UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

IDENTIFICACION MOLECULAR DE Pasteurella multocida DE
ORIGEN BOVINO, MEDIANTE LA DETEQCION DE LOS GENES
hyaD-hyaC Y dcbF DEL OPERON CAPSULAR

TESIS
PARA OBTENER EL TiTULO DE

MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA
PRESENTA
ALMA DELIA GONZALEZ RODRIGUEZ

Asesores:

Dr. Carlos Julio Jaramillo Arango
Dr. Rigoberto Hernandez Castro

México, D. F. 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

A mis padres, Silvia, Paco, Lydia y Rogelio.
A mis hermanos, Paco, Miguel, Erika, Ivan y Uriel.
A mis abuelos, Luz, Ricardo, Maye y Santos.
A mi tia, Lic. Marta Gonzalez Colin.
A mis amigos incondicionales, Javier y Emilio.
Doy las gracias a cada uno de ustedes, aunque sé que no existira una forma de
agradecer una vida de sacrificio y esfuerzo, la confianza, los consejos, el amor,
estimulo y aliento en todos estos afios, quiero que sientan que el objetivo logrado

también es de ustedes y que la fuerza que me ayudo a conseguirlo fue su apoyo.

A la Universidad Nacional Autonoma de México por brindarme una instruccion de

calidad.

Con carifio y admiracion.



AGRADECIMIENTOS

Como un testimonio de carifio y eterno agradecimiento a mis asesores, Rigoberto
Hernandez Castro y Carlos Julio Jaramillo Arango, por su paciencia, confianza,
orientacion, consejos y estimulos brindados, ese camino que inicio con toda la

responsabilidad que representa el término de mi carrera profesional.

Al Mvz Msc Arturo Federico Olguin y Bernal, porque de no haber sido por él, no
hubiese tenido el privilegio de formar parte de este equipo de trabajo.

Al Departamento de Medicina Preventiva y Salud Publica y al Departamento de

Microbiologia e Inmunologia.

A mis compafieros de equipo y amigos Victor Manuel, Maria Luisa y Valeria.

A los integrantes del laboratorio de Brucelosis y Tuberculosis, Lucy, Yuli, Rosalia,
Erika, Olga, Gaby, Yanela, Alexis, Dra. Irasema, Dra. Bety, Dr. José Angel, Elihg,
Uziel, Jorge Alba y Jorge, por haberme orientado, brindarme su apoyo y amistad.

A Julio Lejarazo Guerrero por haberme esperado tanto tiempo y tan tarde.

A Rodolfo Camacho Veldzquez por soportarme hasta el borde de un colapso

nervioso.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) vy al Programa de
Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacién Tecnolégica de la UNAM
(PAPIIT) por el financiamiento de esta tesis a través de los proyectos CONACyYT
G38590-B y PAPIIT IN208708.



A los miembros del jurado de mi tesis, José Ignacio Sanchez Gomez, Rosa Elena
Miranda Morales, Inda Marcela Figueroa Ochoa y José Juan Martinez Maya, por

sus ideas, sugerencias y comentarios para mejorar este trabajo.

Reitero mi mas sincera gratitud a todas las personas que han participado de

alguna u otra forma para que hoy este aqui.

Por lo que ha sido y sera......... Gracias.



CONTENIDO

Pagina
RESUMEN. .. ..ottt it e e, 1
INTRODUCCION. . ...ttt eee e et e 2
MATERIAL Y METODOS ... ...cimiiiieie e e e e 17
RESULTADOS . .....outiiie e e e e et eee e, 22
DISCUSION. ...ttt e e e e e eeiee e 26
CONCLUSIONES. ... e e e e et 31
REFERENCIAS.......cviiiie e e . ¥

Palabras clave: P. multocida, serogrupo A, serogrupo D, PCR mudltiple, complejo
lechero de la Region Lagunera en México.



RESUMEN

GONZALEZ RODRIGUEZ ALMA DELIA. Identificacion molecular de
Pasteurella multocida de origen bovino, mediante la deteccién de los genes
hyaD-hyaC y dcbF del operén capsular, (Bajo la direccion del Dr. Carlos Julio
Jaramillo Arango y Dr. Rigoberto Hernandez Castro.

Las bacterias que se aislan con mayor frecuencia en las neumonias bovinas
son Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus sommi, sin
embargo, en Estados Unidos se ha reportado una reduccion en el porcentaje
de aislamiento de M. haemolytica y un aumento en el aislamiento de P.
multocida en los ultimos 8 afos, por lo cual resulta importante contar con una
técnica de identificacion adecuada. Las técnicas de tipificacion de los
serogrupos A y D de P. multocida se realizan mediante la identificacion
bioquimica y fenotipica, que requiere hasta dos semanas para obtener el
resultado definitivo, por lo que se propone la técnica de PCR multiple como un
método de diagnostico sensible, especifico, rapido y confiable. Fueron
identificadas 169 cepas de P. multocida obtenidas de exudados nasales de
bovinos clinicamente sanos y clinicamente enfermos de neumonia
provenientes de un complejo lechero de la Region Lagunera en México. Los
aislamientos fueron identificados mediante el sistema API20NE; mediante la
técnica de hialuronidasa se identificaron las cepas del serogrupo A (95.26%), el
serogrupo D fue identificado por medio de la técnica de acriflavina (4.74%). Se
llevé a cabo la tipificacion molecular con la técnica de PCR multiple
identificando al serogrupo A con una frecuencia del 88.16% y al serogrupo D
con el 11.84%. La PCR multiple fue capaz de detectar 12 cepas pertenecientes
al serogrupo D y que habian sido identificadas como serogrupo A mediante las
técnicas convencionales de hialuronidasa y acriflavina. Por lo tanto, la PCR
multiple fue mas rapida y especifica, por lo que se sugiere como técnica de
tipificacion para este microorganismo.



INTRODUCCION

Las enfermedades respiratorias producen importantes pérdidas econémicas en las
explotaciones de bovinos alrededor del mundo, se estima que tan solo en Estados
Unidos de Norte América y Canada las pérdidas a causa de las neumonias
ascienden a poco mas de un billébn de délares anuales y representan el 30 % de la

mortalidad en bovinos. ?

Aunque en México se conoce poco sobre el impacto econdmico que se produce
por las neumonias en bovinos, tal repercusion es preocupante no sélo por las
tasas de mortalidad y morbilidad que ocasionan, sino también por las pérdidas que
se derivan en el retraso del crecimiento y los gastos implicitos en los tratamientos
veterinarios, los cuales involucran desde los honorarios del médico veterinario
zootecnista, hasta la compra de medicamentos y vacunas. En el peor de los casos
los animales mueren antes de alcanzar el peso para salir al mercado.® Uno de los
problemas mas importantes que inciden directamente en la rentabilidad ganadera
de las explotaciones es la mortalidad neonatal. Pijoan y Chavez (2003) en
Tijuana, Baja California concluyeron que los costos directos por este problema
van desde los 83.25 a los 501.41 pesos por becerra de reemplazo, y los costos
indirectos van de los 235.12 a los 301.07 pesos. También se ha revelado que en
la zona norte del pais el 25% de las muertes en bovinos se atribuyen a esta

enfermedad, lo que representa una gran pérdida econémica para los productores.

4

La etiologia de las neumonias es variada y es reconocido que la pasteurelosis

neumaonica bovina (también conocida como fiebre de embarque) es la enfermedad



de mayor significancia dentro de los procesos neumaonicos, representa el 75% de

las neumonias.®

La pasteurelosis neumaonica bovina es un proceso neumoénico fibrinoso agudo, del
cual cominmente se aislan microorganismos como Pasteurella multocida vy

Mannheimia haemolytica.’

La etiologia de la pasteurelosis neumédnica bovina es multifactorial con la
participacion de diversos factores de riesgo que determinan la presentacion y
severidad de las lesiones neumédnicas entre los que destacan aquellos
relacionados con el manejo y que generan estrés; asi como la participacion de
otros agentes infecciosos de origen bacteriano y particularmente agentes

primarios de tipo viral* > ©

Entre los factores ambientales se encuentra el hacinamiento o mezcla de animales
de diferentes edades, calor o frio excesivo, elevada humedad relativa, cambios
bruscos de alimentacion, estrés por transportacion prolongada y fatiga. Al
presentarse dichos factores por periodos de tiempo prolongado, conducen a la
hipersecrecién de corticosteroides que comprometen la respuesta del hospedador
a los agentes infecciosos. Esto es a causa de la inhibicion en la liberacién de
factores quimiotacticos por parte de los macréfagos alveolares, los cuales
representan una defensa inmunolégica, complementado con un bloqueo en la
union de factores quimiotacticos a los granulocitos e inhibiendo la capacidad de

migracién del macréfago alveolar.”



Los agentes infecciosos aislados con mayor frecuencia son el virus de la
rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), virus de la parainfluenza 3 (virus Pl3), virus
respiratorio sincitial (virus RS) y adenovirus entre otros; entre los agentes
bacterianos sobresalen Pasteurella multocida y Mannheimia haemolitica,
pudiéndose presentar Mycoplasma spp, Histophilus somni, Streptococcus spp vy

Chlamydophila spp, los cuales participan como agentes primarios o secundarios al

interactuar con los factores ambientales vy fisiolégicos antes mencionados.> "8 °

La lesion pulmonar producida por Pasteurella se inicia a nivel del bronquio, la
difusion de la infeccion ocurre principalmente a través del tejido conjuntivo que
rodea bronquios, vasos sanguineos Yy linfaticos, asi como por los septos
interlobulillares.> ® ° ' La proliferacién bacteriana en el pulmén se debe a
anormalidades en la inactivacion intracelular de bacterias por parte de los
macréfagos alveolares.’® Los procesos respiratorios en los que se encuentra
implicada P. multocida estan caracterizados por depresion, anorexia e hipertermia
(>40° C). Frecuentemente se observa tos, disnea y flujo 6culo nasal seroso a

purulento. °

Los periodos de incubacién varian de 2 hasta 14 dias®y los animales con signos
severos por lo general mueren en los primeros 25 dias del arribo a la engorda,
algunos pueden recuperarse en una semana o desarrollar un proceso cronico. La

morbilidad fluctia del 5 al 40%; mientras que la mortalidad varia del 5 al 25%.>



ANTECEDENTES

En 1880, Luis Pasteur aislé y caracteriz6 morfolégica y bioquimicamente por
primera vez a Pasteurella multocida a partir de sangre de aves. En 1885, Kit aisl6
el microorganismo de la sangre de ganado enfermo y lo llamé Bacterium bipolare
multocidum. Hueppe, en 1886, le denomind Bacterium septicemia haemorrhagica
y empled el término “septicemia hemorragica” para describir la enfermedad
causada por esta bacteria en los animales. En trabajos sucesivos se observaron
propiedades bioquimicas y morfolégicas comunes entre las bacterias no
hemoliticas que causaban septicemia por lo cual fue reagrupada como
Pasteurella multocida en 1939. EI nombre de familia Pasteurellaceae fue publicado

por primera vez por Pohl en 1979 y su publicacion fue validada en 1981."" "2

CARACTERISTICAS GENERALES

Pasteurella multocida forma parte de la familia Pasteurellaceae, es una bacteria
con forma de cocobacilo, Gram negativa, capsulada e inmoévil. Mide de 0.2 a 0.4
pm de ancho por 0.4 a 2.0 um de largo, es anaerobia facultativa, con capacidad
de reducir los nitritos y fermentar los carbohidratos. P. multocida se caracteriza por
producir catalasa, citocromo oxidasa e indol; es ureasa negativa y no produce
hemdlisis, crece bien en medios de agar sangre, agar chocolate, Mueller-Hinton y
caldo infusion cerebro corazén, pero no en agar MacConkey, eosina azul de
metileno (EMB), ni en otros medios selectivos o diferenciales empleados para el
aislamiento de enterobacterias; el crecimiento en agar sangre y la caracteristica
tincion bipolar ayudan a diferenciar a P. multocida de Histophilus, género con el

que pudiera confundirse en la observacién microscopica inicial.'? Se divide en



cuatro subespecies de acuerdo a su capacidad de utilizar trehalosa, dulcitol y
sorbitol: P. multocida multocida, P. multocida tigris, P. multocida septica y P.
multocida gallicida, esta clasificacidén es provisional y fue propuesta por el Comité

de Taxonomia del National Center for Biotechnology Information (NCBI)."?

P. multocida se clasifica en cinco serogrupos (A, B, D, E y F) de acuerdo al

%15y 16 serotipos somaticos,'® cabe mencionar que el

antigeno capsular
serogrupo C es acapsular. La mayoria de las cepas de P. multocida poseen una
capsula de polisacaridos, '’ los cuales son compuestos de moléculas repetidas de
monosacaridos ensamblados por enlaces glicosidicos. La presencia de numerosos
monosacaridos y grupos hidroxilo captables para la formacion de enlaces, asi
como la variacion del numero de monosacaridos, el orden, el tipo de enlace y la
estructura de la rama, puede resultar en un amplio nimero de combinaciones.'® La
composicion y estructura del material capsular de los serogrupos A, D y F a base
de glicosaminoglicanos es muy similar y consiste basicamente en acido

hialurénico, heparina y condroitina. '® 2% 2" 22

Se ha demostrado que el material capsular de las cepas de P. multocida
serogrupo A presenta acido hialuronico, un polimero de acido D-glucoronico y N-

acetil-D-glucosamina ' 2> 24

y algunas cepas de este serogrupo presentan un
segundo polisacarido (1-4)-B-D-xilan.?* El material capsular de los serogrupos D
y F se ha identificado principalmente a través de la accion de
mucopolisacaridasas.' El analisis del monosacarido del serogrupo B determind

que el polisacéarido capsular estd compuesto de arabinosa, manosa y galactosa,19‘

%2 |a composicién quimica de la capsula del serogrupo E permanece desconocida,



en general las cepas que poseen capsula son mas virulentas que las cepas

acapsuladas.? 262728
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Figura 1. Pared celular Gram negativa. Dis;)osicién del lipopolisacarido, lipido A, fosfolipidos,
porinas y proteinas en la membrana externa. °

Este microorganismo tiene la capacidad de hospedarse en cualquier especie
animal, debido a que forma parte de la microbiota normal del tracto respiratorio
superior y del aparato digestivo de aves y mamiferos, que constituyen su principal
reservorio. Las enfermedades estan generalmente relacionadas al serogrupo,®
como el serogrupo A de P. multocida forma parte de la microbiota del tracto
digestivo, asi como respiratorio de aves y mamiferos domésticos vy silvestres, esta

involucrado con el célera aviar,'” 2% %

el serogrupo D es el agente causal de la
neumonia fibrinosa o fiebre de embarque en bovinos,® ademas de la rinitis

purulenta en conejos31 y de problemas neumonicos en ovinos, bovinos caprinos®



33, 34

%y cerdos, asociado a otros género bacterianos conduce al desarrollo de

rinitis atréfica en cerdos.?® Mientras que los serogrupos B y E son los agentes
causales de la septicemia hemorragica de los rumiantes en Asia y Africa.” 2* *° El
serogrupo F ha sido poco estudiado, pero se le relaciona con enfermedades que
afectan a las aves.*® Cabe mencionar que en México solo se ha reportado la

existencia de los serogrupos A y D.> 3233

GENOMA'Y FACTORES DE VIRULENCIA DE Pasteurella multocida

El genoma de P. multocida ha sido objeto de estudio por muchos afnos, con la
finalidad de obtener informacion sobre su replicaciéon, factores de virulencia,

huéspedes y como evade al sistema inmune.>®

Se ha reportado que la cepa de P. multocida Pm70 posee un cromosoma simple
circular con 2 257 487 pares de bases, con 2 015 marcos abiertos de lectura (ORF
por sus siglas en inglés), 6 operones rRNA y 57 tRNA. En este andlisis se

identificaron 104 genes asociados a la virulencia del microorganismo.®

Los genes de virulencia codifican y regulan la actividad de los factores que estan
involucrados en la interaccion de los patégenos con el hospedador, o bien se
encuentran implicitos en los procesos metabodlicos y son responsables del

desarrollo de la patogénesis de la enfermedad.*”

Los factores de virulencia de P. multocida son la capsula, endotoxina, exotoxina,

proteinas captadoras de hierro, fimbria y los plasmidos de virulencia.*®



En bovinos los genes asociados a los factores de virulencia son oma87, psl y
ompH que codifican para las proteinas porinas y otras proteinas de membrana
externa, ptfA para la fimbria, nanB y nanH para neuraminidasas, exbB-tonB, tbpA,
hgbA y hgbB participan en el secuestro de hierro, toxA para dermonecrotoxina,
sodA y sodD para una superoxidodesmutasa y pfhA para una hemoaglutinina

filamentosa.>6:°

La mayoria de cepas de P. multocida presentan capsula, que es la estructura mas
externa de la superficie bacteriana'” y cuyas funciones son proteger a la bacteria

de la deshidratacion,*

ademas de ser la base para la identificacion de los 5
serogrupos conocidos (A, B, D, E y F), confiere adherencia a la superficie de las
células del huésped, interfiere con la accion bactericida del complemento y permite
determinantemente el acceso y excrecion de moléculas a la membrana celular, de
17,41 _:

manera que juega un papel importante en el desarrollo de la enfermedad; sin

embargo, dicha estructura no es necesaria para la supervivencia de la bacteria.*"

42

La secuencia de nucledtidos de los genes que codifican para la sintesis de la
capsula de P. multocida serogrupo A, fue publicada en 1998' ' la cual fue descrita
con 11 ORF, nueve de ellos tienen la funcién de codificar proteinas para la
capsula. La organizacién fue descrita en tres regiones, donde la regién 1 y 3
contienen los genes involucrados en la traslocacion y sustitucién de fosfolipidos,
mientras que la region 2 esta involucrada en la formacion de mondémeros de

azucar activados y el ensamble de los polimeros de polisacaridos.®® 4> 44



De acuerdo con lo descrito por Boyce, '7 el producto de los primeros cuatro genes
(hexABCD) de la region 1 (Figura 2), se encuentra involucrado en la exportaciéon
de los polisacaridos a la superficie, que a su vez forman las proteinas que tienen
similitud a las proteinas involucradas en el transporte de ATP dependiente de
otros géneros bacterianos capsulados como lo son Haemophilus influenzae,

Escherichia coli y Neisseria meningitidis.** *°
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FIGURA 2. Organizacion genética de los diferentes serogrupos de P. multocida. Los nimeros
indican la distancia en pares de bases entre la ultima base del gen anterior y la primera base del
siguiente gen.*

Los productos de los cinco genes siguientes (hyaABCDE) de la region 2 codifican
para las proteinas involucradas en la formacién de los mondmeros de azucar
activados y el ensamble de los polisacaridos (acido hialurénico) del serogrupo A.
Asimismo, dichos genes codifican las enzimas capaces de unir el acido UDP
glucorénico y UDP-N-acetil glicosamina, asi como la polimerasa capaz de
ensamblar los monosacaridos. Los genes hyaA y hyaD presentan una gran
similitud y se ha propuesto que cada uno codifica para agregar los mondémeros

activados de azucar para la formacion de los polisacaridos. Se ha descrito que el



gen hyaC tiene la funcién de codificar una enzima semejante a la UDP-glucosa
deshidrogenasa, la cual cataliza la conversion de UDP-glucosa a acido UDP-
glucordnico, el cual es un componente de la capsula del serogrupo A. Las

funciones de los genes hyaB y hyaE aun permanecen desconocidas.* %°

En la region 2 del serogrupo D se presentan cuatro genes dcbEFCB, con la misma
orientacion que los genes hyaABCDE del serogrupo A. El gen dcbB es homologo
del gen hyaB mientras que el gen dcbC es homologo de hyaC, con 98 y 92% de
similitud respectivamente. El producto del gen dcbF no presenta similitud con el
gen hyaD del serogrupo A, sin embrago presenta una similitud del 54% a la glicosil
transferasa KfiC de la capsula de Escherichia coli K5. El producto de dcbE es

similar en 56% al gen hyaE, dcbE es ligeramente mas pequefio.*?

Los productos de los dos genes finales (phyAB) de la region 3 codifican para la

formacion de proteinas involucradas en la sustituciéon de fosfolipidos de acido

hialurénico anterior a la traslocacion.**

La endotoxina o lipopolisacarido (LPS) se encuentra en la superficie de la bacteria
y es la base del esquema de serotipificacion, es decir de los 16 serotipos

somaticos.'®*® El

LPS tiene una accién pirogénica, produce coagulacion
intravascular diseminada, activa la cascada de la coagulacién, agregacion de
plaquetas, estimula la inmunidad humoral, activa los macréfagos e induce el factor

de necrosis tumoral.*’

La exotoxina en un metabolito excretado por los serogrupos A y D de P. multocida,
sin embrago es el serogrupo D del cual se ha reportado mayor produccién de esta

toxina, también conocida como dermonecrotoxina (DNT), recientemente se ha



reportado que esta DNT afecta principalmente a cerdos, pequefios rumiantes y en

menor grado a bovinos y aves.* %

La DNT tiene un efecto citotoxico en las células del pulmén de fetos bovinos y la

atrofia de los huesos turbinados de cerdos, ratas, conejos y cabras.*

Los mecanismos de defensa del huésped estan basados fundamentalmente en su
sistema inmunitario y la reduccion de la disponibilidad de nutrientes, entre ellos el
hierro. Las bacterias requieren una concentracién de hierro entre 10° y 10° M
para su crecimiento,*® mientras que en las mucosas y tejidos la concentracién de
hierro libre es de 108, ®® Se ha observado que P. multocida ha desarrollado
mecanismos para secuestrar el hierro de las células del huésped mediante la

liberacién y sintesis de moléculas conocidas como sideréforos. *8

La fimbria o pili es una estructura bacteriana corta y delgada, compuesta de
subunidades de proteina. Se ha observado que su papel es adherir las bacterias a
la superficie del epitelio mucoso, por lo cual se considera importante para la

colonizacion del microorganismo.®
METODOS DE IDENTIFICACION PARA P. multocida

Desde hace décadas los procedimientos para la identificacion de esta bacteria se
realizan con base en la morfologia de colonia, afinidad tintorial y pruebas
bioquimicas,'® para la tipificacion se cuenta con la técnica de hemoaglutinacion

4 las cuales

indirecta (HAI), inmunoelectroforesis,”” y el modelo de ratén,
presentan dificultades ya que muchos laboratorios no disponen del antisuero o
antigenos especificos para los serogrupos, ademas de la posibilidad de obtener

una reaccion cruzada con otras bacterias Gram negativas.52 Carter propuso dos



técnicas no seroldgicas para la tipificacion capsular, la técnica de hialuronidasa
para identificar el serogrupo A,> que se basa en la despolimerizacion de la
capsula del acido hialurénico al estar en contacto con Staphylococcus aureus y la
floculacion por acriflavina® para identificar el serogrupo D, técnicas que tardan de

3 a 5 dias respectivamente para una identificacion completa.

El desarrollo de técnicas moleculares como el analisis de ADN plasmidico, analisis
con endonucleasas de restriccion (REA), ribotipificacion, la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), analisis de macrorrestriccion, amplificacion de fragmentos
polimorficos largos (AFLP) y tipificacion de secuencias multilocus (MLST) permiten
detectar con claridad las variaciones genéticas entre las cepas y de esta forma

facilitar su identificacion. % %°

En afos recientes los métodos de genotipificacion han provisto grandes beneficios
para la identificacion bacteriana superando algunas limitaciones de los
procedimientos convencionales. Los ensayos basados en la deteccion de los
acidos nucleicos permiten la identificacion de organismos directamente de las
muestras clinicas o de pequefias cantidades de cultivos bacterianos, asi se mejora
considerablemente la sensibilidad y disminuye el tiempo requerido para la
caracterizacion del microorganismo. Particularmente la PCR, ha sido muy util,
pues con el uso de iniciadores especificos resulta facil la identificacion del género,

la cepa, la especie y serogrupos dominantes.*®

Con la técnica de PCR es posible producir en el laboratorio multiples copias de un

fragmento de ADN especifico, incluso en presencia de millones de fragmentos de



otras moléculas de ADN. Como su nombre indica, se basa en la actividad de la
enzima ADN polimerasa que es capaz de refabricar el ADN y una pequefia cadena
de nucleotidos que pueda unirse a la molécula que se desea copiar o amplificar

para que sirva de iniciador o “primer”.%’

La reaccion en cadena de la polimerasa se desarrolla en tres pasos. El primero es
la separacién de las dos cadenas que forman la molécula de ADN que se requiere
amplificar, para lo cual se debe calentar el ADN a altas temperaturas. Cada una
de estas cadenas actuara como un molde para fabricar la parte complementaria.
A continuacion se baja la temperatura para conseguir que cada iniciador se una a
su region especifica dentro de la cadena de ADN. El ultimo paso consiste en la
generacion de la cadena de ADN complementaria por accion de la ADN

polimerasa.®” 8

Ademas de la reaccion estandar de PCR existen una serie de modificaciones que
convierten esta técnica en una de las mas versatiles. Algunos ejemplos son el uso
de PCR en ingenieria genética, para deteccion de la expresion genética (RT-
PCR), PCR inversa y sus aplicaciones médicas como la deteccion de

enfermedades producidas por patdgenos o variaciones genéticas.”’



JUSTIFICACION

Las bacterias que se aislan con mayor frecuencia en las neumonias bovinas son
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus sommi, sin embargo,
en Estados Unidos, se ha notado una reduccion en el porcentaje de aislamiento de
Mannheimia haemolytica y un aumento en el aislamiento de P. multocida en los
Gltimos 8 afios,® por lo cual resulta importante contar con una técnica de
identificacion adecuada. Las técnicas de tipificacion de los serogrupos Ay D de P.
multocida se realizan mediante la identificacion bioquimica y fenotipica, ademas
de requerir hasta dos semanas para obtener el resultado definitivo, por lo que se
propone la técnica de PCR multiple como un método de diagndstico mas sensible,

especifico, rapido y confiable.
HIPOTESIS

La prueba de PCR mudltiple permitira diferenciar los serogrupos capsulares Ay D

de P. multocida de origen bovino.
OBJETIVO GENERAL

Identificar a nivel molecular cepas de P. multocida serogrupos A y D de

aislamientos de exudado nasal de bovinos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar P. multocida a través del sistema comercial de identificacion de

bacilos Gram negativos no enterobacterias y no fastidiosos APl 20 NE.



Determinar los serogrupos de Pasteurella multocida mediante las pruebas
de hialuronidasa y acriflavina.

Identificar los serogrupos A (SA) y D (SD) de Pasteurella multocida
mediante la determinacion de los genes hyaD-hyaC y dcbF por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mdltiple.

Determinar la concordancia entre la técnica de hialuronidasa-PCR multiple

y acriflavina-PCR mudltiple.



MATERIAL Y METODOS

Cepas

Se utilizaron 169 cepas de P. multocida aisladas de 132 exudados nasales de
bovinos clinicamente sanos y de 37 clinicamente enfermos de neumonia
provenientes de un complejo lechero de la Region Lagunera en México. Las cepas
fueron identificadas s6lo con métodos convencionales de cultivo en agar, tincion y

las pruebas bioquimicas de oxidasa, TSI, indol, citrato y urea.?

Identificacion bioquimica definitiva

Se llevo a cabo mediante el sistema APl 20 NE (Analytab Products Inc, por sus
siglas en inglés), el cual es un sistema estandarizado para la identificacion de los
bacilos Gram negativos no enterobacterias y no fastidiosos que combinan 8
ensayos convencionales, 12 ensayos de asimilacion y una base de datos. La lista
completa de las bacterias identificadas por el sistema esta indicada en la tabla de

identificacién al final de una ficha mecanica que proporciona el fabricante.

La galeria APl 20 NE incluye 20 microtubos que contienen substratos
deshidratados. Los ensayos fueron inoculados con una suspension salina
bacteriana que hidrata los medios. Las reacciones que se produjeron durante la
incubacién se tradujeron en cambios de color, espontaneos o provocados

mediante la adiciéon de reactivos.

Los ensayos de asimilacion se inocularon con un medio minimo y las bacterias

crecieron solamente, cuando eran capaces de utilizar el correspondiente sustrato.



La lectura de estas reacciones se hizo con la ayuda de la tabla de identificacion y
el reconocimiento se llevé a cabo mediante el catalogo analitico o con la ayuda de

un software de identificacion.

Una vez transcurrido el periodo de incubacién (24 horas a 29° C), se realizo la
primera lectura de la galeria, la segunda lectura fue realizada a las 48 horas con
relacion a la tabla de identificaciéon y los resultados de las reacciones fueron
anotadas en la hoja de identificacion de cada cepa. Estos resultados fueron
ingresados en el software APIWEB (proporcionado por el fabricante), para asi

determinar el género y especie bacteriana.

Tipificacion capsular

Para tipificar las cepas se efectuaron las pruebas de hialuronidasa® descrita por

Carter y Rundell (1973) y la prueba de acriflavina®? por Carter y Subronto (1975).

Para efecto de la prueba de hialuronidasa® se utilizé una placa de agar sangre
con una estria de P. multocida y en forma transversal la cepa de Staphylococcus
aureus cepa “Cowan”, productora de la enzima hialuronidasa. Se incub6 durante
18 a 24 horas a 37° C. En la identificacion de P. multocida SA se observo la
formacion de una zona de inhibicidn de la capsula en la region cercana a S.
aureus. Para los controles positivo y negativo se utilizo una cepa de referencia de

P. multocida serotipo Ay una cepa de E. coli DH5q, respectivamente.

Para la prueba de acriflavina® se colocé una colonia de P. multocida en un tubo
con capacidad de 15 ml con 3 ml de caldo infusion cerebro corazén (BHI),

incubandose a 37° C de 18 a 24 horas. Posteriormente el cultivo bacteriano se



centrifugd a 4000 rpm durante 10 min y se eliminaron 2.5 ml del sobrenadante. Al
cultivo restante se le agregé 0.5 ml de acriflavina neutra a una diluciéon de 1:1000.
La lectura se realizé observando la formacion de un “fléculo” en las cepas del SD.
El control positivo fue una cepa de referencia de P. multocida serotipo D y como

control negativo una cepa de la bacteria E. coli DH5a.

Tipificacion molecular

Para la genotipificacion se realizé la técnica de PCR multiple segun el protocolo
descrito por Townsend et al.*®. La extraccién del ADN fue realizada colocando una
asada de cultivo bacteriano en 200 ul de agua estéril. La mezcla fue colocada a
95°C por 15 minutos, posteriormente se centrifugd a 8000 rpm por 15 min y el

sobrenadante fue utilizado como templete para la reaccién de PCR multiple.

Los iniciadores CAPA-FWD 5-TGCCAAAATCGCAG-3 y CAPA-REV, 5'-
TTGCCATCATTGTCAGTG-3’ fueron disehados para amplificar el segmento
comprendido entre 8846 y 9873 pb del gen hyaD-hyaC del SA (numero de acceso
en GenBank AF067175), que codifica para la sintesis de acido hialurénico y el
producto de amplificacién fue de 1044 pb. Asimismo, se disefiaron un juego de
iniciadores CAPD-FWD 5-TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC-3' y CAPD-REV
5-CATCTACCCACTCAACCATATCAG-3* para amplificar el segmento
comprendido entre la 3142 y 3766 pb del gen dcbF perteneciente al SD (numero
de acceso en GenBank AF302466), que codifica para la sintesis de glicosil

transferasa de la capsula y asi amplificar un producto de 657 pb.**



Cada reaccion de PCR fue realizada a un volumen total de 50 ul, de los cuales
32.5 pl fueron de agua estéril, 5 yl de amortiguador 1X, 3 ul de MgCl, a una
concentracion de 50 mM, 2 ul de dNTP’s 10 mM, 0.5 pl de cada uno de los 4
oligonucledtidos de la regién 2 de la biosintesis de la capsula mencionados
anteriormente, a una concentracion del 10%, 5 yl del DNA y 0.5 pl de enzima Taq
polimerasa (Invitrogen, Ventura California USA). Las condiciones de amplificacién
fueron: desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min, seguida por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 s, elongacion a 56.5°C por 30 s, extension a 72°C

durante 30 s y extension final a 72°C por 5 min.

Para la visualizacion de los productos amplificados se realizé electroforesis en
geles de agarosa al 1% tenidos con bromuro de etidio. Se utilizé el marcador de
peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen). EIl tamafio del producto de amplificacion
para el serotipo A fue de 1,044 pb y para el serotipo D de 657 pb. En cada
reaccion de PCR multiple se utilizaron cepas de referencia de P. multocida
serotipo A y P. multocida multocida serotipo D, donadas por el Dr. GH Frank y el
Dr. B. Briggs. NADC, USDA, y como control negativo se utilizé una cepa de E. coli
DH5a. Las imagenes fueron fotodocumentadas en el equipo GelLogic200 (Kodak,

USA).

Analisis estadistico

Con ayuda del programa para Analisis Epidemiolégico de Datos Tabulados
(EPIDAT) version 3.0, Organizacion Panamericana de la Salud (OPS/OMS), 2003
y con los datos obtenidos fue calculada la frecuencia del SA y SD de P. multocida

identificados en cada uno de los grupos de bovinos sanos y enfermos, se evaluo la



concordancia absoluta y la concordancia especifica entre la prueba de
hialuronidasa y la PCR multiple, asi como entre la prueba de acriflavina y la PCR
multiple. Para determinar el valor de la concordancia entre las técnicas
(hialuronidasa-PCR multiple y acriflavina-PCR multiple), se utilizé el coeficiente de

Kappa.



RESULTADOS

Identificacion bioquimica

De acuerdo a los valores establecidos por el sistema APl 20 NE, se lograron
identificar 169 cepas (100%) de P. multocida. De las 169 cepas analizadas, 164
(97.05%) mostraron un porcentaje de identificacion del 96% y tipicidad de 1 a P.
multocida, se observaron 5 cepas (2.95%) con resultados por debajo de lo
esperado que presentaron 87.2% de identificacion y 0.72 de tipicidad a P.

multocida.

Tipificacidon capsular

De acuerdo a la técnica de hialuronidasa el 95.26% (161/169) de las cepas fue SA

y para la prueba de acriflavina, 4.74% (8/169) fue SD (Grafica 1).

Tipificacion molecular

Mediante la prueba de PCR mdltiple el 88.16% (149/169) fue SA y 11.84%

(20/169) SD (Gréfica 1).

Se debe resaltar que de las cepas identificadas como SA mediante la técnica de
hialuronidasa (161), la PCR mudltiple detecté el 7.5% (12/161) como SD, es decir,

falsas positivas.
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Gréfica 1. Identificacion de los serogrupos A y D de P. multocida obtenido por medio de las
técnicas convencionales (hialuronidasa y acriflavina) y la PCR multiple.
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Figura 3. Producto de amplificacion de PCR multiple de las cepas de exudado nasal de bovinos.
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. M corresponde al marcador, C- control
negativo, CSA control del serogrupo capsular A, CSD control del serogrupo capsular D, los
nameros corresponden a las cepas estudiadas.
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Figura 4. Producto de amplificacion de PCR multiple de las cepas de exudado nasal de bovinos.
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. M corresponde al marcador, C- control
negativo, CSA control del serogrupo capsular A, CSD control del serogrupo capsular D, los
nameros corresponden a las cepas estudiadas.
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Figura 5. Producto de amplificacion de PCR mudltiple de las cepas de exudado nasal de bovinos.
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. M corresponde al marcador, C- control
negativo, CSA control del serogrupo capsular A, CSD control del serogrupo capsular D, los
nameros corresponden a las cepas estudiadas.
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Figura 6. Producto de amplificacién de PCR multiple de las cepas de exudado nasal de bovinos.
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. M corresponde al marcador, C- control
negativo, CSA control del serogrupo capsular A, CSD control del serogrupo capsular D, los
nameros corresponden a las cepas estudiadas.

De las cepas identificadas como SA (149) por PCR multiple el 78% (116/149)
provenian de bovinos clinicamente sanos y el 22% (33/149) de bovinos enfermos

y de las cepas identificadas como SD (20), el 80% (16/20) provenian de bovinos

clinicamente sanos y el 20% (4/20) de bovinos enfermos.

Se evalud la concordancia entre las pruebas de hialuronidasa y acriflavina con la
de PCR multiple. La concordancia especifica entre la prueba de hialuronidasa y la
prueba de la PCR fue 88% y la concordancia absoluta de 92.8%; la concordancia
especifica entre la prueba de acriflavina y la prueba de la PCR fue de 4.7% vy la
concordancia absoluta de 92.8%. Con la prueba de Kappa se establecié una
concordancia moderada, igual a 0.54 y un valor de P de 0.0001, con un intervalo

de confianza de 95%.



DISCUSION

Se ha reportado que Mannheimia haemolytica, Histophilus somni y Pasteurella
multocida son los principales agentes bacterianos involucrados en procesos
respiratorios en el ganado bovino.? Debido a las elevadas pérdidas econémicas a
causa de las neumonias, se han realizado diversos estudios alrededor del mundo
para conocer mas sobre los factores de virulencia, huéspedes y los agentes
involucrados. En México se han identificado a los serogrupos Ay D de Pasteurella

multocida como los responsables de ocasionar pasteurelosis neumoénica bovina. >

32,59, 60, 63

Para la identificacion bioquimica de P. multocida se dispone de métodos
alternativos a los convencionales, los cuales se basan en sistemas comerciales
miniaturizados que facilitan y agilizan la identificacién, entre los cuales se
encuentran los sistemas API20E y API20NE, los cuales se han empleado
ampliamente como herramienta en la identificacion de enterobacterias y no
enterobacterias en medicina veterinaria, con resultados muy satisfactorios en

cepas de P. multocida y M. haemolytica.>® !

Los resultados obtenidos del perfil bioquimico de las cepas estudiadas en este
trabajo, en cuanto al porcentaje de identificacion y tipicidad con respecto a P.
multocida, concuerdan con los resultados obtenidos por Campuzano et al,* quien
en el 97.5% de las cepas analizadas encontr6 un porcentaje de identificacion del

96% vy tipicidad de 1 a P. multocida, por lo cual se considera al sistema de



identificacion API 20 NE como un método facil de aplicar y de alta confiabilidad

para la identificacion de este microorganismo.

Diversos autores reportan que el uso de las técnicas de hialuronidasa y acriflavina
son una herramienta util y de facil realizacion para caracterizar fenotipicamente las
cepas de P. multocida, que disminuye muchos problemas presentes en la
identificacion mediante la prueba de hemoaglutinacién indirecta, sin embargo
existen inconvenientes como su limitada certeza y las condiciones de cultivo, ya
qgue pueden estar influenciadas por la expresion de ciertas caracteristicas
fenotipicas de las cepas, e incluso en algunas ocasiones se pueden presentar
falsos positivos o falsos negativos, ademas de requerir una amplia experiencia en

la realizacién e implementacién de estas técnicas.>

La identificacion del SA mediante la técnica de hialuronidasa en el 95.26%
(161/169) de las cepas y del SD con la técnica de acriflavina, en el 4.74% (8/169),
muestra un predominio de SA, lo cual coincide con diversos estudios realizados en

México y otros paises.

En Estados Unidos, Dabo et al.,°* reporté que el 100% de cepas de pulmones
neumonicos de origen bovino fueron identificadas como SA, mediante técnicas

seroldgicas.

En el caso particular de Meéxico, en todos los estudios realizados sobre
caracterizacion fenotipica de las cepas de P. multocida de origen bovino y otros
rumiantes, mediante las técnicas de hialuronidasa y acriflavina, el serogrupo
predominante es el A. Investigaciones realizadas en bovinos con muestras de

exudado nasal y pulmones neuménicos en el Estado de Hidalgo > y con pulmones



neumonicos en el Estado de México,3* ©2

reportaron la presencia del SA en el
100% de las muestras estudiadas. Blanco et al.,®® reportan 61% para el SA, 25%

al SD y 14% de las cepas no tipificables en pulmones neumonicos de bovinos.

El desarrollo de técnicas moleculares como la ribotipificacion y la reaccion en
cadena de la polimerasa han sido utilizadas por diversos autores alrededor del
mundo, ya que permiten detectar con claridad las variaciones genéticas entre las
cepas y de esta forma facilitan su identificacion.”® >> *®* A nivel mundial, las
frecuencias en la identificaciébn capsular a través de estas técnicas son muy
variadas. Principalmente se reporta al SA como el involucrado en problemas

neumanicos, con porcentajes del 80 al 100%. > ** %

Las frecuencias encontradas en este trabajo, mediante la técnica del PCR
multiple, con predominio del SA (80.79%) sobre el SD (11.84%), es similar a lo
reportado por diversos autores en México y otros paises de América, Europa y

Asia.

En el Reino Unido con cepas de origen bovino aisladas de tejido neumoénico,
provenientes de distintas regiones de Europa y Asia se reportd el 80.79% del SA,
11.53% del SB, 3.84% del SE y 3.84% del SF;** en otro trabajo realizado con
cepas de origen bovino, colectadas por doce afios en distintas regiones de
Alemania, se reportd que el SA fue el predominante con el 92.3%, seguido por el

SD con 3.3%, 2.2% del SF y 2.2% no tipificables.*



En Dinamarca, con cepas de pulmones de bovinos provenientes de cinco paises
de Europa, mediante la técnica de ribotipificacion se reporto el 98.11% del SA y

1.89% del SF.%°

En esta investigacion la tipificacion con la técnica convencional de acriflavina y la
técnica molecular de PCR mudltiple, detecto al gen dcbF perteneciente al SD en el
100% (8/8) de las cepas identificadas como dicho serogrupo (D), mediante la
técnica de hialuronidasa y el gen hyaD-hyaC del SA, en el 92.5% (149/161) de las
cepas fueron identificadas como serogrupo (A), en el 7.5% restante (12/161), se

detecto el gen dcbF del SD con la técnica de PCR multiple.

En consecuencia, los resultados entre las técnicas bioquimicas (hialuronidasa y
acriflavina) y la PCR mudltiple, concuerdan plenamente en la identificacion del SD
pero no con los del SA, ya que el 7.5% de las cepas identificadas como SA por

hialuronidasa (falsas positivas) fueron SD por PCR.

Estos resultados coinciden en parte con los reportados por Campuzano et al,>®
quien en cepas de P. multocida de exudado bovino, en el Estado de Hidalgo,
reporté que la PCR mudltiple concord6 con la prueba de hialuronidasa en la
identificacion del SA, pero no con la prueba de acriflavina, ya que el 20% de cepas
identificadas como SD mediante dicha técnica fueron identificadas como SA por la

PCR multiple.

Estas discrepancias entre los resultados de las pruebas bioquimicas
(hialuronidasa y acriflavina) con la técnica de PCR mudltiple, pueden deberse a la

dificultad de las pruebas fenotipicas, ya que las condiciones de cultivo pueden



influir en la expresion de las propiedades fenotipicas de las cepa, tales como la
morfologia, capacidad de fermentar carbohidratos, propiedades seroldgicas,
ademas de la experiencia en la ejecucion e interpretacion de las técnicas.
Adicionalmente hay que considerar que las cepas de P. multocida presentan las
variantes mucosas, lisas iridiscentes y lisas no iridiscentes, todo lo cual puede

confundir al momento de la identificacion. >°

En otras especies animales, se ha reportado al SA como predominante. En
pequefnos rumiantes con frecuencias del 33 al 69.2% para el SA, 22 al 30.8% para
el SD y hasta 44.44% para el SF; en cerdos del 35 al 69% del SA y del 29.16 al
62.8% para el SD;* % % en perros y conejos exclusivamente el SA y en aves el

70 al 85.7% de SA 'y 14.3 al 30% de SF.*>3°

Como se puede observar, en la mayoria de los estudios el SA se presenta en
mayor frecuencia. Algunos factores, tales como: la variacién de la zona geografica
de la cual fueron obtenidas las muestras, el manejo de los animales, las
condiciones climaticas, las medidas de bioseguridad, la obtencién del pie de cria
del ganado que varia de una region a otra y la especie de origen, podrian también

estar involucrados en las frecuencias de los serogrupos.

Afo con afio existe variacién sobre el aislamiento de los agentes bacterianos
mencionados previamente, involucrados en los procesos respiratorios. En afos
recientes se ha reportado un incremento en el aislamiento de cepas de P.
multocida en las enfermedades respiratorias bovinas.? La identificacion de los

serogrupos capsulares de P. multocida prevalentes en un determinado



ecosistema, constituye una condicion indispensable para el conocimiento cabal de
la epidemiologia de la pasteurelosis neumodnica bovina, como una etapa
indispensable para el disefio e implementacion de programas de prevencion y

control eficaces y eficientes.



CONCLUSIONES

Las técnicas convencionales (hialuronidasa y acriflavina) mostraron diferencias
respecto a la técnica de PCR mudltiple para la identificacion de los serogrupos

capsulares de P. multocida.

La PCR muiltiple logré identificar 7.5% cepas como falsos positivos del serogrupo

A, las cuales pertenecen al serogrupo D.

La técnica de PCR mudltiple es una herramienta muy util para la identificacion de P.
multocida en un diagnaostico rutinario, o bien para posteriores investigaciones en el

area de epidemiologia.

Se corrobora que, de manera similar a otros paises de Europa y América, en

México el serogrupo predominante de P. multocida en bovinos es el serogrupo A.
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