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INTRODUCCION.

Actinobacillus pleuropncumoniae es uno de los principales patdgenos respiratorios del cerdo, produce pleuroneumonia conta-
giosa porcina (PCP). Es importante tener en cuenta y entender los factores de virulencia de los 12 serotipos de A.pleurpneumoniae
juegan un papel primordial en la patogenesis de la PCP. (1). Se han identificado tres distintos tipos de citotoxinas en A.
pleuropneumoniae: citolisina I (antes C1 y I, hoy ApxI), citolisina II (antes Cl y II, hoy ApxII) y citolisina III (antes C1 y III,
hoy ApxIII). Se ha encontrado que la citolisina I la producen los serotipos 1, 5,9, 10 y 11; la citolisina IT es excretada por todos
los serotipos excepto el 10 y la citolisina ITI solo la producen los serotipos 2. 3, 4, 6 y 8 (2).

MATERIAL Y METODOS.

Cepas bacterianas. Se ulilizaron cuatro serotipos de A. pleuropneumoniae: 1, 3. 5 y 7. Cada serotipo se inéculo a medios de
cultivo unos con calcio y otros con fierro y se determinaron las curvas de produccidn de citolicinas, tomando muestras cada dos
horas hasta las 24 horas de incubacién.

Purificacidn de las citolicina. Los cultivos sc centrifugaron a 10,000 rpm durante 60 minutos y los sobrenadantes se filtraron
con membranas Millipore de 0.22 um de diametro. Posteriormente este filtrado se ultrafiltré con una membrana de exclusién de
100.000 de P.M. y se trabajo solo con el retenido.

Determinacion de la actividad hemolitica. Se emplearon eritrocitos de bovino, los g.r. se lavaron tres veces con PBS y se
ajustaron al 1% en 0.15 M. de Na C1. Las muestras ( retenidos y filtrados) de los diferentes serotipos y a diferentes tiempos se
diluyeron ( diluciones dobles) en una solucidn salina trisbufferado de calcio (TBCS). Se incubaron a 37 C. durante 1 hora, los
tubos se centrifugaron a 8,000 g/1 minuto y las lecturas de los sobrenadantes se realizaron con un espectrofotometro (longitud
de onda A-545) (3.4).

RESULTADOS

Se obtuvo una grifica que nos permitié estandarizar la prueba de la actividad homolitica que se muestra en la Figura 1.
Asi mismo, en el Cuadro 1 mostramos los datos obtenidos de cada una de las citolicinas de los serotipos 1, 5 y 7 de A.
pleuropneumoniae.

DISCUSION.

La informacién obtenida nos muestra lo variable que presentan los serotipos de A. pleuropneumoniae para excretar sus toxinas.
En el caso de los serotipos 1.5 y 7 de A. pleuropneumoniae se encontré actividad hemolitica y no asi en el caso del serotipo .3.
Esto era de esperarse ya que las citolicinas I y IT que producen los serotipos 1. 5 y 7 son hemoliticas, ademds de ser citotéxicas,
mientras que la citolicina III que solo produce el serotipo 3 no es hemolitica, pero si fuertemente citotéxica. En las mismas
condiciones y utilizando el mismo medio de cultivo, con y sin Ca o Fe. los datos muestran que la actividad hemolitica fue
variable.
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CUADRO 1
SEROTIPO 1 ABSORBANCIA % HEMOLISIS
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INTRODUCCION.

Es importante lencr en cuenla y entender que los factores de virulencia de los 12 serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae
juegan un papel primordial en la patogenesis de la pleuroneumonia contagiosa porcina PCP (1) Se han identificado tres distintos
tipos de cilotoxinas en A. pleuropneumoniae: citolisina I (antes C1 y I, hoy ApxI), citolisina II (antes €1 y II, hoy ApxII) y
citolisina IIT (antes Cl y III. hoy ApxIII). Se ha encontrado que la citolisina I la producen los serotipos 1.5.9.10 y 11: la
citolisina IT es excretada por todos los serotipos excepto el 10 y la citolisina III solo la producen los serotipos 2.3.4. 6 y 8 (2).
Por un lado las citolisinas son las responsables de las lesiones pleuroneumdénicas. cada una de ellas con diferentes caracteristicas
patolégicas y por el otro. ¢l cerdo en algunas granjas se ha infectado con mas de un serotipo, al respecto se encontré poca
mformacion sobre el efecto aditivo o sinérgico de estas citolisinas en condiciones naturales, el entendimiento de este fenémeno
bioldgico permitira utilizar con estrategia posibles inmunégenos a base de citolisinas inactivadas o toxoides.

MATERIAL Y METODOS.

Cepas baclerianas. Se utilizaron cuatro serotipos de A.pleuropneumoniae: 1,3.5 y 7 . Cada serotipo se indculo a medios de
cultivo unos con calcio y otros con fierro y se determinaron las curvas de produccién de citolisinas, tomando muestras cada
dos horas hasla las 24 horas de incubacidn.

Purificacién de las citolisinas. Los cullivos se centrifugaron a 10.000 rpm durante 60 minutos y los sobrenadantes se filtraron
con membranas Millipore de 0.22 um de diametro. Posteriormente este filtrado se ultrafiltré con una membrana de exclusién
dc 100.000 de PM. y se trabajo solo con el retenido.

Determinacion de la actividad hemolitica. Se emplearon eritrocitos de bovino. los g.r. se lavaron tres veces con PBS y se
ajustaron al 1% en 0.15 M de Na C1. Las muestras (solo de los retenidos ) de los diferentes serotipos y a diferentes tiempos se
diluyeron ( diluciones dobles ) en una solucién salina trisbufferado de calcio ( TBCS). Se incubaron a 37 oC durante 1 hora. los
tubos se centrifugaron a 8000 rpm/1 minuto y las lecturas de los sobrenadantes se realizaron con un espectrofotometro |
longitud de onda A-545) (3).

Determinacién del efecto aditivo o sinérgico. Los retenidos de los serotipos 1, 3, 5 y 7 se combinaron entre si, quedando de la
siguiente manera: 1 y3: 1y 5; 1y 7;3y5:3y7;:5y7y 1,5y 7. Asi mismo se invertio el proceso3y 1: 5y 1:3y5: 3y 7:
Ty E Ty Sy TSyl

RESULTADOS
En el cuadro 1. se muestran las observancias obtenidas con las diferentes combinaciones entre los serotipos 1. 5y 7:

DISCUSION

LLos resultados obtenidos de las <itolisinas de A. pleuropneumoniae en forma individual, se comportaron como era de esperarse,
sin embargo. no encontramos un efecto adicional cuando se combinaron las citolisinas del serotipo 3 con los demds. Nos
sorprende que a pesar de esperar un efecto sinérgico entre las citolisinas de los serotipos 1, 5 y 7. lo encontrado fue un
completo antagonismo, ya que no se obtuvo hemolisis en las muestras tratadas. Por ¢l momento desconocemos que fue lo que
QCurrio. -
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