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I. Generalidades de Actinobacillus pleuropneumoniae

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) es un cocobacilo gram-
negativo, pleomorfico, anaerobio facultativo, que no forma esporas
y es capsulado. Se le ha considerado inmdvil, aunque en un trabajo
reciente (36) han descrito flagelos y movilidad. Bioquimicamente
es ureasa positivo, capaz de fermentar manitol, xilosa y ribosa y
fermentacion variable de lactosa. En medio artificial ocurre la
transformacion morfologica de colonia rugosa a lisa. Las colonias
en placas de agar sangre exhiben 13 hemdlisis y han sido
identificadas fimbrias por tincion negativa (15,23, 51). En funcion
de sus requerimientos de NAD se clasifica en dos biotipos, el
biotipo 1 agrupa las cepas dependientes de NAD, y dentro de él se
han reconocido 12 serotipos. El biotipo 2 agrupa las cepas NAD
independientes reconociéndose los serotipos 13 y 14. Recientes
estudios muestran la identificacion del serotipo 15 que se agrupa
dentro del biotipo 1 ya que es dependiente de NAD (4). El
aislamiento inicial de App es con atmdsfera de CO del 57%. Esta
bacteria es positiva a la reaccion de CAMP (Prueba de Christie
Atkins-Munch-Petersen), que consiste en una reaccion de
complementacion entre una cohemolisina de App con una
esfingomielisina de Staphylococcus aureus (16).

Solo los cerdos son susceptibles a App, no ha sido aislado de
roedores, seres humanos, aves, y no persiste en el medio ambiente.
Sin embargo, se puede producir la enfermedad en ratones al
inocular grandes cantidades de bacterias, por vias intraperitoneal o
intranasal (2, 15).

I1. Pleuroneurnonia Porcina

App es el agente etiolégico de la Pleuroneumonia Porcina (PP),
enfermedad devastadora en los cerdos de todas las edades,
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produciendo alta mortalidad (20-80%) y morbilidad (100%), por
consiguiente, grandes perdidas econdémicas en la produccién
industrializada del cerdo a nivel mundial. Los animales que
sobreviven ala infeccion presentan una pobre conversion
alimenticia y permanecen como portadores crénicos, ademas la
enfermedad representa un fuerte gasto en medidas preventivasy en
antibiéticos. La PP se manifiesta como hiperaguda, aguda o
cronica, siendo las fases aguda e hiperaguda caracteristicas de una
neumonia hemorrégica necrosante asociada a pleuritis fibrinosa y
la lesion crénica se distingue por tejido pulmonar necrosante mas
pequefio, consolidado, infartado y encapsulado (16, 23).
Recientemente se ha encontrado App en examenes postmortem de
cerdos que padecieron otitis media e interna, como un agente que
participa en infecciones mixtas (9); ademas, mediante ensayos de
hibridacion de RNA ribosomal, se ha demostrado |a presencia de
App en la osteomielitis necrotizante yen artritis fibrinopurulenta
(28).

En México, a partir de 1976 se observaron brotes de PP en
varios estados como Distrito Federal, Tlaxcala, Michoacan y
recientemente en Jalisco, Puebla, Yucatdn, Guanajuato, Querétaro,
Estado de Méxicoy Sonora. Los serotipos 1-8 fueron |os causantes
de los brotes, y el mas frecuente el serotipo 1. Por lo tanto la PP
estd ampliamente distribuida en el pais (5).

I1l. Factores de virulencia

Los factores de virulencia son los responsables de las reacciones
gue ocurren durante los procesos de una enfermedad, por tanto,
el estudio de los factores de virulencia permite entender los
mecanismos usados por la bacteria para causar la enfermedad.
La patogénesis de App se considera multifactorial, ya que esta
bacteria cuenta con varios factores de virulencia: capsula,
adhesinas, lipopolisacarido (LPS), proteinas de membrana



CIENCIA VETERINARIA 9-2003-4 273

externa (PME), proteasas y exotoxinas (16, 23). Proteasas y
exotoxinas son secretadas por el microorganismo (34).

1. Capsula

Es la responsable de la especificidad del serotipo de App y se
reconocen 13 serotipos del biotipo 1 debido a la presencia del
antigeno capsular. Los fosfatos y el acido carboxilico le confieren
una carga negativa.

Las propiedades biolégicas de la capsula son: no tiene
actividad toxica, es inerte, no tiene actividad pirogénica, debido
ala carga negativa hay resistencia a la fagocitosis por neutrofilos,
es opsonizada por aticuerpos, e interfiere con la actividad del
complemento. Los anticuerpos generados contra la capsula
protegen contra la muerte, pero no contra la enfermedad o contra
la infeccion crénica. La virulencia atribuida a la capsula es
variable entre los diferentes serotipos, pero se requiere la capsula
para que la bacteria sea virulenta (14).

2. Lipopolisacarido (LPS)

El LPS es similar al encontrado en otras bacterias gram-
negativas. La cadena O especifica, le confiere las caracteristicas
fenotipicas de cepas lisas, semirrugosas y rugosas. El antigeno O
es el responsable de las reacciones cruzadas entre 10s serotipos.

Las propiedades biol6gicas del LPS son: tiene actividad de
endotoxina, gelifica a los amebocitos del género Limulus, produce
reaccion de Schwartzman, actGa como un pirdégeno, induce la
liberaciéon de mediadores proinflamatorios y estos mediadores
activan varias células, como macrofagos y neutréfilos y juega un
papel importante en la inflamacion aguda. La administracién
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de LPS de A. pleuropneumoniae a cerdos induce neumonia no
necrosante con infiltracion de neutrofilos (14, 16).

3. Exotoxinas

L as exotoxinas bacterianas son proteinas extracel ulares solubles,

gue a ser liberadas a medio por e organismo vivo, se activan
bioguimicamente (13). Se han identificado cuatro tipos de
citotoxinas en App, las cuales son llamadas toxinas Apx, que
pertenecen a la familia de las toxinas RTX brmadoras de poros
7).
- Apx |: Proteina de 105 kDa, fuertemente hemolitica y
fuertemente citotoxica. Es codificada por € operéon apxl, que
tiene 4 genes. apxIC (activador), apxIA (pretoxina) yapxIB y
apxID (aparato de secrecion). La proteina ApxI la producen los
serotipos 1, 5a, 5b, 9, 10 y 11 y por lo tanto son los mas
virulentos.
Apx Il: Proteina de 103-105 kDa, débilmente hemolitica y
débilmente citotoxica, es codificada por € operon apxil y
consiste de 2 genes. apxIIC y apxllA, utiliza los productos de
los genes apxIB y apxID para secretarse, la producen todos los
serotipos excepto €l 10.

Apx IlI: Proteina de 120 kDa, es no hemoliticay fuertemente
citotoxica, codificada por el operon apxIll y contiene 4 genes.
apxI1C, apxllIA, apxIlIB y apxIlID. Apx Il la producen los
serotipos 2, 3, 4,6y 8.

Apx |V: recientemente descrita en App, tienen actividad
citotoxicay la producen todos los serotipos, ademas de que son
especificas del serotipo (6).

La actividad hemolitica de estas proteinas es probablemente
la responsable de las lesiones iniciales de |a PP, caracterizadas
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por ser hemorragicas y necrosantes. Las toxinas Apx son €
principal factor de virulencia y en su ausencia la cepa de App es
avirulenta (17).

4. Proteasas

L as proteasas de microorganismos son factores de virulencia, ya
gue hidrolizan componentes proteicos del huésped y facilitan su
invasion. App secreta enzimas proteoliticas hacia € medio de
cultivo y éstas tienen actividad sobre varios substratos como son la
gelatina, hemoglobina e 19A porcinas. Las proteasas son
probablemente inactivas cuando estan dentro de la célulay se
activan cuando se secretan deduciéndose que podria facilitar la
invasion de la bacteria a las mucosas del tracto respiratorio del
cerdo (21, 35).

Las proteasas de esta bacteria patdgena son metaloproteasas
neutras y se proponen como un factor de virulencia, ya que pueden
facilitar la colonizacion de este microorganismo (35). Una proteasa
de alto peso molecular fue purificada de sobrenadantes de cultivo y
caracterizada bioquimicamente. Anticuerpos contra esta proteasa
reconocen a todos |os serotipos deApp (37). Recientemente se clond
y caracteriz0 un fragmento del gen que codifica para la
metaloproteasa, € cual hibrida con todos los serotipos de App, pero
no hibrida con bacterias relacionadas de la familia Pasteurellaceae
(20).

5. Proteinas de membrana externa (PME)

Se han identificado varias PME en App y todos los serotipos
contienen varias proteinas comunes, incluyendo una lipoproteina
asociada al peptidoglicano llamada PalA, una proteina modificable
por calor, ademés de una de 48 kDa que no esta presente en otras
especies gram negativas, relacionada con la patogénesis del tracto
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respiratorio del cerdo (7). Las PME son importantes en la
regulacion de proteinas de superficie en respuesta alas
condiciones de crecimiento en el medio ambiente y se ha
determinado su participacion como receptores para elementos
indispensables para su crecimiento, ademas de que estas
proteinas son capaces de inducir cierta respuesta inmune (23).

6. Adhesinas

Se ha descrito que el LPS es una adhesina importante para el
anclaje de la bacteria y se han propuesto algunos receptores
posibles (27). Si bien se ha demostrado |la presencia de fimbrias
tipo 1V que estan localizadas en la superficie de las cepas de App,
su papel en la adhesién no ha sido establecido, pero se piensa
que funcionan en la adhesion a las células del hospedero como
sucede en otras bacterias gram-negativas (55).

IV: Adhesion

Se define a la adhesién bacteriana como la asociaciéon especifica y
relativamente estable entre la célula bacteriana'y una superficie, la que
puede ser otra célula o productos celulares. En este fendmeno
participan principal mente dos moléculas. se denomina adhesina a la
molécula o estructura de la superficie que participa en el proceso por
parte de la bacteria y receptor a la parte complementaria en el
hospedero o en el ambiente (3). La adhesion es indispensable para la
bacteria como un paso inicial para un proceso de colonizacion, tanto
para las bacterias de la flora normal como para las bacterias patdgenas,
las que originan un proceso infeccioso y en consecuencia una
enfermedad. Para muchas bacterias |a adhesién es también importante
para su mantenimiento en los tractos o tejidos, ya que su capacidad de
anclaje evita su eliminacién por los
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mecanismos propios del huésped, entre éstos se encuentran la
accion de limpieza de fluidos bioldgicos tales como el moco
entérico, la sangre, la orina, asi como el transporte mucociliar, e
incluso la microflora normal previamente establecida (3).

Una adhesina puede enlazar muchos ligandos como es el caso
de la proteina YadA de Yersinia enterocolitica que puede enlazar
colagena, laminina y fibronectina, o en el caso de la adhesina de
Porphyromonas gingivalis que reconoce fibringeno vy
fibronectina. Muchos microorganismos pueden expresar varias
adhesinas que reconocen la misma molécula (40).

Los receptores de células animales se encuentran formando
parte de la membrana o de su superficie externa, como las
glicoproteinas receptoras llamadas integrinas. Otras proteinas
receptoras son las de matriz extracelular (MEC) y las presentes en
el plasma (30, 39).

V. Matriz Extracelular

La MEC es un tejido bioldgicamente activo, compuesto de una
mezcla de macromoléculas complejas. La adhesion, migracion,
proliferacion y diferenciacion celulares, son ejemplos de procesos
biol6gicos influenciados por la composicion y organizacion
estructural de la MEC (40, 44). La MEC estd compuesta de
proteinas y polisacaridos que son secretados localmente y
ensamblados dentro de una red con asociacién cercana a la
superficie de la célula (12).

La MEC esta compuesta de dos clases de macromol écul as:
Glucosaminoglicanos (GAG), que son cadenas de

polisacaridos, que se unen covalentemente a proteinas y
forman
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proteoglicanos. Existen 4 grupos de GAG los cuales tienen
carga negativa y son: hialurona; condroitin-sulfato o
dermatansulfato; heparan-sulfato y heparina; queratan-sulfato.

Proteinas fibrosas, las cuales tienen dos funciones, la
estructural y la adhesiva. Estas proteinas fibrosas son:
fibronecting; vitronectina; lamining; tenascina;
trombospondina; sialoproteina del hueso; elastina; colagena.

Se describirdn més adelante sélo las proteinas fibrosas de MEC
gue se han estudiado como substratos, probablemente ligandos de

adhesion para App.

Fibronectina: Glicoproteina dimérica de alrededor 500 kDa,
sintetizada por fibroblastos, condrocitos, células endoteliales,
macrofagos y células epiteliales, entre otras. Sirve como un
adhesivo general para enlazar células a varios substratos de
matriz intercelular, es importante en la migracién celular. Es
una estructura altamente conservada, tiene dos dominios de
union definidos, uno para heparina y fibrina y el otro para
coladgenay gelatina (29).

» Colégena: Es la proteina méas abundante de las moléculas

de MEC y también del organismo, su mas a molecular es de
280 kDa. Es una familia de glicoproteinas que contiene un
alto porcentagje de glicina (33%), prolina 00%), hidroxiprolina
(10%) y 5-hidroxilisina (42). Se han identificado 25 cadenas
alfa de colagena, cada una codificada por un gen distinto y
sélo 19 tipos se han caracterizado, los cuales tienen motivos
comunes y varian en su orden estructural, su funcion y su
forma, asi como en la longitud de los segmentos de la triple
hélice, en tamafio y posicion de los dominios globulares que
no estan en triple hélice (44).
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Ademas de los componentes de MEC, las proteinas presentes en
el plasma sirven también como receptores para bacterias, como es
el caso del fibrindgeno.

Fibrin6geno: Glicoproteina plasmaética de 340 kDa, altamente
soluble, con tres pares de cadenas polipeptidicas no idénticas
(& B, Y Y2 Y 475 nm de longitud, posee cuatro grupos
carbohidratos, el calcio |0 estabiliza contra la desnaturalizacion
por calor, contra la digestion por tripsina Y acelera la
formacion de fibrina. Es un ligando para la integrina a B, que
es un receptor en plaquetas. Interactia con diferentes
sustancias con

consecuencias fisioldgicas importantes, por ejemplo se enlaza
al plasminogeno Y trombina, con fibronectina, Y tiene crucial
relacién con plaquetas (10).

V1. Adhesién a MEC y a proteinas plasmaticas
del cerdo

Algunas bacterias patogenas tienen capacidad de adherirse a la
MEC de mamiferos, 10 cual les ayuda posteriormente a colonizar,
dafiar e invadir sitios del tejido subepitelial, promoviendo de esta
manera la virulencia bacteriana (53).

Ciertas moléculas de MEC actian como ligandos para las
adhesinas en el tegjido del huésped. Los componentes de la MEC
son moléculas conservadas en diferentes especies animales Y las
bacterias expresan adhesinas que reconocen esas estructuras,
adhiriéndose a una variedad de tejidos animales, con facilidades al
acceso de nutrientes (40).

App se adhiere a células traqueales Y a pulmon congelado de
cerdo, la adhesién esta relacionada con el LPS, es por ello que se
considera a éste como una adhesina de App (27).
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Se han descrito actividades citotoxicas y hemoliticas en App,
sin embargo, los factores involucrados en la colonizacién del
epitelio del tracto respiratorio no son totalmente conocidos, pero
esta colonizacion puede ser un paso importante en la progresion de
la enfermedad (27). La bacteria probablemente se adhiere via
adhesinas, las cuales tienen el potencial para interaccionar con
receptores en la superficie celular epitelial (27).

Debido a que la interaccion de esta bacteria con el cerdo es
relevante en la patogénesis, estudiamos la adhesién de esta bacteria
a componentes de MEC, como colagena y fibronectina de pulmon
de cerdo, ya que son proteinas abundantes y adhesivas en este
organo, y también la adhesién a fibrindgeno, ya que cubre
répidamente la superficie externa de biomateriales. Estas tres
moléculas pueden servir como sustratos de adhesién, como un
paso inicial en la colonizacion e infeccion en la enfermedad de la
PP.

El pulmén es un 6rgano dindmico y delicado que depende de la
MEC para mantener su estructura. El tejido conectivo del pulmén
tiene tres componentes. las células, las proteinas fibrosas
extracelulares y una substancia en la cual las fibras son embebidas

(1).

En un estudio completo hecho por Mills y Haworth en 1987
sobre distribucién de tejido conectivo en plumén de cerdo,
demostraron con anticuerpos contra fibronectina que esta proteina
esta localizada en los méargenes externos de la arteria pulmonar
adventicia en vasos de todos tamafios, distribuyéndose de la pared
del vaso al parénquima pulmonar adyacente, por 10 que esta
ampliamente distribuida en el tejido pulmonar del cerdo joven y
del adulto. La adhesion a fibronectina ha sido descrita en diferentes
microorganismos, y entre estos se encuentran bacterias gram-
positivas (26, 45), gram-negativas (19, 54), y en micoplasmas (22).
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La colagena es la proteina estructural mas abundante, que
constituye cerca del 60% del tejido conectivo del parénquima del
pulmén y es de naturaleza heterogénea, ya que este organo
contiene una mezcla de colagenas (52).

En el pulmo6n de cerdo existen cuatro tipos de colagenas: la
Tipo | se localiza en la pared alveolar del cerdo adulto pero no en
la del recién nacido y en los dos se encuentra en fibras compuestas
por la adventicia de las venas pulmonares. Tipo Il1: se localiza en
fibras del tejido intersticial del pulmén, en el citoplasma del
musculo liso de las células elasticas, en |la arteria media pulmonar
muscular, en la pared de las venas y en el muasculo liso bronquial.
La localizacion en el pulmén de cerdo del recién nacido y del
adulto es idéntica. Tipo V: se localiza en fibras distribuidas en el
tejido conectivo perivascular y bronquial en adultos y recién
nacidos. En adulto se encuentra solo en arteria pulmonar muscular
y elastica media. Tipo IV: Se localiza en la membrana basal de
capilares alveolares, de musculo liso y endotelial, tanto en cerdos
adultos como en recién nacidos (32). La colagena representa un
blanco de accion para los microorganismos. Adhesinas que se
unen a colagena se expresan tanto en bacterias gram-positivas (46,
47, 53), como en gramnegativas (40, 49, 50, 53).

La sangre también es un tipo de tejido conectivo especializado
gue contiene varias substancias, entre ellas una intercelular liquida
gue se denomina plasma, la cual contiene una mezcla de proteinas,
entre ellas estan los facto res de coagulacion, siendo de las mas
abundantes el fibrinbgeno o Factor 1(8,33). También se ha
identificado que el fibrinégeno sirve como un substrato para la
adhesion bacteriana y se ha descrito su uniéon por medio de
adhesinas, tanto en bacterias gram-positivas (18, 38, 48), como en
gram-negativas (40).
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V1. Experiencias de adhesion de Actinobacillus
pleuropneumoniae a células y tejidos

1. Adhesion de Actinobacillus pleuropneumoniae a fibronectina
plasmatica y a células bucoepiteliales de cerdo.

Con la intencion de determinar si App tiene la capacidad de
unirse a moléculas de fibronectina, se realizaron ensayos de
adhesion a esta proteina inmovilizada en el plastico de las cajas
de micro titulacion. Bacterias crecidas en medio liquido fueron
lavadas y expuestas a las peliculas de fibronectina, donde fue
evaluada su adhesion usando la tincion de azul de metileno para
la bacteria. El grado de adhesion fue medido por D.O.
observandose que App se adhiere instantdneamente después de
la interaccion (54.6 %), y esta adhesién gradualmente se
incrementa hasta un 100% a los 120 minutos. Esta union
permanece estable por mas tiempo in vitro, por lo tanto nos
sugiere que el tiempo necesario para que se lleve a cabo la
interaccion es muy corto y practicamente desde la entrada de |la
bacteria al hospedero, l0 que permite probablemente colonizar y
causar dafio muy répidamente in vivo. Para demostrar que la
fibronectina participa en la adhesion de App, se realizé la
extraccion de proteinas de membrana externa (PME ) de App
por medio de la técnica de Rapp et al, 1986 (43) y se identifico
una PME de 40 kDa involucrada en esta adhesion por medio de
anticuerpos contra fibronectina de cerdo (11).

Por otra parte, con el propdsito de tener un modelo celular
accesible para medir la adhesién de App, se probd esta
propiedad deApp en células bucoepiteliales de cerdo (CBE).
Esta bacteria se une en gran proporcion a estas células
(aproximadamente 100 bacterias/CBE), pudiendo diferenciarse
la adhesion respecto a células humanas y de rata. La adhesion a
CBE correlaciona
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con lavirulenciade lacepay € serotipo de App (24). Cuando estas
células son tratadas con tripsina o proteinasa K, que practicamente
elimina la fibronectina de la superficie, los valores de adhesion
disminuyen drasticamente, como se observa en e Cuadro 1.
Anticuerpos contra fibronectina también inhibieron la adhesion
(25). Por tanto, fibronectina es una proteina que podria estar
participando en la adhesion de App.

CUADRO 1
EFECTO DE INHIBICION POR VARIOS TRATAMIENTOS SOBRE
LA ADHESION DE A. pleuropneumoniae A CELULAS
BUCOEPITELIALES DE CERDO

Tratamientos App. * tratadas CBE** tratadas
App./CBE % inh, App./CBE % inh.

Ninguno 0 0

PROTEINAS

Fibronectina de cerdo (30 w/ml) 76.8 215

Fibrinégeno de cerdo ( 8 p/ml) 67.3 74.0

ENZIMAS

ProteinasaK ( 1 mg/ml) 59.3 829

Tripsina (2.5 pg/ml) 53.8 84.3

ANTICUERPOS (dilucién 1:100)

Suero de cerdo en fase convaleciente 81.4 73.8
Anti -A. pleuropneumoniae de cerdo 70.2 65.9
Anti -A. pleuropneumoniae de conejo

Anti-fibronectina de cerdo en conejo 82.3 68.7
Suero de cerdo preinmune 14.5 76.8
Suero de congjo preinmune 335 25.3

418 27.7

* A.pp. : Actinobacillus pleuropneumoniae
** CBE: Células bucoepiteliales de cerdo
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2. Adhesién de Actinobacillus pleuropneumoniae a colagena de
pulmén de cerdo

Se purificaron colagenas tipos I, Il1, IV y V de pulmén de cerdo,
por medio de precipitaciones a diferentes molaridades de cloruro de
sodio (2.5 M paratipo |, 1. 7 M paratipo Ill, 1.2 M paratipo IV y V),
y se liofilizaron para obtener la proteina facilmente manejable. El
andisis de los diferentes tipos de colagenas, se realizo por la técnica
del SDSPAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio) a 7.5%, observandose las bandas
caracteristicas de coldgena, presentando € mismo patron
electroforético que las colégenas de placenta humanatipo | y VIII de
Sigma. Se encontrd que App se adhiere a los cuatro tipos de colagena
de pulmoén de cerdo, utilizando para esto €l ensayo de union antes
descrito, pero con peliculas de colégena en placas de microtitulacion y
cuantificando la unién. App también se adhirié a colagena desde el
inicio de la interaccion, tomando como un 100% de union para
colagena Il 'y 952, 90.3 y 96.3% para coldgena |, IV y V,
respectivamente. Se confirmo esta union por la técnica de microscopia
electronica por tincion negativa. También se encontré una PME deApp
de 60 kDa que une a todas las colagenas de pulmoén de cerdo, por
medio de la técnica de transferencia y reconocimiento a colagena
biotinilada en papel de nitrocelulosa. Por tanto, colagena es también
un substrato importante para App (13).

3. Adhesion de Actinobacillus pleuropneumoniae a fibrindgeno de
plasma de cerdo

Debido a que el fibrinégeno de cerdo es una proteina abundante del
plasma, se probo la adhesion de App a esta proteina. Para determinar
la pureza de fibrindgeno de cerdo (Sigma) se realiz6 un SDSPAGE y
en condiciones no reductoras obtuvimos una banda de 300 kDa,
mientras que en condiciones reductoras obtuvimos las cadenas a (67
kDa), B (58 kDa) y y (47 kDa). Para detectar la
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union de App a fibrindgeno se utilizo la técnica de reconocimiento en
colonia, donde se gotea al cultivo lavado y se hace el reconocimiento
con fibrinégeno biotinilado, observandose gran intensidad de unién.
Para corroborar esta unién se hizo una cinética de adhesion de App a
fibrindgeno, por medio de peliculas de fibrinbgeno inmovilizadas en
placas de microtitulacion como ya fue descrito. Se observo la unién
desde los 5 minutos de interaccién, llegando a su mayor adhesion alos
120 min. (100%); también la adhesion fue observada por microscopia
electronica. Por ultimo se logro el reconocimiento de una PME de App
de 60 kDa que une a fibrindégeno de cerdo, por medio de la técnica de
electroforesis y transferencia a papel de nitrocelulosa, con
reconocimiento usando fibrindgeno biotinilado. De nuevo se puede
decir que esta proteina es utilizada por App para unirse (31).

En la figura 1 se muestra la interaccion de A. pleuropneumoniae
adherido a una fibra de fibrindgeno porcino.

"
1 (s

Fig.1 Interaccion de A. pleuropneumoniae con una fibra de fibrindégeno porcino
(flecha). Microscopia electrdnica, tincion negativa con acetato de uranilo.
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VI1Il. Conclusiones

App se adhiere instantdneamente a fibronectina de cerdo,
permaneciendo la unién in vitro por mucho tiempo.

Se prepararon PME de App, y se encontré que una PME de
40 kDa de App reconoce a fibronectina por medio de anti
cuerpos contra fibronectina de cerdo.

App presenta una adhesion preferencial a células
bucoepiteliales de cerdo comparadas con las de rata o de ser
humano.

)?\(7 purificaron colagenas de pulmoén de cerdo tipos |, IlI, IV
Cuantificamos la adhesion de App a los cuatro tipos de
colagena, tomando como un 100% a la tipo IllI, porque
siempre mostré mayor adhesiéon que los otros tipos y también
observamos cualitativamente que gran cantidad de células de
App son capaces de adherirse fuertemente alas redes o fibras
de colagenatipo Ill.

Se separaron las PME de App, lograndose enriquecer, y se
encontré el reconocimiento de una PME de 60 kDa de App
hacia las colagenas de pulmoén de cerdo.

App presenta en su superficie moléculas que se unen al
fibrindgeno de plasma de cerdo.

Las moléculas de App responsables del reconocimiento y
enlace del fibrinbgeno son de carécter proteinico, se
encuentran en las PME.

La proteina responsable en App de la unién al fibrin6geno
presenta un peso molecular aproximado de 60 kDa.
Fibronectina, colagena y fibrindgeno pueden ser substratos
importantes de adhesion para App cuando se encuentra en el
tejido respiratorio del cerdo. La adhesion a estos substratos le
permite aApp iniciar el proceso de infeccidén y colonizacion
en la pleuroneumonia porcina.
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