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ESTABLECIMIENTO DE UN METODO PARA DETERMINAR ACTIVIDAD Y PURIFICACION PARCIAL DE LA
FOSFATASA ACIDA DE Actinobacillus pleuropneumoniae. %

ALTAMIRANO SEGOVIA AGUSTIN, * M. en C. RODRIGO MARTINEZ ZUNIGA.
UNIDAD PROFESIONAL INTERDISCIPLINARIA DE BIOTECNOLOGIA. Av.Acueducto s/n, col. Barrio la Laguna Ticoman C.P.07340 México,
D.F.Tel.57296000 Ext.56318 y 56320 Fax 56305 Mail. Rmartinezz2002@yahoo.com.es

Palabras clave: Actinobacillus pleuropneumoniae(Ap), Pleuroneumonia Contagiosa Porcina.

Introduccion. En  México, la produccién y consumo de carne de
cerdo es de gran importancia nacional; esta industria es afectada
economicamente por una gran variedad de enfermedades que
puede contraer el cerdo entre ellas se encuentra la pleuroneumonia
contagiosa porcina (PCP). Producida por el Actinobacillus
pleuropneumoniae. El conocimiento de su agente etioldgico,
constituye un elemento clave, tanto para el diagnostico como para
el control de la enfermedad; es un coco bacilo Gram Negativo,
dotado de poderosos factores de virulencia entre los que destacan
toxinas RTX; esta es una enfermedad de vias respiratorias, que se
presenta a nivel mundial; esta bacteria induce una neumonia
fibrinohemorragica que eventualmente desencadena la muerte de
los cerdos.

Metodologia. Se siembra la cepa Actinobacillus pleuropneumoniae,
en Medio de cultivo agar infusién de cerebro y corazén (BHI) y agar
luria bertani (LB). Se adiciona NAD como suplemento para su
crecimiento, incubando toda la noche. Se centrifuga el medio de
cultivo 5000rpm durante 30 min, recuperando la pastilla y se realiza
un lavado con Tris 10 nM pH 8.4, posteriormente se centrifuga a
5000rpm durante 30 min, el precipitado lo resuspendemos con Tris
con un pH de 7 y se adiciona desoxicolato de sodio al 0.05%, se
incuba a 180rpm/30°/37°C, a continuacion se procede a centrifugar
a 8000rpm/15°/4°C, se recupera el sobrenadante y este es el
extracto celular.

Resultados y discusién. Se logro determinar actividad enzimatica
y cuantificacion de proteinas.

Curva tipo de PNP para
Actividad enzimatica.
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Figura 1. Esta curva tipo se construye para evaluar la actividad
enzimatica. Se emplearon concentraciones de 50 a 800 nM/mL, en
vollimenes de 50 L, también se utilizaron reactivos reguladores de
acetatos 0.2M pH 5.5 e hidroxido de sodio 1M.

También se determino la presencia de la enzima en el gel con un
peso molecular de 58 a 84 KDa como se observa en la foto.
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La actividad en el gel de poliacrilamida es momentanea pero en la
siguiente foto se observa la presencia de las bandas una vez que
se le agrega p-NPP. Tienen una tonalidad de color amarillo pero
desafortunadamente el fenémeno es momenténeo.

Conclusiones y perspectivas. Como ya se menciono
anteriormente la actividad que se obtuvo con esta técnica fue
bastante alta y en cuanto a la cuantificacion se prefirié hacer con el
reactivo de Bradford ya que es mas estable hasta por 6 meses, la
liofilizacién se llevo a cabo para una mayor concentracion de la
proteina y una mayor estabilidad. La actividad en el gel de
poliacrilamida fue la esperada para posteriormente la purificacion.
Agradecimientos. A la unidad profesional interdisciplinaria de
biotecnologia, al departamento de bioguimica, al M. en. C. Rodrigo
Martinez Z0figa.
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1. Fenwick B.(1994). Porcine pleuroneumonia, JAVMA
204: 1334-1340.
2. Fuller T; Thacker B; Mulks-m. (1996). A Riboflavin
Auxotroph of Actinobacillus pleuropneumoniae Is
Attenuated in Swine. Infect. Immun.64:4659-4664.
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1. INTRODUCCION.

En Meéxico, la produccion y consumo de carne de cerdo es de gran importancia nacional;
esta industria es afectada econdmicamente por una gran variedad de enfermedades que
puede contraer el cerdo entre ellas se encuentra la pleuroneumonia contagiosa porcina
(PCP). Producida por el Actinobacillus pleuropneumoniae. El conocimiento de su agente
etiologico, constituye un elemento clave, tanto para el diagnostico como para el control de
la enfermedad; es un coco bacilo Gram Negativo, dotado de poderosos factores de
virulencia entre los que destacan toxinas RTX; esta es una enfermedad de vias respiratorias,
que se presenta a nivel mundial; esta bacteria induce una neumonia fibrinohemorragica
que eventualmente desencadena la muerte de los cerdos.

El cerdo es el tinico portador natural de A.pleuropneumoniae, aislandose del aparato
respiratorio, siendo fundamental el contacto estrecho entre enfermos y sanos, aunque en
algunos cerdos los brotes se han observado la difusidon entre granjas sin intercambio de
animales, lo que parece sugerir el contagio por aerosoles a medias distancias o la difusioén
mediante los empleados, a través del vestuario o mediante la intervencion de invertebrados
artropodos como moscas y mosquitos de forma experimental no se ha podido obtener
transmisiones con aerosoles a distancias superiores a 1 m.

Los animales con infeccion cronica y los portadores asintomatico se consideran las fuentes
principales de infeccion, especialmente cuando son introducidos en poblaciones libres. En
los portadores asintomdtico, recuperados clinicamente de la enfermedad, los
microorganismos sobreviven en la cavidad nasal o en las lesiones necrotico-hemorragicas
del pulmon, por lo que se convierten en focos de infeccion peligrosos.

La supervivencia de A.pleuropneumoniae en el medio ambiente es escasa (1-2 dias),
aunque puede prolongarse protegido por el mucus u otro tipo de material orgéanico. Las
bajas temperaturas no parecen reducir su viabilidad, al menos en algunas condiciones.

La pleuroneumonia puede adoptar formas sobreaguda, aguda o cronica. Las dos primeras se
dan en explotaciones indemnes, infectadas por primera vez, mientras que la cronica se
relaciona con areas endémicas.

La forma sobreaguda aparece stbitamente, con apatia, perdida de apetito e hipertermia
seguido ocasionalmente de voOmitos, diarrea ligera, tos, epistaxis o movimientos
masticatorios. A las pocas horas, los animales se tienden en el suelo sin signos respiratorios
claros, pero con aceleracion manifiesta del pulso y comienzo de fallos cardiaco y
circulatorio que conducen a una cianosis generalizada de piel y mucosas.

En la fase terminal hay una sintomatologia respiratoria acusada, con disnea intensa y
respiracion bucal, poco antes de la muerte suele producirse una abundante descarga
sanguinolenta a través de boca y hocico. La muerte sobreviene en el transcurso de las
primeras veinticuatro horas, pero en algunos casos, sobre todo en lechones, ocurren tan
rapidamente que no llegan a observarse sintomas. También se han descrito abortos.
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FOTO 1. cerdo con sospecha de haber adquirido FOTO 2. Aborto de cerdos por causa de la
la bacteria de Actinobacillus pleuropneumoniae. (PCP)

FOTO 3. Infeccién bacteriana secundaria sobreaguda se FOTO 4. En la necropsia, los pulmones
presenta en forma de muerte subita con espuma sanguinolenta de cerdos que han desarrollado la
En boca y nariz. forma sobreaguada de la pleuroneumonia

FOTO 5. Se observa en la necropsia areas de consolidacion
pulmonar con apariencia nodular.
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1.1 DEFINICION DE ENZIMA.

Las enzimas en griego in ferment, son biocatalizadores compuestos por una parte proteica
llamada apoenzima y una no proteica llamada coenzima, que en su totalidad son moléculas
de proteinas que tienen la capacidad de facilitar y acelerar las reacciones quimicas que
tienen lugar en los tejidos vivos, disminuyendo el nivel de la "energia de activacion" propia
de la reaccion. Se entiende por "energia de activacion" al valor de la energia que es
necesario aplicar (en forma de calor, electricidad o radiacion) para que dos moléculas
determinadas colisionen y se produzca una reaccion quimica entre ellas. Generalmente, las
enzimas se nombran afiadiendo la terminacion ""asa’ a la raiz del nombre de la sustancia
sobre la que actuan.

Las enzimas no reaccionan quimicamente con las sustancias sobre las que actuan (que se
denominan sustrato), ni alteran el equilibrio de la reaccion. Solamente aumentan la
velocidad con que estas se producen, actuando como catalizadores. La velocidad de las
reacciones enzimaticas dependen de la concentracion de la enzima, de la concentracion del
sustrato (hasta un limite) y de la temperatura y el pH del medio.

La caracteristica mads sobresaliente de las enzimas es su elevada especificidad. Esta es
doble y explica que no se formen subproductos:

» Especificidad de sustrato: el sustrato (s) es la molécula sobre la que la enzima ejerce
su accion catalitica.
» Especificidad de accion. Cada reaccion esta catalizada por una enzima especifica.

EMZIRA

SUISTRATO
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1.2 CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS.

En funcién de su accidn catalitica especifica, los enzimas se clasifican en 6 grandes grupos
o clases:

Clase 1: OXIDORREDUCTASAS
Clase 2: TRANSFERASAS

Clase 3: HIDROLASAS

Clase 4: LIASAS

Clase 5: ISOMERASAS

Clase 6: LIGASAS

VVVYYY

1.3 HIDROLASAS

Hidrolasas: Es un grupo muy numeroso que comprende cerca de 200 enzimas. Poseen en
comun la capacidad de introducir los elementos del agua (H+ y OH-), en el sustrato atacado
produciendo asi una hidrdlisis.

Catalizan las reacciones de hidrolisis:

AB+H,0 AH + B-OH

Tipos:

Lipasa
Proteasas
Amilasas
Fosfatasas

YV V V V
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1.4 FOSFATASAS.

El fosforo es uno de los nutrientes esenciales para el crecimiento de este tipo de enzimas.
Las enzimas de la fosfatasa son de tipo hidroliticas donde estas catalizan la hidrélisis de los
esteres glicero fosforicos, se consideran reguladoras del fosfato, pero su funcion de esta es
en la célula, no es muy conocida debido al gran numero y homogeneidad de las fosfatasas.

Estas enzimas catalizan la reaccion: monoester del acido ortofosforico + H20 = alcohol
(fenol) + ortofosfato. Las fosfatasas alcalinas son ademas hidrolasas de ciertos compuestos
fosfoanhidridos como adenosin, inosin y uridinfosfatos, tiaminpirofosfato y pueden
catalizar ciertas reacciones fosfotransferasas.

R-O- PO3H2 + H20 -> R-OH + H3PO4

El pH optimo para las fosfatasas acidas es entre 4 y 5, y para las fosfatasas alcalinas entre 9
y 10. Las fosfatasas acidas se localizan en los lisosomas. Las fosfatasas alcalinas se
localizan en membranas celulares donde hay transporte activo como en el endotelio de
arteriolas y capilares, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y vesiculas de pinocitosis

Velocidad Maxima

Velocidad

de

Reaccion pH Optimo
57 9
Efecto del pH
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1.5 FOSFATASAS ACIDAS.

La fosfatasa 4cida también conocidas como fosfatasas de bajo peso molecular, las cuales se
han reportado en estudios en mamiferos, levaduras y bacterias donde son secretadas fuera
de la membrana plasmatica donde ellas son lanzadas al limite de la membrana de la
proteina.

Algunas fosfatasas acidas asociadas a la membrana se caracterizan en diferentes
microorganismos infecciosos las cuales son secretadas al medio de cultivo y otras liberadas
por proteasas. Su pH optimo va entre 4.5 y 5.5 y sus sustratos mas utilizados son el metil
umberil fosfato (MUP) y p-nitrofenilfosfato (pNPP), su purificacion se lleva a cabo por
medio de cromatografia de afinidad y cromatografia de intercambio idnico, su peso
molecular van de 18KDa a 130KDa.

Mediante el uso de técnicas de microscopia electronica y fraccionamiento subcelular,
Gottlieb y Dwyer (1981), demostraron que la mayor parte de la actividad de la fosfatasa
acida asociada a las células esta localizada en la superficie externa del parasito. También
encontraron que la actividad de la fosfatasa acida en la superficie de los promastigotes es
resiente a L-(+)-tartrato, un inhibidor especifico de fosfatasas al cual son sensibles las
fosfatasas acidas; esta actividad, al ser fraccionada por cromatografia de intercambio
ionico (QAE-sephadex) y analizada en geles en condiciones no desnaturalizantes, mostrd
estar constituida por al menos tres componentes con las siguientes propiedades.
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fosfatasas Abundancia Punto pH optimo Peso molecular
relativa (%) isoelectrico
ACPI1 80 4.1-0.25 5.5 120.000
ACP2 10 5.4-0.14 5.2 108.000
ACP3 10 7.1-0.05 5.0 133.000

Tabla 1. Propiedades de las fosfatasas acidas (ACP).

Esta técnica es una opcion para determinar la actividad en el gel de poliacrilamida.

FOSFATASAS ACIDAS, método de Gomori.

(Modo de accién) Las hidrolasas (fosfatasas) introducen una molécula de agua H20 en el
glicerofosfato (sustrato) dejando en libertad el acido fosforico PO4H3, que reacciona
inmediatamente con el nitrato de plomo Pb(NO3)2, formando fosfato de plomo (incoloro),
que al enfrentarse al Sulfuro de amonio da sulfuro de plomo de fuerte color pardo.

1°.- Cortes frescos o fijados en formol.

2°.- Incubarlos a 37 °C en la Solucién incubadora. (1-2 horas, en cortes por congelacion. y 8
-12 horas en cortes de parafina hidratados).

3°.- Lavar bien los cortes con AD.

4° - Poner en acético al 1% en AD, dos minutos.

5°.- Lavar bien en AD.

6°.- Introducir en solucion de sulfuro amoénico amarillo al 2%, 2 minutos.

7°.- Lavar en agua corriente y montar con glicerina, o deshidratar aclarar y montar con
depex..

Resultados.- Los lisosomas tienen un color pardo oscuro.



http://www3.usal.es/~histologia/aplicacion/espanol/histotec/especial/espe11/fosfatas.gif
http://www3.usal.es/~histologia/aplicacion/espanol/histotec/especial/espe11/gomori.htm
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2. JUSTIFICACION.

La pleuroneumonia contagiosa porcina (PCP), ocasionada por Actinobacillus
pleuropneumoniae es una enfermedad respiratoria para los cerdos la cual trae como
consecuencia grandes perdidas econdmicas para la industria porcicola a nivel internacional
y mundial.

El Actinobacillus pleuropneumoniae es un coco bacilo Gram negativo. Dotado de
poderosos factores de virulencia entre los que destacan toxinas RTX.

La enfermedad en los cerdos se presentan en fase aguda, grave y sobre aguda; con signos
de fiebre, baja en el consumo de alimentos, dificultad para respirar, tos, en algunos casos
vomito y posteriormente la muerte.

Puede trasmitirse por via indirecta (viento, herramientas, personal, equipo, etc.). Aunque la
manera mas comun de transmision es por la introduccion de animales infectados a las
granjas.

Desgraciadamente no hay informacion suficiente sobre este microorganismo causante de
esta enfermedad; al no tener la patogenicidad y fisiologia. Ocasiona que no podamos
manejarla y tratarla correctamente.

En esta bacteria no se han reportado la presencia de fosfatasa acida pero estudios
preliminares en nuestro laboratorio nos han permitido definir su presencia en el periplasma
de la misma, por lo que en este proyecto pretendemos, extraer y purificar esta enzima con
técnicas ya conocidas y economicas.

Por otra parte; en cualquier proceso de purificacion este paso es el mas costoso por lo cual
el proposito de este es que la purificacion de la fosfatasas acida de Actinobacillus
pleuropneumoniae sea econdémica y sencilla, comparada con los equipos tan costosos que
existen en el mercado.
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3. OBJETIVOS.

3.10BJETIVO GENERAL.

» Establecer un método para determinar actividad y purificacion parcial de la
fosfatasa acida de Actinobacillus pleuropneumoniae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Obtencion del extracto crudo.

Determinacion de actividad de fosfatasa 4cida.

Realizar ensayos de concentracion del extracto.
Electroferograma del extracto.

Obtencion de la enzima purificada a partir de electroferograma.
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4. METODOLOGIA.

4.1 Cepas y cultivos bacterianos.

Se emplean para este proyecto la cepa shope de A. pleuropneumonia serotipo 1 donadas
por la Dra. Mireya de la Garza Amaya del laboratorio 52 del departamento de biologia
celular del CINVESTAYV, todos los cultivos se crecen en medio Luria bertani con glucosa
(LBG). Liquido y las cepas se mantienen en agar del mismo medio de cultivo o en BHI
(infusién cerebro corazon); en cualquier caso el medio es suplementado con NAD (nicotin
adenosin dinucleotido) (10ug/ml). Para todos los ensayos se emplean cultivos de toda la
noche, a menos que se especifique lo contrario.

4.2 Lavado de células.

Se centrifuga el cultivo 5000rpm/20min, recuperar la pastilla y resuspender con
amortiguador (Tris 10nM pH 8.4) y volver a centrifugar 5000rpm/20min, recuperar la
pastilla y resuspender con el regulador.

4.3 Extraccion de la enzima a partir de las células.

A la pastilla resuspendida con Tris adicionar desoxicolato de sodio a una concentracion de
1g/L, agitar durante 30 min./37°C/180rpm, después centrifugar a 5000rpm/15min/25°C
colectar el sobrenadante libre de células y almacenar a -25°C hasta su uso. Siendo este
nuestro extracto crudo, se debe medir actividad y determinar la cantidad de proteinas
presentes.

4.4 Determinacion de actividad de fosfatasa acida.

Se preparan 450uL de sustrato para fosfatasas p-nitrofenilfosfato (p-NPP) 7.6 mM en
amortiguador de acetatos pH 5.5 se agregan 50 ul de la muestra problema, incubar a 37°C
durante 4hrs, al termino de la incubacion la reaccion se detiene con 1.1 ml NaOH 1M,
dejar reposar por 15 minutos y leer en el espectrofotometro a una absorbancia de 415nm.

Preparar un blanco con 50 pl de amortiguador més 450ul de sustrato para fosfatasas pNPP
y adicionar también 1.1ml NaOH 1M.

4.5 Cuantificacion de proteinas.

Colocar 150 pul de cloruro de sodio + 50ul de muestra problema, adicionar 1.5ml del
reactivo de Bradford y leer a 595nM preparar un blanco con 200ul de cloruro de sodio +
1.5ml del reactivo de Bradford.

4.6 SDS-PAGE de proteinas periplasmicas.

La separacion electroforética de las proteinas del extracto se realiza en un gel de
poliacrilamida al 10% o 12%. Una de las muestras se trata con B-mercaptoetanol con
reactivdo de laemmli y se calienta durante tres minutos y el otro solo con reactivo de
laemmli sin calentar, el corrimiento se realiza a 100V, las bandas de proteina se tifien con
azul de coomassie o bien con plata.
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4.7 Determinacion de la actividad enzimatica en el gel de poliacrilamida.

El gel obtenido después del corrimiento electroforetico se sumerge en amortiguador de
renaturalizacion durante 4h con varios cambios del amortiguador (Tris-HCL 100mM de
pH 7.0 MgSO4 1mM, ZnSO4 0.05mM, MgCL2 IMm y Triton X-100 1% v/v). A
continuacion se sumerge el gel en el amortiguador al pH deseado durante 1h con varios
cambios del mismo, finalmente se le adiciona el substrato y se deja actuar durante lh a
37°C.

Al concluir este tiempo se enjuaga y se trata con la mezcla de revelador a 42°C hasta la
aparicion de las bandas. El revelador es una mezcla 6:1 v/v de molibdato de amonio
acidificado y acido ascorbico ( 4.2g/l de molibdato de amonio y 28.6 ml/l de acido
sulfurico: 4cido ascorbico al 10% p/v). Alternativamente si el substrato fue pNPP, las
bandas se pueden evidenciar alcalinizando la solucidon que contiene al gel con NaOH 1M.

Otra opcidn para la determinacion de la actividad de la enzima puede ser el método de
Gomori. Que ya se menciono anteriormente.

11
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1 Cepas y cultivos bacterianos.

Al principio se presentaron varios problemas para mantener la cepa viable; debido a que
esta, es muy sensible a la manipulacién. los problemas principales fueron la muerte total de
la cepa y la rapida contaminacidn, lo cual trajo como consecuencia que no permitia trabajar
adecuadamente, después de tomar experiencia con la cepa se pudo manipularla
satisfactoriamente, como la temperatura de congelamiento es de -25°C, puede permanecer
hasta 6 meses viable con glicerol al 60% ; también se determino que al estarlo
manipuldndolo; este microorganismo es muy débil , al saber esto se trabaja con extremas
medidas de esterilidad sin olvidar el cofactor NAD (nicotin-adenosin-dinucleotido). Para su
crecimiento. No olvidar que al dia siguiente de la resiembra volver a resembrar un control
pero este sin NAD para corroborar que esta sea Actinobacillus pleuropneumoniae. Todos
estos procedimientos dichos anteriormente se realizan también para las extracciones en
medio liquido, esto para verificar que la enzima deseada sea del microorganismo de
nuestro interés.

FOTO 6. Actinobacillus pleuropneumoniae.
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5.2 Curva tipo de PNP.

Esta curva tipo se construye para evaluar la actividad enzimatica. Se emplearon
concentraciones de 50 a 800 nM/mL, en volimenes de 50 pL, también se utilizaron
reactivos reguladores de acetatos 0.2M pH 5.5 e hidroxido de sodio 1M.

[PNP] Abs

(nM/mL)  (415nm)
50 0.0321
100 0.1667
200 0.4342
400 0.8624
600 1.462
800 1.835

Tabla 2. Absorbancias obtenidas de la
curva tipo de PNP para actividad enzimatica.

Curvatipo de PNP para Actividad
enzimatica.
2 —
L 4

T 15 - .
c
L0
$ 1
s *  y=0.0024x - 0.075
2 05 - ” R® = 0.9965

0 ¢~

0 200 400 600 800 1000
(PNP) nM/mL

Gréfica 1. Curva de PNP en la cual se observa una tendencia lineal, con
concentraciones
de 50 a 800 nM/mL.
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5.3 Cuantificacion de proteinas.

Se realizaron pruebas con diferentes métodos (Lowry, Folin-Ciocalteu y Bradford). Para
determinar el mas factible. De todos los anteriores el que fue mas practico de manipular y
duradero es el de Bradford, los reactivos son estables hasta 6 meses, es rapido, conocido y
comun para cuantificar proteinas. Pero se debe de tener cuidados para que no se contamine
ya que este es muy susceptible a contaminarse.

BSA Abs
(ug/mL)  (595nm)
20 0.082
40 0.16
60 0.201
80 0.25
100 0.301

Tabla 3. Absorbancias obtenidas en la
cuantificacion de proteinas por Bradford.

Curvatipo bradford

04+
E 03 -
Lo
2 0.2 -
> y =0.0026x + 0.0404
o 0.1 - )
< R =0.9879

0 I I !

0 50 100 150
BSA(ug/mL)

Grafica 2. Curva tipo para cuantificar proteinas (Bradford).

La curva tipo para la cuantificaciéon de proteinas donde se utilizo como proteina patrén
Albimina Serica Bovina (BSA) ya que esta es la mas comun para este tipo de ensayos, las
concentraciones utilizadas fueron de 0 a 50 pug/mL y se completa el volumen
correspondiente con NaCl 0.15M de 150 a 200pug/ml y se le agrega el reactivo de Bradford
se leen en el espectro con una longitud de onda de 595nm.
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5.4. Actividad enzimatica y concentracion de proteinas

Para llevar a cabo la actividad enzimatica se trabajo con la metodologia antes mencionada,
la obtencion del extracto se realizo a 4000 rpm durante 30 minutos esto se realiza de esta
manera por que a mayor agitacion obtenemos una mayor actividad y de este mismo modo
se determino la concentracion de proteina; las absorbancias obtenidas se muestran en la
siguiente tabla.

MUESTRA
Actividad 1.633
(As)
(Proteina) 0.805

Tabla 4. Absorbancias de actividad
y de la proteina.

Para calcular unidad de enzima:

Y=0.0024x — 0.075
2=0.9965
x=0.075+Y/0.0024
x=711.66/120 min.
x=5.930uz/min.

FOTO 7. Se observa la actividad dando una
Tonalidad de amarillo y el blanco incoloro

Nota: las unidades de enzima se utilizan para determinar si el extracto sirve para la
liofilizacion ya que es necesario que el extracto a liofilizar tenga una actividad muy
alta para que en el gel pueda expresarse para su purificacion.
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5.5. Electroferograma del extracto.

En este punto del proyecto se tuvo un problema el cual provoco el retrazo, consistio de que
el gel de poliacrilamida no permitia expresar bien las muestras esto trajo como
consecuencia que no se pueda ver nada en el gel, se reviso las cantidades de cada solucioén
para la elaboracion de este, lo cual no era el problema, también checamos las soluciones
como amortiguadores, acrilamida-bisacrilamida, temed, persulfato de amonio. Después de
estar checando todo lo anterior se pudo determinar que el problema era el persulfato de
amonio ya que este no polimerizaba y trajo como consecuencia que el gel no polimerizaba
correctamente.

Cambiando el persulfato de amonio el gel de poliacrilamida polimerizo de forma correcta y
permitio la expresion de las bandas de las muestras con B-mercaptoetanol como se observa
en la foto 9; de acuerdo con lo reportado en articulos nos dice que el peso molecular
aproximado de estas fosfatasas acidas es aproximadamente de 18 KDa a 130KDa con lo
cual estamos corroborando que efectivamente el liofilizado que se desarrollo del extracto es
una fosfatasa 4cida.

Para preparar la muestra utilizamos una técnica llamada precipitacion de solventes la cual
consistia en agregarle agua desionizada, cloroformo, alcohol; posteriormente se
centrifugaba a 3000rpm durante 3 minutos se forma una pequefia tela de proteinas, con
mucho cuidado se elimina el sobrenadante para dejar inicamente la proteina. A esta se le
disuelve con reactivo de laemmli con B-mercaptoetanol y esta lista para cargarse en el gel.

Un problema que surgi6 con esta técnica fue que la proteina que se obtenia de esta forma
no era la suficiente para que se pudiera expresar en el gel y que trae como consecuencia que
no se lograban ver las bandas bien definidas.

Esto fue resuelto liofilizando el extracto con una actividad muy alta y de esta forma es
mucho mas fécil y practico para preparar las muestras, de esta forma se conserva mas y
puede manipularse a la hora que sea necesaria, rapidamente. Lo unico que se hace es pesar
cierta cantidad del liofilizado y disolverlo en reactivo de laemmli.

FOTO 8. Liofilizado del extracto con
una actividad de 1.633.
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FOTO 9. Expresion del extracto en el gel
de poliacrilamida se observa la banda.

En la foto anterior en la parte izquierda el marcador de peso molecular y en el derecho se

logra observar una ligera banda la cual es la que estamos buscando se encuentra entre 58
y 84 KDa.
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5.6. Determinacion de actividad en gel de poliacrilamida.

Para la determinacion de la actividad en gel, lo primero que debemos de tomar en cuenta es
que la preparacion de la muestra se realiza pesando primero el liofilizado y se disuelve en
100ul de reactivo de laemmli.

Lo siguiente es hacer los geles de poliacrilamida para posteriormente cargarlos con los
100ul del extracto disuelto en reactivo de laemmli, cada pozo tiene un volumen de 25ul.

FOTO 10. Gel de poliacrilamida; se observa la actividad
forméandose las bandas momentaneamente
con un color amarillo.

Este fenomeno es momentaneo una vez que salio el gel se sumerge en Triton X-100 al
2.5% durante 1 hora; posteriormente se sumerge en amortiguador de activacion con un pH
de 7 por 12 horas a 37°C.

Finalizando se saca el gel y se pone en un papel filtro, el cual esta mojado con p-NPP y es
cuestion de segundos cuando aparecen las bandas de color amarillo indicando donde se
encuentra la proteina que estamos buscando; en ocasiones no es suficiente el p-NPP y se le
agrega NaOH para que este reaccione y evidencie las bandas.

Por ultimo para la purificacion de la fosfatasa se corta con mucho cuidado el gel
verificando que se corte donde se haya evidenciado la proteina para que este se sumerga en
Tris con un pH de 8.4; y se deja en agitacion durante 12 horas para posteriormente extraer
el Tris y determinar en este la actividad de la proteina.

Se determina la actividad de la misma forma que en el gel se le agrega p-NPP y se deja
reposar durante 2 horas.posteriormente se le adiciona NaOH e inmediatamente se observa
un color amarillo el cual es indicativo de que en el tris se encuentra la fosfatasa acida.

18
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6. Conclusiones.

5’% La manipulacion del actinobacillus pleuropneumoniae es muy dificil y muy sensible por

lo que se recomienda resembrar cada 10 dias.

£ De acuerdo con las diferentes pruebas para la cuantificacion de proteinas el mas factible
fue el de Bradford por que es facil de trabajar y es estable hasta seis meses.

£ En cuanto a la actividad enzimatica en general fue bastante alta y la cuantificacion de
igual forma.

£ El cambio de técnica para la precipitacion de la proteina fue adecuada debido a que la
de precipitacion por solventes obtenia una baja concentracion la cual no era suficiente para
que al momento de cargar el gel esta se expresara; por lo que se determino hacer una
liofilizacién del extracto con una actividad alta y se observo que la expresion de la banda en
el gel es bastante buena como se observa en la foto 9.

£ En la elaboracion del gel de poliacrilamida una vez resuelto el problema la expresion de
las bandas son bastantes buenas y se puede determinar que lo que se liofilizo es una
proteina que tiene el peso molecular aproximadamente de 58 a 84 KDa.

5’% En la determinacion de la actividad en gel de poliacrilamida resulto satisfactoria la

prueba , por lo que el siguiente paso ha seguir es la extraccion de la proteina.

£ En la extraccion de la proteina la actividad que se observo es bastante buena por lo que
la técnica utilizada es confiable para la purificacion.
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7. PERSPECTIVAS PARA TRABAJO A FUTURO.

YV V VYVYV

Determinar la funcionalidad de la enzima en la bacteria.

Realizar investigaciones de patogenicidad de la enzima en la bacteria.

Una vez que la enzima esta purificada el paso siguiente es hacer un protocolo de
inmunizacion para la elaboracion de una vacuna.

Una vez inmunizado el animal hacer un estudio de la formacion de antigenos contra
este anticuerpo.

Verificar que efectivamente la formacion de antigeno- anticuerpo identifique para
todos los tipos de serotipos que existen de esta bacteria.
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7. DIAGRAMA EXPERIMENTAL.

Cultivo de toda la noche.

U

Obtencion de células.

U

Extraccion de periplasma.

U

Ensayo de actividad.

U

Actividad enzimatica en
El gel de poliacrilamida.

21



ESTABLECER UN METODO PARA DETERMINAR ACTIVIDAD Y PURIFICACION PARCIAL DE LA FOSFATASA A,’ 4
ACIDA DE Actinobacillus pleuropneumoniae 7

7.1 MATERIALES Y METODOS.
Preparacién de medios de cultivo.

» Agar infusion cerebro corazon (BHI).
Pesar 52g y diluirlos en 1000ml de agua destilada

» Caldo de infusion de cerebro y corazon (BHI).

INGREDIENTES CANTIDAD
Infusion de cerebro de ternera 200g
Infusion de corazén de res 2509
Peptona de gelatina 10g
Cloruro de sodio 5¢
Fosfato disodico 2.5¢
Dextrosa 29

Tabla 5. Ingredientes del caldo infusion cerebro y corazén.
pH final =7.4+(-)0...2

Disolver 37g de polvo en un litro de agua destilada, si es necesario calentar suavemente
para disolverlo.

Distribuir y esterilizar a 121°C durante 15 minutos, para obtener buenos resultados el
medio debe utilizarse el mismo dia de su preparacion.

» Caldo Luria Bertani (LB).
Para 1000ml de medio de cultivo

INGREDIENTES CANTIDAD
Peptona biotriptasa 109
Extracto de levadura 5¢
Cloruro de sodio 5¢
Glucosa 5¢

Tabla 6. Ingredientes del caldo Luria Bertani.
Agregar 900ml de agua destilada y ajustar pH entre 7 y 7.4, se recomienda que se deje a

un pH 7.2 una vez ajustado el pH aforar con agua destilada a 1000ml.

» Nicotin adenosin dinucleotido (NAD).
Preparar una solucion de NAD de 10mg/ml, una vez preparado el reactivo se esteriliza por
medio de filtracion y se almacena a 4°C hasta su uso.
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Reactivos para actividad enzimatica.

» P-nitrofenil
Para preparar Img/ml se pesa Img de p-nitrofenil y se disuelve en 1ml de agua destilada.
Para realizar una disolucion 1:10 se toma 0.1ml de p-nitrofenil y se disuelve en 0.9ml de
regulador de acetato.

» P-nitrofenilfosfato 5mM
PM=371.1g
Para preparar 1000ml. Se pesa 1855.5g de p-nitrofenilfosfato y se disuelve en 1000ml de
regulador de acetatos.

NO NO
e pH>8 2 OH
|
= + _O—||3=O
H,0 &
9 g
_0—?=O
o=
p—NFP p—NF
(sustrato) (producto)
incoloro amarillo (§ max 405nm)

» Hidroxido de sodio
PM=40g/mol
M=g(soluto)/(PM*VOL)
Despejando gramos queda: g(soluto)=M*PM*V

» Desoxicolato de sodio a 0.5%
50mg en 10ml para que quede 0.5g en 100ml

» Regulador de acetato de sodio 0.2M
PM=82.04g/mol
M=g(soluto)/(PM*Volumen)

Despejando g(soluto)=M*PM*V

Reactivos para el metodo de Bradford.
» Preparacion de NaCl 0.15M

Pesar 0.8766g de cloruro de sodio disolverlo en agua desionizada y aforar a 100ml
almacenar a 4°C hasta su uso.
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» Preparacion de Albamina Serica Bovina (BSA) 1mg/ml
Pesar 10mg de BSA y disolverlo en 10ml de NaCl 0.15M, aforar a 100ml. Esta solucion se
prepara en el momento que se va a utilizar.

Gel de electroforesis 10%.
Gel separador 10%

1 vidrio 2 vidrio
Amortiguador 4X pH 8.8 1.5M........ooeiiiiiiinnn.n. 1.50mL 2.40mL
Acrilamida- bisacrilamida..................... 1.98mL 3.17mL
Agua desionizada..............cooiiiiiiiiiiii 2.54mL 4.06mL
Temed ...ooovii 30uL 48uL
Persulfato de amonio (PSA)...........ccoooiiiiiiinnt. 60uL 96uL
Gel concentrador
Medir:
Acrilamida-bisacrilamida........................ 0.33mL 0.66mL
Amortiguador 4X Ph 6.8 0.5N............coeeiiiinnan. 0.50mL 1.00mL
Aguadesionizada.............cooiiiiiiiiiii 1.16mL 2.32mL
Temed 8.4%(V/V). .o, 13ul 26uL
Persulfato de amonio (PSA)...........cooiiiiiiiin.. 27uL 54uL

Amortiguador 4X pH 6.8.
Tris-OH....oooii .22, 0,05 58

SDS 2090, .ccveeieriiinieeieeeeeeeeeeee e 2.0mL
Agua desionizada chp.......ccceeeviieeiiiiiiieeeeee e 100mL
Ajustar pH antes de aforar

Filtrar a 0.45um

Amortiguador 4X pH 8.8.

Tris-OH. .o 18.16¢g
SDS 20%0..ueueeeieieeieeeeieete ettt 2.0mL
Agua desionizada cbp...........coiiiiiiiii 100mL
Ajustar pH antes de aforar

Filtrar a 0.45um

Acrilamida-bisacrilamida 30%.
Acrilamida...........oooii 73.0g
Bisacrilamida ..., 2.0g

Aforar a 200mL de agua desionizada
Filtrar en papel whatman #1
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Amortiguador de corrida 10X pH 8.3

(€1 1163 1 4 - RS S 144.1¢g
TTiS DASC...c.vieeeiieeieeieeieeeee e 30.2¢g
SDS e 10.0g

Agua destilada cbp....1000mL
Ajustar pH antes de aforar

Reactivd de laemmli con R-mercaptoetanol.

SDS . 2g
Glicerol........cooeiiiiiiiiii 10mL
B-mercaptoetanol............ccccveeviieenieeennenn. SmL
Azul de bromofenol........................... 0.001g

Agua desionizada cbp...100mL

Azul de coomase.

Azul de coomasie R-250...................... 2.5¢
Metanol..........oovviiiiiiiiii 400mL
Acido acético........cooveiiiei 70mL
Agua destiladacbp..............ooooiiii 1000mL

Tris 10 mM pH 8.4
1.2114g de Tris, 1000ml de agua destilada.
Ajustar el pH a 8.4.
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8. TECNICAS.

» Preparacion de placa para cultivo de AP.
Prepara 200ml de agar infusion cerebro corazon, esterilizar el medio y adicionar 100ul
NAD por 100ml de medio de cultivo, vaciar en placa en estado de esterilidad, incubar las
placas durante toda la noche para comprobar su esterilidad de las placas, después sembrar
por estria cruzada la cepa.

» Meétodo de congelacion.
Utiliza glicerol 60% estéril
Se mezcla el cultivo nuevo con el glicerol 1:1, se mete a congelar y se va resembrando el
Iro en 15 dias y los siguientes después de cada semana asi se ve cual es la resistencia de la
bacteria y su resistencia ideal.

» Reactivo de Bradford.
Azul de coomassie G-250
Etanol 95%
Acido fosforico (H3PO4) 85%

Disolver 100mg de azul brillante de coomassie G-250 en 50ml de etanol al 95% a esta
solucion se le agrega 100ml de acido fosforico al 85% y aforar con agua destilada a 1 litro.
Agitar durante toda la noche y filtrar la soluciéon con papel whatman, guardar el reactivo a
4°C hasta su uso.

El reactivo se mantiene estable hasta por 6 meses.

» Electroferograma.

En la electroforesis en gel de poliacrilamida se fragmenta en 2 partes el gel “stacking” y el
gel “separating”.

Gel “stacking”.
» Menor concentracion de archilamida.
» Tamaio de poro mayor.
» pH éacido neutro.

Funcion: acumular las proteinas a la entrada del gel separador para que salgan al mismo

tiempo.

Gel “separating”.
» Mayor concentracion de archilamida. Gel “Stacking”
» Tamaio de poro menor.
» pH alcalino.

Funcion: separar las proteinas. Gel “Separating”

FIG.1. fragmentacion del gel
de poliacrilamida
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10. GROSARIO DE TERMINOS.

» (PCP): Pleuroneumonia contagiosa porcina.

PROMASTIGOTES: Formas flageladas y méviles, se replican y diferencian en el
intestino del insecto vector.

(ACP): Fosfatasas acidas.

(BHI): Agar infusion cerebro corazon.

(LBG): Medio luria bertani con glucosa.

(PNP): Paranitrofenilfosfato.

(NAD): Nicotin Adenosin Dinucleotido.

(BSA): Albtimina serica bovina.

Toxinas RTX: denominadas Apx (Apx-I a Apx-1V), codificadas por un conjunto de
cuatro genes apXACBD dispuestos en tandem en un operén. El gen estructural
(apxA) codifica para una proteina inactiva, que se activa por intervencion del
producto del gen apxC y que luego es transportada al exterior por mediacion de los
productos de expresion de los genes de transporte apxC y apxD. Las Apx son
porinas y forman poros en las membranas celulares, lo que conduce a la lisis de sus
células diana. Apx-I, Apx-II y Apx-III son citotdxicas para macrofagos alveolares y
neutrofilos, pero solo las dos primeras son hemoliticas. La presencia de una y/u otra,
depende de la cepa y el serotipo, de tal modo que algunos serotipos son capaces de
producir diferentes combinaciones de dos de ellas, mientras que otros producen solo
Apx-I o solo Apx-II. En algunos, se presentan operones truncados que contienen
unicamente dos de los 4 genes aunque su funcion puede mantenerse a partir de los
genes disponibles para el otro tipo de toxina.

VVVVVVYVY 'V

Resumen de la produccion de toxinas por los serotipos de A. pleuropneumoniae.
Apx 11 Apx 111
1,54, 5b,9y11 I -

2,3,4,6y8 |+~ |+
7y 12 -/ <+ |

10 +
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