Jutio |1 100 Hinguna I o I 16 HH
JUL1O 1 100 - o 18 ++
TOTAL {12 9.5 — 25 19.8

CLAVES +++ HMuy buena ++ Buena + Regquiar  -—— ars

DEISCUSION - Los resultados obtenidos en los parametros, el referents a las -
hernias recurrentes tiene una gran importancia, porque se demuestra un 100 % de e
fectividad sobre los animales intervenidos. Por otro lado la tasa de sobrevivencia
marca cifras aceptables 51.5 %. Este punto esta intimamente relacionado con las -
infecciones post-operatorias, porque el % de sobrevivencia de los animales inter-
venidos en el mes de mayo fue de 66.6 presentandose alta tasa de infeccicnes del
50 %. Teniendo como consecuencia el retardo de los tiempos de cicatrizacidn.

Este fendmeno tiende a presentarse en los meses de febrero y abril, nme tenien
do repercusidn en las tazas de sobrevivencia, pero si sobre el estado general de
foa animales. Esto aparentemente tiene una relacidn inversamente proporcional con
aquelios meses que reportaron nula insidencia de infecciones post-operatorias ==

colncidiendo (Simultancamente) con Tos tiempos de cicatrizacidn.

CONCLUSIQONES. - Sobre los cerdos intervenidos la incidencia de Infeccignes -
post-operatorias acarreo los problemas descritos a continuacidn. A} Elevacidn de
ta tasa de mortalidad. B) Aumento de los tiempos de cicatrizacidn, écincidiendo
este con los meses mds calurosos del afio.

El emplec de pelfculas de polietilenc para la reparacidn de hernias en cerdos
ha demostrado soportar la gran presidn de Ta cavidad abdominal.

La técnica quirdrgica implementada no presenta mayor grade de diflcultad, pu-

diendo ser manejada en condiciones de campo.
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CORRELACION DE LA ACTIVIDAD DE EXOTOXINA CON UN PLASMIDO DE
TITULO Pesteurella multocida TIPO D
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RSIEICION e

AREA SANIDAD ANIMAL (TESIS)

INTRODUCCION
En México la Pasteurella multocida es uno de los agentes bacterianos aislados con ma
yor frecuencia a partir de pulmones neumdnicos de cerdos de engorda. Sus mecanismos §
de patogenicidad no han sido bien aclarades. Sin embargo, se han propuesto diversas
teorias. Una de las mds consistentes es que la exotoxina producida por Pasteurella
multocida tipo D, es capaz junto con Bordetella bronchiseptica de producir severas
Tesiones a nivel de cornetes nasales y quizas tener algun papel en la patogenis de
los cuadros respiratorios del cerdo. :

OBJETIVOS. :

1. Aislar y caracterizar exotoxina producida por P. multocida tipe D.

2. Determinar si la produccidn de Ta exotoxina estd asociada al material genético ds
un plédsnido.

3. Comprobar si la presencia del pldsmido, que codifica Ta proeduccién de exotoxina,
se relaciona la resistencia a antibidticos.

MATERIAL Y METODOS

a) Bacteria.- Se utilizd una cepa de Pasteurella multocida tipo D.

b} %e “curg” el plésmido con naranja de acridina.- Stguiendo el método de Haring

1968} .
c) %xtragciﬁn de P1&smido.- Siguiendo un método reportado por Birnboim and Doily
1979).

d; Produccién de necrotoxina.- Por la téenica de De Jong (1980)

e} Concentracidn y caracterizacifn de la exotoxina.- Los sobrenadantes de los creci
mientos bacterianos (18 hrs.) de la cepa control y la curada con naranja de acri
dina (NA}, se centrifugaron a 3000 g, este 1iquido libre de células, fug someti-
do a filtracién con millipore de 0.22 um de didmetro de poro, enseguida se proce
di6é a microfiltrar por membranas de Amicon, posteriormente se 1iofilizé (aproxi-

. madamente 96 hrs.).En cada etapa de los procesos se fué determinando la concentrg
cidon de proteinas por el Método de Lowry, y el Liofilizado de ambas cepas se 50~
metieron 2 electroforesis en geles de agarosa SDS-PAGE.

f) Resistencia a antibidticos.- De las pastillas obtenidas tras la centrifugacidn ds
Tos cultivos de 18 hrs. de ambas cepas, se resuspendieron cada una en 5 mi. de
SSF, de aqui se tomaron 0.3 ml. y se distribuyeron uniformemente con una asa de
Dragsky, en la parte superficial del medio agar de ICC, posteriormente se coloca
;on sensidiscos con diferentes antibifticos y se incubaron a 37°C durante 18-24

rs.

g) Cuenta viable.- A los antibidticos a los cuales la cepa control presentd resis-—-
tencia y. también a la cepa curada se le hizo un estudio cuantitativo de viabili-
dad por UFC, Sometiéndose los cultives de 18 hrs. de incubacidn a diferentes con
centraciones de antibidticos (10-100 ug/ml}. E1 conteo de viables se determing
en las diferentes concentraciones de los antibidticos utilizados.

RESULTADOS

En 1a cepa control de P. multocida tipo D, se logrS extraer un pidsmido detectado
en geles de agarosa. ESte plasmido mostrd dos bandas, con PM de un rango de 65000

¥ 4300. La cepa curada con NA a 400 ug/ml, no presentd las bandas en los mismos ge-

—d
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les.

Por el método que se utilizd (relativamente Targo) se pudo concentrar la exoto

xina aproximadamente hasta 790 ug/ml, y por medio de electroforesis en geles -
de SDS-PAGE,con tincidn de plata, encontramos 10 bandas, de las cudles la ban-

da de 21 000 d fué mds marcada en este gel, al mismo tiempo en geles también

de SDS-PAGE, pero con tincidn con azul de coomassie,la banda mds notoria fué -

Ta de 21 000 d,lo cudl hace pensar , que Ja fraccidn de estepeso molecular sea

la causante de la toxicidad de estd bacteria. La cepa curada de la misma forma

no mestrando ningin resultado en los geles SDS-PAGE.

Los sobrenadantes,de la cepa curada con NA y tratadas con tripsina, pepsina vy

calor, perdierdn la actividad dermonecrotoxica en cuyes,comparadas con la cena

control que produjo 1. lesién caracteristica , un halo de induracidn y necro-

sis de 1.1 cms. de diimetro aproximado . : ;

De los 19 antibidticos evaluados en ambas cepas, por el halo de inhibicidn de

crecimiento bacteriano y por el método UFC, se pudo apreciar que la cepa con--

trol presentd resistenciaz a 6§ antibidticos y que después del tratamiento cen -

NA, estd adquirid mediana sensibilidad para dos antibiéticos {colimixina ¥ clo
ranfenicol y alta sensibilidad para 4 antibiéticos {Polimixina,Amikacina,Estrep
tomicina y Lincomicina).la cepa curada resultd ser mds sensible solo a la Ami-
kacina.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los parametros evaluadas en este estudio:

Cura del plasmido; extraccidn del pldsmido; caracterizacién de la exotoxina; -

reaccién dermonecrotoxica en cuyes y sensibilidad a antibifticos,permitierdn -

demostrar que la produccién de la dermonecrotoxina estd asociada al material -

genético de un pldsmido, Estos hallazgos presentan similitud con los resultados
de otros autores, donde cbservan la correlacidn de la presencia de un plasmido

con la produccidn de la dermonecrotoxina.

Los antibidtico estudiados resultardn marcadores de material genético extracro
mosomai va que con la pérdida del plasmido se pierde la resistencia a anti

bifticos {6), y la capacidad de producir la dermonecrotoxina.




