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INTRODUCCION

El estudio de |z patogenia de Mycoplasma hyopneumoniae ha
enfocado sus esfuerzos en detectar proteinas constitutivas del
microorganismo y descubrir cual es la actividad de estas en el
tracto respiratorio de los animales infectados. Sin embargo,
debemos considerar que los metabolitos secretados por la
bacteria en forma de toxinas, enzimas y algunos productos de
desecho, pueden participar en forma impertante no solo en la
invasividad en la infeccién, sino que pueden funcionar como
mecanismos de patogenicidad y virulencia.

OBJETIVO

El presente trabajo tiene como objetivo principal detectar las
proteinas que se secretan durante una cinética de crecimiento y
denotar su reaccion contra sueros de animales infeciados ¥
vacunados.

METODOLOGIA

Para el desarrollo experimental se inocularon 5 mg/mi de proteina
total (1) de Mycoplasma hyopneumoniae cepa 194 en medio
de Friis, incubando a 37°C durante 10 dias {2} . Para determinar
las proteinas producidas durante la cinética, se obtuvieron
muestras de scbrenadante de cada dia para el comimiento de
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS al 12 5% (Eratys
Una vez delerminado el perfil eleciroforstico se realizaron
transferencias a membranas de Inmobilén utilizando 3 V de
corriente constante durante 12 horas, posteriromente se cartaron
tiras de la tranferencia y se desafiaron con 12 sueros de animales
infectados experimentalments con Mycoplasma
hyopneumoniae (Titulo ELISA Tween 20 1:4096) , 34 sueros de
animales infectados en forma natural (positivos a ELISA) (3) vy
24 sueros de animales vacunados con una bacterina comercial,
determinando una dilucion de 1:5 para todos los sueros como se
muestra a continuacion;

Dilucion 1:5 de suero problema

Blogueo de tiras transferidas con las proteinas

Lavado para eliminar el exceso de proteina blogueadora
Desafio de las tiras con los sueros problema en agitacion
durante 2 hrs. Lavado para eliminar el exceso de anticuerpo.
Adicion de anticuerpo Anti IgG de cerdo peroxidado en agitacion
2 horas. .
Lavado para eliminar exceso de anticuerpo.

Revelado con solucién alfa-cloronaftol-metanol-TBS-H,0;  (4)

RESULTADOQOS

El perfil electroforético mostré que el mayor nimero de proteinas
producidas en la cinética se ubicd en el noveno dia,
determinandose como se muestra en la Tabla 1.

La inmunotransferencia mostré una reactividad similar tanto para
animales inoculados experimentalmente come con infeccidn
natural, mientras que para los animales vacunados se presentd
una banda especifica como se observa en la Tabla 1.

F.g:

TABLA 1. PROTEINAS PRESENTES EN LA CINETICA
DE 9 DIAS Y SU REACTIVIDAD

MEDIO DE | SOBRENADANTE | IT SUERO | IT SUEROS
CULTIVO DIA 9 POSITIVO |[VACUNADOS
112 166 102 102
2102 127 79 79
g3 111 69 68
83 102 63 53
i 79 58 58
67 69 52 b
62 63 - 22
55 52 = =
48 575 - -
28 52 - =
25 50 - =
——— A 38 = ——— =
5 27 = =
Z 23 B
250 22 | BT
= 19 | - =

P.M. = Peso molecular en kD IT {+)= Inmunotransferencia sueros
positivos con infeccion experimental y natural.

IT VAC= Inmunciransferencia sueros positivos animales vacunados.
* Banda especifica para vacunados.

DISCUSION

Las proteinas secretadas por M. hyopneumoniae gque se
determinaron en este estudio se evaluaron por su reactividad con
sueros de animales positivos infectados experimentalmente, con
infeccion natural y suercs de animales vacunados. Del perfil
electroforético se eliminaron todas aquellas proteinas presentes
en el medio de cultivo y aguellas proteinas que que presentaron
un peso molecular similar a las proteinas del medio de cultivo.

De esta forma se puede asegurar que las proteinas consideradas
son producto del metabolismo durante la-cinética de crecimiento
de M. hyopneumoniae y gue ademas son capaces de producir
una respuesta inmunolagica importante en animales con infeccion
experimental, infeccion natural v animales vacunados. Es de
resaltar la importancia que ofrece la deteccion de una proteina
especifica para el caso de los vacunados, ya que puede servir
para diferenciar entre animales con infeccién natural y animales
vacunados.

Con los resultados obtenidos es posible concluir gue ain cuando
M. hyopneumoniae es capaz de exportar una gran cantidad de
proteinas al medio de cultivo durante una cingtica de crecimiento
de 9 dias, no todas ellas son generadoras de una respuesta
nmune.

Aun se debe realizar una investigacion sobre la actividad gue
tienen estas proteinas para seleccionar aquellas gue son sujstas
a ser neutralizadas y descubrir su papel en la patogenia.
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