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Introducciodn

Pieuropneumoniae (AP} es el agente causal de 1a
pleuropneumonia contagiosa porcina (PCP), la cual es una de

las principales causas a nivel mundial. En esta bacteria a

pesar de que se conocen diversos mecanismos de virulencia,

entre los cuales se encuentran: citotoxinas (2,3},
lipopolisacédrrido, cépsula (1,4), fimbrias (11) y un factor

de permeabilidad (9), el proceso de dafio a células y tejidos
no es totalmente entendidc (6). La presencia de proteasas de
secrecidon que degradan IgA en esta bacteria, es confusa
debido a los reportes contradictorios al respecto. (8,10).

Objetivo

Determinar la presencia de proteasas de secrecién en esta
bacteria (Ap serotipo 1), las cuales podrian ser otro factor
de virulencia.

Metodologia

Ap serotipo 1, se incubd durante 48 horas en caldo BHI
adicionado de CaCl (10mM) y extracto fresco de levaduras
(10%) como fuente de NAD. El scbrenadante de cultivo se
precipitd con (NH)soc al 70% de saturacién. Las proteinas se
separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
(PAGE-SDS) al 10% copolimerizados con gelatina porcina al (0-
1%} © con hemoglobina (Hb) porcina, bovina o humana (0.05%),
asimismo estas proteasas se incubaron en presencia de
diversos inhibidores para determinar el efecto sobre estas
proteinas. Posteriormente a la corrida electroforética, los
geles se incubaron en amortigquador Tris-HCl 0.1M adicionado
de calcio (10mM) y se tifieron con azul de Coomassie. La
actividad proteolitica se determino como zonas claras de
proteclisis en un fondo azul. Por otro lado se determino la
activiadad de estas proteasas sobre IgA porcina, incuabando a
diferentes tiempos a 37 grados centigrados Y por
transferencia de estas proteinas a geles copolimerizados con
IgA porcina.
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Resultados

En geles SDS-PAGE ccpolimerizados con gelatina porcina (0.1%)
o Hb porcina, bovina o humana (0.05%), se pudo observar la
presencia de diversas bandas con actividad proteolitica a
diversos PM>200, 120,90,70 y 50 kDa. En presencia de Hb se
observé un menor ndmerc de bandas proteoliticas y una menor
actividad. Las proteasas fueron activadas en el intervalo de
pPH de 4-8 y con un pH éptimo de 6-7. Todas las actividades
protecliticas fueron inhibidas en presencia de EDTAIO mM y su
actividad se revierte alestar en presencia de calcic. Otros
inhibidores no tuvieron algin efecto sobre estas proteinas.

La degradacién de Igia porcina fue observada desde las
primeras horas de incubacién.

Laz actividades proteoliticas unicamente fueron observadas en
sobrenadantes de cultive y no en extractos celulares, estas
actividades se observaron desde las primeras horas de
incubacién y su actividad se mantuvo por méds de 1 mes a 20

grados centigrados

Discusidn

La presencia de proteasas de secrecidén como un mecanismo de
virulencia ha sido demostrada en diversas bacterias patdgenas
(5.7). Asimismo se ha demostrado que todos las bacterias
patogenas de mucosas producen proteasas de secrecidn gque
degradan IgA (12). En Ap observamos la presencia de proteasas
de secrecidn que degradan IgA. Ademds de gelatina vy
hemoglobina porcinas. Las inhibicién de estas actividades
protecliticas por EDTA 10mM nos habla de la presencia de
proteasas del tipo metaloproteasas gque concuerda con las
descritas para otras bacterias patégenas (5.7).

Ademds que todas las actividades fueran inhibidas por EDTA

nos podria hablar de proteasas del mismo tipo, o gue todas

ellas provienen de una sola. Por otro lado, la degradacidn de
hemoglobina por estas preoteinas, nos indica gque este podria

ser otro mecanismo de adguisicidén de fiarro para esta
bacteria, ademds de los ya reportados (13-14).
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