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INTRODUCCTION

El tamizado inmunolégico o lisis in situ , es el método
mis empleado en la indentificacién y seleccidn de clonas
portadas de antigenos de interés particular,a partir de un
banco de expresién de DNA recombinante. Estes método puede ser
utilizado en bibliotecas' genémicas construidas en vectores,
tanto en plédsmidos como en bacteriéfagos (1).

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue seleccionar de las
clonas de E. coli 7 gue expresan antigenos de A.
pleuropneumoniae (Ap) serotipo 1.

METODOLOGTIA

Las clonas de E. coli. fueron tamizadas por el método de
inmunolégico de lisis in situ utilizando sueros especificos
de cerdos convalecientes, vacunados con bacterinas,
infectados en condiciones controladas, sacrificados para
abasto y que murieron por pleuroneumonia contagiosa porcina
(PCP). Estos sueros primero fueron absorbiendo con lisados de
E. coli y P. multocida

Las colonias se desarrollaron en agar Luria con
ampicilina, y se transfirieron posteriormente a papel de
nitrocelulosa, donde fueron expuestas por 20 min. a vapores
de cloroformo e inmediatamente después se trataron con
lisozima y DNasa I. Estos papeles fueron incubados con el
primer anticuerpo (sueros de cerdo) durante una noche y
finalmente con el segundo anticuerpo (conejo anti-cerdo
conjugado con peroxidasa) Yy se revelaron con ~diamino
bencidina y agua oxigenada. Las clonas positivas fueron
probadas para la produccién de antigenos: las bacterias
fueron cultivadas en calde Luria con ampicilina, se separaron
las células y el medio, ambos fueron mantenidos en bafio Maria
por 5 min. con amortiguador de muestra dq;Laemmli {2) para
electroforesis, y 1las protefnas fueron identificadas por
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inmunotransferencia utilizando los mismos anticuerpos
mencionados. Nuestros controles positivos fueron extractos
totales sobrenadantes de Ap serotipo 1.

RESULTADOS

De las 3 172 clonas que conforman la biblioteca, 32 de
ellas fueron positivas en el tamizado inmunoldégico que se les
realizé. Al probarlos por inmunotransferencia, todos los
sueros de cerdos reconocieron dos proteinas de alto peso
molecular (mayores de 200 kilodaltones).

En los extractos y sobrenadantes de Ap los sueros de los
cerdos reconocieron diferentes proteinas del cuerpo
bacteriano y de excrecidén, las que se muestran en tabla 1.

TABLA NO.1
PROTEINAS RECONOCIDAS POR LOS SUEROS DE CERDOS ENEXTRACTOS

TOTALES (ET) Y SOBRENADANTES (SN) DE A. pleuropneumoniae POR
INMUNOTRANSFERENCIA.

PM (KD)
200 120 106 91 80 70 48 4642 =39 33
ET + + + + + + = 5 =5 + +
SN + + - + =

DISCUSTIORN

El utilizar este método para seleccidén de clonas
positivas, nos da la certeza que estan expresando los genes
gque se encuentran insertados en el pléasmido transformante, ya
gue los sueros positivos gque se utilizan para el tamizado
fueron adsorbidos con E. coli y P. Multocida con
anterioridad, pues existen reacciones cruzadas entre A.
pleuropneumoniae. Y estos microorganismos con proteinas de
membrana externa (3, 4).

Por otro lado, las proteinas de las clonas de E. coli
identificadas en 1las inmunotransferencias, por su peso
molecular tan alto y no haber sido identificadas en 1los
controles positivos, podrian deberse a: i) que E. coli
modificé el inserto de Ap, dando lugar a una proteina.més
grande que la original, pero que se mantuvieron sin
modificacién sus epitopos, o que ii) esta sea un conglomerado
proteico, y siguen manteniendo su antigenicidad.

El siguiente paso a dar es 1la determinacién y
caracterizacidén de estas proteinas y conocer la cantidad de
antigenos gue la clonas son capaces de exportar al exterior,
para con ellos montar técnicas de: diagnésticos, como
precipitacién en gel o ELISA.
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