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EXPRESION DE NTIGENOS DE  Actinobacillus  plewuropneurmoniae
SEROTIPO | A PARTIR DE CLONAS RECOMBINANTES DE FIscherichia

coli.

RESUME
Actinobacillies pleuropneurnoniar es ¢l agente ctiolGgico de la pleuroncumonia

contagiosa porcina. Esta es una de las principales causas de pérdidas por enfermedades

en la Industria péreicola en México. La clonacion de antigenos involucrados en el

desarrolle de Ia Ininonidad es de gran interés, va que estos podrian ser utilizados en

pruebas diagndsticas. El objetivo de este trabajo fue ¢l de obtener antigenos de la

biblioteca genomica de  Actinobacilius  pleuropneumoniae  serotipo |, construida en

rlos utilizando sueros de cerdos

pBluecscript y clonada en Fscherichiia coli DHERar v eval

Infectados, vacunados y sin infeccién.

Por medio de un tamizado inmunologico, atilizando una mezcla de siteros

positivos a Actinobacilius plearopnewrnioniue por fijacion de complemento, se selecciond

una clona recombinante de Fscherichia coli (2732 a partir de una biblioteca genamica.

En los extractos totales de esta clona. la mezcla de sueros recosnocié por

inmunotransferencia una proteina de >200 kDa de peso melecular aparente. Los

ados como antigeno en a prueba de ELISA

extractos totales de esta clona fucron utili

¥ sc comparard esta prucba con f{ijjacion de complemento en el diagnéstico de .

Plevropneumnmmoniae. Para cllo, se trabajaron 248 sueros de cerdos: 112 colectados de

iro), 3 de animales

granja, 100 colectados en rastro (21 de ellos caon aislamiento pos

s.pf. infectados en condiciones controladas v con alslamicnto positivo. 23 de a

vacunados en condiciones controladas » 10 de animales s.p.f. considerados como

controles negatives. La prucba de ELISA atilizando ia clona 2732 fue capaz de

diferenciar los cerdos infectados de los vicunados.

1



ABSTRACT

Actinobacillus pleuropenumoniae is the cause of porcine contagious pleuropneumonia,
one of the most important economic losses in pig farming. The cloning antigens involved

in the immunity is interesting, In order to use as diagnostic probes. The aim of this work

was to obtain antigen from Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 1 genomic fibraries,
constructed in pBlucscript, and cloned in Escherichia coli DHSar.
By using immunological screening with pooled pig sera positive 1o Actinobacillus

pleuroprneumoniae by complement fixation (CFi. a recombinant clone of Escherichia coli

(2732) was selected from a geno

ic library. The clone expressed a >200 kDa protein in
crude extracts, and these were used in ELISA and compared with the CF test for 1.
pleuropneumoniae diagnosis. The assay included 248 pig sera: 112 from a farm, 100 from a
slaughterhouse (21 with positive isolation), 3 from animals with positive isolation, infected
in controlled condltions, 23 from animals vaccinated in controlled conditions and 10 from
negative controls. The ELISA test with clone 2732 was able to discriminate between

vaccinated and infected pigs.



INTRODUCCION

BACTERIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

El agente Infeccioso de ia pleurvneumon{a contagiosa porcina fue descrito por primera
vez a principios de los ahos 60. Desde entonces, ha sido objeto de amplias investigaciones,
con el fin de conocerlo mejor y definir sus factores de virulencia.

Ya que este pequeio cocobacilo Gram negative requiere de nicotinamin-adenin-
dinucleétido (NAD) para su desarrollo y gracias a sus propiedades bioquimicas y

fisiol6égicas, Klilian et. al. (1979) propuso nombrarlo Haemophilus pleuropneumoniae.

Taxoaomia

La utilizacién en los ultimos anos de nucvas técnlcas en la clasificacién bacteriana con
énfasis en el material genético, ha dado nuevos aspectos taxonémlicos. Asf, utilizando la

técnica de homologia de DNA, se¢ ha demostrado que las especies de los géneros

e hilus, Actinobacilius y Pasteurella pueden ser incluidas en un mismo grupo, ¢l cual

P

es llamado -HAP-, mostrando una gran relacién genética (Pohl 1981). Estos hallazgos han

hecho que se r idere la latura actual de cicrtas bacterias de este grupo,

iae a Actinobacillus pleurop ie debido

proponiéndose ¢l cambio de /. pleurop

a la gran similitud que existe cn la secuencia de nucle6tidos con los miembros del género
Actinobacillus.
El hallazgo de bacterias "semecjantes a Pasteurclla® que producen lesiones similares a

la pleuroneumonfa en el pulmén del cerdo y que no requicren de NAD, pero que por lo



demds son fenotipicamente Iguales a A. pleuropneumoniae, ha motivado ia divisién de la
especie, para distinguir entre bilovariedad 1 (NAD-dependientey y biovariedad 2

(NAD-independiente) (Pohl 1983 (tabln 1),

TABLA 1
Diferenciaci6n bioquimica de las diferentes especies

de Acrinobacillus atslados de cerdos.
A. plevurop. A. pleurop. A. suis A. equuli A, lignieresii
biotipo |1 hiotipo 2
*NAD + - I - . _
Hemélisis I + + I + I -+ -
Ureasa l + [ + I -+ 7 + +
Esculina - ] - I + I - -
Trealosa - T - I + ' + .
Manitol + I + L - T + +
Rafinosa v J v I - J +
equicre parn sU dcsartulls
V= Variable

Los diferentes serotipos de A. pleuwropwiessmoniae

Con base en los polisaciridos capsulares y en ¢l requerimicento de NAD del agente
cldsico de la pleuroneumonia contaglosa porcina, la blovariedad 1 de A. plesiropnewurnoniae,
puede ser dividida en 12 diferentes serotipos, los cuales se piensa ticnen varios antigenos

en comion (Gunnarson ct al 1978; Scbunya y Saunders 1983; Rapp et al 1986; Maclnnes

¥ Rosendal 1987; Romero 1989; Fedorka-Cray et al 1994)

Algunas cepas NAD-indepeadicntes (biovar 2) parecen tener también antigenos

capsulares similares (Gunnarsson 1979; Nicolet 1982).



Los diferentes serotipos comanmente muestran prevalencia nacional, regional o local
(Rosendal y Mitchel 1983; Brandreth y Smith 1985; Vaillucourt et al 1990).

Se ha tratado de agrupnr también a los 12 diferentes serotipos en base a Ia

virulencia que presentan €stos en algunos modclos experimentales (Komal y Nittal 1990).

Factores de virulencia

De los 12 serotipos de A. pleuropneumoniae identificados hasta Ia fecha, algunos de
estos producen una enfermedad mas severa que otros, La Inoculacién con tan solo 10 000
células viables del serotipo 1, produce la muerte del cerdo en menos de 12 horas ¥ con sélo
100 bacterias puede producirse un absceso en ¢l pulmon. Los factores de virulencia que
presenta esta bacteria son los responsables de la colonizacién y de las lesiones que se
producen en cl transcurso de la enfermedad. Muachos factores de viruiencia ban sido
descritos para A. pleuropneumoniae y el papel que jucga cada uno de estos factores en ta
patogénesis de la enfermedad ha sido sujeto de un intenso estudio en tfos Gltimos anos v

apenas comienza a entenderse (Inzana 1991. Fedorka-Cray ct al 1994, Reimer et al 1995,

Frey 1995).

Por medio de estudios de microscopia electréinica sc ha demostrado que los aislados
virulentos del serotipo 5 poseen una cdpsula mads gruesa y mds adhercente que las cepas
avirulentas (Jensen y Bertram 1986). Jacques et al (1988) utilizando [os serotipos del 1
hasta el 10, encontraron una correlacién positiva entre la prescncia de capsula y virulencia.

Otros estudios también han confirmado la virulencia de la cdpsula, ya que mutantes

deficientes de cdpsula de los serotipos 1 y § son mucho menos virulentas que las cepas



originales capsuladas t Inzana ¢t al 1988, Rosendal v Aacinpes 1990). La cipsula e el

de las defensas del huésped. Células

e principal que protege a la bactern

compone

capsuladas de las serotipos -3, 5 v 7 han mostrado resistencia a la accién bactericida de
los anticuerpos ¥ ¢l complemento, tanto en sueros hiperinmunes de cerdo como de concjo
(Inzana et, al. 1988: Rycroft ¥ Cullen 1990, 1. pleuropneumoniae también es resistente a ia

os polimorfonucieares, pero es eficientemente opsonizado en

fagocitosis por los leuco

presencia de anticuerpos contra la cdpsula (Inzana 1991).

Itad de estos

Pocos estudios se han hecho sobre  las fimbrias, debido a Ia difi

apéndices de producirse in vitro . Esto sugicre que sy presencia en la bacteria puede ser

do

papel en la patogénesis no ha

importante in vive pero o son requeridas in vigro. S
determinado hasta la fechna, aunque en otras especies bacterianas estos apéndices son
necesarios para 1a adhesiaon a los tejidos, por lo que en A, pleuropneurnoniae podrian tener
un papel similar (Utrera y Pijoan, 1991).

El lipopolisacarido o endotoxina de la membrana externa ¢s otro importante factor
dc patogenicidad. Todos tos serotipos tienen un grupo central ¥y cadena O diferentes.
Dentro del mismo serotipo cada cepa puede variar en la longitud de la cadena O, pero
todas tienen un grupo central fgual. En ¢l scrotipo £ se han descrito cepas rugosas v cepas
lisas y ambas son scrotipo-especificas y tienen epitopos en su lipopolisacéride que dan
reacciones cruzadas (Altman ct al 1990). Belanger et al. ((1990) encontraron que el 83% de
los serotipos con LLPS liso se adhieren en gran ntamero a tos anillos traqueales de cerdo,

mientras que el 80% dc los serotipos con LI'S parcialmente rugoso se adhieren pabremente

a los mismos antllos.



s juegan un importante papel en la produccién de

l.as exotoxinas bacteriav

os que afectan mucaosas. Ko

cualquicr enfermedad, particularmente en los organis

pleuropnrumoniae se demostro su presencia lnoculando sobrenadante de caltivo estérit en

cerdos. Las lesiones que se observaron fucron muy semejantes a las producidas en una

25 han sido

infeccién natural (Rosendgal et al, 19805, Desde entonices estas exotoxie

activamentce estudiadas. DDentro de estas exotoxinas se ha descrito una cohemaolisina que

produce una reacciéon de CAMP (Chiristic, AtKins, Munch v Pettersen) al presentarse cf

tosina f# de Staphylococcus aurens  (Frev ot al 1989, Lian et al 1989,

sinergismo con

de exatovinas con actividades de hemolisinas vy de

También se ha descrito Ia presenci

citotoxinas a la vez, las  cuales se canocen como Apad, Apadl v Apxlll. Estas toxinas se

s RTX, s decir, tienen secuencinsg gepetidas de

encueniran dentro del grupo de fas toxie

aproximadamente % aminoidcidos. A este grupo pertenccen tmanbicn otras hemolisinas de

bacterias Gram acpativas, habliendo pran homaologia entre diferentes péncros. Apxl es

fuertemente hemolitica y citotGxica, Apadl es débilmente hemolitica y citotoxica y ApaIll no

(Fres v Nicolet 1988 Kamp et al. 199]; Rycroft

es hemolitica pero es fuertemente citotaoxic

dde los diferentes serotipos depende de

et al. 1991 Frey 1995, I"ur o tanto,
cuales de estas toxinas estén presentes,

Muy pocos teabajos se han hecho para determin la importancia de las proteasas

v no se ha

(Kilian et al 1979, Negrete et al 1994) y «u papel en la patogenicidad a

acion de la bacteria por la ruptura de

esclarecido. Se cree que podrian fasorecer Ia caloniy

tracto

la inmunoglobulina A, ya que ésta os una de las barreras primarias paca He

1V de los tejidos cercanos, to que permitinia 1a invasién.

respiratorio, asi como la degrada



Susceptibilidad = Jos antibiGticos

A. pleuropneurnoniae cs, in vigro, altamente susceptible a muchos antibiGgticos. Son
preferidas en la terapéutica las sustancias con concentraciones minimas inhibitorias, sin

embargo, las propiedades farmacocinéticas de los antibidticos y sobre todo, 1a posibilidad

1. tiene que tomarse en cuenta. n los dltiolos anos h

rteria

de producir resistencia ba
ntes antibidticos (Hirsch et al. 1982,

sido reportados plhismidos de resistencia

Gilbride ¥y Rosendal 1984, Hucther et al. 1987, Willson et al 1989, Sin embargo, s¢ ha

encontrado que la resistencia a los antibidticos, en Ia mayoria de los casaos no es codificada

. Suzuki et al

. Cohmenares et al 195

por plismidos (Inoue ot al 1984, Kawahara ot al 198

sutiérrez ot al 19931 Pe todos modos es necesario determinar fa susceptibilidad a

1989,

pleuropnesmoniae, ya que los patrones

istada de

10y de cada cepa

tos antimicrob.
difieren dependiendo del drca geogrifica de donde fue aislada (Nadeasa ot al 1988, Willson

ot al 1989, Gutiérrez 1993).

Epidemiologia

Actinobacillus pleuropneumoniac ¢« un parisito del tracto respiratorio. con una alta
especificidad hacia ¢l huésped, el cerdo. En las infecciones de tipos hiperaguda y aguda, el
agente no s6lo pucde encontrarse en lesiones ncumoénicas o septicémicamente, sino también
en todas las mucosas del tracto respiratorio ¥ en ¢l moco se pueden tener mis de 10°

bacterias /ml. (Nicolet. 1985).

En cerdos infectados crinicamente, el agente etiolégico estd localizado en lesiones



necrvticas del pulmon y/o en las tonsitas y menos frecuentemente en la cavidad nasal. Se

0 Japon, dentro de una poblacion sanis, se encontv un alto parcentaje

debe senalar que

vidad nasal (Kume et al 1984). En el medio

de anktmales en los que se aisld et agente de o

ambicnte. este microorganismo no sobrevive por mucho ticmpo, pero protegida par o}
material de descarga nasal, puede vivir unos dias mds, hasta que este material se

n varta ampliamente va que, en

cuhac

nente. F

deshidrate complets periodo  de

una gran cantidad de

infecciones experimentales, se ha cncontrado gue con exposiciones
bacterias puede producirse baomuerte en pacas horas o dias, micntras que con bajas

1+ subclinica (Nicksen v Mandrup

una infecg

cantidades de bacte s puede produ

1977: Sebunya et al 1983, Fedorha-C et al 1903,

Modo dc transmisién

vite por contactodirecto de cerdo a

s portodos aceptado que la enfermedad se trans

cerdo, o por fomites en los corrales en un drea muy reducida. 1 unidades de engorda.,

cuando hay brotes agudos Ja infeccion puede pasar de un corral a otro, sugiriendo el papet

que jucgan tas acrosoles, a pesar de [a gean distancia que exista entre los corrales. También

1 de 1a granja. ya que por la gran

puede haber transmisian indirecta por ¢l persor

uda, la transmision pucde producirse a travé

sal que existe duraote In fase 2

excrecian

de la ropa, botas o instrumental contaminado con estas descarpas. 1o posible participacion
de pequenos roedores o pajaros no pucde ser descartada, pues se ha loprado identificar por
serologina A. pleuropnewsnoniae de estos animales, Por otra parte, el ser humano no es

nta del

huésped de esta bacteria y no se ha logrado aislar este agente de nariz, ni de garg

L



tijas con ¢l problema, t Nicolet 1985,

personal de g

te e inicia en i poblacion susceptible por a introduccion

La enfermedad comummne

mente y on animal que se recobra de bainfeccion se

a la piara de cerdos infectadas crosnic

iversos factores de estres, tales

sarios meses. 1

mantiene como portador asintomatico pe

ricento » las condiciones ambicntiales adversas, como cambios bruscas de

como ¢l hacina

a cualquicr tipo

acion. que predispane

ay fal

deven

d relat

temperatuca, alta hume

Hemente, esto

o de Laenfermedad v conseou

ron

a, dan {up » disem

de neu
incrementa los indices de morbilidad y mortalidad. Por ello no es sorprendente que s mas
altas incidencias de brotes scan observadas durante los meses de otono e invierno oNiclsen

: Nebunya y Saunders 1983, Pijoan 19904,

Discminacién y brote de 1la enferwmedad

Después de introduciv un posrtador sano a la poblaciaon susceptible, [a enfermedad poede

te hias que tos Tactores de estrés den cabida a Ia manifestacic

vicam

diseminarse subc

1981, Freese 19900, En la mayoria de los casos esta ~e huace

clinica (Rosendal et

rapidamente esidente, acomy; por desenlaces fatales, La letalidad difiere amplismente

» de cada explotacion. o peneral

1 ¢ inmunologi

i

de acuerdo a la situacion epiden
el porcentaje de letalidad parece ser mayoer cn unidades de recria que en unidades de
finalizacion (Rosendal » Mitchiell 1983, Freese 1990).

El curso de la manifestacion clinica y la disemiaacion de la enfermedad pueden sev

influenciados por el grado de separacion de Ias diferentes unidades ¥ por la ciapida terapia

antimicrobiana (Pijoan 1990). Sin cmbargo, €n unas semanas o en pocos meses después del

10



males tendeih anticuerpos

primer episodio napude de L enfermedad, un aidto porcentaje de s

cre gue fos animales, sin necesariamente presentar signos clinicos, han

especificos, esto su

emente la poblacion ha adquirido an grado  de

sido expuestos al apente- v consec

enda

ate

enfermedad  puede  seguirse  m

obstante esto

inmunidad. pero

nente. De esta maneri una poblacion aparentemente sana debe consider

subclinicz

un peligro para poblaciones susceptibles,

tadia » represent

mente infe

ceoni
infectadas crénicamente,

fermedad en poblaciones

Las manifestaciones de la
id del

i parte de las condiciones de mmancjo v de Fa evolucian de la inmuonid

dependen en g

1ja se mancja con higiene, se separan v sce detectan

hato. Se ha demostrado gae s la

nimales 3 ~e cepuehln con animales

un brote se sacan tados los

fos portadores » si ¢
gueda 19944

de 1. plegropnewmuoniae Pijoan 1990,

L tener e

sanos, sve Jog

a de los anticuerpes cadostrales, o las £-9 cemanas. tos animales

Después de 1a desaparic

ivos bajo condiciones optimas v éstos no  transm;

pucden mantenerse  sceronced

inmunidad calostral a sus ¢ri

Distribucién propréfica
A. plevropneumoniae ha sido reportado practicamente en todos los paises en donde la

to reafirma

do (NSebunya v Saunders 19383, 5.

reproduccion del cerdo se ha industr

la idea de que los sistemas de mancijo modernos favorceen ta expresion de este tipo de

infecciones (Brandreth y Smith 1985, Freese 1990).

La prevalencia regional de ciertos serotipos no es sorprendente, pero la celacion entre

diferentes serotipos de diferentes paises es de gran interés, comao punto de transmision a



través del intercambio interaacional de animales. Fste factor puede explicar la apasicion

de nuevos secolipos en ciertas areas,

En NMéxico los primeras brotes de la enfermmedad fueron observados en 1976, en La

ctivo de cerdos con EUA

mercio

Piedad, Michoacan, rona porcicotla gue tentiv un ¢

fectandn las principales

ite fuc

Lame

Canadi. A partir de esa fecha la enfermedad g
arcas porcicolas det pars » en la actualidad esta ampliamente distribuaida en todos fos

1 de mayor importancia.

tor

estados, considerandose como la enfermedad respi

de casi todos Los serotipos de A, plearopacumoniae ¢n el territ

comunicado i presenc
islitdos (Ciprian et al. 1958%;

iendo los seeotipos Ty S Jos mias frecuentemente

nacional,

ros of all 1995)

Diaz et al. 1989: Ontisve

Diagnéstico, inmunidad y control

1. Diagndéstico

Existen cuatro métodos principales de diagndstico para fa detecciGn de Las infecciones

rdos: a) signos clinicos » curso de la enfermmedad en cada

por A. pleuropneurnoniae en los ¢

cerdo v en la piara, b) hallazgos post-mortem, ©) aislamiento de Ia bacteria del tracto

respiratorio y d) serologia.

a) Signos clinicos
La infeccion pucde ser de tres tipos: hiperaguda, aguda y crénica ( Shope 1963; Nicisen

Wa  se  presenta

1982). En poblaciones completamente susceptibles, la  pleuroncums

repentinamente, se disemina rdpidamente y afecta a todos los animales no importando la

12



edad. incluycndoe a los lactantes » a tos de finalizacion. Comunmente el encargado se da

cuenta de ta presencia de ta infeccién cuando varios animales han perdido repenti

amente

el apetito y presentan fiebre (40-317 Ch.
En casos ffipidos v de desenlace fatal, estos signos iniciales son seguidos por cianaosis

de la picl y membranas, dispes, tos t

meda y los cerdos afectados presentan vomito; la
afecciton respiratoria os tan severa que los cerdos respiran con In boca ablerta y se
manticnen sentados. Poco antes de s muerte hay descargas con sangre por boca y nariz y
1a muerte ocurre antes de 24 horas de iniciada 1ainfeccion rTenorio et al 1987, Freese 1990,

Madsen et al 1995, Ocasionabtmente alpunos animales pueden morir sdabitamente sin

presentar signos. La tetalidad en los casos hiperagudos es alta, entre ¢f 80 v el 1007,

En neunatos, ba infec

GILAC Prescnts como una septicemia v la mayoria de las camadas
se picrden ¥ aqui los disturbios nerviosos pueden ser un signo distintivo en los animales

Infectados. Otros cerdos purden mostrar depresion e i

ovilidad vy, cuando son forzados
a moverse. mucestran signos de afeccidn respirntoria v un respliro corto v forzado, la muerte
puede ocurrir en 1 6 2 dias si progres

ta f

medad, o puede evalucionar a la cronicidad.

Los animales con afeccion de tipo cronico ticnen signos

ales como disminucién del

apctito, desarrollo lento, tos crinica,. baja conversio

n alimen

ia y su temiperatura pucde

variar entre normal y -$0-41"

b) Hallazpos post-mortem
L.as jesiones del tracto respiratorio en las formas hiperaguda, aguda y cronica son

diagnésticas de Ia infecciéon. Las lesiones pueden ser descritas como neumonia fibrinosa

13



lobular acompanada de una pleuritis y en los casos crfnicos hay una pleuritis fibrosa vy los
pulmones pueden presentar focos necriticos de distribucién y tamanao variable (Nielsen
1982, Olander 1963. Shope 1964, Bertran 1985). Los focos necrdticos muy comunmente
mantienen la infeccién por varios meses y los cerdos con estas lesiones son portadores de
la enfermedad.

En un brute, los primeros examenes post-mortem son importantes ya que permiten
ascgurar el diagnistico. En los animales sin signos clinicos, el papel de la inspeccién
sanitaria de las visceras juega un papel importante, ya que una alta prevalencia de pleuritis

crgnica al sacrificio, da 1a seguridad de que hay neumonin crénica en esa poblacion, la cual

podria deberse a A. plewropnewurmnoniae (Christiasen 1984 y Nielsen 1982).

3 . ioloed

©) Dingné

Comunmente ¢l cultive puro de A. pleuropneamoniae cs facilmente obtenido de los
pulmones en casos de tipo hiperagudo y agudo de pleuroncumonia. Las infecciones
generalizadas con aislamientos de higado y bazo, parecen ocurrir en animales afectados en
forma hipceraguda, mientras que ¢l aislamiento de este microorganismo de otros drganos
o tejidos que no sean pulmones y pleura es muy variable en casos crénicos (Niclsen 1982:
Scbunya ct al 1983). En lesiones crénicas muy vicjas es dificil el aislamiento y la serologia
es el método de eleccidn para el diagnéstico.

de¢ realizarse en agar sangre, con la ayvuda

E! aislami de A. plewrop iae p
de un cultivo cruzado en linca de Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus (cepa

nodriza), durante toda la noche con CO, al § 6 7%. Otra forma de lograr el aislamicnto cs



utilizando Ia técnica de dilucion en caldo PPLO, de donde después de incubarse durante

toda la noche sc siembra en agar sangre con cepa nodriza (Pljoan et al 1953).

tico bacteriolGgico ex In serotipificacion de las

Una parte muy importante del di

cepas aisladas.

Hasta el momento 12 serotipos han sido identificados en bise al antigeno capsular, esta
clasificacion coincide con ta distribucién de proteinas de miembrana externa (Gunanarson
1980; Niclsen 1982; Nielaen 1954: Rosendal y Boyd 1982; Niclsen 19861, Todos los serotipos
son idénticos en morfologin y propiedades bioquimicas y sélo por pruebas serolégicas
pucden ser diferenciados.

Los serotipos encantrados cn unia ceion pucden cambiary por o tanto es necesario

reallzar Ia serotipificacion de las cepas gque se afslen cada vez de los casos de campo,

d) Diagndstico sexrolégico
Las prucbas seroldégicas son importantes en el diagnéstico de esta enfermedad.

Durante ¢l curso de la infeccién 1os anticuerpos pueden ser detectados por medio de

pruebas serolégicas como fijacién de complemento {Nielsen 1982, Lombin et al. 1982),

agiutinacién en tubo con 2-mercaptoctanol (Villancourt et al [986; Goyette et al 1986),

coaglutinacién (Mittal et al 1987), aglutinacién en tagjeta (Ciprian ct al 1990), ELISA

(Nicolet ct al 19815 Niclsen et al 1993; Bossé et al 1993; Nielsen 1995) y neutralizacidn de

Ia hemolisina (Fedorka-Cray et al 1993;. L.as prucbas dan un panorama dc¢ cémo se

encuentra la infeccion en la plara y con ellas Ila mayoria de casos crénicos y subclinicos

puecden ser detectados. En animales crinicamente infectados por A. pleuropneumoniae cs

15



INICOS 110 S¢ presenten ¥ que estos eerdos sean portadores sanos, tos

com que Tos si

nsficren de unidad (Niclsen 1982); por

cuales pucden producir brates agudos cuando se t

ados lo mas rpido posible.

n detec

lo tanto, es impartante  que tales serorreactores se

Isos positivos o pnegatis os.

o de

an nome

Algunas de estas pruchas dan an g

Limente

rcion de todas las pruchas serolagicas, se ha utilizado princip.

Para la reali

pletas de A, pleuropneumoniae.

ulas co

como antigeno, las ©

En las pruebas de FLISA se ha utilizado principalmente como antigeno de captura.

células completas de 1. plewropneumoniae (Loaftager ot al. 1993 Stine et al 19931, pero

arido (Bossé et al 1993), extractos celulares (Nidibé et al

también se utilizado ¢l lipopolis

completa como

1993) v hemolisina (Ma ot al 19900, [pual que cuando se utiliza la célul

1oy con las extractos celulares saon

antigeno, los resultados obtenidos con el lipopolisac
serotipo-especificos, yu que e estos se cncucntran los epitopes caracteristicos de cadia uno

I utilizar 1a hemolising es posible realizar el diagndstico

de los difecentes secotipos. pero
de todas los serotipos que producen esta proteina (Ma et al 1990,
No obstante que las pruchas serologicas se utilizan individualmente para cada

ados

animal deben de ser interpretadas en base a la piara, ya que los animales infec
recientemente muy rara vez dan titulos positivos y los animales infectados cronicamente dan

un alto porcentaje de serorreactores.

y la vacunacion sos considerados comoe método de control »

Cuando Ia serolog
prevencién de 1a enfermedad. es importante conocer cuiles son los serotipos presentes en

5n porcina, ya que el serodiagnistico es serutipo-especifico (Gunaoarson 1979;

ia pobla
Mittal et al 1987; Ontiveros et al 1995) » la

Nielsen 1982; Hunter y Livigstone [98

16



inmunidad obtenida por vacunacién es expresada s6lo contra el serotipe que contiene Ia

arson 1279; Rosendal et al 1981; Niclsen 1984; Fenwick y Osburn 1986; lzana

vacuna {Gur

y Mathison 1987; Cruidjscn ct al 1995,

2. Inmunidad
Existen varios factores gque influyen en ¢l curso de la pleuroncumonia en una
explotacién. Uno de estos factores ©s la inmunidad, ya que en un brote de pleuroneumonia

de tipo agudo. en 2 a 3 semanas [n morbilidad empiezn a disminuir, debido al desarrollo

de la inmunidad de hato,
En eaplotaciones de recria con cerdos erdnicamente infectados, €5 poco comin cncontrar

tidad pasiva 8 sus

signos en animales adultos ¥ por otra parte las cerdas conflieren inm
camadas, la cual protege a sus lechones durante las primeras semanas de vida. Se pueden

encontrar casos agudos en lechones en los cuales han disminuido los niveles de anticuerpos

calostrales. pudiendo también presentarse los casos en animales no inmunes recién

manifiesta durante

introducidos cn la piara. Una vez que s¢ preseita fa infeccién, ésta

periodos muy largos, ya que no se logra establecer una inmunidad de hato por ol constante
movimiento de animales. (Mittal cot. al. 1983,

Los anticucrpos circulantes s6lo pucden ser detectados por fijacién de complemento
10 dias después dc que sc inicié el brote. que es cuando los niveles de anticuerpos se
encuentran clevados y la morbilidad cmpieza a disminuir. Estos anticuerpos alcanzan sus
niveles méximos después de X a 3 semanas de inicindo ¢l brote, posteriormente empiezan

a decaer, pudiéndose mantencr bajos por varios meses (Fedorka-Cray ct al 1994).

17



3. Control por vacunacion

Estudios sobre ln proteccion que ¢

a bacterina hecha de un cultiva de 6 hopas,
con bacterias muertas v adyavante incompleto de Freund, han demostrado que paede

proveer de cierta proteccion a los aaim

tes inmunizados al ser desafiados con el serotipo

homalogo al de la vacuna (Nielsen 19762 Roscendal et al. 19812 Niclsen 31982 Mason ot al

1982).

Dcbe enfatizarse que, ¢n contraste coa la infecciaon aérea, Ia cual induce una atta

inmunidad, tanto g

1 de ta infece

4 ¢l serotipo homalogo

como pars los serotipos

heteralogzos (Nielsen 1979; fzana » Mathison 1987, la vacunacion no confier

inmunidad

cruzada. Por lo tanto, las sacunas deben contener los serotipos que existen e el adr

en

donde se encuentri L poblacion parcing que se desen vacunie.

Enlasacunacionde lechones debe ser conside

1du el efecto suprese

de los anticuerpos

calostrales ¥ por esta razon estos animales deben ser sacunados hasta las 5 a 6 semanas

de edad aproximadamente.

En poblaciones infectadas cronicamente, los animates seronegativos gquo

e van a
introducir deben ser vacunados antes de tener contacto con la poblacion afectada.

La proteccion obtenida por yacunacion no es total (Mason 1982 Espuia 198

Fedoria-

Cray 1994; y Ia barrera inmune puede ser rota por una fucite carga de infecc

0. ademas,

algo muy importante es que los animales vacunados pueden hospedar al sticroorpganismo

€N sus MUCosias y asi actuar como pontadores de la infe

ion. Esto al parecer

nplica que

A. pleuropneurnoniae no pueda ser climinado a través de program

s de vacunac

Debido a la limitada proteccidon conferida por las vacunas comerciales sc han



1entales, con el fin de proveer a los

probado diferentes inmunigenos, hasta ahora experi

~ adlida, Fntre estas alternativas se han probadoe vacunas vivas,

cerdos de una proteccion m

n hemollisina (Inzana et al 1991)

de A. plewropneumoniae que no produc

utilizando mutant

o acapsuladas (Inzana et al 19293); también se han probado algunos factores de virulencia

purificados, como proteinas de membrana externa (Chiang et al 1991; Madsen et al 1995,

19R8: Byrd » Kadiy 1992), ¢l tlipopotisacirido (Byrd y

polisaciridos capsulares (Inza

Kadis 1992), las exotoxinas tApx) (Devinish et al 1991 Frey ¥ Nicolet 1991 Fedorka-Cray

et al 1993; Madsen ct al 1995 <¢ ha hecho ademdis inmunizacion  pasiva con sucro

vacunas con  productos

hiperinmune (Stenback 1992). Se han  probado  tambidc

a » exotoxinas (Rossi-Campos et al

recombinantes, como proteinas de membrana et

1993; Van der Bosh ot al 1994,

dos wilao reducen las perdidas econémicas

Hasta ahora todos Tos inmunadgenos prob.,

por disminucién en la muerte de animales, reduciendo en muy poco L morbilidud v el dano

1wcin de animales

al tejido, aumentando con esto, por otro lado, las pérdidas por la sobreviy
con lesiones y de muy poca ganancia de peso. Esto ha hecho que el control de la
enfermedad sea dificil ¥ adicionamos a lo nnterior ¢l no contar con antigenos capaces de
detectar Ia enfermedad en sus primeras etapas o en su forma crénica y de poder diferenclar
a los animales vacunados de infectados. Hasta el momento no s¢ cucnta con antigenos
especilicos para este Gltimo fing ya que las prucbas sélo detectan anticuerpos contra A,
pleuropneurnoniac, sin saber si estos animales fucron inmunizados antes de realizar las

prucbas,

El utilizar como herramienta la clonacién de genes, puede ayudar a obtener
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antigenos especificos de A, pleuropnesrnoniae. Los genes clonados o lias proteiuas expresadas
pucden ser utilizados en una prucha diagnostica que permita bacer la diferencia entre
acion.

idos por una vacy

anticuerpos producidos por una iofeccion de los produ.

nental conocida con los nombres de “clonacion molecutar™ o "DN

1. técnica exper
i resofver un sin namero

recombinante” ¢s uctualmente la metodotogia mas poderosa pa
roque 2 0 mds

racter inmunolégico. Resumicndo, se pucde de

de problemas de o
nidos  (recombinadosy in vuro,

fragmentos de sicida desovirribonucleico (DNA)Y son
" sector” o "schiculo

mediante ¢l uso de varias enzimas. Usio de los fragmentos es llnmado

ésped, » el utro fragmento es

molecular’, ¥ es capaz de replicarse en afguna célula b
smente replicado por o veliculo.

INCrTo” v es pa

b, “clonade” o

conocido como pasaje

Generacién de fragmentos de DNA
Cualquier fragmento de DNA, no importando su origen, pucde ser clonado. Para s

generacion de estos fragmentos de DNA se conacen tres diferentes métodos. Uno de ellos

utitizando esta metodologia, han sido

. en donde va Zrupos,

ntesis de nowv

es la
as somatostating ¢ insulina a partir de genes sintetizadaos

capaces de producir las hormor
oeddel et al 1979; Itakura 1977). Esto se ha logrado clonando copias de

quimicamente (
DNA complementario sintetizados quimicamente s partir de RNA mensajeros de los
diferentes genes (Efstratiadis et al [975; Higuchi ct al [976; Rabitts 1976).

I "rompimicnto mecinico controlado” (Hogness y Simmons 1964) es otro métadao

para generar fragmentos de DNA. Este imétodo cs muy atil para producir fragmentos de

mas de 10 000 pares de bases (pb).



tercer mdétndo para generac fragmentos es la "digestién con eazimas de

restriccion™, y este os ol mas utilizade actualmente. Kl sitio de reconacimiento de una

enzima de restriccion, coma

mmente consisie de una secuce

ncia especifica de 4 n 6 pares de

bases. Estos sitios cstiin mas o menos distribuidos en el DNAL encoatriindose,

n promedio.
entre cada 100 a 600 ph para los sitios de 4 pares de bases » cada 4 000 8 6 (00 ph para
tos sitios de 6. Sin embargo, la distribucion de estos sitios depende de o endonucteasa de
restriceion » de la composicidon de las bases det DNA que se desea digerir.

Aun cuando algunas enzimas de restriccion compen o cortan las 2 cadenas de DNA

en uniones fuosfodiéster localizadas una en freate de en la doble hélice, gencrando
extremos "romas”, sin hélice sencilla, muchas de estas endonucleasas rompen cada una de

las cadenas de tal forma que las uniones fosfodiester rotas queden desplazadas entre si,

entre 1 ¥ 8§ nucleatidos, dando lugar & 1 fanmacion de fragmentos con extremos de cadena

sencilla. Hay enzimas que generan extremos de hiélice sencilla con un grupo fosfato en la

posicion S, ¥ otrivs que geneeran estos extremos con un grupo hidrosvilo 3% Estos extremos
reciben ¢l nombre de “cohesivos” o “pegajosos” v son dénticos en todos tos fragmentos de
DNA generados por la misma endonucleasa.

Ejemplo del rompimicnto de DNA por endonucleasas de restriccinn

EcoRl1 Haelll Pl
s 3
P-ATCTAGTGAATIC CTGCGCCTCGATCT AGCTCAGT-OH
HO-TAGATCACTTAAGATCACCGGAGCTAGACGTCAGTCA-P
3 s
Digestién con FcoRI. Extremos cohésivos hélice sencilla £°

5 3
ATCTAGTG
TAGATCACTTAA




3 < 3 &
Digestion con Haelil. Extremos rasurados o romos
5
ATCT

3
Digestion con Fsrl. Extremos cobésivos hélice sencilla 3°
s 3 = 3
ATCT - GATUTGOA CAGT
TACGA----~ CTOGA ACGTCAGT-----GTCA
3 s s

Unién de fragmentos de DNA
Casuto et al (1971) fucron los primeros co construlr in vigro un genoma funcional,

mente separadas del DNA del bacteriéfapo Lambda,

a través de la unién de mitades previ
para producir genamas intesros de Lambda, capaces de infectar a £ coli. Este grupo tomdé
en cuenta ¢l hechio de que los extremos de [Lnmbda son altamente homdblogos,

Jensen et al (1971, y posteriormente Loban y Kaiser (1973 ), fueron los primeros en
disenar y desarrollar un métado por medio del cual es posible unir motéculas de DNA sin
ninguna homologia. Su diseno consistié en anadir "colas” complementarias de hélice sencilla
(poll A, poli T, poli C, poli G) wutillzande Ila enzima transferasa terminal de
desoxirribonucleétidos. Cuando una molécula lincal de DNA de doble hélice es tratada con

exonucleasa 5° del bacteriGofago Lambda. se producen extremos de cadena sencilla con

grupos 3' hidroxilo. [ transferasa terminal puede polimerizar desoxirribonucledtidos

extremo 3 hidroxilo produciendo una extensién o “cola” de hélice

trifosfato a partir de u

sencilla; esta reaccién no requiere de DNA molde. Asi, 2 uno de los fragmentos a univ se

le polimeriza colas dec poli A ¥y al otro fragmento colas de poli T, y s¢ permite que Jos
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fragmentos se alinien espontineamente a través de sus colas complementarias. La

estructura resultante es una molécula de DNA circular unida covalentemente.
Aun cuando Ia ligasa de pollnuclostidos del bacteciéfago T4 habia sido utilizada para

unir fragmentos de DNA sintéticos, a extremos de hélice sencilla complementarios

(Sgarameclla y Khorana 1972), el uso de la ligasa para unlr extremos cohesivos gencrados
por enzimas de restriccién (Dugaiczyk ot aj 1975;, fue un paso trascendental en el mancjo

y construccién de moléculas hibridas de DNA. Esta reaccién dv ligacién fue utilizada

inicialmente para unir covalentemente fragmentos de DNA "in vitro” (Cohen et al 1973

Smith et al 1983; Gonzilez et al 1987; Nelson ot al 1988), v hoy en dia sigue siendo
comunmente utilizada para dicho fin, Sgaramella et. al. (1970) descubrié una propiedad

importante de la ligasa codificada por ¢l bacteriGfago T4: que esta enzima es capaz de unir

fragmentos de DNA que poseen extremos rasurados (Bolivar 19795,

Transformacién

La unién de fragmentos de DNA “in vitro™ no tendria significado si no se contara con

un método que permita ¢l aislamiento (clonacion) y amplificacién de un f(ragmento

especifico a partir de una mezcia heterogénea de recombinantes producidos en una reaccion
de ligacién. Esto puede ser logrado si el recombinante descado es capaz de replicarse y
expresar un fenotipo dado en un organismao huésped. La clonacion smolecular se {leva a cabo
por medio de la introduccién y estabilizacién (traasformacion) de las moléculas de DNA

recombinante en la célufa huésped. de tal manera gue una célula reciba cuando mis una

molécula recombinante. De esta forma, es posible separar las diferentes moléculas hibhridas,



de tal forma que se permita su ceconocimicnta individual a través del fenotipo de fas clonas

acion de Las células tr

generadas por ta multipl

El método para transformar un organismo huaésped utilizando DNA recombinante

organismo

visma, Fascherichia coli es

esta determinado por la identidad  del orpa

ada cun

unicelular capaz de "tomar” DNA de su "medio ambiente” después de haber sido tran
CaCl, (Cohen ctal 1972, Mandel 1970; Dagert y Ertich 1979 aan cuando

an de an cultive  pucda volverse “competents”  para ser

solamente una subpobla

transformada mediante este tipo de tratamicnto (Kreetschmer et ol 19275). Mutaciones

cromosdmicas que disminuyen la degradacion del DNA, pencralmente aumentan Ia

vn et al TORS).

eficiencia de la transforn an de I coli (Erlich et al 1976; Yanish-1’e

PMismidos como vehiculos en £ coli

La mayor parte dce los experimentos de clonacidn molecular, utilizan a £, coli como

huésped. Los vectores utllizados en estos experimentos son plasmidos o derivados del

bacteriéfago Lambda, que se¢ cncuentran comunmente cn la naturaleza o han sido

construidos en ¢l laboratorio. Ambos tipos de vehiculos pueden utilizarse para gene
grandes cantidades de segmentos de DDNA clanado, » en algunos casos, grandes cantidades
de productos génicos (Boyer et al 1977: Goeddel ¢t al 1979 Helinski ot al 1977; Hershfield

sonzdlez et al 1987; Douglas et al

et al 1974; Itakura et al 1977: Viera y Messing 1982;
1987: Nelson et al 19855, Otros sistemas huésped-sector estin siendo investigados: entre

ellos destacan Bacillus subiilis y algunos de sus pldsmidos y fagos (Lecocg ot al 1984) y

Streptomyces coelicolor y sus plasmidos de fertilidad (Lecocq et al 1984, Un derivado del

5]
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virus $V-340 del mono ha sido utilizado para clonue fragmentos de DNA del bacteri6fgo

Lambda en células de mono (G n ot al 1976).

nem et al 19762 Nusssb

Los plasmidos gue son de DNA circulares, extracromosémicos de replicacion
auténoma, han sido amplinmente utilizados como vectores. Dos tipos de estos han sido {os

mas utilizados cn clonaciaon molecular. Estos tipos se distinguen por sus propiedades de

replicacion: uno de ellos (cjemplificado por el plasmido pSC 101 (Chang v Cohen 1974))

se replica en forma "restringida”. Estos plasmidos s¢ encuentran generalmente en un
-

numero bajo de copias por célula (Backman y Ptashne 1978). El otro tipo de plasmidos

trepresentado por Col I21) Hleva a cabo una replicacién de forma “relajada”™; plasmidos de

esta clasce s¢ encuentran presentes i un gran numero de copias por célula. Estaos plasmidos
pucden replicarse bajo ciertas condicioues, en donde se reprime Ja replicacion det DNA
cromosomal. Tambié¢n pueden ser amplificados por tratamientos con antibi6ticos | de tat
forina que ¢l namero de copias de plismido por oélula puede ser de 1 000 a 3 000 (Clewel
1972; Yanish-Perron et al 1985).

En el primer experimento de clonacion molecular se utilizé el plasmido pSC 101
como vector. Este pliasmido se aislé de Salrnonella panarma (Cohen y Chang 1977), y conficre

resistencia a tetraciclina, tiene un sitio anico para la enzima de restriccién EcoR! y la

inserciéon de DNA heterdlogo en este sitio no disminuye las propicdades de replicacién del

plasmido, ni pierde la propiedad de resistencia a tetraciclina.
Estos vehiculos que levan genes que codifican para resistencia a aotibidticos,

permiten una ficil seleccién de las células que portan estos vectores. Por ejemplo. ol gene

que codifica para la fi-lactamasa (que fenotipicamente confiere resistencina a penicHina y sus
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anstocaciones in vivo v

derivados), ha sido  insertado o plivmidos a través de

recombinacidn “in vitro” (Botivae et al 1977:a: Bolivar ot al 1977b:, cjemplos de estos

plasmidos son pRSEF2124, pBR3I3 y pBR322.

Hguier experimento de

portantes resolver en ot

Uno de los problemas s

ante. Es

clonacion molecular on 1a scleccion de las clonas que ltevan DNA recomb

estrategia para poder seleccionar denteo de un cultive que ha

importante contar con un

sido transformadoa, aquellas células en las gque ol vebiiculo transformante llesa un fragmento

vdquirido 1a

adicional de DNA » especialmente aquellas células en las cuates el vector ha

combinacion particular de fragmentos gue s desean,

3 sido desarrollados parn permitir la identificac

1ero de esgucimas h

Un gran y

de clonas en las cuales el plasmido vector contiene DNA insertado, v ¢l procedimicento de

estas clonas se basa en ta inactivacion de un gene presente en

mayor uso para identific

et plasmido, después de Ia insercion del DNA heterdlogo en ese gene (Bolivar et al 1977,

Bolivar 1978; Chang et al 19758,

Utili i6n de la r i6n in vitro de Acidos nucldcos. (banco genémico)

no de los usos interesantes de esta metodologia es ol establecimicento de bancos de

clonas. Un banco gendmico es un conjunto de clonas que contienen fragmentos de DNA
insertados cn vehiculo, representando todo ¢l genoma de un organismo particular.

El primer banca reportado fue de Escherichia coli (Clarke y Carbon 1975).

El tamano promedio de un fragmento de DNA clonado, es una fraccién [, del tamano

del genoma del organismo donador. Este ndamero también representa la posibitidad con que



una secuencin dada del genoma csté presente en una cflula que Ileve un plasmido
recombinante.

f.a probabilidad de que una secuencia particular no esté presente en ninguna de las
clonas totales (n) esta dadn por (1-N" que se aproxima a cero mientras ¢l ntmero de clonas
{n) sca mayor. A través del alslamiento de un namero suficicnteniente grande de clonas,
uno puede eostar seguro de que una secucncia particular del organismo donador este

presente on alguna clona del banco (Clarke y Carbon 1976; NMurray ¢t al 1987).

Protcinas clonadas dc A. plessropneumoniacs
Todo esta tecnalogia ha sido encaminada a la obtencion de proteinas, principalmente

factores de virulencia, de las cuates se quiere principaln

nte conocer su part

cipacion en
1a patogenia de la enfermedad. Se han clonado los genes gque codifican para diferentes
proteinas de este microorganismo, como san la cohemolisina (ofp, Alv.X) (Frey et al. 1989;
Lian et al. 1989), la hemolisina 1 (hivl) (Chang ot al. 1989; Gygi ot al. 1991; Frey et al. 1991;
Frey et al 1993), las citolisinas apxl, apxli v apxilly de¢ dilerentes scrotipos (MacDonald
et al 1992; Smits et al 1992 Jansen et al 1992: Jansen et al. 1993; Reimer ¢t al 1995, ¢} de
una proteina que une hierro (b4 (Gerlach et al. 1992; Rossi-Campos ct al. 1992), v una
lipoproproteina A (amit) (Gerlach et all 1993,

Para la clonacién de la cohemolisina se utilizé como vector el plasmido pUCIES,
obteniendo una proteina de menos de 30 kDDa de peso molecular, identificando 1a clona al
hacerta crecer en agar sangre junto con Sraphyvlococcus aurcus, para observae ¢l fenémenao

de CAMP (Frey et al. 1989: Lian ct al. 1989).



En la clonacion de la hemolisinag se utilize el plasn

do pUCLEY para 1a ohtencidn de

una proteina de 105 kDa de peso slecular, ba cunl fue identificada utilizando antisuero

especifico contra la hemolisina produacida por A, pleuropneumoniae (Chang et at, 1989 Gygpi
et al. 1991; Frey et al. 1991; Frey ot al 1993,

Para la obtencion de los gene de las citolisinas de han utilizado bancas construidos

en fago A y en plasmidos. Los plismidos utilizados fuecron pUCTES vy pJIF224-NX ¢l coal
contiene ¢l "polilinker” de pBlucseript. obteniéndose proteinas de entre 105-120 kDa de peso
molccular utilizando para su identificacion sueros de animales convalecientes (MacDonald

et al 1992; Smits et al 1992 Jansen ot al 1992 fansen ¢t al. 1993; Reimer ot al 1995,

En la obtencion de la proteina que une transferrina de cerdo se utilizé el plasmido

PGHA33, cl cual cxpreso una proteina de 60 kDa de peso molecular. ln cual es solo un
fragmento de proteina producida por . pleuropneurmonice (Gerlach et al. 1992; Rossi-
Campos ct al. 1992).

En la clonacion de 1a lipoprotcina se utilizad ¢l plasmido pGIH432, obteniéndose una
proteina de 50 kDDa de peso molecular, 1a cuat fue seleccionada por haber sido reconocida
por el suero de cerdos convalecientes 1 Gerlach et al. 1993,

Todas 1as proteinas clonadas excepto la cohemolisina han sido utilizadas como
inmunégenos experimcentales encontriindose que, al igual que con la vacunacion con
fracciones celularces, se protege de la muerte pero no de Ia infeccion (Gerlach et al. 1992;

Rossi-Campos et al. 1992: Gerlach et al. 1993,
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OBJETIVOS

1. Objetivo peneral

-Obtener clonas recombinantes de FEscherichia coli que expresen antigenos especificos

de . tictinobacillus pleurop iae scrotipo 1 a partir de un banco genémico. que puedan

ser utilizados en el diagnéstico de 1a pleuroneumonia contagiosa porcina.

2. Objetivos particulares

2.1. Obtener el banco genémico de A. pleuropnewmoniae serotipo 1, utilizando el
plasmido pBluescript como vector de clonaciéon y expresion en FEscherichia coli DHSar.

2.2. Seleccionar clonas recombinantes de £ coli que expresen proteinas que sean
reconocidas por suceros de cerdos con anticuerpos contra 4. pleuropneumoniae.

2.3. Utilizar las clonas seleccionadas como antigeno en una prueba scerolégica de
EL1SA que tenga factibilidad como prueba de campo.

2.4. Scleccinnar clonas gue excreten proteinas y que estos antigenos puecdan
diferenciar anticuerpos desarrollados por vacunacion, de los producidos por una

infeccién natural.
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MATERIAL Y METODOS GENERALES

1. Cepas bacterianas

La cepa de Wtinobacilius pleuropneumoniae serotipo L utilizada en este trubajo fue

aislada del pulmon de un cerdo con plearoncumonia contagiosi: poscis con la cual se

reprodujo la enfermedad en condiciones de luboratorio en el Centra Nacional de

Investigaciones Diciplinarias en Microbiolopia del Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales ¥ Agropecuarias (CENID-Micrebiolg

SINTFAP), ¥ se tipificd en la Facultad
de  Estudios Supegiores-Cu

ititlan (F

-C, UNADMNL La cepa utilizada para la

transformacion fue Fscherichia coli DHUSa thsd RY7. rec Al thi-1, rel AV, luc Z)

2. Medios de cultivoe

Para el desarrollo o

asivo de AL pleuropneurnoniae serotipo 1, se utilizo tnfusion

Cerebro Carnzén (BHIL Difco) adicionado con 109 de extracto fresco de tevaduras como

fuente de NAD. Pa

el crechmicnto de

Cscherichia coli DHSa se utitizse ¢l medio de

Luria-Bertani (LB, Difco). y para las células transformadas, LB ¥y Agar Mc Conkey

(Difco), ambos con ampicilina (100 gprmibs Sigmao.

3. Obtencitén de sucros.
Se obtuviceron sueros de cerdos de los siguicntes grupos:

i) Cerdos inmunizados con bacterina de tipo comercial. Sc inocularon 13 cerdos con

una bacterina comercial contra la pleuroncumonia PCP, que contenia los sorotipos 1,
3, 5y 7, siguiendo las indicaciones del productor.

i) Cerdos inmunizados experimentalmente con una bacterina producida con ¢l scrotipo

1 cn el laboratorio. Estos animales lueron vacunados con una bacterina producida
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srran utilizados para esto 10 cerdos spf.

ito anteriormente.

siguirndo ¢l protocolo dese
prado a tos IS dias de

rizados, Micron s

upos que fueron inm

Los cevdos de los

haberse aplicado las bactesinas.

iil) Cerdos infectados en condiciones controladas, En uns camara de acrolizacion como

1o describen Sebunya et al. (19831 Tres cerdos fueron infectados con una cepa A

pleuropnewrmnaoniae serotipo 1 aislada de un caso de PCP, con IN107 UFCand .

iv) Cerdos infectados en forma nastural en ol campo y con aislamiento positive al

on mucestreados de granjas en donde se presentaron

serotipo 1. Fstos animales fu

Py que presumiblemente muricron de ta enfermedad. Tomandose muestras

brotes de
1 estar haciendo L necropsia.

diava, ¥ lam de pulimon

de sangre por puncion ¢
amiento

v) Cerdos sacrificados en el rastro con Jestones supestivas de PCP vy conoads

positivo del serotipo 1. Las muestras se tomaron al momento de eealizar 1a sangria en
ra que al momento de

an narcadaos » seguidos p

wmales e

Ia linea de sacrificio. Fstos o

v e las regiones en donde se presentaban

la eviceraciton s¢ tomara la snuestra de pulo

lesiones sugestivas de PCP

4. Preparacién de la bacterina

a de A plecropneurnioniae serontipo 1 en el labaoratorio., Ia

Se prepard una bacter

1 para inmuonjzar a Jos cerdos del grupo i) mencionados arriba. Para

NAD (10

cual fue atili

ello, se desarrollo A, pleuropneumoniae serotipo 1 en BHI suplementado con

acion lenta (100 rpm) durante 6 horas

am/ml de medior y se incaba a 377 C. en agp

cion final de 0.3 v se

Después de esto se le adiciond formaldehido @ una concentr

mantuvo a [y misma temperntura durante 12 horas, EF cultivo se centrifugs o 2500 g

durante 20 min y las células se lavaron tres veves con PHBS pH 7.2, nalmente se

suspendieron las c€lulas cn ¢l mismo amortiguador a una concentracion de 2x10°



UFC/mt, ¥y s¢ tnocularon con adyuvante completo de Freund.

5. Obtencién, cuantificacion y restrccion de DNA cromosGémico de Actinobacillus
pleuropneunoniae
5.1 Obtencién.

El cultivo de 24 W de Actinobacillus pleuropneurnoniae serotipo 1 en 100 ml de medio
1.B. se contrifups a 2 000 rpm por 15 min, y La pastilla obtenida se resuspendio en § ml

de una solucién Tris-EDTA, S0 mMM de pll B.O, a

cual se le adicionaron 16 mgcml de

lisozima ¥ s¢ mantuse a3 C durante 45 min. despucs de tos cuales se e adiciono 1 ml

de salu

ion STEP. formado por: SDS 0.5 Taas SO mN oplt 8.0, FIYEA O N optl K0,
y proteinasa K Lmp'ml: se incuba a SO C durante 1 hro despues se extrajo el material

geanético con 6l de fenot saturado y equilibrado con una solucion § 3 de teis-HO L se

mezelé hasta emulsificar » se centrifuge posteriormente a 3 500 rpm por 1S in.

A Ja fase acuosa asi obte La se le adiciond un décimo de volumen de acetato de

potasio 3 My se precipitacon los icidos nucléicos con dos volimencs de etanol absoluta,

Una vez precipitado el material genetico se eliming nl maximo posible el etanol v se
disolvio en § ! de solucion TE Ciris 10 ML EDTA T oM oa la cual se le agregaron
10 gp/ml de RNASO vy se mantuso a temperatura ambicnte por 1 hr. Postericemente ¢
agrepd un volumen igual de cloroformno, se ernulsificd 1a solucian, la cual se centrifugo

3 500 rpm por 15 min, se separde la fase acuosa, se adicions a é«<ta uan decimo de

rolumen de acetato de potasio 3 M pll S0 v dos soliimenes de elanol. Uoa ves

precipitado ¢l DNA ¢ procurd climinar el ¢

anol resid

I de las hebras que se
formaron, las cuales finatmente se disolvieron en solucion Ti.

52 Cuantificacién

w
[N)



Se tomé una muestr

de 20 ul del DNA por cuantificar y se adicionnron 980 ul de
agua. se mezclaron perfectamente, v se llevaron al espectrofotémetro, el cual se calibrd

en cero tomando coma blanco 1 ml de ag

. Se eyt In densidad 6ptica a una longitud
de onda de 260 nin. La concentracion del DNA o obtuvo multiplicandoe la densidad
éptica por la dilucién. considerando que con una densidad éGptica de 1.0 » 260 nm

equivale a una concentracién de 50 up/mt de DNA Davis et al. 19863,

$.3. Obtencién de fragment

El DNA cromosomal fuc cortado con la enzima Sau 3AL ya que esta reconoce como
sitio de corte una secuencin de 4 nucledtidos (GATC), ¥y por lo tanto, los cortes
generados por estia enzima ocurren mas al azar que si ta enzima reconociera 6 pares de
bases. Por otra parte los extremos cohesivos generados con vsta enzima, son compatibles
con los que se producen con HBam 11, de 1a cual s6lo hay un sitio de corte cn el

polilinker del plasmido utilizado en cste trabajo.

53.1. Restricci6n.

Con el fin de obtener fragmentos con un tamano promedio de 2 000 pares de
bases (2 Kb), suficientes para clonar una proteina o epitope inmunolégicamente
importante y quc no fuera demasiado grande para quc ct vector o pudiera mantener,
fuc necesario llevar a cabo una cinética de restriccién en la cual s6lo se varié el tiempo

de accién de la enzima.

Para la restriccian del DNA cromosémico que seria utilizado para da construccion

del banco genémico se utilizo la enzima Sau 3AL. Fue necesario Hevar a cabo este ensayo

a diferentes tiempos para poder determinar las condiciones adecuadas, para obtener una



restriccién parcial Que proporcionurd fragmentos de DNA de 2 Kh de tamano promedia.

Para esto por cada 1.25 up de DNA cromosémico se adicionaron 2 U de enzima en

presencia del amortiguador apropiado ¢ incubsndose 5 37 C. LLas muestras de [a mezcla

se tomaron a los 0, 5, 10, 1S, 20, 25 y 30 min, con el fin de obtener el tiempo en el cual
sc obtienen los fragmentos del tamano deseado. La actividad de la enzima se detuvo

mediante la incubacién a 65 C durante § min de cada una de las muestras tomadas.

6. Ob: i6n, parifl i6n y restr i6n del DNA de plismido

&.1. Obtencién

Los plimidos de las diferentes clonas fueron aislados de ia siguiente manera: el
cultive de 5 ml de desarvollo bacteriano se centrifugé y ¢l paquete celular se resuspendié
en 400 ul de solucién §: Tris 25 mM (pH 8.0), EDTA 10 mM (pH 8.0), y Glucosa S0
mM, ¥y sc mantuve a 4 C durante S min. Posteriormente se agregaron 400 ul de la
solucién (I: NaOH 0.2 M y SDS 1%, se agité suavemente hasta tener una solucién

transidcida.

Posteriormente sc agregaron 300 ul de acetato de potasio 3 M pH 5.0, y se agits

suavemente hasta formar un cofgulo blang ino. Seguld te se gelé con hielo
1 para después centrifugar a 15 000 rpm por 20 min. El sobrenadante sc
scparé y se le adici on dos I de etanol y se dej6 reposar 10 min a

temperatura ambiente, después de 1o cual se centrifugé a 10 000 rpm y se decants el

icohol, final el precipitado se disolvié en TE.

Al DNA de piésmido se le agregé un volumien igual de fenol saturado y equilibrado
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¥ se centrifugd a 12 000 rpmy por 10 min, separando lu fuse acuosa en un tubo que
comenia fenot saturado y equilibrado-cloroformo-atcohol isoamitico (25-24-1). Esta
mezcla se agité hasta cinulsificar y se centrifugsé a 12 000 rpm pos 10 min para scparar
tas dos fases. La Tase acuosa s€ separd y se le agregd un décimo de volumen de acetato
de potasio 3 M y dos voldmenes de ctanol, s¢ mantuve dicz minutos a tempecatura
ambiente, se centrifugé » 15 000 rpm por 20 min y se deseché ¢l atcohol. El precipltado
se lmvd con un volumen de ctanot al T0%. El precipitadeo una vez libre de atcohol, se
disolvit en TE (en un volumen igual al inicial en ¢l que se tenia el pidsmido disuelto).

63 Restriccién

El plasmido pBlucscript Tue cortado con Ia enzima Bam 1l (Promega). La

restriccién sc ilevs al cabo durante 1.5 hir a 37" C, de tal forma que ol corte fuera total.

Como cste plasmido tiene sélo 1 sitio de corte para esta enzima, con esie tratamiento
el pidsmido sc linearizé.

7. Electroforesls de DNA
Los DNAs tanto de pléd id

comao de frag de restr 6n del cro
fueron separados y observados por electroforesis en gel de agarosa al 0.6%.

Estos geles fueron preparadas Tundiendo 1a sgarosa en TAE (Tris base 40 mM, dcido

acético 20 mM, EDTA 1 miM pH 8) y vertiendo 1S ml en una minichmara (fabricada en

depositaron en ésta tas

as previ tad
cargado tipo Ll (azul de by

con 1 ul de cnlorante de
fenol 0.25%, xit

et talier del CINVESTAV, equivalente a ta BRL HS). Una vez gelificada la agarosa, se

1 80.25% y glicevol 30% en agua
bidestitada estéril). Posteriormente se aplicé una diferencia de potencial de 10 Volts/om
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dantente 70 anin.

inte aprozi

s

180V para un el v se permitio que mipt
Una vez que terming la corrida, se ting el gel por inmersion en una solucion de S pg/mi

de bromuro de etidio en agua, por S-8 min v se guito ¢l excedente de bromure de etidio

con agua. Finalmente se observo con ayuda de un transiluminador de luz ultraviolets

de onda corta (Sigma T1201),

8. Ligacion de los (ragmentos de DNA cromosomico y de Bluescript

ido fue

L.a ligacién de los fragmentos de DNA del A, plewropn ige y del pla

mediante 1a accion de fa DDNA tigasa del bacteriofago T3 (Promega), durante 16 hr a 10

C. Estos DNAs sc encontraban en ur relacién de 3:1 (DNA cromosémico: DNA

plasmido). L.a mezcla de ligacion contenia NMOPS 60 mMN (pH 7.6), MpeCl, 5 mM, DTT

#mM y ATP 1 mNM.

9. Ob idn de ir antes

9.1 Preparacién de oflulas competentes

Para preparar esta suspensién se crecié la cepa de Escherichia coli DHSar ¢n 8 m)
de medio LB. hasta tener una absorbancia de 1.0 (fase exponencial tardia) a $90 nm.

Con un mililitro dec esta suspensién sc inocularon 50 m! de medio LB, y se
incubaron a 37° C con agitacién hasta que ¢l cultive llegé a su fase exponencial
temprana (aproximadamentc de 0.3-0.4 DO a S90 nm). Posteriormente el cultive se
centrifugé a 2 500 g por 10 min ¥y se resuspendicron las células en CaCl, 0.1 M estéril
a 4°C, a un 40% del volumen Inicial ¥y se mantuvieron en hiclo por 20 min, se centrifugsé
a 2 S00 g por 10 min y se resuspendié el paquete celular en CaCl, 0.1 M frio a un £%

del volumen anterior. Estas células sc mantuvieron a 4° C durante 16 hr,
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92 Transformacién
Para llevar a cabo la transformacion se agregaron 82.7 ng de DNA ligado a 100 ul

de células competentes, manteniéndose la mezela en hielo por 20 min, provocindoles

2 min, después de lo cual se agregé

después un choque térmico al lncubarse a 42° C por

1 ml de medio LB precalentado a 37° C y se vacié en placas con agar LB con 100 ug/mi

de ampicilina, con el fin de selcccionar las células transformadas.
Esta trmnsformacion se realizd manteniendo una relacion de una bacteria por copia

de plasmido. La seleccién de las oflulas transformadas se realizé en agar MacConkey

con ampicilina, ya que cf plaismido pBluescript conflere resistencla a este antibidtico.

resistencia a la ampicilina ¥y que no

Se scleccionaron las clonas que presentaron

fermentaron la lactosa.

10. Obtenicién de clonas que expresaron protoeinas heterdlogas

10.1 Tamizado de la biblioteca de genes de 4. pleuroprneumoniae.

El banco genémico Mue tamizado en papel filtro de nitrocelulosa (0.45 4,
Millipore), tomdndosc las clonas de placas de agar LB con ampicilina. Estas se
desarrollaron sobre ¢l filtro de nitrocelulosa, el cual se tomé como plantilla para

replicarlo en otro papel de nitrocetulosa v en placas de agar I.LB con ampicilina. El filtro

fue utilizado para realizar el tamizado mcdiante el uso de anticuerpos. FEl primer

vos a A. pleuropneurnoniac por

anticuerpo consistié en una mezcla de sueros posi

fijacién de complemento, provenientes de cerdos Infectadas con A. pleuropneumoniae. La
difucién del primer anticuerpo fue de 1710 en Tris salino con 39 BSA.

Las clonas replicadas en el filtro se desarrvollaron hasta tener un didmetro de 1-2
mm, entonces los filtros fueron removidos del agar ¥y fucren expuestos a vapores de

cloroformo por 15 a 20 minutos (técnica de lisis in situ de Helfman et al. 1983). Después



cada filtro sc traté individuslmente con 10 ml de tris-HCI S0 M plt 7.5), NaCl (S0

MmN, MgCl 5 mM, 1 gml de DNAsa L 30 upemb de lisozima y 3% de BSAL Los filtros

fucron agitados suavemente durante toda Ja noche con la solucidon anterior o

temiperaturs ambiente, posteriormente se mantuvieron en Tris salino (Tris-HC 20 mMN

2 remoser todos los detritus

a pHl 7.5, NaCl 150 mN1y o e toda la noche, pa

bacterianos y se froté suavemente con un dedo (con guantet,
Es conveniente adsorber estos sucros con lisados de la bacteria huésped v de especies

bacterianas relacionadas. El Jisado se preparo desarrollando Iy cepa de 2. coli DHSa

Gn se oabtuvo e)] paquete celular, el

(S00 ml) hasta la Fase estacioparia y por centrifug:

» Maria durante

cual se resuspendio en agua desionizada (S mlb ¥y se mantuve en bai

de este lisado se utilize para adsorber 100 ml de suero diluida

$-10 minutos. Un mililitr
¢(1:100), durante 2 hr a 3°C.

Una vez adsorbido of sucro se quitaron Tos restos celulares por centrifugacian (10 000
g). Cada filtro fue incubado por uni hora a temperatura ambiente con 8 ml de suero
adsorbido, con agitacion suave. Seguido de la incubacion con el primer anticuerpo, los

o a temperatura ambiente (cinco cambios de 20-30 min

filtras se lavaron con Tris-sal
cada lavado).

Posteriormente se incubd cada filtro con ¢l segundo antlicuerpo anti IgG de cerdo el
cual estaba previamente conjugado con peroxidasa (Sigma), diluido con 10 ml de Tris
salino con 37 BSA. Después de 1 hora de incubacién a temperatura ambiente, los filtros
fueron nuevamente lavados con Tris salino (cinco cambias), y puestos en contacto con
Ia solucién reveladora (diamino bencidina y peroxido de hidrogeno) durante una hora
con agitacién suave. Es conveniente realizar todo ¢l procedimiento por duplicado para

confirmar inmediatamente los resultados, ¥ con esto poder estar seguros de detectar



ifirmaron la deteccion de

colonias positivas. Lo utilizacion de un mezcla de sueros o

aregion de la proteine sintetizada

clonas positivas yai que unh sucro pucde recanocer o
¥ otros suesros pueden reconocer o no otras regiones, In cual disminuaye b posibilidad de
obtencer falsos positivos.

Una vez detectada una colonia positiva en el primoere tamizado, ésta fue aisladay
nuevamente replicada en nltrocelulosi, gque puede servir como plantilin para replicarta
en placa de agars por otro lado este filtro shin ¢ para conflirmar el aislamiento al realizar

nuevamente todo el procedimicnto del tamizado y estar segure que es la colonia gue

produce {a proteina detectada.

10.2 Caracterizacién de los antipenos por medio de geies de poliacrilamidad-SDS e

Inmunotransferencia.

Ya purificada la clona, ésta se desarrolld hasta fase estacionania en 3-3 mi de medio
LB con ampicilina (100 ugg/mbh. 1-1.5 ml de cultivo fueron centrifugados (microfuga,

Sorval), el medio fue desechado y el botén se resuspendié en 200 ul de amortiguador

de muestra de Laemmli (1970), agregindole acido ctilendiamino tetra acético (EDTA)
2 mM, etilen glicol-bis(Zaminoctil cter)-N. NN N'-dcido tetra acético EGTA 2 mM »
fenilmetilsulfonil Nuoruro PMSF 2 mM. El tubo se puso a bana Maria por 3 min y las
proteinas fueron analizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida(PAGE-SDS)
al 10 y 159 con SDS al 0.25 Laemmli. 1970;. Comianmente entre Sy 10 g4l del lisado
bacteriano (25 ug) fueron suficientes para ohservar las proteinas por tincién con azul
de Coomasie, Para la identificacién de los antigenos de A. pleuropneumoniae expresados
por estas clonas, las proteinas separadas por PAGE.SDS se teansfirieron a vna

membrana de nitrocelulosa y posteriormente se incubaron con sweros de cerdos



infectados  sepiin ¢l procedimiento  descrito por Towbin (1979) con  algunas

modificaciones.

La transferencia se realizd en una cdmara semiseca marca Bilo-Vector modelo
Electrofor, 2 230 mA durante 2 horas, con amortiguador de fosfatos 0.02 M pH 7.2. Se
blogqueco ¢ papel de nitrocelutosa con leche descremada al 3%. Se utilizé como primer
anticuerpo una mezcla de sueros de Danimales inmunizados con bacterina de tipo
comercial, iDanimales inmunizados experimentalmente con una bacterina producida en
el laboratorio, Hilinfectados en condiciones controladas en una camara de aerosolizacion
como lo describen Schunya et al. (1983), con una cepa A pleuropneumoniae serotipo 1
aislada de un caso de PCP, con 18107 UFC/ml , iv)animales infectados en forma natural
en el campo y con aislamicnto positive y vianimales sacrificados en el rastro con
lesiones sugestivas de PCP y con aislamicnto pasitivo, diluidos 1/10. Todos estos sueros
fucron positivos a la prueba de fijacién de complemento. Todos los sucros fueron
adsorbidos previamente con extractos totales de Escherichia coli y Pasteurella haemolvtica,
con el fin de cvitar la presencia de reacciones cruzadas con estas especies bacterianas.
Como segundo anticuerpo sc utilizé inmunoglubulinas anti-1gG de cerdo conjugado con
peroxidasa (Sigma) (1/5000), utilizando 3, 3'-diaminocbencidina (Sigma) para el revelado
de las reacciones positivas.

Los sobrenadantes de los cultivos separados por centrifugacién también fueron

encia. Para ¢llo, fueron precipitados con (NH,),SO, ¥y

lizados por | r
resuspendido cf precipitado en PBS pH 7.2. Veinticinco ug de proteina fueron scparados
por electroforesis y electrotranferidos de Ia misma forma que la mencionada para los

igulendo ¢ mi protocoio para ¢l ensayo Inmunolégico.
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11. Prucbas scrolégicas

11.1 Fijacién de complemento
fcroplacas. Se atilizé como

La prucha de fijacion de complemento se reatizé en o

no antipgeno célutas bacterianas campletas. Fl

complemento suere de cuyes adultos v ¢

antigeno Tuc preparndo o partir de un cultivo de scis boras de A, pleropneumoniae

s fueron cosechadas en NaCl 015 M

serotipo 1. Después de [a incubacion tas bacter
rtand,

bacteriuna fue ajustada con ef tubao No 3 del Nefelometra de Nk

y la suspensic

» posteriormente se calentaron una hora en bano Mana.

células  rofas de borrego colectadas en

El camplejo hemolitico se obluso con

onat «pll 9.0, suspendidas

solucitn de Alsever y» lavadas con amortiguador de V

fnalmente al 27 en el mismo amortiguador y agregando hemolisina diluida 17100 p

tuvo a 37°C por 30 minutos.

1 det 1% da <

tener una suspensian fin
Antes de Hevar a cabo Ly prucba Jos sucras de Jos cerdos fueron inactivados a

1 dituciones en la microplaca con amortiguador de

1mtos y se hic

56°C durante 30 m
Veranal. aqui se adiciond el antigeno, posteriormente ¢l complementa y ia placa se agita

¥ se incubé 30 minutos a 37°C Despues de esta incubacion se agrepd el complejo

hemolitico ¥ se realizo una segunda incubacion de 30 minutos a 37°C. Después de este

tiempo la reaccion se pard agregando amortiguador de Veronal [rio, las placas se

centrifugaron a 2 000 g por 5 minutos. Las placas sc leyeron con avuda de un espejo

observindose en el fondo de la placa la formacion de botones de eritrocitos como

reaccién positiva.

112 L ico (ELISA)

Para llevar a cabo esta prueba fue necesario realizar el protocolo de



estandarizacién, el cual se llevao de tn siguiente manera:

Suerovs testigo. El primer sucro testigo fue uno que tenian un alto titulo de anticuerpos
en la prucha de fijacién de complemento, ¢l segundo suero fue un testigo positivo
intermedio y por altimo un suero testigo negativo, También fue utilizado un testigo de

amortiguador, que estaba compuesto por amortiguador de fosfatos salino-tween utilizado

para diluir los sucros a probar.

Antigenos. Se utilizaron como antigenos extractos totales de 1a clona de £, coli 2732,
También se utilizaron extractos de una cepa de A, pleuropneurmnoniae serotipo 1, como
control.

Titulacién del antigeno. Esta se lleva al cabo haciendo diluciones dobles del antigeno,
contra diluciones de los diferentes sueros testigo, tomianduase como la dilucion éptima,
aquella en donde se demostrd Ia relacidn mixima entre los sueros testigo positivo y
negativo (P/N).

Inmovilizacién ded antigeno. Las condiciones dptimas para la absorcion del antigeno

fueron determinadas utilizando diferentes soluciones [NaCl 018 M 12Cl1, 0.02 V1; NaCl
+MgCl,; PBS (pH 7.2) 0.02 M; amortiguador de carbonato (plf 9.6) 0.1 M y 0.01 M:
amortiguador de citratos (pIl 3.0) 0.05 M: Tris-HCIl (pH 8.5) 20 mNM1].

Tiempo de incubacién de 10s suervs. Sucros positivos y negativos fueron incubados con
el antigeno a diferentes tiempos (15, 30, 60. 120 » 180 min). El ticmpo éptimo de
incubacién fue determinado por la relacion P/N.

Titulaci del J do. Se realizaron diluciones de inmunoglobulina G porcina, que

fue adsorbida en los pozos por I8 h a 4°C, a las cuales se les agregaron diluciones

dobles de | lobulina anti-IgG de cerdo conjugada con peroxidasa, incubdindose
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a temperatura ambicnte por 15 min y se les apgrego 1n solueion de ARTS y se agito Ia

pluca por 10 min, haciendo ta lectura de la densidad optica (DO) a 414 nm, tomandose

como In dilucidn del conjugado 3a que nos dio una DO de 1.0 como lectura de

absorbancia.

Anslisis estadistico. Es necesario determinare a la densidad optica (punto de corte) a fa

cual es posible diferenciar jos sueros positivos de tos nega

vos. Para esto se determinarsi

¢l valor promedio de 1os sueros controles negativos, se calculard su desviacid estanda

(SD) y tomarin 28D, como limite para cealizar esta diferenciacion.

Sensibilidad y especificidad. F1 porce

jo de sensibilidad del ELISA en comparacion
con FC fue calcuiado como [positives  verdaderos/itpositivas  verdaderos+falsos
negativos)] x 100, El porcentaje de especificidad fue calculado como  [negativos

verdaderos/inegativos verdaderos + falsos positivosy) x 100,
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RESULTADOS

1. Ob i6n de DNA cr G

Después de la extraccion de DNA del cultivo de A. pleuropnecumoniae serotipo |
por le método de fenol-agua, se corrié un minigel de agarosa al 0.6%, después de tenirse
con bromuro de ctidlo se observé en <l transiluminador de luz ultravioleta. El DNA
cromosémico obtenido de A. pleuropneurnoniae no se noté degradado, ya que se observa
solamente una banda de mids de 23.1 Kilopares de bases (kpb) cn la parte superior del
gel (Figura 1, carril 2), por lo que se considerd que se encontraba en condiciones

6ptimas para proscguir con el trabajo.

2. Obtencién de DNA  de plismido

Una vez extraido el plasmido por medio de lisis alcalina se corrié un gel de
agarosa al 0.6% con ¢l DNA obtenido » s¢ observé en el transiluminador de luz
ultravioleta. En ¢l minigel se observan 4 diferentes bandas (Figura 1, carril 6), las cuales
estdin formadas por el plasmido en diferentes arreglos o asociaciones consigo mismo. La
banda superior de aproximadamente 17 kpb corresponde a un conglomerado de una
gran cantidad de plasmidos, la segunda banda de 7 kpb, formada por Ia asociacién de
dos a tres pldsmidos, a tercera banda es del plasmido en su forma circular o abierta y
la Gltima banda de 3 kpb corresponde a la forma conocida como super enrollada o
trenza, en {a cual hay un enrollamiento de una <ola molécula.

3. Cusatificacién

La lectura obtenida en el espectrofotémctro para la muestra de DNA

cr de 4. pleurop i fue de 0.036, y 1a dilucién que se realizé de la

muestra fue 1/50, por lo tanto la concentracién es:
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Concentracion de DNA = Densidad aptica x Dilucion v 50 ge'm?.

Concemtracion de DNA = 0.036 x S0 « SO e

L= 90 up/ml

Para la muestra de pBlucesceript la lectura en el espectrofotometsro fue de 0.270,

¥ esta se trabajo de la misma forma que i DNA cromosamico, por 1a tanto:

Concentracion de pBluescript = 0.270 x S0 x 850 = 675 upml

4. Obtencién de fragmentios de DNA cromosémico

En la figura 2 se muestra el resultado del ensayo de Ia cinética de restriccidn,

por medio de 1a cual se selecciond ¢l tiempo de 20 minutos (Figura 2, carril 6), ya que

fue a cste tiempo cuando se obtuvieron tos fragmentos del tamano promedio deseado (2

Kpb).

Asi se lograron establecer las condiciones Sptimas para llevar a cabo la

restriccion parcial del DNA cromos6mico que fucron: por cada 1.25 up de DNA
cromosémico, se adiciond 2 U de enzima Sau 3Al y se incubé a 37 C por 20 minutos,

para la muestra de DNA (Figura 1. carril 3.

5. Obtencidén del vector cestringido

El plasmido pBlucscript fue restringido totalmente con Ia enzima Bam HI, en su
sitio anico de restricciéon que conticne este pldsmido, como sec observa en ia figura 3
(tmapa de pBluescript). Una vez abierto el plasmido, vario su patrén de corrimiento en
Ia electroforesis (Figura 1, carril 7), encontrindose s6lo una banda de aproximadamente
3.5 kpb de tamaio, lo que nos indica que se tiene una sola forma de plasmido, que es

1a lineal que ¢s la deseada para {a construccién del banco,
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6. Ligacién de los fragmentos de DNA cromosémico y de pBluescript
Para ln obtencion de los plasmidos recombinantes se utilizaron los fragmentos de

¥ ¢l plismido lincarizado, en una

2 Kpb de tamano promedio del DNA cromosémica

relacién molar vectoriinserto de 1:3. La mezcly de ambos BDNA una vez ligados dio tlugar

a la genoteca de A, pleuropneumoniae serotipo 1 (Figura S, carril 8).

7. Seleccién de transformantes con pBlucscript recombinado

Se obtuvieron 10 146 colonias en agar LB con ampicilina, las cuales se tomaron como

candidatos a contencr plasmidos recombinantes.

I.a seleecién de bacterias transformadas ¥ que Hevaran plismidos con fragmentos
de DNA de 4. pleuropneumoniae se hizo desarrollando las clonas seleccionadas en agar

Mc Conkey con ampicilina. ¢l cual tiene lactosa como fuente de carbono y rojo neutro

como indicador de pH, tomdndosc de aqui lus clonas lactosa negativas (colonias

blancas) como portadoras de plismidos con inserto de DNA hetesdlogo, mientras que
sido transformadas por

las clonas lactosa positivas (colonias rasas) s6lo habian

plasmido sin inserto (Figura 4).

La transformacién utilizando comao vector pRBluescript se [levé al cabo tres veces
y en cada una de cllas se obtuve un promedio de 10 000 células transformadas. De estas

d te el 329 contenian ptismidos can inserto de . plewuropneumoniae

<l aproxi

(Lac® Ap"). siendo este cl porcentaje esperadao, ya que el plismido pBluescript se

recirculariza durante la ligacién entre un 60 a 709 (Cuadro 1).
De estas clonas sc eligieron algunas al azar, para rcalizaries la extraccién de
plismidos, cncontrindosc en la electroforesis que los plismidos extraidos de las colonias

lactosa negativas eran de mayor tamano (Figura 6, carriles 3, § y 7) que los extraidos
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de las colonias [actosn positivas, los que presentaban ias bandas caracteristicas de

pBluescript (figura 6, carriles 2, 3 ¥ 6),

CUADRO 1
RESULTADOS DE LA TRANSFORMACION

Numera total de transformantes 30 438
Eficiencia
(cétulas transformadas/células viables) 6.8 x 10°

Frecuencia

1células transformadas/100 ng de DNA) 12 268
Nimero de colonias lactosa (+) 20 922
Namero de colonias lactosa (+) 9 516

Eficiecncia de insercion
tclonas Lac Z-/clonas Lac Z+) 0319

8. T izado de las cl T

A todas las clonas seleccionadas que presentaron resistencia a la amplcilina ¥ no
fermentaran la lactosa, sc les sometié al tamizado inmunolégico y con esta prueba se
scleccionaron 16 clonas (£. coli DI1Sx-0029, -0122, -2516, -2527, -2535, -2614, -2620, -
2631. -2632, -2634. -2702. -2707. -2708, -2710. -2732. -2801). sobresalicndo el
reconocimiento por la mezcla de sueros de una de ellas (E. coli DHSa-2732) (Figura 7).
9. Electroforesis ¢ inmunotransferencia

Las proteinas totales de las 16 clonas fueron separadas por PAGE-SDS al 10%
y transferidas a membrana de nitrocelulosa. Como primer anticuerpo se utilizé unn
mezcla de sueros positives contra A. pleuropneurnoniae serotipe 1 y como segundo
anticuerpo anti-IgG porcina conjugada con peroxidasa.
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Después de realizar ¢l corrimiento clectroforético y In transferencia, fos sucros

reconocicron proteinas de 30, 50, 70, 90, 130 y >200 kDa de peso molecular, En dos de

conocieron dos

las clonas se reconocieron mids de una proteina; co la clona 2708 se re

2620 tres (50, 70y 130 kDa), en las 143 clonas restantes sélo se

(S0 y 70 kDa) y la clon
reconocié un sola proteina. Los resultados de cada una de las clonas se encucntran en

ria 8. Fstos resultados sdlo se

el cuadro 2 y algunos de ellos observan en la fig

encontraron con los extractos crudos de fas clonas va que en el sobrenadante no

reconociccon ninguna proteina los sueros utilizados,

Una de estas clonas sobresalia (2732), pues mostrd una mayor cantidad de una

Wles vacustados,

I no fue reconocida por los grupos de anin

proteina de >200 kDa. la cu

pero si por los grupos de animales infectados al utilizar los sucros individualmente

(Figura 9).

10. Pruebas scrolégicas
Las pruebas de fijacion de complementas y ELISA se cealizaron a 2448 sueros de

cerdos. Estos sueros sc¢ clasificaron en diferentes grupos, dependiendo de donde se
olectaron y si fue posible realizar el aislamiento del microorganismo. l.os resultados

obtenidos en las pruebas realizadas se resumen en ¢l cuadro 3. para cada uno de los

diferentes grupos.

10.1 Fljacién dec complemento

Se tomaron como positivos todaos los sucros que después de realizar la reacciéon
de fijacién de complemento, formaron un botén de glébulos rojos en el fondo de la
pilaca, tomidndose como lectura la altima dilucién del suero en donde se encontraba este
En los sueros negativos se

botén. Se encontraron sucros positives desde 1/4 hasta 1/ 6.4,

observé la lisis de los eritrocitos sensibilizados.

48



CUADRO 2.
PROTEfNAS RECONOCIDAS EN LA INMUNOTRANSFERENCIA POR LA
MEZCILA DE SUEROS POSITIVOS A A pleuropneumoniae

No. DE PROTEINAS
CLONA RECONOCIDAS
(peso molecular
aparente kDa)

0029 50

otz >200
2516 >200
2527 70

2538 130

2614 >200
2620 90; 70: S0
2631 >200
2632 130

2634 >200

2702 >200
2707 90

2708 70: S0
2710 70

2732 >200

2801 30
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102 ELISA

Para la realizacion de esta prucha se determinarun Ins condiciones aptimas, en
donde se diferenciarnn mejor 1os sucros positivos y Tos sueros negativos, encontrindose
que la concentracion de 10 up de proteina de fa ctona 2732 comao antigenn, utilizando
amortiguador de carbonato 0.1M. La dilucidén de los sucros en que se podia difercenciar
entre positivos ¥y negativos fue 17200, con un tiempo de incubacion de 30 minutos, La
diluciéon de 1/5 000 fue la que se sclecciono para Ia inmunoglobulina anti-IgG de cerdo
conjugada con peroxidasa.

El punto de corte se seleccionéd tomando ¢l promedio de los valores de
absorvancia obtenidos con los sueros negativos mas dos desviaciones estindar (cuadro
4y figura 10y,

103 Sensibilidad y especificidad.

La sensibilidad de la prucba de ELISA en comparacién con FC fue del 94.8 %,

y la especificidad del 97.4 %. Para cl cdlculo de estos, se¢ tomaron los resultados

obtenidos de los sucros celectados en campo y en rastro.

SUEROS+ SUEROS-
FC 71 151
ELISA 67 155




Fig. 11 LECTURAS DE ELISA DE LOS DIFERENTES GRUPOS DE ANIMALES
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CUADRO 3
RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS SEROLOGICAS DE
FLJACION DE COMPLEMENTO® Y ISA", CON LOS DIFERENTES
TIPOS DE SUEROS.

GRUPO SUERO DE ANIMALES FC ELISA
1 VACUNADOS + 13 (1]
EXPERIMENTALMENTE® - o 13
1] VACUNADOS + 10 o
EXPERIMENTALMENTE? - o 10
m INFECTADOS +

EXPERIMENTALMENTE" -

w DE CAMPO + 28 26
- 83 86
Va DE RASTRO' + Z1 21
- (1] o
Vb DE RASTRO* + 2 20
- 57 59
vi TESTIGOS + /] [
NEGATIVOS" - 10 10
TOTAL 248 248
“La prucha de fyacion de complemenio fue hecha con celulas completas de A, pleuropreumonsae se

*La prucba de ELISA fue hecha con extractos totalex de 1x clonu recombinanic de E.coli 2732,
“Vacuas comercial.
echa en el laboratorio con c‘lul-- completas formalinizadss.

;Cerdon libres de 6 P isdas por merosol con 107 bacterias/cerdo.
positive de A. 5 iac de lesi curacteristicns de PCP de pulmin.
'Nu se abi de Ins lesi de 5

*Cerdos libres -. patigemos especificos
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CUADRO 4
DENSIDAD OPTICA MEDIA A 413 nm. DE LOS DIFERENT GRUPOS DE
LISA. UTHLUIZANDO CONIO ANTIGENO

ANIMALES EN LA PRUERBA DE
LA CLONA 2732,

SUEROS =2DS
NEGATIVOS 0.0879 *>0.045
VACUNADOS 0.0871 *0.041

POSITIVOS 1.224 =0.227

RASTRO 0.5806 =0.302

CAMPO 1154 = 0.3843

10 VALOR PROMEDI(OD DE LOS SUEROS CON LA PRUEBA DE ELLISA

Fig.
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Figura 1. DNA cromosomico restringido con Sau 3AL y plasmido pBluescript restringido
con Bam HI. 1 y §) Marcador de tamanoe A Flind 111: 2) DNA cromosémico; 3) DNA
cromosémico cortado con Sau 3AI: 3) carril vacio; 6) Pldsmido pBluescript: 7) Plasmido

pBluescript cortado con Bam 1.
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Figura 2. Cinética de restriccion det DNA cromosémico con Sau 3Al, a diferentes
tiempos (minutos) DHiMarcador de tamano A sfind 1115 2) 03 3) 5:4) 10; 5) 15 6) 20: 7}

25; 8) 30.
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Figura 3. Mapa del] pladsmido pBluescript, y los sitios de corte para las diferentes
enzimas de restriccién del polylinker, que se encuentra dentro del gene lac Z.
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Figura 4. Desarrollo de E coli DHSa, transformada con el resultado de la ligacién de
fragmentos de DNA cr ico de A. pleurop {ae con el plismido pBluscript,
en Mc Conkey con ampicilina. Notese que se obtienen colonias lactosa positiva (rojas)
y colonlas lactosa negativa (blancas).
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Figura S. Ligacidén de los  fragmentos de DNA cromosémico con el pldsmido
linearizado. 1) Marcador de tamano A Hind 111; 2) Marcador de tamano A Hind
Il +ligasa de T4: 3) pBluescript cortado con Ham HI: 3) pBluescript cortado con Bam
HI+ligasa de T3: 5) DNA cromosémico cortado con Sau 3Al; 6 DNA cromosémico

cortado+ ligasa de Td: 7) Mezcla de ambos DNAsS cocrtados: 8) Mezclas de ambaos de
DNAs cortados+ligasa de T3,
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positivas y lactosa
2.4y 6)

dos de diferentes colonias, lactosa
resistentes. 1) Marcador de tamano A Hind 11
s~ lactosa positivas:; 3, § y 7) Pliasmidos de 3 colonias lactosa

negativas,
Plasmidos de
negativas,

3
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Figura 7. Tamizado inmunoligico. Como se observa en Ia ligura los anticuerpos de la
mezcla de sucros positivos a PCP reconocicron las colonias que expresaban antigenos
de A. pleuropneumoniae.
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Figura B. Inmunotrasferencia de extractos 1 de cb selecci d. por el
t i I6gico. Las pr 1 les de las cb fueron separadas por PAGE-

SDS al 10% y transferidas a membrana de nitrocelulosa. Como primer anticuerpo se
utiliz6 una mezcla de sueros positivos contra A. pleuropneumoniae serotipo 1 y como
segundo anticuerpo anti-1gG porcina conjugada con peroxidasa.

Carril 1) Marcadores de peso ] lar ; 2) A. pleurop iae serotipo 1; 3) E. Coli
DHSa; 4) clona 2620:; S)clona 2708; 6) clona 2801; 7) clona 2516; 8) clona 0112; 9) clona

2732; 10) Pasteurella haemolytica.
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Figura 9. Imnunotransferencia de extractos totales de la clona 2732 con sucro de
Toal e infe dos

Carril 1) Marcadores de peso molecular; 2) y 4) vacunados; 3) y 4) infectados.
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DISCUSION

Las técnicas ecxperimentales de Ingenieria genética, DNA  recombinante  y

biotecnologia ofrecen soluciones potenciales a un gran ndamero de problemas en el
diagndstico de muchas enfermedades, ya que actualmente representan la metodologia mas
provechosa en la produccién de antigenos. Por este medio es posible obtenes antigenos
relevantes de un microorganismo patégeno on otrv que no es patégenn ni relacionado con
el primero, del que se conoce todo o relacionado con su replicacién, obteniéndose de esta
manera grandes cantidades de antigeno. Para realizar esto. es primordial clonar los gencs
que codifican cstas proteinas siendo necesario ia construccién de la genoteca.

Para la construccién de la genoteca es de primordial Iimportancia que e DNA
cromosémico a clonar, se ecncuentre en las mejores condiciones posibles. Este se obtiene por
lisis celular y extraccién con fenol, como lo describen Manlatis et al (1989) ¥ Sithavy et al
(1984), pero ¢l material genético se encuentra contaminado con KNA, el cual es necesario
quitar antes de realizar la restriccién, ya que podria interferir en 1a clonacién. Por esto fue
necesario tratar con RNAsn el material genético obtenido. slendo este método de
purificacién del DNA mejor que el reportado por Hackett et al (1988), en el cual realiza la
precipitacién del DNA con isopropanol al 507%, pero una pequena cantidad de RNA

precipita junto con el DNA contamindndolo, mientras que con la RNAsa., ¢/ RNA es

digerido completamente y se obtiene puro el DNA.
El plismido pBlucscript sc obtuvo por la técnica repourtada por Bimboim y Doly

(1979), pero fue necesario realizar ademas una limpicza con fenol y cloroformo, con el fin

de tener el pidsmido libre de proteinas que Jo contaminan y que interfieren en la accién de
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ias enzimas de restriccion.

Uno de los plasmidos mas utilizados como vehiculo de clonacién es ol pBR322,
construido por Bolivar ct al (1977a, 1977b), pero la utilizacién de pBluescript presenta
ciertas ventajas. Ambos pifasmidos tienen dos marcadores genéticos, los de pBR322 son
genes de resistencia a tetracicllna y ampicilina, por lo que es necesario realizar una doble
seleccién para conocer si alguno de elios ha sido Inactivado por ia insercién de DNA
heterélogo en una clonacién pues en ambos marcadores tiene sitios unicos de restriccion,

icos de restriccién se an en uno sélo de los

en cambio, con pBluescript los sitios a
marcadores (gene lacZ), mientras que ¢l otro marcador (gene amp”) se mantiene siempre
intacto. Por lo tanto se realiza una sola seleccidén de clonas que contienen inserto. Para

] Yanish-Perron et al (1985) wutiliza tres diferentes medios que

] ] estas
conticnen ampicilina y un estimulador del gene lacZ que son a) lactosa, b}
S-bromo-$-cloro-3-idolil-fi-D-galactosa (X-gal) y c) isopropil-B-D-galactopiranosida (IPTG)

nado de un indicador de pll,

siendo estos dos dltimos croméforos y el primero se

iendo la cepa r P a LacZ negativa, seleccionando sélo las colonias blancas, pucs las

toni que pr b color, dependiendo del P ilizad transportaban

plasmidos sin inserto, a diferencia de estos autores se utilizé medio de Mc Conkey el cual

icili teniénd.
P los mi

ya conticnc lactosa y rojo ncutro, y sélo se agrego la
resultados al momento de la seleccién de clonas, pues las colonias blancas cran las
recuperadas y las rojas tenian plasmido sin inscrto.

El pldsmido pBluescript también tiene la ventaja de tener dos promotores a los lados

del sitio Gnico de restriccién, los les sc ran en ido contrario uno de otro.




todo esto dentro del gene lac Z. Un trabajo similar se desarrollo utitizando comao plismido
vector pUCL9 (Tenorio 1990), el cual tiene un sitio de clonaci6n similar a pBluescript, pero
no tiene las promotores ¥ en las clonas que portaban plismidos recombinantes. después de
un tiempo, no lue posible recuperar estos, no obstante de mantener sus caracteristicas
resistencia a la ampicilina y fermentacion de [a Jactosa, 160 cual no se ha encaontrado en las

clunas del banco construido con pBlucscript, en donde si ha sido posible recuperar cl

plasmido,
clonacién  de A

Ya existen plasmidos construidos exclusives para la
pleuropneumoniae, como los construidos por Frey (19921 y West ot al. (1995) los cuales son
sumamente cstables en £. coli y Pareurella haemolytica, y estos derivan de pldsmidos como
pUCI18/19 y pBluescript, que son los que se han utilizados cn la construccién de las
genotecas.

Una vez obtenidos los DNAs fue necesario llevar a cabo la cuantificacién dec estos,
para poder realizar cficazmente tanto la restriccién como la ligacién. La cuantificacién se
llevé a cabo siguiendo la técnica descrita por IHackett ct al (1988), la cual se basa en !a
densidad 6ptica (OD) de la muestra a 260 nm y lo reportado por Davis ct al (1984), que
un OD=1 a esa longitud de anda equivale a 50 ug/m! de DNA, la cual proporciona un
resultado mas confiable que con la técnica descrita por Silhavy et al (1984) Ia cual sc basa
en la comparacién a simple vista de la fluorescencia de 12 muestra con una curva patrén
de DNA de concentracién conocida.

Para descartar la posibilidad de estar considerando las proteinas dentro de la

lectura a 260 nm, se rcalizé otra lectura a 280 nm y se tomé su relacién 260/280. Si ef
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ur & 1.6 segan Davis et al (1984) se tiepne cn la miuestra

resultado de esta relacion es sup

principalmente DNA. En las relaciones obtenidas de los DNAs extraidos los resultados
siempre fueron superiores a 1.6 {DNA cromosamico 1.74: pBluescript L8, lo que da la
certeza de que se trabajo con DNA con muay baja cantidad de impurezas.

Una vez cuantificados los DNAs, se precedio a realizar la restriceion de estos, con
Sau 3AI1 para el DNA cromosdmico y con Bam 11 para el plasmido. Estas mismas enzimas
fueron utilizadas con ¢! mismo fin por Frey et al. (1989), Chang et el. (1989), Gerlach et
al (1993, MacDonald et al. (1992), Rossi-Campos et al. (1992) v Cerlach ot al (1993) en
la clonaciin de proteinas de A. pleuropneumoniae, ya que se utilizaron vectores de clonacidn

semcjantes al utilizado en este trabajo,

Para la obtencién de fragmentos de DNA cromosémico fue necesario realizar un

ninar las condiciones para obtener los fragmentos del

cinética de restriccién para dete
tamano deseado. Al realizar la restriccion del plasmido se observé en ef gel una sola banda

enta, lo gque indica que este se fue abierto y todo se encontraba

y una variacion del corrin

en la forma lineal, que es lo deseado para realizar la insercién de DNA heterdlogo.

Con los productos resultantes de Ja restriccién, se llevo a cabo la tligacién de los
fragmentos obtenidos con el plasmido para obtener ¢l banco genémico, utilizando ia DNA
ligasa del fago T4 que ¢35 ¢l método mias eficicnte de los descritos hasta la fecha (Maniatis
et al 1989).

El banco construido sc utilizd para transformar a £. coli DI{Sa. Esta transformacion
se realizé cuando la cepa receptora se encontraba a mitad de la fase log, ya quc es necesario

contar con una gran cantidad de células (10” a 10") pues Cepaldo ct al (1974) reporta que
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Ia viabilidad de tas células disminuye casi un S0% al ser mantenidas en CaCl,. Otra razin
para obtenerlas en csta fase de desarrolio es que su pared se estaba sintetizando, haciendo

mds factible la obtencién de células competentes.
1.5 x 10"

Tomando en cuenta lo anterjor e Hevea a cabo al transformacién con
células/100 ul, y se obtuvo una frecuencia de transformacion de 1.2268 x 104100 ng de DNA,
resultado muy semcjante a lo obtenido por Hanahan (1983), el cual reparta otro método
para la obtencién de un nimero mayor de células competentes, utilizando para esto vario
cationes coma Ca**, Mn?®, Rb*, K*., ademids de In incubaciéon con dimetil sulfoxido y
ar. Con el tratamiento anterior

ditiotreitol, los cuales tiencen accién sobre 1a cubierta celu
Hanahan obtiene una frecuencia de transformacion de 1.5 x 109100 ngz de DNA con 1.2 x
10* células/100 ul, lo que es muy semcjante con 1o obtenido aqui, con tratamiento mucho
m4s sencillo de lHevar a cabo. pues sdlo se tratan las células con CaCl, como 1o describio
Cohen ct al (1972).

Las células después de haber sido transformadas, se desarrollaron en agar 1.B con
ampicilina, para una primera seleccién. La razén de esta preseleccién es que junto con las
clonas portadoras de plismido se desarrollan céfulas no transformadas (lactosa negativas,

amplicliina sensibles), y por satelitismo logran su desarrolla, debido a 1a f-lactamasa gue

producen las células transformadas. Esto podria confundir al realizar ia seleccién

directamente en Mc Conkey con ampicilina, pues fenotipicamente se verian igual que las
clonas con plidsmidos recombinantes, y al hacer la preselecciéon sélo se toman las colonias
mAas grandes, 10 que posiblemcente disminuyd Ia eficicncia ¥ frecuencia de transformacion,

al no seleccionar clonas transformadas que no sc desarrollaron adecuadamente por estar



muy cercanas, pero da la seguridad de tener sélo células transformadas.

La ampicilina que se adiciona al medio de cultivo, cumple con dos funciones
primordiales. una de ellas es como lo describen varios autores, para la seleccién de las
células transformadas por expresiéon del genotipo recién adquirido, y la otra, para Ia
replicacién y mantenlmicnto del plasimido, ya que Dagert y Ehrlich (1979) en’lcnnlmron que
fas c€lulas transformados con plasmidos de resistencia a antibl6ticos, pierden a este por
la falta dec presién para su expresién, por lo quc una vez scleccionadas las clonas se
pasaron siempre ca Mc Conkey con ampicilina vy se scleccionaron las clonas lactosa
negativas y ampicllina resistentes, ya que estas caracteristicas indican que estas células
portan ptdsmldos hibridos, ya que no lernmnentan Ia lactosa por haber sido desfasado el gene
fac Z. por la lntroduccién de un fragmento de DNA cromosémico de A. pleuropneumoniae,
ademais estos plasmidos son mas grandes que ¢l plasmido ociginal.

Para la seleccién de las clonas que expresaran proteinas de A. pleuropneumoniae y
que fueran reconocidas como antigenos, fue necesario realizar un tamizado. Se utilizé e
tamizado inmunolégico, ya que se contaba con suero de animales que resultiaron positivos
a la prucba de fijacién de complemento v en algunos casos se habia logrado cl aislamiento.
Este es el método recomendado (Maniatis et nl 1989) para 1a basquedna de antigenos en
bancos genémicos y este fuc utilizado por Gerlach et al (1993 y 1993) en Ia bisqueda de
proteinas membrana externa las cuales fuecron reconocidas por sueros de animales
convalecientes. logrando cncontrar con cste método la clona quce cxpresa una proteina que
une transferrina y otra clona que expresa una lipoproteina de S0 kDa. Esto demuestra que

el tamizado inmunolégico es un métndo eficiente en la seleccidn de clonas que expresan
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antigenos.

De todas las clonas que se obtuvicron, se eligié una que cn la inmunotransferencia
presentaba una proteina >200 kDa fue reconocida por suero de ankmales positivos cn FC.

Sc han clonado varias proteinas de A, plewropnewmoniae, en sy mayoria son
considerados factores de virulencia, pero ninguna con este peso molecular., La proteina
cionada y que en principio se pensé que era la cohemolisina tiene un peso molecular de 27
kDa (Frey et al. 1989), de la cual recientemente Frey et al. (1994) y Soltes et al. (1994,
reportaron que cl gen clonado ¢s gene de regulacion en la actividad hemolitica, pero no es
el responsable del fenémeno de CAMP. Otras de las proteinas clonadas son las toxina de
ia familia RTX (Apxl. ApxIly A;’)xlll) las cuales tienen actividad citolitica y hemolitica, que
tience peso moleculares entre 105 a 120 kDa, lo que represeanta por lo menos la mitad del
peso molecular de la proteina producida por ta clona 2732, 1a cual se no presenté actividad
hemolitica (Garcia Cuellar en revisién) ante eritrocitos de cerdo y de conejo como la
describe Reimer ct al. (1995) en la que s} concuentra hemdlisis de las citolisinas clonadas
de A. pleuropnieumoniae. También al comparar el peso molecular de la proteina producida
por la clona 2732, con las proteinas clonadas por Gerlach et al. 11992) y Rossi-Campos et
al. (1992) que fijjan transferrina, tiene un peso molecular de 60 kDa, la cual es muy
pequena, al igual que la lipoproteina clonada por Gerlach et al. (1993) la cual ticne un
peso de 50 kDa. En casi todas las clonaciones sc utilizaron como vectores de clonacion
plasmidos (pUC18) que son muy semejantes al utilizado cn este trabajo. ya que estos tienen
el sitio de clonacitén en ¢l gene laec Z y son inducidos por Iactosa.

Por otro lado se han realizado estudios sobre 1a proteinas de 1a membrana externa
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de A. pleuropneumoniae, que son unas de las estructuras que principalmente tienen contacto
con el sistema inmune del cerdo y se reportan que son tres a cinco proteinas principates
de peso molecular menor a 45 kDa (Rapp et al 1986; Maclnnes et al 1987; Inzana 1990).
También se ha reportado la presencia de dos proteinas que son producidas en Ia membrana
externa en condiciones de restriccién de hierro. estas tienen pesos moleculares de 105 y 76

kDa (Dencer et al 1989}, Todas esta proteinas reportadas que se encuentran en la

membrana externma de 4. pleuropneumoniae son de peso molecular menor a la clonada y por
lo tanto es dificil que se trate de alguna de ellas. Para corroborar esto es necesario llevar

a cabo trabajo de laboratorio como, conocer Ia naturaleza de esta proteina, determinar si

tiene alguna actividad citolitica o protedlitica, etc.

La utjlizacién de esta clonn como antigena presenta varias ventajas: 1) El cultivo de E. coli

es mias accesible que ¢l de A. pleuropneumoniae ya quc para su desarrollo no es necesario
Ia adicién de factores de crecimiento, que limitan la cantidad de células en el cultivo. 2) El
vector es multicopia y por lo tanto produce una mayor cantidad de antigeno, que la cepa
de A. pleuropneumoniae en condiciones normales. 3) No es necesario purificar el antigeno
ya que los extractos totales de la clona de £. coli pueden ser utilizados, pues al parecer los
sueros positivos sélo reconocen esta proteina.

Diferentes prucbas servlégicas han sido desarrolladas con el fin de detectar los
niveles de anticuerpos contra A. pleuropneumoaniae cn los cerdos. Las pruebas rutinarias de
serotipificacién estin basadas en las pruchas serolfgicas y la fijacién de complemento es
la prueba de oro en la diagnéstico en los Iaboratorios. nunque ha sido recientemente

cuestionada (Fenwick y Henry, 1994). Fijacién de complemento (FC) tiene una alta
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especificidad pero una baja sensibilidad, subestimandao la prevalencia de ta PCP por el alto

namern de resultados falsos-negativos. Esta detecta priancipalmente anticuerpos IgM como

activadores de complemento, tos cuales son producidos al principio de la PCP y en menos

18 fases tardias de la enfermedad y

proporcion a la IgG, la cual se encuentra presente en

en los portadores asintosmiticos. Ademas, FCO esta basada en la detecci6n de antigenos

capsulares, los cuales estin presentes en ¢l cuerpo bacteriano y se encuentran presentes

tanto en animales infectados como cn animales vacunados.
La prueba de ELISA también ha sido atilizada para detectar anticucrpos contra 4.

194%1). Esta prucrba da menaos

pleuropneurnoniae (Inzana y Mathison, 1987; Nicolet ot al.,

resultados falsos negativos que FC ¥y tiene ia ventaja de detectar varios tipos de

anticuerpos. Asi, los anticuerpos pueden ser detectados durante todo el tiempo que se
encucntre presente la bacteria. Estn prueba y la de aglutinacién presentan una alta
frecuencia de resultados falsos-pasitivos, los cuales tienden a sobre estimar Ia prevalencia

de 1a PCP (Fenwick y Henry, 1994), ademias de que no discriminan entre animales

infectados y vacunados. ya que los antigenos utilizados son sélo células.

La neutralizacién de citotoxina e¢s una pruchba que da menos resultados lalsos-
negativos y falsos-positivos y tiene la ventaja de poder discriminar entre cerdos vacunados
e infectados, ya quc los anticuerpos detectados estin dirigidos contra las citotoxinas
excretadas por la bacteria (Kamp ct al 1989). Sin embargo, esta prucha es costosa. tardada
¥ laboriosa, ya que requiere de {a purificacion de Ia citotoxina y que esta mantenga su
actividad biolsgica (Ma et al 1990). por otro lado no detecta Jos serotipos que no producen

todas las citotoxinas y en la prueba sdélo se detectaran [os serotipos que produzcan la



citotoxina quc se utilice en Ia prueba. Ademas, esta prucba requicre de cultivos de A,
pleuropneumoniae, que requicren de suplementacién con NAD, pases periddicos y trabajar
con una bacteria patdgena.

Para cl desarvotlo de 1a prueba de ELISA se han utilizado con antigeno de captura
yn sea la célula completa de . pleuropneumoniae como Loalager et al. (1993, y Stine et al.
(19949), polisacdrido como Bossé et al. (1993) o extractos crudos celulares comao Sidibé et
al (1993), siendo como el de estos Gltimos el tipo de antigeno que se utilizé para llevar a
cabo cl ELISA, encontrandose como resultado comtin, que con estos antigenos detectan
antlcuerpos serotipo especifico, dependiendo de con que serotipn se este trabajando.

La utilizacién de los extractos crudos tiene como ventiaja, que se utiliza menos
antigeno que al utilizar células completas, ya que de oste se pucden hacer diluclones de
hasta 1/1 200 como lo reporté Trottier et al. (1992), en este caso trabajé con 100 ng del
extracto crudo obtenido del desarrolta de una noche.

Se utilizé como antigeno extractos totales de Ia clona, ya que cuanda se utilizaron
los precipitados de los sobrenadante del cultivo de esta misma clona ningiin sucro de los
animales positivos detecto Ia proteina de >200 kDa. Esto significa que la protefna clonada
no era excretada, y esta se encontraba en el interior de las células de E. coli que se utilizé
como vehiculo. Esto no es raro de que suceda, ya quce cxisten otros caso en que las
proteinas guedan en ¢l espacio periplismico (Douglas ¢t al 1987), y para conocer si esto le
ocurTié a la proteina scria necesario reallzar un fraccionamicento de la célula.

Al igual que Trottier et al. , Sidibé et al. y Bossé et al. se utilizé Ia dilucidn del

sucro de 1/200, ya que a partir de esta dilucién s posible diferenciar los sucros de los



animales negativos de los animales positivos. Otro antigeno de captura utilizado en unas
prueba de ELISA maontada por AMa ¢ Inzana (1990), es tu hemolisina. la cual es muy
cspecifica y que es capaz de identificar a los animales que han sido expuestos a todos los

serotipos de A. pleuropneumoniae que producen esta citotoxina,
Al utilizar el antigeno clonado en este trabajo, se encontrid que tos animales

de FC, en la prucbhba de ELISA se

vacunados y que resultaban positives a ia pruch

comportaban como ncgativos, los que hace pensar que posiblemente ba proteina clonada sea
un producto de excrecion de 4. pleuropneumoniae, ya que los animales vacunados con células
completas inactivadas no lo recontocen como antigeno, pero si los animales que estuvicron
expuestos al microorganismo, como lo que sucede con 1a prueba de inhibicidn de la
citotoxina.

Se encontré gue dos sueros positivos a fijacion de complemento de los animales de
campo y dos sucros de los animales sacrificados en rastro noe fueron reconocidos por el

2

antigeno recombinante (tabla 2, grupoes IV y Vb). Sc saspecha que estos cerdos pudieron

ser vacunados ya que los porcicultores ocasionalmentce vacunan, pesro de ello no se tenia un

registro. Ademds, puede verse on la tabla 2 que en animales vacunados bajo condiciones

controladas, ya sea con vacuna comercial o con vacuna preparada en el laboratotio, la

iva a A. pleuropneumoniae.

prueba de EILISA no lfue po
Por otro lado, 10 sueros de animales sacrificados en el rastro (no mostrados en Ia

tabla) que presentaron anticuerpos contra el serotipo S, presentaron reaccién cruzada con
el antigeno clonado del serotipo 1 en Ja prucha de ELISA, lo cual podria deberse a quc este

antigeno es una proteina comin para ambos serolipos, como podria ser alguna de las
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citotoxina que ambos producen o algin otro factor de virulencia como alguna proteasa de
secrecién, ya que parcce ser que estas son producida por todos los serotipo de A,
pleuropneumoniae (Negrete 1997, en revisidn).

Si comparamos la sensibilidad obtenida del 94.8% es menor que la obtenida por Ma
et al. (1990) que fuc del 98.1% y semcjante a 1a obtenida por Bossé et al. (1993) del 96%,
pero la especificidad del 97.4% fuc mcjor que ¢l 90% que cl obtenido por Ma et al., pero
menor que ¢l 99.5% reportado por Bossé et al., en las prucbas de ELISA montadas por
ellos. Si sc tomaran sélo los resultados obtenidos con los animales infectados, vacunados
y controles ncgativos como lo hace Niclsen (1995), sc obtendrfa una sensibilidad y
especificidad del 100%, resultado igual al reportado por este autor. Con estos resultados
de sensibilidad y especificidad, Ia prueba descrita es una buena prucba en el dlagnéstico
de la PCP, sin tomar en conslderacion 1a ventaja de diferenclar a los animales vacunados
de los infectados.

La utilizacién de esta clona como antigeno presenta varias ventajas:

1) El cultivo de E. coli es mds accesible que ¢l de A. pleuropneumoniae ya que para
su desarrollo no es necesario la adicién de factores de crecimiento, que limitan la cantidad
de c€lulas en el cultivo.

2) El vector es multicopia y por lo tanto produce una mayor cantidad de antigeno,

en dici normales.

que la cepa de A. pleur

3) No es necesario purificar ¢l antigeno ya que los extractos totales de la clona de
E. coli pueden ser utilizados, pues al parccer los sueros positivos sélo reconocen esta

proteina.
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CONCLUSIONES
1. Se obtuvo un banco genémico de A. pleurvpneumoniae utilizando el plismido
pBluescript como vector de clonacién.

2. Se obtuvieron 30 438 clonas que contenian plidsmidos con insertos de A.

pleuropneumoniae.

3. Por tamizado Inmunolégico, se seleccionaron 16 clonas que expresaban antigenos
de A. pleuropneumoniae.

4. La clona 2732 fuc ldentificada como la que expresaba una proteina que era
reconocida con mayor intensidad por el suero de animales infectados.

5. La clona 2732 (ue utilizada para desarrollar usa prueba de ELISA, que permitié

discriminar cerdos infectados naturalmente en ¢l campo, de los que fueron vacunados.
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APENDICE I: RESULTADOS DE LA PRUEBAS SEROLOGICAS

ANIMALES TESTIGOS

POSITIVOS NEGATIVOS

SUERO FC ELISA SUERO FC ELISA
1 1/32 1.123 1 - 0.090
2 1/643 13437 2 - a.103
3 1/6% 1.214 3 - 0.078
) - o111

s - 0.077

6 - 0.123

7 - 0.068

8 - 0.092

9 - 0.096

10 - 0.045

ANIMALES INMUNIZADOS

BACTERINA COMERCIAL

BACTERINA DE LABORATORIO

SUERO ¥FC ELISA SUERO FC ELISA
1 1/4 0.075 1 1/8 0.121
2 1/3 0.048 2 1/ 0.104
3 /4 0.055 3 /4 0.089
4 1/4 0.081 4 /8 0.114
s /8 0.092 s 174 0.066
6 1/4 0.083 [ 1/4 0.091
7 1/4 0.052 7 /3 0.087
8 1/4 0.087 8 /3 0.081
9 1/8 0.105 9 1/4 0.057
10 4 0.048 10 4 0.067
11 /8 0.119
12 /8 0.109
13 1/4 0.0
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ANIMALES DE CAMPO

SUERO FC ELISA SUERO FC ELISA
1 1/16 0.921 29 - 0.118
2 - 0.097 30 1/16 0.789
3 - 0.086 31 - 0.094
4 - 0.054 32 - 0.107
s - 0.067 a3 /16 0.921
6 1/16 0.953 34 - 0.092
7 - 0.121 3s - 0.076
8 - 0.072 36 - 0.049
9 - 0.084 37 - 0.095
1o 1/32 0.985 R 1/63 1312
11 - 0.059 39 - 0.118
12 - 0.067 40 /32 1.043
13 /8 0.051 41 - 0.112
14 - 0.125 42 1923 0.972
15 - 0.112 43 - 0-049
16 - 0.062 - 0.069
17 - 0.093 45 - 8.079
18 1/32 1174 46 - 0.091
19 - 0.072 47 1/8 0.882
20 1/63 1.223 48 - 0.072
21 - 0.113 49 - 0.084
22 - 0.104 50 1/8 0.791
23 1/16 0.872 51 - 0.086
24 - 0.059 52 - 0.071
25 - 0.076 53 - 0.092
26 1/16 1.051 53 - 0.052
27 - 0.067 55 - 0.084
28 - 0.059 56 1/16 1.122
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ANIMALES DE CAMPO

SUERO ¥FC ELISA SUERO FC ELISA
57 - 0.116 8BS - 0.070
58 - 0.096 86 - 0.063
59 - 0.098 87 - 0.072
60 /63 1.232 84 - 0.087
61 - 0.099 89 - 0.094
62 - 0.064 20 1/16 0.892
63 1/32 1.113 91 - 0.081
63 - 0.074 92 - 0.073
65 - 0.089 93 - 0.072
66 - 0.071 94 116 0.961
67 - 0.063 95 - 0.069
68 - 0.092 96 - 0.061
69 1/32 1.211 97 - 0.059
70 1/16 0.0842 98 - 0.097
71 - 0.081 99 - 0.061
72 - 0.086 100 1/4 0.135
73 - 0.0118 101 - 0.072
74 - 0.108 102 /8 0.762
75 - 0.095 103 - 0.083
76 - 0.076 104 - 0.091
77 - 0.087 105 - 0.097
78 - 0.069 106 - 0.082
79 - 0.059 107 - 0.069
80 1/8 0.691 108 1/63 1313
81 - 0112 109 - 0.083
82 1/8 0.781 110 1/3 0.128
83 - 0.097 111 - 0.088
84 - 0.081 112 - 0.091




ESTA TESIS NO DEBE

ANIMALES DE RASTRO ‘Au‘ nE LA B‘BLwTECL
SUERO ¥C ELISA SUERO ¥FC ELISA
1 1/32 1.212 29 1/16 1.111
2 1/63 1334 30 1/16 1.052
3 - 0.112 31 - 0.091
4 - 0.097 32 - 0.098
s - 0.087 33 1/4 0.143
6 1/16 0.972 34 1/8 0.994
7 - 0112 3as - 0.092
8 - 0.084 36 - 0.081
9 /16 0.9R1 37 - 0.079
10 1/32 0.994 38 1/8 0.953
11 - 0.067 39 - 0.097
12 - 0.078 40 116 0981
13 1/64 1.273 41 1/64 1308
14 - 0.107 42 - 0.096
15 - 0.124 43 - 0.087
16 1/64 1314 44 1/32 1.152
17 - 0.130 45 1/64 1.352
18 - 0.092 46 - 0.072
19 1/32 1121 47 - 0.082
20 1/64 1.417 48 /16 1.093
21 - 0.094 49 - 0.094
22 1732 1271 50 1/16 0.962
23 - 0.085 51 - 0.09%
24 - 0.086 52 - 0.112
28 - 0.078 53 1/16 0.941
26 1/16 1.141 54 - 0.124
27 - 0.069 E1] - 0.130
28 - 0.081 S6 /16 0.903




ANIMALES DE RASTRO

SUERO FC ELISA SUERO [ ¥C ELISA
57 - 0.105 79 l R 0.069
s8 R 0.076 80 1 1/64 1.421
59 1732 1.212 81 - 0.084
60 1732 1322 82 1732 1372
61 p 0.117 83 116 1.023
62 - 0.094 84 - 0.094
63 174 0.132 88 - 0.086
63 /16 1.031 1 86 1/32 1.223
65 - 0.079 [ 87 - 0.089
66 - 0.081 88 178 0.942
67 R 0.097 89 - 0.096
68 116 1.091 90 178 0.933
69 N 0.113 91 - 0.119
70 1/32 1.293 92 B 0.129
71 132 1254 93 /8 0.981
72 - 0.126 94 1116 1.162
73 - 0.106 95 - 0.132
74 1716 1.181 96 - 0.121
75 - o111 57 - 0.079
76 - 0.092 98 1/16 1.192
77 B 0.084 99 - 0.099
78 132 1291 100 1/64 1373
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