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INTRQIllI~ N.

La pleuropneumonia contagiosa porcina(PCP) representa un problema muy serio para laindustria porcina debido al elevado
costo que esta ocasior-a. Sin embargo, como sabemos. hasta ahora no se ha logrado encontrar un método de diagnéstico
o de control realmente eficaz contra la enfermedad, es por esto que debemos buscar nuevos caminos para lograr el control
v la erradicacién de la misma.

Enel presentetrabajo, se pretende identificar algunas de las HSP c~ue sonexpresadas por el Actino~acillus pleuropneumoniae
serotipo 1! ya que nunca se ha determinado la presencia de estas proteinas en esta bacteria, las cuales por la sintomatologia
de laenfermedad que causaen el cerdo (fiebres muy elevadas~ deben ser producidas y participar en ladefensa de la bacteria
contra la respuesta del huesped. La identificacién, caracterizacién y aislamiento de estas proteinas, permitiran la creacion
de un nuevo tipo de inmunégeno que participe en la erradicacion de esta enfermedad en cerdos contagiados y la prevencion
de la misma en cerdos sanos! asi como nuevos métodos de diagnostico de dicha enfermedad.

OBJETIVO
- Inducir e identificar las proteinas de shock térmico de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1.

ME TODOLOGIA.

A) INDUCCION DE LA EXPRESION C~E LAS PROTEINAS DE SHOCK TERMICO (3,5~. a) Se sembré el Actinobacilius
plev~opnevmon;ae serotipo 1 en 15 cajas de agar BHI

suplementado con NAD. b) Se incubaron las cajas durante 24 horas a una temperatura de 37~C. ¢) Concluida la incubacién
se procedié a cosechar las 15 cajas con solucion salina fisiologica.

d) Se resuspendieron perfectamente las bacterias en la solucién salina. e) Se afiadieron 10 ml de la cosecha a 6 tubos de
polipropileno para centrifuga refrigerada

~50 ml) los cuales contenian 20 ml de caldo BHI. f) Se incubaron todos los tubos a 38 C durante los siguientes de acuerdo
alos datos de la

tabla 1.

TABLA L.TIEMPO DE INCUBACION DE LA COSECHA DE A. pleuropneumoniae serotipo 1.

No. TUBO 1 2 3 4 5 -6
TIEMPO (Hrs) 0.0 05 1.0 | 2.0 3.0 4.0
Se siguid el mismo procedimiento para las temperaturas de 42 y 50 C.

B) OBTENCION DE LOS EXTRACTOS MEMBRANALES 16).
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Para obtener las membranas de la bacteria, al término de cada uno de los tiempos de incubacién se les dio el siguiente
tratamiento: al Se centrifuad a 300Q rpm durante 15 minutos. b) Se dcseché el sobrenadante y se lavé la pastilla con solucion
salina fisiolégica. c) Se resuspendié la pastilla en 10 ml de solucion salina fisiologica. d) Se sonicé durante 10 minutos o hasta
aue no auedaban células completas. Centrifugamos durante 15 minutos a 3000 rpm para separar las células completas que hayan
quedado. fl Se desechd Ia pastilla y el sobrenadante se centrifugé a 20 000 rpm durante una hora para separar las membranas.
g) Se resuspendieron las pastillas en 1 ml de agua desionizada. h) Se procedié a la cuantificacién de proteinas por el metodo
de Bradford.

C~Serealizaron electroforésis en geles de poliacrilamida SDS alas muestras obtenidas de acuerdo al procedimientode Laemmli
(1).

D~ Se determind la antigenicidad de las proteinas encontradas por medio de la técnica de inmunoelectrotransferencia .
RESULTADOS Y DISCUSION.

A~ OBTENCION DE LOS EXTRACTOS MEMBRANALES

1. Lisado de las bacterias. Se obtuvo un concentrado de células con una consistencia viscosa, de color ligeramente amariila
2. Separacionde las membranas. Se obtuvieron aproximadamente de 20-30 mg de una pastilla amarillenta, lacual se resuspendio
en 100 ,ul de agua desionizada.

3. Andlisis del extracto membranal. Para determinar la concentracién de proteinas en las muestras~ se hicieron curvas patrén.

Los pesos moleculares de cada una de las bandas observadas a 39~ 42 y 50 C se resumen en
las tablas Il, Il v IV resoectivamente.

CONCLUSIONES

1. En los patrones electroforéticos se detectaron cinco bandas comunes y claramente definidas la 39 ~ 42 C) estas proteinas
corresponden a los pesos moleculares de 27, 37, ~(), 72 y 95 KD.

2. La temperatura de induccién de las HSP en el Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1 fué de 42 C.
3. Se obtuvieron dos HSP aparentemente anti~énicas, cuyos pesos moleculares fueron de 42 y 107 Kd.

4. Se observaron cinco bandas mas en condiciones de shock las cuales se sugieré sean proteinas de shock térmico, estas
proteinas corresponden a los siguientes pesos moleculares: 145, 135, 130, 122 y 118 kd
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