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SUMMARY

REYES GUERRA LORENA. Molecular diagnosis of Glasser's disease (Under
direction of: Alfredo Sahagun Ruiz, Edgar Alfonseca Silva y Rosario Esperanza
Galvan Pérez).

Glasser’'s disease is caused by Haemophilus parasuis, it is a pleomorphic Gram
negative cocobacilli. It grows slowly and it is NAD dependent. Frequently, this
bacterium is associated with porcine respiratory and reproductive syndrome
(PRRS) or porcine respiratory complex. The objective of this study is to
standardize the technique of a polymerase chain reaction (PCR) for detection of
H. parasuis, from purified DNA, pure culture, inoculated tissues, and clinical
samples. |dentified H. parasuis were cultivated in the presence of NAD. The
bacterium was harvested with storage medium into 200 ul aliguots. Bacterial
culture was used for DNA extraction by the CTAB/phenol/chloroform method.
DNA was quantified using a spectrophotometer at 260 nm (1 OD = 50 ug/ml).
The sensitivity of PCR was determined by 9 serial ten fold dilutions beginning
from 100 ng. Bacterial concentration was quantified by Miles and Misra method
in UFC/mI. Sensitivity of PCR from direct bacteria was assay by 3 ten fold
followed by 8 two fold dilutions beginning with 1.6052X10* UFC. Sensitivity of
PCR from tissues was determined inoculating 8 two fold dilution beginning
5X10° UFC to each 50 mg pulmonary sample from a healthy pig. DNA from
tissues was extracted by the CTAB/phencl/chloroform method and used for
PCR. Specificity of PCR primers was determinate using Actinobacillus
pleuropneumoniae, Pasteurella multocida type A, Bordetella bronchiseptica,
Arcanobacterium pyogenes and Escherichia coli. PCR primers were specific for
H. parasuis. Sensitivity of PCR to detect purified DNA was 10 fg with a.n

annealing temperature of 54°C. Sensitivity of PCR directly from bacteria was



0.063 UFC. Sensitivity of PCR from inoculated tissues was of 6 UFC, but 156
UFC in the tissue was required. Fifty four field pulmonary tissue samples were
evaluated by PCR and bacteriology. Five samples were positive to H. parasuis
by PCR and one of these was also by bacteriology. PCR was a useful tool for
the diagnosis of Glasser's disease including the cases of bacteriological

isolation fail.



RESUMEN
REYES GUERRA LORENA. Diagnostico molecular de la enfermedad de

Glasser (bajo la direccidn de: Alfredo Sahagun Ruiz, Edgar Alfonseca Silva y
Rosario Esperanza Galvan Pérez).

La enfermedad de Glasser es causada por Haemophilus parasuis, un
cocobacilo pleomérfico Gram negativo de crecimiento lento y dependiente de
nicotinamida adenin dinuctedtido (NAD). Frecuentemente este microorganismo
esta asociado al sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) o al
complejo respiratorio porcino. El presente estudio tiene como objetivo la
estandarizacién de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para la deteccién de H. parasuis, a partir de ADN purificado, bacterias, tejidos
inoculados y muestras de campo. Haemophilus parasuis, previamente
identificado, fue cultivado en presencia de NAD. Las bacterias fueron
cosechadas en medio de conservacion y alicuotadas en volimenes de 200 ul.
El ADN de la bacteria fue extraido por el método de CTAB/fenol/cloroformo y
cuantificado por espectrofotometria a 260 nm (1 OD = 50 ug/ml). Se determind
la sensibilidad de la PCR a partir de 9 diluciones décuples del ADN iniciando
con 100 ng. La concentracién de bacterias fue determinada por el método de
Miles y Misra en UFC/mI. Se determiné la sensibilidad de la PCR para detectar
directamente bacterias a partir de 3 diluciones décuples y 8 dobles iniciando
con 1.6052 X10* UFC. Para determinar la sensibilidad de la PCR a partir de
tejido, se hicieron 8 diluciones dobles iniciando con 5X10° UFC, cada una se
inoculd a diferentes porciones de 50 mg de tejido pulmonar de cerdo sano. El
ADN de las muestras inoculadas fue extraido con CTAB/fenol/cloroformo y

sometido a la PCR. La especificidad de los iniciadores de la PCR se comprobd



utilizando ADN de Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida tipo
A, Bordetella bronchiseptica, Arcanobacterium pyogenes y Escherichia coli. Los
iniciadores para la PCR fueron especificos a H. parasuis. La sensibilidad de la
PCR para detectar ADN purificado fue 10 fg con una temperatura de alineacion
a 54°C. La sensibilidad de la PCR directamente de bacterias fue de 0.063 UFC.
La sensibilidad de la PCR a partir de ADN extraido de las muestras inoculadas
fue de 6 UFC, aunque se requieren aproximadamente 156 UFC en el tejido. Se
evaluaron 54 muestras de pulmén de cerdos, de diferentes zonas del pais, con
signos y lesiones evidentes de enfermedad respiratoria. Cinco pulmones fueron
positivos a H. parasuis por la PCR, obteniéndose el aislamiento bacteriolégico
de una muestra. La PCR demostrd ser una herramienta util para el diagndstico
molecular de la enfermedad de Glasser ain en casos en que no se puede

obtener el aislamiento bacteriolégico.



INTRODUCCION

La enfermedad de Glasser, descrita en 1910, es una enfermedad causada por
Haemophilus parasuis, que es un cocobacilo pleomérfico, Gram negativo,
inmovil y no hemolitico, de crecimiento lento y dependiente de nicotinamida
adenin dinucleétido (NAD). Las lesiones primarias incluyen poliserositis
fibrinosa, poliartritis y meningitis (1, 2, 3, 4). H. parasuis, es una bacteria
potencialmente patégena cuyo Unico hospedador es el cerdo. La bacteria es
comunmente aislada de secreciones nasales de animales sanos y de pulmones
neumonicos (5). En cerdos criados bajo condiciones minimas de higiene y
alimentacion, es considerada una de las especies bacterianas prevalentes de
las fosas nasales en animales de 1 semana de edad (1, 5). La rinitis purulenta
asociada a la colonizacién de H. parasuis puede ser un factor predisponente de
otros patégenos bacterianos y virales. En neumonias es considerado como
invasor secundario oportunista (5). La transmision de la enfermedad es por
contacto directo entre los animales enfermos y sanos por via aerégena (2).

La enfermedad de Glasser se presenta en animales jovenes de 2 semanas a 4
meses de edad, principalmente asociada a factores de estrés y a la presencia
de diversos patdgenos primarios respiratorios. En cerdos libres de patdgenos
especificos o con un elevado estatus sanitario, la enfermedad se presenta en
animales de cualquier edad y en diferente fase de produccion, con altas tasas
de morbilidad (60%) y mortalidad (5 y 10%) (2). Esto es debido a las reducidas
oportunidades de adquirir inmunidad natural, por la faita de exposicién al
agente patégeno, incrementando asi el riesgo de infeccién.

La prevalencia de la enfermedad ha aumentado considerablemente durante

los ultimos afos, especialmente como consecuencia de la asociacién con el



sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRSS) (2, 6, 7, 8). En la
actualidad la infeccién por H. parasuis, representa uno de los principales
problemas emergentes en el ganado porcino, siendo asi de gran interés
econodmico y cientifico. Considerando las pérdidas econdmicas por animales no
vendidos debido a su deficiente condicién corporal, el gasto de
quimioterapéuticos y finalmente la muerte de animales (2, 3, 9, 10, 11,12)‘.
Actualmente, se conocen 15 serovariedades (1, 13, 14), con base en la prueba
de inmunodifusién utilizando antisueros especificos procedentes de la
inoculacion en conejos (15, 16).

Se ha considerado una cierta relacion entre algunas serovariedades vy la
patogenicidad de la cepa, asociandose asi las serovariedades 1, 5, 10, 12, 13
y 14, a casos agudos, con muerte dentro de las 96 h postinfeccion; las
serovariedades 2, 4 y 15 son caracteristicas de la enfermedad crdnica, con
aparente poliserositis y artritis a la necropsia. La serovariedad 8 se asocia a
signos clinicos y lesiones macroscopicas leves y finalmente las serovariedades
3,6,7,9 y 11 no se asocian a signos clinicos, ni lesiones macroscépicas (1,
2, 5). Se ha demostrado que el serotipo 5 denominado Nagasaki es el mas
virulento y patdégeno (17).

La patogenia de este microorganismo no ha sido bien definida en infecciones
naturales, los datos actuales se originan de prototipos experimentales de
infeccion, utilizando animales derivados por cesarea, privados de calostro
(CDCD) e inoculados por via intranasal con cepas virulentas de H. parasuis. En
estas condiciones, se aisla a las 12 h postinoculacién de cavidad nasal y

traquea; obteniéndose de sangre a las 36 h, y de tejidos 36-108 h (2, 4, 5).



H. parasuis preferentemente dana la mucosa nasal facilitando la infeccién en
otros érganos (2, 4, 5). La colonizacion es asociada a rinitis purulenta, pérdida
focal de cilios y presencia de células inflamatorias agudas en la mucosa nasal y
traqueal. Las lesiones septicémicas consisten en petequias y equimosis en
higado, rifidn y meninges. Se detectan altos niveles de endotoxina en plasma, y
trombos de fibrina en diversos érganos. La replicacion subsecuente del
microorganismo produce la poliserositis fibrinosupurativa en peritoneo,
pericardio y pleura; poliartritis principalmente en las articulaciones del carpo y
tarso, y meningitis observada en casos de campo. Fascitis, miositis han sido
reportadas. La neumonia no es aparente en los casos experimentales, pero H.
parasuis ha sido aislado de pulmoén (Figura 1). Microscopicamente el exudado

consiste de fibrina, neutréfilos y en menor numero de macréfagos (5).

Figura 1. Macrofotografia de Pulmc’m corazon de un cerdo con lesiones compatibles
con neumonia, pleuritis fibrinosa y pericarditis por H. parasuis.

La infeccidon puede ser aguda o crénica, dependiendo del estado inmunolégico
en que se encuentre el hato. El curso agudo se caracteriza por fiebre, apatia,
inapetencia, anorexia, inflamacion de las articulaciones, laminitis, tremor,
incoordinacion, cianosis, edema pulmonar y subcutaneo, y eventualmente

reclinacién, la muerte puede sobrevenir a los 2 dias de iniciada la infeccién (1,



3, 5). El aborto y laminitis crénica en verracos puede ser secuela de una
infeccién aguda (5).

La infeccion cronica puede producir signos menos severos; como tos, disnea,
retraso en el crecimiento, laminitis y pelo hirsuto. Esta infecciéon afecta mas a
los lechones que han sido destetados entre los 15 a 21 dias de edad (destete
temprano) y que estan ubicados en el area de crianza durante 4 a 6 semanas
(1,3, 9).

Para obtener un control de las infecciones causadas por H. parasuis, se
requiere de tratamientos con quimioterapéuticos (estreptomicina y suifamidas),
buenas préacticas de manejo (2) y de un diagnéstico preciso.

El diagnédstico de la infeccién por H. parasuis es dificil, debido a lo complicado
del aislamiento bacteriolégico, por ser una bacteria fastidiosa y de la necesidad
de un crecimiento abundante para su identificacién bioguimica. Un factor
importante, es la forma en que se colecta y transporta la muestra clinica, ya
que a veces resulta inadecuada debido a su contaminacién, lo que dificulta
aun mas su diagnostico por los métodos tradicionales (1, 2).

Han sido propuestas técnicas alternativas para su diagnéstico. Este
microorganismo ha sido detectado de muestras clinicas provenientes de
animales experimentales por medio de inmunohistoquimica, que detecta a la
bacteria no viable en el citoplasma de células fagociticas, presentando
actividad cruzada con Actinobacillus pleuropneumoniae (18).

El diagndstico seroloégico puede determinar si un animal ha estado expuesto a
H. parasuis. Recientemente, en el Laboratorio de Virologia y Enfermedades
Respiratorias del Cerdo de FES-Cuautitlan, se obtuvo un antigeno tenido coﬁ

rosa de Bengala a partir del serotipo 5 (Nagasaki) para realizar la prueba tamiz



de agiutinacién en placa y asi determinar si el animal tiene anticuerpos contra
el agente de la Enfermedad de Glasser (17).

También se han producido conjugados de H. parasuis, para el diagnéstico por
inmunofluorescencia, que pueden ser de utilidad (17).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica usada para
amplificar regiones especificas de ADN de la bacteria, permitiendo la deteccion
e identificacién de microorganismos fastidiosos y de lento crecimiento,
mejorando la precision y rapidez en el diagnéstico, obteniendo resuitados
certeros de las muestras, aun cuando estas se encuentren contaminadas. Con
la bacteriologia tradicional se requiere minimo de tres dias para alcanzar un
diagnoéstico, en el caso de la PCR solo unas pocas horas son necesarias (3, 7).
Recientemente se ha desarrollado técnicas moleculares para la deteccion e
identificacion de H. parasuis, que son altamente sensibles y especificas (2). Se
describié una PCR con iniciadores a partir del gen para el RNA ribosomal 16S
de H. parasuis, con una sensibilidad de 69 pg de ADN, detectando un minimo
de 100 UFC; la PCR fue positivo en 26 de 30 muestras de animales infectados
(5 de campo y 25 experimentales) mientras que el aislamiento fue obtenido de
18 de las 30 muestras (3). También se ha propuesto una PCR a partir de
secuencias intragénicas conservadas en enterobacterias que permite
diferenciar serotipos de H. parasuis,” aunque requiere del aislamiento
bacteriolégico previo (17). Ademas se ha reportado una PCR-RFLP a partir del
gen de la proteina de unién a transferrina (tbpA), el cual puede ser utilizado
para la tipificacion de H. parasuis, sin embargo no diferencia los serotipos 5,

12,14y 15 (10).
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En el presente estudio, se estandarizé la prueba de PCR, empleando
iniciadores pertenecientes al gen 16S ribosomal de Haemophilus parasuis
(GenBank M75065) (3), con la finalidad de tener una mejor herramienta de

diagnéstico.



11
Hipétesis
La deteccion de ADN de H. parasuis, por medio de la técnica de PCR, a partir
de muestras de animales infectados naturalmente, permitira el diagnéstico mas
rapido y preciso de la enfermedad de Glasser.
Objetivos
Estandarizar la extraccion de ADN de H. parasuis, a partir de cuitivos y tejidos
infectados, asi como la técnica de PCR para la amplificaciéon de fragmentos
especificos de ADN.

Determinar la sensibilidad y especificidad de la PCR para detectar ADN de H.

parasuis.



Material y métodos

Cepas: se utilizaron las cepas Bacter-2 de H. parasuis, aislada en el
Laboratorio de Virologia de la FES-Cuautitlan-UNAM, la LRG-002 de H.
parasuis, la SG-001 de Actinobacillus pleuropneumoniae, LRG-001 de
Pasteurella multocida Tipo A y LRG-003 Arcanobacterium pyogenes aisladas
de pulmén de cerdo en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia,
FMVZ, UNAM. Adicionalmente, se utilizaron cepas de Bordetella bronchiseptica
y E. coli provenientes del cepario del Depto. de Microbiologia e Inmunologia.

H. parasuis'y A. pleuropneumoniae fueron cultivadas de 24 a 48 h a 37°C con
5-10% de CO, en agar sangre (AS) con cepa nodriza de Staphylococcus
aureus, posteriormente subcultivada en agar PPLO (pleuropneumoniae like
organims) (19, 20) adicionado con 1% de suero equino y 0.02% de NAD
(Figura 2). P. multocida Tipo A de un cultivo de 24 h en AS, fue subcultivada en
50 ml de caldo infusién cerebro corazén (BHI) e incubada en agitacion a 37°C

(3). La cepa de E. coli fue cultivada en Tripticasa soya agar, mientras que las

cepas de B. bronchiseptica y A. pyogenes fueron cultivadas en AS.

o A . g - \
Figura 2 Cultivo de H. parasuis en a) agar sangre con cepa nodriza de S. aureusy b)
agar PPLO adicionado con NAD y suero equino
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Estudio bacteriolégico

Las muestras de pulmén sospechosas a H. parasuis fueron proporcionados por
el Departamento de Produccién Animal: Cerdos (DPAC) de FMVZ-UNAM vy el
Laboratorio de Virologia de FES-Cuautitlan. Ademas se obtuvieron muestras de
cerdos con signos clinicos respiratorios en dos granjas porcinas, una localizada
en Ajuchitlan, Querétaro y otra en Chipilo, Puebla. Las superficies del tejido
fueron esterilizadas con espatula, cbteniendo 1 cm® de muestra que fue
sembrada en AS, para aislamiento en cultivo puro, en cada cuadrante se cruzé
una estria de S. aureus como fuente de NAD. Los cultivos se incubaron a 37°C
con 5-10% de CO,, durante 24-48 h. El resto del tejido fue mantenido a —70°C
hasta la extraccibn de ADN. Después del periodc de incubacion se
seleccionaron las colonias pequefas, traslicidas, alrededor de la cepa nodriza,
para realizarles frotis fijo tefido con Gram. Se realizaron las pruebas de:
catalasa y oxidasa. Las colonias con caracteristicas morfologicas similares a
H. parasuis, se subcultivaron en caldo PPLO adicionado con 1% de suero
equino y 0.02% de NAD y se incubaron en las condiciones descritas para el
AS. A partir del subcultivo se realizaron las pruebas bioguimicas indispensables
para su identificacion:

a) Pruebas de requerimientc de NAD o Factor V. La necesidad de éste
factor fue evaluada por el crecimiento en satelitismo de la bacteria en
relacién a S. aureus como fuente del factor en AS.

b) Prueba de indol. Se humedecié un pedazo de papel filtro estéril con 2 - 3
gotas con el reactivo de indol p-dimetilaminocinamaldehido (DMACA),.
Se colocd una colonia proveniente de un cultivo puro en AS de 24-48 h,,

con un asa bacteriologica estéril y se extendid sobre el papel. Se
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observé la apariciéon de color azul a azul-verde en un lapso de 2 min,
como indicador de una reaccion positiva para la produccién de indol. En
caso de no haber cambio de coloracién o cambio a rosa se considerd
negativo (21).

¢) Actividad de ureasa. Se inoculd en caldo urea, 0.5 ml de caldo PPLO
con crecimiento bacteriano, se incub6 a 37°C, 5-10% de CO; por .24 h.
El medio de color rojo indico actividad de ureasa (21).

d) Fermentacion de carbohidratos: Se utilizd base rojo de fenol conteniendo
1% del carbohidrato (glucosa, galactosa, sacarosa, lactosa, xilosa),
adicionado con 0.02% de NAD (10mg/lt) y 1% de suero equino,
prefitrado. El cambio del medio a rojo indicé fermentacién del
carbohidrato (21).

Conteo de microorganismos viables

El conteo bacteriolégico se llevé a cabo por el método de Miles y Misra (22).
Una suspension de H. parasuis en caldo BHI fue previamente alicuotada y

almacenada a -70 °C, en volimenes de 200 ul en tubos de 1.5 ml con 20% de

glicerol, 0.02% NAD y 1% de suero equino. Después de 24 h se tomd una
alicuota para determinar la concentracion de bacterias, sembrando por
triplicado diluciones décuples en agar PPLO y por conteo de unidades

formadoras de colonia por ml (UFC).
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Extraccion de ADN

El ADN de cultivos bacterianos y tejido pulmonar fue extraido por la técnica de
CTABI/fenol/cloroformo (23). La extraccion de tejido pulmonar de cerdos sanos
inoculados y sospechosos a H. parasuis, se realizé utilizando 1 ml de tejido
lavado y ligeramente macerado (ver apéndice 1).

Cuantificacion del ADN

El ADN extraido de suspensiones bacterianas de H. parasuis, P. multocida Tipo
A, A. pleuropneumoniae, B. bronchiseptica, A. pyogenes y E. coli; fue
cuantificado en ng/ul por espectrofotometria a 260 nm (1 OD = 50 ug/ml) para
la estandarizacion de la prueba de sensibilidad y especificidad de ADN puro.
Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Los iniciadores que se utilizaron corresponden al gen 16S ribosomal de
Haemophilus parasuis (Gen Bank M 75065) descritos por Oliveira, S; et al.
2001, y ampilifican un fragmento de 821 pb:

Hpsf 5 GTGATGAGGAAGGGTGGTGT 3’
Hpsr 5 GGCTTCGTCACCCTCTGT 3’

La reacciéon de amplificacion se desarrollé en un termociclador Eppendorf, en
un volumen de 20 ul de solucion amortiguadora 10X (20mM Tris-HCL pH 8.3,
50 mM de KCI), 1.5 mM MgCl;, 0.2 mM de cada dNTP, 0.3 uM de cada
iniciador, 0.25 unidades de Taq polimerasa y concentraciones variables de
ADN de la bacteria. Las condiciones fueron: 94°C por 2 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 54°C por
30 segundos y extensién a 72°C por 30 minutos. Seguidos se una extension

final a 72°C por 4 minutos.
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Las reacciones de la PCR de los experimentos de este estudio, incluyeron un
tubo con todos los elementos de la reaccién, excepto ADN como control
negativo, asi como un control positivo con los mismos elementos de la reaccion

ademas de ADN de H. parasuis.
Evaluacién del producto amplificado

Los productos de la PCR se separaron por electroforesis a 100 volts, por 45
min, en un gel de agarosa al 1% (peso/vol. en TAE 1X).

La reaccion positiva presentd una banda de 821 pb en el gel de agarosa,
utilizando un marcador de peso molecular (1 Kb ladder, Invitrogen).

Sensibilidad

Se cuantific6c el ADN H. parasuis obtenido por extraccion
CTAB/fenol/cloroformo (23) por espectrofotometria a 260 nm (1 OD = 50
pug/ml). Con la finalidad de determinar la concentracion minima de ADN que
puede ser amplificado por la PCR se hicieron 9 diluciones décuples a partir de
100 ng.

Para determinar el nimero minimo de bacterias detectables directamente por la
PCR, se hicieron 3 diluciones décuples y 8 dobles iniciando con 1.6052 X10*
UFC (21). Se realizo la PCR a partir del ADN de cada dilucién décuple y doble.
Especificidad

Se utilizaron 100 ng de ADN de H. parasuis, A. pleuropneumoniae, P.
multocida tipo A, B. bronchiseptica, A. pyogenes y E. Coli, para determinar la

especificidad de los iniciadores en la prueba.
Amplificacion de ADN bacteriano a partir de tejidos

Para determinar la cantidad minima de UFC de H. parasuis que es posible

detectar a partir de tejidos, se hicieron 8 diluciones dobles iniciando con 5X10°
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UFC, cada una se inoculé con una jeringa estéril a diferentes porciones de 50
mg de tejido puimonar de cerdo sano. Posteriormente, se extrajo ADN a partir
de cada tejido y se realizé la PCR.

Amplificacion de ADN a partir de muestras

Se obtuvieron muestras de pulmon, liquido cefalorraquideo (LCR) y corazén de
cerdos en las granjas porcinas de Puebla y Querétaro; asi como muestras
recibidas para diagnéstico en el DPAC y en Lab. Virologia FES-Cuautitlan. Las
muestras fueron procesadas para examen bacteriolégico y extraccion de ADN

para la PCR.
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RESULTADOS
Especificidad
Los iniciadores utilizados en la PCR fueron especificos para ADN de H.
parasuis, amplificando una banda de 821 pb. Esta PCR no amplifico ADN (100
ng) de Actinobacillus  pleuropneumoniae,  Pasteurella  multocida,
Arcanobacterium pyogeries, Bordetella bronchiseptica, y Escherichia coli

(Figura 4).

M C- Hp App Pm Ap Bb Ec

"%ﬁm“ﬁl .

Figura 4. Especificidad de la PCR para H. parasuis. M= 1Kb ladder, C- = control
negativo sin ADN. Hp = H. parasuis, A.pp= A. pleuropneumoniae, Pm= P. multocida,
Ap= A. pyogenes, Bb= B- bronchiseptica, Ec= E. coli.

Cuantificacion de UFC

Se determind la concentracion a partir de alicuotas de dos cultivos congelados
de H. parasuis en UFC/ml por el método de Miles y Misra (22). La
cuantificacién obtenida fue de 5X10° UFC/ml y de 5X10° UFC/ml. Estos
cultivos fueron utilizados para determinar la sensibilidad de la PCR en células

bacterianas y en tejidos respectivamente.



Sensibilidad

La concentracion minima de ADN purificado de H. parasuis que fue capaz de
detectar la PCR fue de 10 fg equivalente a 2 bacterias, considerando un

genoma de aproximadamente 4.2 X10° pb similar a E. coli (Figura 5).

821 pb

Figura 5. Sensibilidad de la PCR a partir de diluciones décuples de ADN purificado de
H. parasuis M= 1 kb ladder, C-= control negativo sin ADN, 1= 100 ng, 2=10 ng, 3=1
ng, 4=100 pg, 5=10 pg, 6=1 pg 7=100 fg, 8=10 fg. 9= 1 fg

La cantidad minima de bacterias detectables directamente por la PCR fue de
0.063 UFC presente en la dilucion 3.9X10° a partir de una suspension inicial
con 1.6052 X10* UFC (Figura 6).
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821 pb

Figura 6. Sensibilidad de la PCR a partir de células de H. parasuis, M= 1 kb ladder,
C+= control positivo, C-= control negativo sin ADN, carril 1-2 diluciones décuples
desde 1.6X10° UFC, 3-10 diluciones dobles hasta 0.063 UFC.

Considerando que la PCR para diagnostico debe de funcionar con muestras de
tejidos infectados; se inocularon 8 porciones (50 mg) de pulmén de cerdo sano
con 8 diluciones dobles a partir de 5X10° UFC. Después de extraer el ADN de
estos tejidos, se determiné que la PCR fue positivo hasta la sexta dilucion
conteniendo aproximadamente 156 UFC. Sin embargo, debido a que el ADN
extraido fue resuspendido en 50 pl, y solo se utilizaron 2 pl en la reaccién, la
PCR fue capaz de detectar aproximadamente 6 UFC de los tejidos inoculados

(Figura 7).

Figura 7. Sensibilidad de la PCR para detectar ADN de H. parasuis en pulmoén sano
inoculado con la bacteria. M= 1 kb ladder, C+= control positivo H. parasuis, C-= control
negativo sin ADN, carriles 1-8 diluciones dobles iniciando con 5X10° UFC de H.
parasuis.
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Muestras de campo

Una vez que la PCR fue estandarizado con ADN purificado, bacterias y ADN
purificado a partir de tejidos inoculados, se realiz6 la PCR y diagnéstico
bacterioldgico a partir de muestras de campo procedentes de granjas porcinas
en diferentes zonas del pais. Se trabajaron 54 muestras provenientes de
cerdos con signos o lesiones pulmonares sugerentes a enfermedades
respiratorias. Cinco muestras fueron positivas a H. parasuis por la PCR,
obte/niéndose el aislamiento en solo una. De las muestras negativas a H.
parasuis por la PCR, se aislé6 B. bronchiseptica en 6 casos, A.
pleuropneumoniae en 3 casos y S. suis en 2 casos; se observaron infecciones
mixtas aislando B. bronchiseptica y A. pyogenes en un caso, y A.
pleuropneumoniae y P. multocida tipo A en un caso. En uno de los cinco casos
positivos a H. parasuis por la PCR y negativo por bacteriologia, se detect6

infeccién por otros dos agentes, P. multocida tipo D y A. pyogenes por

bacteriologia (Cuadro 1) (Figura 8).

M C+ C-1 2 3 4 5

Figura 8 Amplificacién de la PCR a partir de muestras de campo. M= 1 kb ladder, C+=
control positivo H. parasuis, C-= control negativo sin ADN, 2= Muestra de pulmén de
un cerdo positivo a H. parasuis y 1,3,4,5 muestras de pulmén negativas H. parasuis



Cuadro 1. Resultados de la PCR y aislamiento bacterioldgico en muestras de campo
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ORIGEN PCR AISLAMIENTO
Mérida 300604-01 - S. suis
Mérida 300604-02 + H. parasuis

Puebla 030904-03

Veracruz 111004-05

Veracruz 111004-06

Veracruz 111004-07

Mérida 211004-08

A. pleuropneumoniae

Mérida 211004-09

A. pleuropneumoniae y P. multocida tipo A

Veracruz 121104-09

Veracruz 121104-10

S. suis

FES-C 061204-11

FES-C 061204-12

FES-C 061204-13

FES-C 061204-14

FES-C 061204-15

Sonora 061204-16

Sonora 061204-17

Sonora 061204-18

Sonora 061204-19

Sonora 061204-20

Sonora 061204-21

Sonora 061204-22

Sonora 061204-23

Sonora 061204-24

Sonora 061204-25

Monterrey 061204-26

Monterrey 061204-27

Monterrey 061204-28

Querétaro 240105-29

Querétaro 240105-30

Querétaro 240105-31

Querétaro 240105-32

Querétaro 240105-33

Querétaro 240105-34

Querétaro 240105-35

Querétaro 240105-36

Puebla 010205-37

B. bronchiseptica

Puebla 010205-38

B. bronchiseptica

Puebla 010205-39

B. bronchiseptica, A. pyogenes,

Puebla 010205-40

P. multocida tipo D, A. pyogenes

Puebla 010205-41

B. bronchiseptica

Puebla 010205-42

B. bronchiseptica

Puebla 010205-43

B. bronchiseptica

Querétaro 0702005-44

Querétaro 0702005-45

Querétaro 0702005-46

Querétaro 0702005-47

Querétaro 0702005-48

Querétaro 0702005-49

Mérida 080205-50

A. pleuropneumoniae

Torreén 080205-51

Edo. México 220205-52

Edo. México 220205-53

Tlahuac 010305-54

B. bronchiseptica
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Discusion
La PCR constituye una herramienta Gtil para el diagndstico molecular de la
enfermedad de Glasser, ya que ésta técnica permite la deteccién de hasta una
bacteria (3). Sin embargo, para la extraccién de ADN a partir de tejido (50 mg),
se requiere que estén presentes aproximadamente 156 UFC. EiI ADN extraido
se resuspendié en 50 pl y sélo se utilizaron 2 pl en la PCR que corresponde a
aproximadamente 6 UFC.
Oliveira S. et al.(2001) reporté que la sensibilidad de los iniciadores de la PCR
fue de 69 pg a partir de ADN purificado de H. parasuis a una temperatura de
alineacion de 59°C. En nuestro estudio se logré incrementar la sensibilidad
hasta 10 fg utilizando una temperatura de alineacién de 54°C, sin comprometer
la especificidad. De manera similar el autor detecta 100 UFC por la PCR a
partir de diluciones de cultivo bacteriano (3), mientras que nuestro estudio
detecta 0.063 UFC.
Oliveira S. et al. (2001), también reporta que obtiene amplificacién por la PCR a
partir de LCR, corazén, tonsilas y pulmén provenientes de animales inoculados
y de campo (3). En nuestro estudio Unicamente se obtuvieron amplificaciones a
partir de pulmén y no de LCR ni de corazén. Posiblemente esta diferencia se
deba a que los tejidos utilizados en este estudio provienen unicamente de
casos de campo, mientras que los de Oliveira S. et al. la mayorfa fueron
derivados de animales experimentales.
Uno de los principales inconvenientes para la deteccion de H. parasuis, a partir
de tejidos por bacteriologia 0 PCR, es el uso frecuente de quimioterapéuticos
que disminuyen las bacterias presentes en la muestra (5). En nuestro estudio, a

pesar de que los tejidos tenian las lesiones sugestivas de un cuadro
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respiratorio, la mayoria (38/54) fueron negativos a la bacteriologia y PCR. En
las muestras provenientes de Puebla solo un animal fue positivo a H. parasuis
por la PCR, las demas muestras (6/7) fueron positivas a B. bronchiseptica.
Aunque estos animales se encontraban bajo las mismas condiciones de
crianza no se encontré interaccion de H. parasuis con B. bronchiseptica, al
momento de este estudio como lo sugiere Brockmeier SL (24). Infeccién mixta
de H. parasuis y P. multocida tipo D fue detectada en un caso.

De las muestras de campo (54 casos), 5 (9.3%) fueron positivos a la PCR para
H. parasuis, de estos 1 (1.9%) también fue positivo por bacteriologia. Esto
sugiere que la sensibilidad de la PCR es mayor que la del resultado
bacteriolégico. Trece (24.1%) de las muestras tuvieron un resultado
bacteriolégico positivo a otras bacterias (A. pleuropneumoniae (5.5%), B.
bronchiseptica (13%), P. multocida tipo A y D (3.7%), y A. pyogenes (3.7%), S.
suis (3.7%).

Se requiere investigacion epidemioldgica de H. parasuis en las diferentes
regiones del pais. La metodologia descrita en este estudio provee las

herramientas para su desarrollo.
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APENDICE 1

Protocolo de extraccion de ADN por método de CTAB/Fenol:

1.- Se resuspendié el cultivo bacteriano en 1 ml de TE en un tubo de 1.5 ml,
hasta alcanzar una turbidez. De los tejidos se requiri6 50 mg que fueron
enjuagados y ligeramente macerados en la solucién de TE. Se centrifugé por 5

minutos a 13 000 rpm.

2.- Se resuspendio6 la pastilla en 567 ul de TE buffer hasta quedar homogénea;
se le adiciond 30 Wl de SDS al 10% y 1.5 ul de proteinasa K {(40mg/ml), se
mezclé suavemente en vortex e incubd a 37 °C durante 1 hora.

3.-Se adicioné 100 ul de 5M NaCl y 80 ul de sol. CTAB/NaCl, se mezcl6 e

incubd a 65 °C por 10 min en un bafo Maria.

Con este paso se comenz6 a remover polisacaridos y otras macromoléculas
contaminantes.

4 .- Se adiciond un volumen igual de Cloroformo alcohol isoamilico, se mezclé e
incubd por 5 min a 13 000 rpm. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo;
si se dificultaba se removié primero con un palillo estéril la capa de interfase.
5.- Se adicioné volumen igual de Fenol Cloroformo alcohol isoamilico, se
mezcld y centrifugé por 5 min a 13 000 rpm. Se removid la interfase si era
necesario.

6.- Se adicion6 600 ul de isopropanol, se mezclé suavemente y se dejé
precipitar el ADN. Se transfirié el precipitado, agregando 1 mi de etanol al 70%
para su lavado. Se secé a temperatura ambiente por 12 hrs.

Se centrifugé por 3-5 min a 13 000 rpm para obtener un rapido precipitado.
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7.- Finalmente se resuspendié la pastilla en 50-100 pl de TE dependiendo del
tamaro y se refrigeré el ADN.
Soluciones utilizadas

e TRIS 1M (pH 8.0)

121.1 g de base TRIS en 800 mi de agua destilada

e EDTA0.5M (pH 8.0)

186.1 g EDTA para 800mi de agua destilada

e Solucién TE
10 Mm Tris-Cl (pH 7.5 a 8.0)

1Mm EDTA pH 8.0

o Solucion amortiguadora de electroforesis
Tris-acetato (TAE)
Solucién de trabajo
1X: 0.04 M Tris-acetato

0.01 MEDTA
Solucion concentrada por litro (Sol. madre)
50X: 242 g Tris base

57.1 ml &cido acético glacial

100 mi 0.5 M EDTA (pH 8)

» Sulfato dodecyl de sodio al 10% (pH 7.2)

100 g SDS en 900 ml de agua destilada
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e Bromuro de cetiltrimetilamonico (CTAB)
10% CTAB

0.7 M NaCl

e Solucién amortiguadora de carga utilizada en el gel de agarosa
0.25% de azul de bromofenol
0.25% de xilencianol F.F
30% de glicerol en agua

se almacend a 4°C

e Bromuro de Etidio

100 mg/ml de agua destilada



28

Literatura citada

1.

Done SH. Haemophilus parasuis: A synopsis. The Pig Journal 1999; 44:
207-221

Ferri E., Puente VA. Meningitis bacteriana del cerdo: Enfermedad de
Glésser. Porci 2000; No. 59.

Oliveira S. Development of a PCR test to diagnose Haemophilus parasuis
infections. J. Vet, Diagn. Invest., 2001; 13: 495-501.

Lictensteiger CA., Vimr ER. Purification and renaturation of membrane
neuraminidase from Haemophilus parasuis. Vet. Microbiol. 2003; 2: 93,
79-87.

Rapp-Gabrielson VJ. Haemophilus parasuis in Diseases of Swine. 8" edit,
B.S. Straw et al., Blackwell Science, lowa State University., Ames, lowa,
1999, pag.475-500.

Segalés J. Porcine reproductive and respiratory syndrome virus and
Haemophilus parasuis antigen distribution in dually infected pigs. Vet.
Microbiol., 1998; 64: 287-297

Ciprian A. y Mendoza, S. Aplicacion de la serologia para el diagnéstico y
control de las enfermedades del “Complejo Respiratorio Porcino”.
Agrupacion de Consultores en Tecnologias del Cerdo. México, 2000.
Solano |, Segalés J. Porcine reproductive and respiratory syndrome virus
(PRRSv) interaction with Haemophilus parasuis Vet. Microbiol.1997; 55:

247-257



29

9. Smart NL. Glésser’s disease and prevalence of subclinical infection with
Haemophilus parasuis in swine in Southern Ontario. Can. Vet. J. 1989; 30:
339-343.

10.Larsen . Glasser’s on the increase. Pig Int. 1990; 20: 24.

11.Hill H., Conner. J.F. Haemophilus parasuis (Part 1), Agri-Practice 1993;
14: 19-23

12.Puente VA. Typing of Haemophilus parasuis strains by PCR-RFLP
analysis of the thpA gene. Vet. Microbiol. 2003; 92: 253-262.

13.Kilian M. A taxonomic study of the genus Haemophilus, with the proposal
of a new species. J. Gen. Microbiol.1976; 93: 9-62.

14.Kielstein P., Rapp-Gabrielson VJ. Designation of 15 serovars of
Haemophilus parasuis based on immunodiffusion using heatstable antigen
extracts. J. Clin. Microbiol. 1992; 30: 862-865.

15.Morozumi T, Nicolet J. Morphological variations of Haemophilus parasuis
strains. J. Clin. Microbiol. 1986; 23:138-142.

16. Rafiee M., Blackall PJ. Establishment validation and use of the Kielstein y
Rapp- Gabrielson serotyping scheme from Haemophilus parasuis. Aust.
Vet. J. 2000; 78: 172-174.

17.Hernandez MR; Ciprian A. Preparacién de un antigeno de Haemophilus
parasuis para el diagnostico de la enfermedad de Glasser en cerdos.
Memorias del Congreso Nacional AMVEC XXXIX. Mazatlan, México,
2004: 237

18.Rafiee M, Bara M. Application of ERIC-PCR for the comparison of isolates

of Haemophilus parasuis. Aust. Vet. J. 2000 Dec; 78: 846-9.



30

19.Kielstein P, Wuthe H. Phenotypic and genetic characterization of NAD-
dependent Pasteurellaceae from the respiratiry trac of pigs and their
possible pathogenetic importance. Vet. Microbiol. 2001; 81: 243-255

20.Segales J, Domingo, M. Immunohistochemical detection of Haemophilus
parasuis serovar 5 in formalin-fixed, paraffin-embedded tissues of
experimentally infected swine. J. Vet. Diagn. Invest. 1997; 9: 237-43. 19.

21.Quinn P.J, Carter M. E. Clinical Veterinary Microbiology. Ed. Woife,
Londres, England; 1994.

22. Alton G. Techniques for the Brucellosis Laboratory. Institut National de la
Recherche Agronomique, Paris , 1988.

23.Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. 2" edition Molecular cloning a
laboratory manual, ed. Clod Spring Harbor Laboratoy USA, 1989

24. Brockmeier SL. Prior infection with Bordetella bronchiseptica increases
nasal colonization by Haemophilus parasuis in swine. Vet. Microbiol. 2004,

99: 75-78



	Portada
	Contenido
	Texto

