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INTRGDUCCION

A. Pleuropneumoniae (Ap), agente caussal d= la pleuroneumonia
contagiosa porcina (PCP), es una de las principales causas de
pérdida econémica a nival mundial. ILa PCP produce alta
morbilidad y mortalidad y se caracteriza por lesiones
fibrinosas y Hemorragicas del conducto respiraterio. Esta
bacteria puede ocasionar una enfermedad aguda o crdnica y se
han demostrado diferentes mecanismos de patogenicidad
involucrados en el dafic al cerdo, entre 1los cuales se
encuentran: produccién de hemolisinas (3,4,5) y un factor de
permeabilidad (8), asi como la presencia de fimbrias para su
adhesién al tejido pulmonar (6), 1lipopolisacarido (2) ¥y
capsula.

El papel de las proteasas en Ap como mecanismos de
patogenicidad ha sido poco estudiado y existen trabajos
contradictorios a este respecto (7,9).

OBJETIVO

Determinar la produccidén de proteasas de Ap y su posible
papel en la virulencia.

METODOLOGTIA

Ap serotipol se incubé durante 48 hrs. en caldoc BHI
adicionado de CaCl2 (10mK), extracto fresco de levaduras
(10%) y albumina sérica bovina (0.01%). El1 sobrenadante de
cultivo se precipité con (NH4)2 SO 4 al 70 % de saturacidn.
Las proteinas se separaron por corrimiento electroforético en
gales de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS) al 10 % copolimerizada
con gelatina de cerdo (0.01 %) o hemoglobina de bovino
(0.01%) durante 16 hrs. a 25 mA. Los geles se activaron en un
amortiguador Tris adicionado calcio (10mM), se tifiieron con
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azul de Coomassie y se destifieron para cbservar la actividad
de las proteasas sobre el sustrato.

RESULTADOS

En los geles SDS-PAGE copolimerizados con gelatina o
hemoglobina (0.01 %) se ha podido observar la presencia de
una proteasa de mas de 200 kD de PM en sobrenadantes de
cultivo de Ap serotipo 1. Esta proteasa es activa a pH dcido
(5.5) o a pH neutro (7.0;. La proteina puede sufrir
degradacién a subunidades de menor PM, las cuales mantienen
ain su actividad sobre ambos sustratos. La actividad para
esta molécula o sus subunidades se ha podido observar atin
después de un mes en congelacién (-20 C). Esta protesa
solamente se observa en los sobranantes, por lo gue se trata
de una proteina de secrecién.

DISCUSION

Ya que la gelatina proviene de coldgena conectivo y la
hemoglobina es un componente fundamental en eritrocitos, 1la
degradacién de estos sustratos nos sugiere que la proteasa en
estudio puede estar involucrada en los mecanismos de
virulencia de esta bacteria. Se ha llevado a cabo el
aislamiento de coldgena de pulmén de cerdo para determinar su
actividad sobre este sustrato.

La presencia de proteasas como factores de virulencia ha
sido demostrada por otros autores en los sobrenadantes de
cultivo de diferentes bacterias patégenas tales como
haemolytica o pseudomonas aeruginosa, entre otras
& .40,11;12)
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