El uso de cerveza como suplemento alternativo
para el crecimiento de Actinobacillus pleuropneumoniae
factor V dependiente

Actinobacillus pleuropneumoniaees el agente etiologico
de la pleuroneumonia contagiosa porcina, enferme-
dad de serias consecuencias para las granjas afectadas
por la elevada mortalidad de animales en crecimiento.> '
Hasta la fecha se han descrito 12 serotipos y 2 biotipos,
los primeros con base en antigenos capsulares®* 7y los
segundos de acuerdo con su dependencia del factor V
para su crecimiento in vitro.%°

Dentro de los factores de virulencia de este
microorganismo, se encuentran las hemolisinas, de las
cuales se han descrito dos tipos® y se sabe que su
produccién esta en funcion del medio de cultivoyde la
presencia de calcio libre en éste."®

Algunos problemas a los que se enfrentan tanto los
investigadores como los productores de biologicos, es
la obtencién del microorganismo o sus productos de
excrecion en forma abundante, sencilla y econdmica,
en particular debido a los requerimientos de factores
de crecimiento entre los que sobresale el factor V, que
usualmente se suministra en forma de dinucleétido de
nicotinamida (NAD). El objetivo de este trabajo fue
probar el uso de cerveza como sustituto del factor V
comercial adicionada a un medio tradicional de culti-
vo, el caldo infusién cerebro corazén (BHI), ya que se
conoce que en la produccién de cerveza la fermenta-
cion se lleva a cabo por levaduras que proveen, entre
otras sustancias aromaticas, nucleétidos que pueden
funcionar como factor V. Para evaluar el comporta-
miento del microorganismo en presencia de cerveza se
detect6 la produccion de hemolisinas.

Se utilizaron los siguientes serotipos de A.
pleuropneumoniae:1 (ATCC#27088),3 (ATCC#33378),
5 (ATCC # 33377), 7%, 9%* 11** y 12%* Todas estas
cepas mostraron ser factor Vdependientes mediante la
prueba de satelitismo con Staphylococcus aureus.
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Para evaluar la utilidad de la cerveza, se realizé una
cinética de crecimiento del serotipo 1 comparando
caldo BHI complementado con 20% de cerveza***
previamente filtrada y desgasificada (BHI-C) y caldo
BHI complementado con 0.01% de NAD**** (BHI-
NAD). Paraesto se sembré A. pleuropneumoniaeserotipo
1 en placas de agar BHI por satelitismo y se incub6 a
37°Cdurante 24 h; con este cultivo se inoculé un matraz
de 1 litro con 300 ml de caldo BHI-NAD incubandose
en agitacién (200 rpm) a 37°C por 18 h. Se usaron 30 ml
de este cultivo para inocular matraces de 1 litro, los
cuales contenian 300 ml de caldo BHI-NAD o caldo
BHI-C y se incubaron en agitacién a 37°C por 10 h. A
partir de los primeros 60 minutos de cultivo, se toma-
ron muestras de 3 ml cada hora para establecer pureza
(prueba de satelitismo) y concentracién del
microorganismo. Esta tltima se establecié mediante
espectrofotometria a 590 nm de longitud de onda.

Paraladeteccién de hemolisinas se realizé una cinética
similar a la anterior, adicionando o no a ambos medios
10mM CaCl,. Las muestras obtenidas se centrifugaron a
3000 rpm por 15 min y 50 u del sobrenadante se deposi-
taron en un circulo de papel filtro estéril de lcm de
diametro que a su vez se encontraba en el centro de una
caja de agar sangre (3% sangre heparinizada de bovino).
Lalectura se realizé visualmente y se determiné la presen-
cia o ausencia de halos de hemolisis. Como testigos
negativos se emplearon muestras de medio de cultivo.

Para verificar el crecimiento de los serotipos estudia-
dos en medio s6lido, se emple6 agar BHI complemen-
tado con 0.01% NAD o 20% de cerveza.

Los resultados indican que todos los serotipos de A.
pleuropneumoniae estudiados crecen en agar BHI-C.

LaFigura lilustrael crecimiento de A. pleuropneumoniae
serotipo 1 en BHI-NAD y BHI-C. Los tiempos de gene-
racién fueron de 106 min con BHI-NADyde 86 min con
BHI-C; se calcularon a partir de las porciones lineales
trazadas, considerando siete puntos de los datos para
BHI-NAD y cinco puntos para BHI-C, dando una corre-
lacién de 0.98 para ambos casos.

En la Figura 2 se ejemplifica el tipo de halo de
hemolisis producido por sobrenadantes de los distintos
cultivos empleados. En el Cuadro 1 se senalan los
grados de actividad hemolitica presentes en los diferen-
tes medios y a los distintos tiempos durante la cinética
de crecimiento. Puede observarse que en el medio BHI-
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Figura 1. Cinética de crecimiento de A. pleuropneumoniae serotipo 1
en BHI-NAD y BHI-cerveza

NAD, la presencia de calcio aumenta la actividad
hemolitica, mientras que en el medio BHI-C la presen-
cia de calcio no parece tener el mismo efecto. Por otra
parte, la hemolisis observada en ambos medios con
calcio durante las primeras 4 h de cultivo es igual; a
partir de este momento tiende a ser mas pronunciada
en BHI-NAD.

Cuadro 1
ACTIVIDAD HEMOLITICA* DE LOS SOBRENADANTES
DE Actinobacillus pleuropmeumoniae SEROTIPO 1
CULTIVADO EN DIFERENTES MEDIOS

Tiempo BHI-NAD BHI-Cerveza
(k) sin calcio con calcio sin calcio  con calcio
2 - +4++ + +++
3 + ++ + ++
4 ++ ++ +4+ +4+
5 ++ +4+ ++ +
6 ++ ++ ++ ++
7 ++ ++ +
8 + +4 ++ +
9 ++ ++ + ++
10 +44 +++ + +

*La actividad hemolitica se expresa de menos a mas con+, ++, +++

En este trabajo se utilizé cerveza como sustituto del
factor Ven el crecimiento in vitro de A. pleuropneumoniae.
Se probé que todos los serotipos empleados crecen en
agar BHI-C. Por otra parte, la cinética de crecimiento
del serotipo 1 en caldo BHI-NAD y BHI-C fue similar,
observandose que en el caso de BHI-C el
microorganismo tiene una fase de adaptacion mas
larga. Sin embargo, la fase de crecimiento logaritimica
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Figura 2. Actividad hemolitica de los sobrenadantes de Actinobacillus
pleuropneumoniae serotipo 1 crecido en diferentes medios

es mas corta, lo cual se refleja en un tiempo de genera-
cion mas corto. Esto puede deberse a que la cerveza
aporta nutrimentos adicionales al medio de cultivo.

En cuanto a la produccion de hemolisina, ésta se
observo en ambos medios y, segin lo informado por
otros autores,* fue mas notable en presencia de calcio.
No obstante que el método empleado para detectar la
hemolisina es cualitativo, se hizo un esfuerzo por esti-
mar el grado de hemolisis observado. Dentro de las
limitaciones del caso, se observo una actividad equiva-
lente en BHI-NAD y BHI-C suplementados con calcio
durante las primeras 4 h de cultivo; en la segunda mitad
de la cinética la actividad hemolitica en BHI-NAD
tendio a ser mayor. Empero, los datos permiten asegu-
rar que la presencia de cerveza en el medio de cultivo
no impide la sintesis y excrecion de estas toxinas.

No existe informacién precisa en cuanto a los posi-
bles contenidos de la cerveza que pudieran funcionar
como factor V. En este sentido, frecuentemente se
considera este factor como sinénimo de dinucleétido
de nicotinamida (NAD). Sin embargo, estudios recien-
tes tanto con precursores de NAD como con analogos
de éste, sugieren que las caracteristicas que deben
tener la molécula que sirva como factor V son: a)
compuestos pirimidicos que posean un enlace entre
piridina y ribosa en la configuraciéon B y b) un grupo
carboxiamido en la piridina en la posicién 3. Por lo
tanto, el mononucleétido de nicotinamida (NMN), la
ribosa nicotinamida (NR), el dinucleétido de



nicotinamida-guanina (NGD), el dinucleétido de
nicotinamida-hipoxantina (NHD) y el dinucleétido de
dinicotinamida (DND) pueden funcionar como factor
V (NAD).? En virtud de lo anterior y de los resultados
obtenidos con la cerveza como aditivo en el crecimien-
to de A. pleuropneumoniae, se podria intentar definir el
o los compuestos que en ella actiian como factor V, ya
"que, entre otras cosas podria desarrollarse un método
que los cuantificara, pues es factible pensar que el
contenido de los mismos podria variar entre diferentes
lotes con los consecuentes cambios en biomasa
bacteriana y productos de excrecién de la misma.

Abstract

The presentstudy tested the use of beer asa substitute
for factor V in the in vitro growth of Actinobacillus
pleuropneumoniaeserotypes 1,3,5,7,9, 11 and 12 factor
V-dependent. A culture kinetics of A. pleuropneumoniae
serotype 1 grown on brain and heart infusion broth,
supplemented with either 0.01% nicotine-adenine-
dynucleotide (BHI-NAD) or 20% beer (BHI-C), was
compared. Generation timewasshorter and adaptation
phase larger on BHI-C; however, at the end of the
culture, equivalent quantities of microorganisms were
obtained in both media. During the kinetics, excretion
of haemolysin was evaluated in both media, and it was
observed thatbeer did notinhibitsynthesisand excretion
of this important toxin. It is concluded that beer is an
economic and easy to handle alternative for factor Vin
the culture of A. pleuropneumoniae.
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