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La neumonia en el cerdo represenia uno de los mas graves problemas
infecciosos de esta especie animal. Acfinobacillus pleuropneumoniae (Ap) es
of agente etiolégico de la pieuropneumonia contagiosa porcina (PCP). Este
es un padecimiento de distribucion mundial que impacta negativamente a la
economia de las granjas sfectadas por la elevada mortalidad de los
animales en crecimiento. Los sobrevivientes son poriadores asintomaticos
que infectan a ofros puercos y que tienen una baja conversién alimenticia
(1,2). Es dificit controlar la propagacién de la PCP, debido a que no hay
formas sensibles y especificas para determinar exactamente si hay o no
cerdos infectados en una piara, siendo el medio mas frecuentemente de
propagacion de la enfermedad la fransmisidn directa de un cerdo infectado a
uno susceptible a través posiblemente de aerosoles (2,3). Tratando de
dilucidar las caracteristicas antigénicas del Ap se han realizado estudios de
la capsula (4), el lipopolisacarido (5) y la hemolisina (8), no obstante es poco
lo que se sabe de las proteinas de membrana. Nicolet (7) realizé por primera
vez el estudio de las profeinas que se encuentran en la membrana celular
del Ap por medic de electroforésis en geles de poliacrilamida y encontrd que
los patrones de estos serotipos eran iguales concluyendo que la diferencia
entre los serotipos se encontraba en la capsula. Rapp y Ross (8) refomaron
ia técnica para estudiar las membranas de esta misma bacteria pero
hicleron medificaciones importantes en la forma de obtener las membranas.
Rapp y Maclnnes (8, 10) establecieron en trabajos diferentes la presencia de
proteinas inmunogénicamente importantes. En 1989, Romero v col, (11)
demostraron la presencia de 4 proteinas comunes en preparados de
membranas del Ap serotipos 1,25 v 7. Estas proteinas se presentaron
consistentemente en {rabajos recientes gue han establecido la presencia de
proteinas de estrés (12,13) de las cuales hay poca infarmacion.
Inmediatamente después de un aumento de temperatura, todas las células
incrementan la produccién de cierta clase de moléculas que equilibren el
dafio. Se llamd a esto respuesta al choque térmico, estudios posteriores
revelaron que la misma respuesta toma lugar cuando las células son sujetas
a una amplia variedad de agresiones ambientales, incluyendo metales
téxicos, alcoholes y muchos venenos metabdlicos. (14, 15) debido a que
varios estimulos diferentes despiertan el mismo mecanisme de defensa
celular ahora se conoce a esto como respuesta al esirés y a las moléculas
expresadas como proteinas de esirés o de choque. La concentracion
osmobtica del medio ambiente &5 uno de los parametros fisicos gue
determina la habilidad de los organismos de proliferar en un habitat

determinado. Por estrés osmoético se entiende el incremento o disminucion

=n la concentracion osmdética del medio ambiente de un organismo y
osmoregulacién se define como el proceso activo llevado a cabe por los
organismos para hacer frente al estrés osmotico(16). Se sabe que la E. coli
se ajusta a una presion osmédtica elevada incrementando los niveles
citoplasmaticos de prolina, ademés de otras alteraciones en la composicion
de porinas de membrana externa{17) y de los niveles de oligosacaridos
derivados de membrana.

El OBJETIVO de este trabajo es el determinar la presencia de proteinas de
choque osmético en exiractos enriquecidos de membranas de
A.pleuropneumoniae sometido altas y bajas concentraciones de sales, para
su posterior clonacidn y posible uso como inmundgenos y/o en sistemas de
diagnastico. ?

MATERIAL Y METODOS.

Cepas. El Ap1 fue donado por la Dra. Susana Mendoza Elvira del
Laboratorio de Virologia de la Coordinacion de Posgrado de la FES-C.,
UNAM.

Induccion de la Expresion de Proteinas de Chogue Osmotico. Se inocularon
cajas de agar BHI + NAD con Ap1 y se incubaron 24h/37°C, se cosecharon
con Sol. Amortiguadora de Fosfatos pH=7.4, se centrifugaron y lavaron a
3,000 rpmi15min.Después se prepard una suspension de bacterias al tube
No.8 McFarland y se agrego 10ml de esta a 3 matraces Erlen Meyer con
40ml de caldo nutritive con NAD conteniendo diferentes concentraciones de
NaCi (0.5%, 0.85% y 1%). Incubandose cada matraz diferentes tiempos
(30min, 1y 2h) a 37°C.

Obtencion de Extracto Membranal. Una vez concluide el tiempo de
incubacién. Las bacterias se centrifugaron 30min/3,000rpm y se sonicaron
(3x60Hz/5min). Después de esio las suspensiones fueron primero
centrifugadas a 4,000rpm/15min para eliminar cualquier célula completa.
Posteriormente los lisados se centrifugaron a 20,000rpm/th. Se eliminaron
los sobrenadantes y se trabajd con las pastilas. Se cuantificd la
concentracién de proteinas por el método de Bradford.

Electroforesis de los Extractos Membranales. Se empled un sistema de
geles discontinuos de acuerdo al procedimiento de Laemli (18).
Inmunoelectrotransferencia. Se ulilizd una modificacion de la técnica de
Towbin y col. (19) para enfrentar los patrones electroforéticos de los
exiractos membranales de Ap sujeto a chogue osmético durante diferentes
periodos de tiempo.

RESULTADOS. En &l patron electroforético del extracto membranal det Ap1
incubado por 30min a las diferentes concentraciones de NaCl se observa la
presencia de bandas comunes en cada uno de los carriles los cuales tienen
un peso molecular aproximado de 98.38, 83.17, 71 97, 4026 3012 1685y
11.81 kDa. Aparentemente no se observan cambios enire cada extracto. sin

embargo es comun el incremento en todos con excepcién del carril sin NaCl,
de las proteinas con PM de 93.17, 69.7, 57.42, 55.80, 52.12, 47.31, 44.3G,
16.85, 13.44, 11.81 y 11.44 kDa. Ademéas de esto se observa que por el
contraric otras de las bandas tienden a disminuir en intensidad, dichas
bandas corresponden a proteinas de PM aproximados de 65.33 y 37.75. En
el patrén electroforético del extracto membranal del Ap1 expuesto 1 hr a las
diferentes condiciones de NaCl , se observa también bandas comunes en
cada carril con PM aproximado de 95.38, 83.17, 71.97, 40.26, 30.12, 16.85 y
11.88kD. En este tiempo de exposicion se observa el incremento en la
intensidad de todos los carriles con excepcion del de 0% de las proteinas de
PM de 57.42, 52.12, 40.26, 37.75 y 28.23. Ademas de estas, se observan
las siguientes bandas de PM 65.33, 40.26, 13.88, 13.44 y 11.44 que por
presentarse mas intensamente en las condiciones de chogue son
candidatas a ser consideradas proteinas de chogue osmétice. Al tiempo de
exposicion de 2hr se observa la igual que en los anteriores casos la
presencia de bandas comunes a todos los carriles con PM aproximado de
99.38, 93.17, 71.97, 40.29, 30.12, 16.31 y 11.44. Sin embargo a este tiempo
de exposicion no se ohserva el incremento o disminucion en la intensidad de
las bandas observadas en los diferentes carriles y si la falta de algunas de
ellas. Esto es posiblemente debido a que a este tiempo de exposicion varias
de las proteinas comienzan & desnaturalizarse.

La siguiente tabla resume los pesos moleculares de las proteinas que fueron
reconocidas por sueros de cerdo en las inmunoelectrotransferencias.

PATRON ANTIGENICO DE PROTEINAS L = .
EXTRACTOS MEMBRANALES OBTENIDOS DE CELULAS CON CHOQUE OSMCTICO

30 MIN i 1hr I Zhr

0.5% 0.8% 1% 0.5% 0.8% 1% 0.5% 0.8% 1%

95 38 9938 58.38 99.38 99.38 99.38 99.38" 9317 99.38
40.26 93.17 93.17 9317 65.33 40.26 93147 71.97 93.17
A7 75 71.97 8734 87 .34 40.25 3012 7197 857 71.87
30.92 89.7 71.97 71.97 3012 25.47 55.6 3012 69.7
28.23 4026 69.7 57 .42 26.47 24.03 13.88 23.23 40.28

16.85 37.75 55.6 4026 2403 15.85 2647 37.75
1388 3012 5212 30.12 16.85 13.87 24.03 ap.12
2823 4026 16 85 1388 16.31 28.23
16.85 3775 13.88 11.81
13 88 3012 11.44
2823
| 16 85
| 1344
! 11.81
| 11.44

CONCLUSIONES. 1) Los patrones electroforéticos de extractos
membranales se intensificaron cuando las bacterias se mantuvieron en
condiciones de chogque, 2) Se encontraron proteinas que son candidatos a
ser consideradas cbmo proteinas de chogue de 65.33,40.26, 13.88, 13.44 y
11.44, 3) Las proteinas de chogue fueron reconocidas en casi todos los
sueros de cerd iti A. pleuropneumoniae probados.
: ? Figura 1. Patrdn electroforético de
exiractos membranales de Ap1
sometido a choque osmético:
carril 1: 1%NaCl/th
carril 2: 0.85%NaCl/1h
carril 3: 0.5%MNaCl/1h
carril 4: 1%NaCl/30min
carril 5: 0.85%MNaCl/30min
carril 8: 0.5%NaCl/30min
; carril 7: 0%NaCl
B O e 3 carril 8: Marcadores de PM
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