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La neumonia en el cerdo representa uno de los mas graves
protlemas infecciosos de esta especie amimal Actinobacilius
pleurcpneumoniae (Ap) es el agenle etiologico de Ia
pleuropneumonia contmgiosa porcina (PCP). Este es un
padecimiento de distribucidn mundial que impacta negativamente
a la econcmia de iss granjas cfectadas por la elevada mortalidad
de jos animasies en crecimeinio. Los sobrevivientes son
portadores asintométicos que infectan a otros puercos y que
tienen una baja conversion alimenticia (1,2). Es dificil controlar la
propagacion de la PCP, debido a que no hay formas sensibies y
espacificas para determinar exactamente si hay o no cerdos
infectacios en una piara, sisndo el medio mds frecuentemente de
propagecién de la enfermedad la transmision directa de in cerdo
infectadoc a uno susceptible a través posibiemente de aerosocles
(2,3). Tratandc de dilucidar las caracteristicas antigénicas del Ap
se han realizado estudios de la cépsula (4), el lipopolisacarido (5)
y la hemolisina (S), no obstante es poco io que se sabe de las
proteinas de membrana. Nicolet (7) realizd por primera vez el
estudio de las proteinas que se encuentran en la membrana
Celular del Ap por medic de electroforésis en geles de

encontraba en la cdpsula. Rapp y Ross (8) retomaron la técnica
para estudiar jas membranas de esta misma bactena pero
hicieron modificaciones importantes en la forma de obtener las
membranas. Sus resuitados demuestran la presencia de
proteinas comunes entre los diferentes serotipos de 42.5, 38, 28
y 16 kD y sigunas proteinas seroespecificas gue se encontraban
en el mismo rango de peso molecular. Rapp y Macinnes (9, 10)
establecieron en trabejos diferentss la pressncia de proteinas
inmunogénicaments importantes (45, 49.5, 665y 17,32 y 42 kD
respectivamente). En 1988, Romero y col, (11) demostraron la
presencia de 4 protainas comunes en preparados de membranas
de! Ap serotipos 1,2,5 y 7 de PM aproximados de 30,43 50 y 88
las cuales fueron reconocidas por antisueros de conejos. Estas
proteinas se presentaron consistentemante en trabajos recientes
que han establecido la presencia de proteinas de estrés (12,13).
El OBJETIVO de este frabajo es el de purificar e identificar
compietamente & esias proteinas presentes en los exiractos
ennquecidos de membranas para su posterior clonacion y uso
come inmunogenos y/o en sistemas de diagndstico.

MATERIAL Y METODOS. Cepas. El Ap biotipo 2 (2B2) fue
donado por la Dra. Mireya de la Garza del Laboratorio de Biologia
Celular del CINVESTAV.

Obtencién de Extracto Membranal. Un cultivo de 18hr. de Ap fue
inoculado en pilacas de BHI con NAD al 0.001%. Después de 18h
de incubacion a 37°C se cosechd el cultivo con solucion salina
fisiologica. Las bacterias se sonicaron (3xB80Hz/5min). Las
suspensiones fueron primero centnfugadas a 4,000rpm/15min
para eliminar cualquier célula completa. Posteriormente los
lisados se centifugaron a 20,000mm/1h. Se eliminaron ios
sobrenadantes y se trabajo con ias pastillas. Se cuantificd la
concentracion de proteinas por el método de Bradford.
Electroforesis de los Exiractos Membranales. Se empled un
sistema de geles discontinuos de acuerdo al procedimiento de
Laemii {(14).

Electroelucion de las proteinas de los geles. Las proteinas se
obtuvieron a partir de los geles de poliacrilamida utilizando una
camara de eleciroelucion disefiada en el laboratono, siguiendo
las condiciones marcadas por BIO-RAD. (15).
Produccion de Sueros Hipeninmunes. La proteina purificada se
inoculé con adyuvante completo de Freund en ratones Balb/c
siguiendo un protocolo de inmunizacion previamente establecido
(11). Titulando los sueros con la técnica DOT-ELISA.

Inmunoelectrotransferencgia. Los antisueros producidos s
enfrentaron a extracto membranal compieto utilizando la tecnica
de Towbin y col. (16).

RESULTADOS. Hasta el momentc se tienen purificadas dos
proteinas de 81 y 66kD, esperando completar la purificacion de
otras 4 6 5 en poco tiempo. En las figuras se muestran algunos
de los resultados. —
CONCLUSIONES. 1)Se reprodujo el patron electroforético
anteriorimente reportado, 2)Se purificaron las proteinas de 81 y
66kD por electroelucion, 3) Se produjercn antisueros policionales
contmesiasprotsmas 4}Losannsuemssoneapeaﬁcosmntra
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