante 20 minutos a 1 hora, hasta que se observé el
desarrollo del color.

€) "Opcional”: Si se deseaba parar la reaccion se debia usar 100 yl de la solucién
“STOP” en cada carril o tubo.

d) Lectura de las bandas que se observaron,
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Figura 5. Técnica de electrotransferencia ¢ inmunotransferencia de proteinas

FASE IV

5.4 Determinacion de la actividad hemolitica de ias proteinas purificadas

5.4.1 Prueba de Hemdlisis

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, proteinas de membrana, ATPasas y sistemas de perdxidos y
superodxido. Conociendo que existe la presencia de estos factores en la estructura
bacteriana, se decidid evaluar la capacidad de las proteinas excretadas por M.
hyopneumoniae en la cinética de crecimiento de 11 dias y su posible participacion en el
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dafio celular causado a nivel pulmonar, buscando la presencia de factores de virulencia no
considerados hasta ahora. Para ello se probaron todas las proteinas obtenidas en
presencia de globulos rojos de carnero, usando la concentracion estandarizada descrita a
continuacion en la metodologia.

Se realizd la coleccién de sangre de carnero a partir de la vena yugular. La sangre extraida
se colecto en un matraz que contenia citrato como anticoagulante en una relacién 1:10.
Se procedid a la separacion del plasma mediante centrifugacion, eliminandose el
sobrenadante con una pipeta Pasteur. Los eritrocitos fueron lavados cuatro veces en
solucién tamponada de fosfato (PBS) a pH 7. Posteriormente los glébulos rojos se
resuspendieron en PBS a razén de 8 x 10° glébulos/ml.

Mientras tanto las proteinas liofilizadas fueron rehidratas en una solucién de PBS a un pH
de 7 para obtener el rango de concentracion 3 pg/ml, manteniendo las constantes de
osmolaridad y garantizar una relacion dosis-respuesta de hemdlisis.

Se agregaron 25 pl de la suspensién de glébulos rojos hasta completar 100 pl. en
proporcién 1:40 (v/v) en placas de 96 pozos y se incubaron durante 10 minutos en
agitacion constante a temperatura ambiente.

Finalizada la incubacion, se centrifugaron las muestras a 2,000 x g durante 10 minutos. Se
midié la absorbancia a 280 nm contra una solucién blanco, la cual contenia solamente las
proteinas diluidas en PBS.

La hemdlisis espontanea fue determinada affadiendo la suspension de glébulos rojos a
PBS, mientras que se afadié agua destilada para producir hemdlisis osmética de todos los
glébulos rojos, en ambos casos la proporcién fue de 1:40. Todas las soluciones se
trabajaron a un pH de 7.4, manteniéndose como constante durante toda la prueba.

Se evalud el efecto de los 17 antigenos purificados obtenidos de la elucién sobre los
glébulos rojos de camero. Las fracciones evaluadas fueron las proteinas 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 1. DETERMINACION DE LAS PROTEINAS SECRETADAS AL MEDIO DE
CULTIVO POR Af. hyopneumoniae

6.1 Determinaci6n de proteinas de secrecién por electroforesis

El resuitado del crecimiento de M. hyopneumoniae en una cinética de 11 dids mostrd que
una gran cantidad de proteinas son vertidas al medio de cultivo como resultado del
metabolismo del microorganismo. Como es posible observar en la Tabla 1, existe la
presencia de proteinas contenidas en el medio de cultivo y que fueron determinadas con
la finalidad de evitar confusiones durante la deteccién de proteinas que serian vertidas al
medio de cultivo como parte del metabolismo de M. hyopneumoniae . Estas proteinas del
medio de cultivo fungen como nutrientes durante el desarrollo de M, hyopneumoniae
durante su crecimiento en la cinética de 11 dias. Dichas proteinas fueron determinadas y
consideradas a la hora de la evaluacién de las proteinas generadas por M hyopneumoniae.

228,650 101,080
213,142 96,358
209,840 2118
208,918 90,308
204,927 9,683
201,942 88,817
195,614 87,297
190,963 83,985
186,723 84,701
184,323 84,639
178,278 2,347
176,857 81,939
162,442 20,946
155,095 74,346
143,021 73,753
141,318 68,130
135,068 5,308
134,896 man
132,062 58,308
130,932 45,704
129,984 44,258
125,834 2,901
124,018 9,736
123,282 36,426
122,941 34,3668
120,019 33,996
117,121 30,521
115,380 18,126
108,000 16,134
107,784 12,095
104,430 10,096
103,049

Tabla 1. Presencia de proteinas del medio de cultivo sin indculo de M. hyopneumonise. Peso

molecular mostrado en daltons
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A través de la técnica de electroforesis SDS-PAGE se logrd identificacion de las proteinas
que se generaron Jn vitro durante la cinética de crecimiento en 11 dias y que pudieran ser
de relevancia durante la patogenia de la enfermedad.

El metabolismo de M. Aiyopneumoniae mostré una gran actividad evidencidndose por la
aparicion de proteinas al medio de cultivo. Como se puede observar en la Tabla 2, el
microorganismo exportd estos productos proteicos desde el primer dia de la evaluacién. A
medida que la prueba se desarrollo, el nimero de proteinas vertidas al medio se
incrementd alcanzando su pico maximo a los nueve dias. Tras la repeticion en tres
ocasiones de los corrimientos, se determind que las proteinas que se observaban con
regularidad, asi como su frecuencia se encontraban en el rango de 19 Kd a 166 Kd.

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

P.M.
{Daltons)

166,000

127,000 X

111,000 x

x| X | X| X

102,000 x x X X x x X b 4

79,000

78,000

X | X | X| x| x| X
x

69,000 x x

63,000
62,000 x

X[ X[ x| x| X

57,000 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. Proteinas de sobrenadante de cultivo de M. hyopneumoniae cepa 194 de referencia. La
tabla muestra los dias de presentacion de las proteinas, asi como sus pesos moleculares.
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Algunas proteinas presentaron tiempos de vida muy corta, desapareciendo en el siguiente
dia. Sin embargo, hubo la aparicion de proteinas con un tiempo mas prolongado de
permanencia en el medio. Los rangos de proteinas presentadas fluctiian desde los 19 kd y
con un maximo de 166 kd. La dindmica de presencia y desaparicion de las proteinas se
muestra en |a Figura 6.
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Peso Molecular (daltons)

Figura 6. Presentacion de Proteinas por dia en la Cinética de Crecimiento de 11 dias
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En esta secuencia es posible observar la forma en que se generaban proteinas

diariamente.

14
12 (

10 ¢

Namero de Proteinas

13

12

1 2 3 4 5

Dias de crecimiento

6

7

o -

10

11

Figura 7. NGmero de proteinas por dia observadas por la técnica de electroforesis en la

cinética de crecimiento durante 11 dias con M. hyopneumoniae .
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Como se observd en la figura anterior la cinética de crecimiento mostré que el dia 9 es el
dia mas productivo en relacién a la dindmica de generacién de proteinas de exportacion.
Las proteinas se observan en la Figura 8. Esto determind la seleccion del sobrenadante
que se utilizé para realizar la inmunotransferencia y su desafio ante los sueros de animales

inoculados experimentaimente y de animales vacunados.

102

78

62

38

22

MC SN1 SN2 PM
Figura 8. Carril 2 y 3 Deteccién de proteinas por electroforesis mostrando proteinas
generadas el dia 9 y 10 respectivamente por M. hyopneumoniae durante la cinética de 11
dias de crecimiento. Se evidendié el mayor nimero de proteinas exportadas al medio de
cultivo ocurrié en el dia 9. El carril 1 muestra las bandas que evidencian las proteinas
contenidas en el medio de cultivo antes de la inoculacién de M. Ayopneumoniae. El carmil 4
muestra el peso molecular standard.
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Durante los dias 9, 10 y 11 de la cinética de crecimiento se detecto la presencia de una
proteina de 22 Kd, la cual tuvo una gran significancia cuando se realizé la determinacion

de reactividad con sueros de animales vacunados. Figura 9

1 2 3 PM

Figura 9. Después de 9 dias de crecimiento se hizo evidente la aparicion de la proteina de 22kD.
Esta se mantuvo presente hasta el dia 11 de la evaluacion. Esta proteina presentd reactividad

especifica contra sueros de animales vacunados en contra M. hyopneumoniae
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FASE II. OBTENCION DE SUEROS POSITIVOS A NEUMONfA ENZOOTICA

6.2 Evaluacion postmortem de los cerdos infectados experimentaimente con M.
hyopneumoniae y control

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

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

Dias de sacrificio 1 4 8 12 16 20
Cerdos inoculados 2 2 2 2 2 2
Lesiones macroscopicas 0 24 | 74 | 8.1 [13.3|17.2
Lesiones microscépicas + + + + + +
Aislamiento de M. hyopneumoniae - | 10% (102 ] 10° [ 10* | 107
Inmunofluorescencia - + + + + +

Tabla3. Resultados de las lesiones microscopicas, macroscopicas, aislamiento e
inmunofluorescencia de los animales infectados experimentalmente.

6.2.1 Resuitados de la prueba de ELISA

Dia # Cerdo Titulo
0 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 s a. *1:2096
b. *1:2096
20 6 a. *1:2096
b, *1:4012

Tabla 4. Resultados de 1a prueba de ELISA reatizada a los cerdos inoculados experimentalmente
*Para la prueba de inmunotransferencia se usaron los sueros que mostraron mayor titulo,
referidos como los sueros de los cerdos ay b del grupo 4,5y 6
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FASE III. INMUNOTRANSFERENCIA CON PROTEINAS SECRETADAS Y SUEROS
PORCINOS

6.3 Inmunotransferencia

La inmunotransferencia mostrd 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 antigenos fueron calculados en 102, 79,
69, 63, 57 y 52 kd y su reactividad se observa en la Figural0.

102
79
69

63

57
52

Figura 10. Perfiles de inmunotransferencia de sueros de animales infectados experimentalmente,
después de la separacion de proteinas a través de la electroforesis SDS-PAGE.

Cuando los antigenos de sobrenadante fueron desafiados con los sueros de animales
vacunados se mostrd que estos reaccionaron basicamente con las mismas proteinas que
los cerdos infectados experimentalmente como se observa en la Figura 11. Sin embargo,
la proteina 22 kd mostrd una notoria reactividad positiva en contra de 20 sueros de los 27
de animales vacunados probados. Tras la purificacion de la proteina en Sephacry! HR- 300
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{(Ver Figema 12.), se realind un nuevo desafié wlilizando otros 8 sueros de animales
vaamados, siendo su reaccion del 100% como se denota en ka Figural3.
PM 1 2 3 4 5 6 7 8

SR U4BS Ig

Figura 11. Reactividad de que I3 proteina 22 Kd con ios sueros de animales veamados se observa
como un hallazo de interés.
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Figuras 12. Elusién de proteinas de sobrenadante del medio de cultivo de M. Ayopneumoniae en
Sephacryl HR-300 usando el sobrenadante del dia 9. Obtencion de las proteinas mas
representativas a partir de los picos mas aitos de produccion mostrados en los graficos. Después de
su purificacién se utilizaron en la prueba de hemdlisis.
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Figura 13. La proteina 22 Kd purificada fue desafiada contra siete sueros de animales vacunados
para constatar su intensa reactividad. Tirilla 1-7, deteccibn de reactividad positiva. La tirilla 8
muestra el suero de cerdo nimero 6 b. infectado experimentalmente presentando una reaccion

negativa.

FASE IV. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA DE LAS PROTEINAS

6.4 Prueba de hemdlisis

En los resultados de la prueba de hemdlisis evaluando las 17 proteinas purificadas en la
elucidn final, solo tres de los antigenos probados mostraron efecto hemolitico, siendo las
proteinas de 102, 79, 57 Kd. El efecto hemolitico se determind evaluando la turbidez de la
suspension en relacion a los blancos. Sin embargo, fue evidente el efecto que pudo
observarse a simple vista.
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7. DISCUSION

Los mecanismos de patogenicidad de M. hyopneumoniae no han sido determinados en su
totalidad. Las investigaciones para determinar que elementos estdn involucrados en el
proceso infeccioso se han enfocado basicamente sobre las estructuras que conforman la

membrana celutar (Ws& SK.1987, Kinkert, M., 1985) (Tajima, M., 1982)

y la capsula
Se ha realizado una extensa investigacion sobre los antigenos que pueden generar una
respuesta inmunoldgica por parte del hospedador, mostrando la existencia de antigenos
de origen proteico, glicolipidico y polisacarido. ™™ %9, Sin embargo el mayor énfasis de
investigacion se ha centralizado sobre las proteinas de membrana.

Han sido investigadas algunas de estas proteinas constitutivas de la membrana que
mostraron reactividad humoral especifica. Se han tenido grandes avances en relacion a la
determinacién de proteinas de membrana, encontrando ain antigenos comunes entre
especies como son las proteinas 110, 64, 50, 41 y 36 kd observadas en M.
hyopnieumoniae y M. flocculare y M., hyorhinis (You™ Y R, 1977 También se han logrado
establecer algunas fracciones proteicas vinculadas a la invasividad de M. hyopneumoniae a
los cilios bronquiales como la proteina 97 kd. M9 & 2 190 Acimismo, se han detectado
proteinas vinculadas con el dafio celular provocado al tejido pulmonar durante la infeccién
como son las proteinas 33, 47, 53 kd (resser ¢ 3, 1992) y 54 [d (Geay y WaZAGI). Ga han
logrado establecer proteinas que inmunoldgicamente hablando ayudarian al desarrollo de
biolégicos para la prevencién de la enfermedad, por su gran capacidad antigénica como
son las lipoproteinas 65, 50 y 44 kd (Taer 188)

La mayoria de los estudios realizados sobre la antigenicidad y patogenia se han
centralizado sobre los antigenos estructurales de M. hyopneumoniae, olvidando el efecto
de factores propios del metabolismo como parte del proceso de patogenicidad del
microorganismo.

Este trabajo mostrdé que existen proteinas que son vertidas al medio y que pudieran
formar parte importante durante el proceso de infeccion de M, hyopneumoniae.

Como se observé en la Tabla 1, es posible determinar la produccién de proteinas que
fueron liberadas al medio de cultivo durante el crecimiento de M., Ayopneumoniae en una
cinética de 11 dias. Estas proteinas fueron determinadas por medio de la técnica de
electroforesis y tincién con nitrato de plata. Las proteinas que fueron detectadas durante
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el desarrollo de este trabajo no han sido reportadas hasta el momento. La forma de
aparicién de las proteinas durante Ia cinética de crecimiento in vitro hace palpable que el
microorganismo requiere un tiempo de adaptacion antes de iniciar con mayor produccién
de proteinas, extendiéndose hasta el dia 9 en donde alcanza su pico maximo. Esta
determinacién abre la posibilidad de un estudio con un enfoque diferente de investigacién
para establecer antigenos que pueden participar directamente durante el establecimiento
de M. hyopneumoniae, asi como en el proceso patoldgico observado en la Neumonia
Enzodtica.

Cuando se analiz6 la respuesta inmune de los sueros de animales que fueron inoculados
experimentalmente por via intramuscular con M. hiyopneumoniae, fue posible observar a
través de la técnica de inmunotransferencia una reactividad en contra de proteinas de
membrana tales como 96, 76, 70, 53, 46, 38 kd - M 1% y 110, 64, 50, 41, 36 kd "
and Ross, 1987.)

Sin embargo, la simple aparicién de las proteinas no garantiza por si sola la importancia de
estas en la respuesta inmune. Tras la realizacion de una inmunotransferencia con
sobrenadante del dia 9 se desafié su reactividad contra de sueros de animales infectados
experimentalmente, asi como animales vacunados. La respuesta que mostraron los sueros
de animales infectados en forma experimental reaccionaron contra las proteinas 102, 79,
69, 63, 57 y 52 kd. Debido a su reactividad manifiesta, estas proteinas se convierten en
prospectos serios para ser evaluados para su uso como antigenos en el desafio del
sistema inmune de los cerdos. Dada la respuesta observada, cabe la posibilidad de un
desafio utilizando los antigenos estructurales de M. Ayopneumoniae en adicion a estas
proteinas de secrecion buscando ampliar la proteccion en contra de la enfermedad.

El hallazgo de antigenos especificos que no presentan reacciones cruzadas ¢on otras
especies es de suma relevancia, ya que pueden ser utilizados como antigeno especifico
durante el diagnostico. Antigenos reportados como la proteina de 64 kd de M,
hyopneumoniae usando la cepa ATCC, es un claro ejemplo de esta especificidad. ("9 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 proteinas 102, 79,
69, 63, 57 y 52 kd, con los animales infectados experimental. Sin embargo, se observé
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una fuerte reaccion de los sueros de estos animales vacunados en contra de la proteina
22kD. El resuitado mostré reactividad en 20 de los 27 sueros de animales vacunados. Tras
su purificacion, la proteina 22 kd mostrdé 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 inoculacién de un biolégico comercial y cuando se trata de animales infectados. Esto
puede definitivamente ayudar en la identificacion de anticuerpos provenientes de animales
vacunados, diferenciando las respuestas inmunes durante el desarrollo de los procesos
infecciosos, facilitando asi la interpretacién durante el diagnéstico serolégico.

Existen reportes acerca de procesos bioquimicos de los micoplasmas patégenos que
generan citotoxicidad y estan identificados en forma general como el efecto de las
proteinas de la membrana plasmatica (e~ 1985) gocfolipasas ®RU R 198D y ATpsas
(Minino,C. 1993} estudio de M. pneumoniae ha permitido determinar otros mecanismos de
citotoxicidad definidos como hemolisinas no proteicas de bajo peso molecular y sistemas
perdxido y superéxido (Somerson N- L, 1965).

Durante el presente estudio fue posible purificar 3 proteinas que mostraron un efecto
hemolitico para gldbulos rojos de camero. Esto sugiere que existe una accion directa de
estas proteinas sobre la estructura celular durante la infeccion con M, hyopneumoniae. Ya
que esta caracteristica solo se demostrd Unicamente en tres del total de las proteinas
evaluadas y que son las proteinas p102, p79 y p57 detectadas durante la cinética de 11
dias de crecimiento. Cabe denotar que la proteina 102 kd se detectd desde el primer dia
de cultivo, lo que nos sugiere la posibilidad de su participacién durante la adaptacién del
microorganismo al nuevo medio ambiente y posiblemente su participacion dentro de la
capacidad patogénica mostrada por M. Ayopneumoniae. Las proteinas de 57 kd y 79 kd se
detectan también en la etapa inicial de crecimiento, desapareciendo en el segundo dia y
apareciendo en el 8°, 10° y 9° dias respectivamente, siendo esta etapa en donde se
observé la mayor actividad metabdlica por parte de M. hyopneumoniae. Existe entonces
la posibilidad de una relacién directa entre la presencia de estas proteinas de secrecién y
el dafio tisular observado en el parénquima pulmonar, esto de acuerdo con el efecto
ohservado sobre los gldbulos rojos de camero durante este desafio.

Existen varias implicaciones a partir de los resultados observados en el presente trabajo.
El proceso de adaptacién, establecimiento y crecimiento de la bacteria, es un proceso
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dindmico, este genera los elementos necesarios para que esto se lleve a cabo de una
manera adecuada. La secrecién de proteinas al medio de cuitivo podrian ser el resultado
del mecanismo de invasion y establecimiento del microorganismo in vitro, mas que
productos de desecho del metabolismo de la bacteria, ya se ha demostrado que inducen
una respuesta por parte de sistema inmune del hospedador. Ademas, fue posible detectar
un efecto de algunas de estas proteinas de exportacién sobre la estructura celular de los
globulos rojos de carnero. Este efecto sugiere un mecanismo diseflado para generar daiio
al tejido bronquial, posiblemente como una forma de obtencién de nutrientes, una forma
de facilitar ia invasividad o la respuesta ante el ataque del sistema inmune celular o
humoral. La posibilidad de que el daiio observado sea una sinergia entre el efecto de la
liberacién de las proteinas de M. hyopneumoniae y la respuesta por parte del sistema
inmune en relacién a la presencia de la bacteria es una consideracion para analizar dentro
de la patogenia de la enfermedad.
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8. CONCLUSIONES

1. M. hyopneumoniae es capaz de liberar un gran numero de proteinas de
secrecion al medio de cultivo.
Las 17 proteinas observadas durante la cinética de 11 dias fueron ias 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 mostré reactividad de los sueros de cerdos inoculados
experimentalmente a las proteinas secretas de peso molecular 102, 79, 69, 63,
57,52 kd

3. Sueros de animales vacunados detectaron las mismas proteinas que los
animales infectados experimentalmente, pero predominantemente los animales
vacunados mostraron reactividad contra la proteina de 22 kd.

4. Se observé efecto hemolitico en glébulos rojos de carnero solamente con las
proteinas de 102, 79y 57 kd.

5. La determinacién de estas proteinas abre la posibilidad de estudiar su

implicacion en la patogenia de la enfermedad, ademas de permitir
posiblemente su uso en el diagnostico .
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APENDICE 1.
Medios de Cultivo para M. hyopneumoniae

Medio HP M. hyopneumoniae” modificado por Friis:

Sol. Salina balanceada modificada por Hank 's........ccccccvrveenenenne 152.0 mi
Extracto de levadura...........ccccovimiiiimiiininmim s 18.0 mi

* AQUA dESIONIZAAA .....eoeeeviieiiiierierirerer e e 225.0 ml
* Infusion cerebro corazon (BHI,DIfCO).......ccveieveeircnnerivrsrcaneens 25¢g

* Caldo PPLO (DifCO)..eceeeesivrrrrmererreeeressiscsrasrenneesreesssseeseserneesens 25¢
*Rojo de fenol (Sol. 0.29) ......covvviririiiiiniiniieerieccc s e 35¢g
KDNA (SIGIMA). .. reveceierriisesistiosesiessssresessessssesssessasetesasssssnsessnes 0.02g
MetiCiliNg ..ooveveriiiircicniree et e e s 75.0 mg
Sulfato de KanamiCing ......cooeveeiiieniiiirioniininincrereeeresesienssssnennnes 1.0 mg/ml
Suero inactivado de caballo (56°C/30 Min) .....cccoveimicrerieiiiiinin o 25.0 mi

Ajustar el pH a 7.4 con una solucién al 7.5% de bicarbonato de sodio. El medio ya
preparado se distribuye en tubos de 3 x 100 mm con tapén de baquelita a razén de 4.5 ml
en cada uno (*) Estos deben ser esterilizados en autoclave.

Solucién salina balanceada modificada por Hank:
(disolver en el orden que se presenta)

Solucién "A”

AgQua desionizada ........ccceeieiiiieiririiien e e 400.00 ml
NACE et re e e s e e a e nerannes 80.00g
(O o 4009
MASOA.7HZ0 oo ren e e s s e anenens 1.00g
MGCL12.6H0 .ottt n s 1.00g

0 10 P TRE 1409
AQua desionizada C.h.P......oovivveerrrriiir i e 500.00 mi
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Solucién “B”

AQUa deSIONIZAAA .........oervirieireireeiriirrnneniieecarreeirerereeeeerees 400.00 mi
NaHPO4 12H20 .ocrinerireiciiccecreccrisnererrerearesaresescsennenaseneans 1.50 g
Y 0 SN 0.60g
Agua desionizada C.D.P........covreeriiiiiiniirrere e 500.00 mi

Al momento de su uso 25 ml de la solucién “A” se mezclan con agua desionizada aforando
hasta 400 ml, después se agregan 25 ml de la solucion "B” y se afora con agua
desionizada hasta 500 ml.

Extracto de levadura

Se suspenden 50 g de levadura fresca de panaderia en 100 mi de KH,PO, 0.2M. Calentar a
80-85 ° C durante 20 minutos y clarificar mediante la filtracion con cartuchos Millipore
“lifeguard” CP-15, ajustar el pH a 7.6 con una solucion 1IN de NaOH. Esterilizar por
filtracion (membranas Millipore, 0.22 um) y almacenar a —20° C hasta su uso.

Medios Sélidos.

Medio de Friis:

Infusidén cerebro corazon (BHI,DIfCO) .....cceeveeeerurerivensnennnns 5009
PPLO caldo (DIfCO) vereereeiaereerainrnenieeneeeemrisriresssssnnnsrannneens 5.009
Rojo de fenol (sol. 0.2%) (Sigma)........c.euvuviviieeivieeiereecennns 7.00 mi
Agar nObIe (DIfCO) .....vverrereerriricircenmnrnierirer s eesnsererees 4904¢

D LN 110 1T ) 0.02¢
AQUA deSiONIZAda .......cooeereereminiciciirircc e rreen e 450.00 mi

Ajustar el pH a 7 con una solucién 0.1 N de NaOH y esterilizar en el autoclave
manteniéndose a 45-50 °C en baflo maria para agregarle en forma aséptica los siguientes
compuestos:
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Sol. Salina balanceada mod. de Hank ..........cccocevvuninnnnnns 304.00 mi

Extracto de levadura ........cceevveiceiiiiiiiinneiiicnninceneneaneanaes 36.00 mi
Suero inactivado de caballo ..........c.ccccceeviinniine. 250.00 mi
MetiCHING ...ceeniie v e e s 150.00 mg
Sulfato de kanamicing ........c.ccevvvirimececinniir s 1.00 mg/ml

Mezclar y distribuir en cajas de Petri de 100 mm de didmetro

Medios Liquidos para Caracterizacién Bioquimica
Medio de Arginina (hidrélisis):

PPLO caldo (DIfC0) .vviisreermrerrennereninnreresssennesiseesensinnsssnsinns 10.0g
L-Arginin@ HCl (SigMa) .......coveriiiriirnriirnrenn i iessesscreninsenins 509
1300) o X0 - £= 0 (o I Y 1011 - ) S U 6.3 ml
Agua desionizada C.D.p...covvieereiiiiiiirie e 250.0 mi

Ajustar el pH a 7.0 con una solucién 0.1 N de NaOH vy esterilizar por filtracién (membranas
Millipore de 0.22 um), agregar en forma aséptica los siguientes compuestos, previamente
esterilizados:

Suero inactivado de caballo ..........ovvviiviieiinii e 100.0 mi
EXtracto de 1evadura ........cooevveeeuviricinirciiiiiise i v senesene e 50.0 ml
Sulfato de kanamicing ........cccccoeveeiiviniveririeescrssernreeeensenns 1.0 mg/mi}

Medio de Glucosa (fermeniaclén):
Este medio se prepara tomando como base el medio de Friis y solo se le adiciona glucosa
en una proporcién de 1g por 1000 ml de medio fiquido.

Tanto el medio de arginina como el medio de glucosa se distribuyen en tubos de 13 X 100
mm con tapén de baquelita a razén de 4.5 ml 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 bioquimicas
bacteriolégicas asi como para realizar las pruebas serolégicas de inhibicién de crecimiento
de micoplasmas.

Solucién para la prueba de dependencia de esteroles.

La solucién de digitonina al 1.5% (Friis, 1975) se esteriliza por filtracién (membranas
Millipore de 0.22 um), se humedecen discos de papel filtro previamente esterilizados,
secar a 37 °Cy se almacenan a 4 °C.

Solucién de azul de metileno para la prueba de produccion de perdxido de
hidrégeno.

Se prepara una solucién al 0.1% de azul de metileno en agua destilada, esterilizar en
autoclave y almacenar a 4° C.

Solucién modificada de Alsever’s.

GIUCOSA «ovviiiiiciins sttt e e e s e ene 20.05¢
NACT ot rrrere s re v e rr e s ae et e e e ene e e 429
Citrato de SOAI0 .....cvveerrveiiriiiinerreernerirrnrerrererseereenesssessessranens 8.0g
ACIO CIETICO vvvvvrevececietereesrercsesetsesesessren st en st e sesesesssassesnes 0.55¢
Agua destilada C.h.P.....covveiiriiiii e 1000.0 ml

Esterilizar por filtracion (membranas Millipore de 0.22 pm) y se almacena a 4° C
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APENDICE 2

Solucién de monémeros, acrilamida-bis acrilamida (30.8% y 2.5%).

Acrilamida..........ccoceieerninnnninnnnn. 300¢g
Bis-acrilamida............ccccuuvvunnens 08¢
H.0 desionizada ¢C.b.p........c....... 100.0 ml

Se filtra en papel Whatman 1 y se guarda a oscuridad a 4 C.

Regulador del gel de separacién Tris-HCl 1.5 M pH 8.8.

Trizma base.....cc.cecvveeveicciiiinees 9.08 g
H.0 desionizada............cccevnnnnee. 45.0 mi
Se ajusta el pH (8.8) con HCI 6N,

AfOrar @ ..oocoeiminmniciciniinreeenes 50.0 ml

Se filtra en papel Whatman y se guarda a 4 C.
Regulador del gel concentrador Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8.

Trizma base..........ccccevvveninieeciene 3.03¢g

H20 desionizada..........ccccceveeinn, 45.0 mt

Se ajusta en pH a 7 con HCI 6N,

Se filtra en papel Whatman y se guarda a 4 C.

Lauril Sulfato de Sodio (Dodecil sulfato de sodio, SDS) al 10%.

SDS i 1.0g
H,0 desionizada.........c.co.cvvers 10.0 ml



Persuifato de amonio al 10%.

Persulfato de amonio................ 01g
H,0 desionizada......cc..coccervrinn. 1.0 mi
Se prepara al momento de usarse.

TEMED (N’, N’, N’ Tetrametilendiamina)
Solucién comercial lista para su uso

Solucién amortiguadora de corrida (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M-SDS al 0.1%,

PH 8.3).
Trizma Dase.....ccovivevvvierennicernennenns 12.108 g
GliCiNG. . e eceeirreccrcccrisre e reenans 57.600 g
SDS Al 10%....cvcrevecnereinirnenrennenn 44
Aforar con H;0 desionizada........... 4000.00 mi

No debe ajustarse el pH. El regulador no debe ser reutilizado, debe desecharse.

Solucion Digestora
Tris 0.5M, pH6.8...ovcrevcreeririinnnnn 4.375 ml
SDS.eiierrr e 01g
Glicerol....ccouiiiiinienriiie s 0.5ml
2-Mercaotoetanol......ccooevvveininnen 0.25 mi
Azul de bromofenol.........c...ccu.n.n. 0.002%
Preparacién del Gel

a) Gel para Tampén.

Sol. Acril-Bis (Amor pH 8.8)........... 1.0 ml
TEMED...ouveieeriieertenniieeerinnnneeenns 7.0 ul
Persulfato de amonio.................... 13.0 ul
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b)

)

d)

Gel separacién de 7.5%

En un matraz kitasato colocar:

Amortiguador pH 8.8........c.vvvvcciiennnnn. 7.5mi
Sol. Acril-Bis (Amort pH 8.8)............. 25ml
NOTA; Se hace vacio durante 10 minutos.
TEMED....cciiiievi e, 25.0 ul
Persulfato de amonio...........cceerereee.. 50.0 ul
Gel separacién de 12.5%

En un matraz kitasato colocar:

Amortiguador pH 8.8......c.c.cce i 5.9 ml
Sol. Acril-Bis (Amort pH 8.8)............. 4.2 ml
NOTA: Se hace vacio durante 10 minutos.
TEMED...coiveiieie e 50.0 ul
Persuifato de amonio.........cc.ceeeeeenns. 100.0 ul
Gel concentrador para el peine

En un matraz de kitasato colocar:
Amortiguador pH 6.8.........coceererineen. 5.2 mi
Sol. Acril-Bis (Amort pH 6.8)............. 0.8 ml
NOTA: Se hace vacio durante 10 minutos.
TEMED....cocvriiiiiimeiniceiirre e 20.0 ul
Persulfato de amonio.......c..cceeeeeen. 40.0 U
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APENDICE #3

Tincién de geles de Poliacrilamida-Dodecilsulfato de sodio PAGE con azul de
Comassie R-250.

- Solucion stock del colorante
Azul de Comassi€............c.cccuvvvennes 20g
H,0 desionizada...........ccceirernnrnenns 200.0 mi

1. Colorante de trabajo para tincién de proteinas Comassie al 0.125% en
metanol: acético: agua.

SOlUCION SOCK. ..cvereercrrrenireriiienrenas 62.5 ml
Metanol absoluto............ccoceevvinene 250.0 ml
Acido acético glacial.........c....eeve.... 50.0 mi
H,0 desionizada...........ccoceveeeeeaennn, 137.0 mi

Se filtra en papel Whatman No. 1.

2. Solucién destenidora I.
Metanol.......ccovvvieninriincnicenrenens 250.0 ml
AC. ACBHICO. ..veevrcrrierririicinrecsiae e 50.0 mi
H,0 desionizada............cccovvvuevirnnnns 200.0 m|

3. Solucién desteiiidora I1.

Metanol....c.covceviee 25.0 ml
P Yo - Yor-] [ o TR 35.0 ml
H,0 desionizada...........ovceveumvnrienns 440.0 mi
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APENDICE #4

Tincién con Negro Amido

Negro amido.........cccecerverrenns 0.1 %

Met-OH.....covveiiiiiierirces 45.0 mi
AC. ACBLICO....uvvcrerrrrnenrnrennane 10.0 mi
Agua destilada...........ccceeeernee 45.0 mi
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APENDICE #5

Soluciones para la técnica de inmunotransferencia
1. Solucion amortiguada de Trietanolamina (TBS) pH 7.2

NaCli...cooreeeniiiiiiiniieeennes 754
Trietanolamina................ 2.8 ml
HC AN e 17.0 ml
MghCLEH;0...coeveviienn, 0.1g
CaCl.2Hy0.cccvvvviririiiinins 0.02¢g
H,O destilada..........c....... 980.2 ml

2. Solucién de leche descremada al 5% en TBS
SKim-MilK........ccervireeinnnns 50¢
TBS.iiieivieen, eeveene—— 100.0 mi

3. Solucién reveladora (Substrato)

Alfa-Cloronaftol.............. 30.0 mg
Metanol........ccovmreneneinn, 10.0 mi
L= 50.0 mi
HaOg vt 50.0 pl

4. Solucién del Kit Elisamate (KPL)?

> Solucién de lavado
Concentrada 20X/200 mi

> Solucién blogueadora /BSA
Concentrada 100 mi

> Solucién para parar la reaccion.
Concentrada (5X) 5% SDS

> Solucién “Coating”
Concentrada 10x/25 ml.
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