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Resumen

RESUMEN.

La enfermedad de Glasser, es producida por la bacteria Haemophilus
parasuis. Esta enfermedad esta contemplada como una afeccion esporadica,
asociada a situaciones Pos-éstres principalmente en cerdos en la etapa de destete.
Sin embargo, en granjas con elevado grado de sanidad la enfermedad puede
producir una elevada morbilidad y mortalidad en todas las etapas de produccién.

El agente etiolégico de la enfermedad fue descrito por primera vez por
Glasser en 1910, como un bastén pequeiio gram negativo. Una de sus principales
caracteristicas es su requerimiento de factor V (NAD) para su crecimiento. El cerdo
es el Unico hospedero de este agente patdgeno. La infeccion por Haemophilus
parasuis es particularmente problematica sobre el aparato respiratorio.
Actualmente se tienen identificados 15 serotipos, de los cuales el 4 y 5 son los mas
prevalentes en los aislamientos en casos de campo alrededor del mundo. El sitio
inicial de colonizacién parece ser el tracto respiratorio alto de los cerdos,
preferentemente la mucosa nasal, aunque puede ser aislado también del drea
tonsilar y de otros sitos respiratorios. En el cuadro dinico se describen 4 formas:
La enfermedad de Gldsser o poliserositis fibrinosa, la septicemia, la miositis aguda
y la enfermedad respiratoria.

El diagnéstico se basa en los signos clinicos en presencia y ausencia de
lesiones en la necropsia, y en el cultivo bacteriolégico. Actualmente existen tres
pruebas de PCR para el diagndstico de Haemophilus parasuis. La primera radica en
las peculiaridades observadas en los genes tbp de las cepas. La segunda prueba es
La ERIC-PCR que esta basada en la amplificacion de secuencias de consenso
enterobacterial repetitivo intergénico y la tercera prueba de PCR con la cual se
amplifica un fragmento de 821pb de la regién que codifica para el ARN 16s.

v




Resumen

Se ha mostrado que la ERIC-PCR es eficaz para clasificar diferentes especies
bacterianas y para discemir entre las cepas de una misma especie, mientras que la
prueba de PCR que amplifica un fragmento de 821pb detecta al Haemophilus
parasuis de muestras clinicas y define la prevalencia de las infecciones.

En el estudio estas dos pruebas fueron estandarizadas en el laboratorio
como método de diagndstico de Haemophilus parasuis con el objetivo de evaluar
la ERIC-PCR para el posterior estudio de la enfermedad de Gldsser. El estudio se
llevd a cabo con cepas de Haemophilus parasuis aisladas de muestras obtenidas
de pulmon, comnetes nasales y liquido cefalorraquideo de diferentes cerdos en
granjas de México. Con la ERIC-PCR utilizando los oligonucleétidos ERICIR y
ERIC2 se obtuvieron diversos patrones de huellas gendmicas, en tanto que con los
oligonucledtidos Hps se amplificaron fragmentos de 821pb. La prueba de PCR con
oligonucledtidos Hps detecto de manera especifica a la bacteria Haemophilus
parasuis incluso con muestras contaminadas. La técnica de ERIC- PCR nos
permitié diferenciar entre las cepas aisladas de una misma granja, esto es
importante ya que con esto se podra realizar posteriormente estudios sobre la
epidemiologia en granjas de todo el pais.



Introduccion

1. INTRODUCCION.

1.1 Importancia de las enfermedades respiratorias.

Las enfermedades respiratorias son junto con las enfermedades entéricas,
un fenémeno que afecta al sector porcino acarreando graves consecuencias
econdmicas. Se sabe que las enfermedades respiratorias son las mas comunes y
costosas en cerdos desde el inicio a la finalizacién (Tielen,1995).

El conocimiento de los procesos patoldgicos que afectan la funcién
respiratoria de los porcinos se ha incrementado notablemente, y los efectos de las
enfermedades respiratorias en la redituabilidad de las empresas porcinas son bien
conocidas. Por esta razén los esfuerzos van encaminados a controlar las
enfermedades. Existen sistemas de manejo y produccion que se han desarrollado y
puesto en practica con el objetivo principal de evitar el efecto negativo de
cualquier infeccién en una poblacién (Iglesias y Trujano, 2000).

Las enfermedades respiratorias se observan en forma de neumonia y
pleuritis. La amplia gama de agentes bacterianos y virales que causan estas
enfermedades pueden actuar como microorganismos primarios 0 como agentes
secundarios; sin embargo, algunos de estos agentes etiologicos son de gran
importancia por si mismos debido a su prevalencia, impacto econdmico o
implicacién en programas de erradicadén nacional (Tielen, 1995).

1.1.1 Complejo respiratorio porcino.
El cerdo con excepcidn de las aves, es la Unica especie que ha sido objeto

de transformaciones bioldgicas, resultado de los avances en la ingenieria genética
y en la medicina veterinaria (Cipridn y Mendoza, 2001a).
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La clave del éxito de la porcicultura moderna radica en aumentar los indices
de ganancia diaria de peso (GDP) y aumentar la conversion alimenticia (CA). Estos
parametros se afectan seriamente por las enfermedades crénicas espedalmente
las neuménicas. En este aspecto las neumonias juegan un papel importante,
debido al tipo de explotacién intensiva al que es sometido el ganado porcino
(Cipridn y Mendoza, 2001a).

El Complejo respiratorio del cerdo es un proceso dindmico que involucra una
variedad de agentes. Algunos como el Actinobacillus pleuropneumoniae,
Mycoplasma hypneumoniae o el virus de Aujeszky, son primarios. Otros como
Haemophilus Parasuis, Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica o
Streptococcus suis son secundarios y requieren un evento inmunosupresor previo.
La mejor manera de controlar y prevenir el Complejo respiratorio, es el manejo
controlado de la granja con fundamentos de bioseguridad y en segundo lugar,
mejorar el estatus sanitario de la poblacion mediante el uso de productos
biolégicos especificos contra los microorganismos involucrados en cada granja
(Estrada, 1997).

Tabla 1. Bacterias involucradas en procesos respiratorios.

Patogenos primarios. Patogenos secundarios.

Mycoplasma hyopneumoniae Haemophilus parasuis
Actinobacillus pleuropneurnoniae  Pasteurella multocida
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Ultimamente la evidencia indica que en los procesos respiratorios de los
cerdos hay participacién de microorganismos que hace algunos afios no aparecian
en la lista; por ejemplo: Haemophilus parasuis (Iglesias y Trujano, 2000).

Esto quiere decir que con los controles actuales en la produccién, algunas
enfermedades estan perdiendo protagonismo. En la siguiente tabla se muestran
los microorganismos tradicionales y los microorganismos actuales.

Tabla 2.  Agentes tradionales y actuales.
Agentes tradicionales Agentes actuales

Mycoplasma hyopneumoniae  Haemophilus parasuis

Actinobacillus Streptococcus suis
pleuropneumoniae Staphylococcus hyicus
VPRRS Actinobacillus suis
Virus de la influenza porcina  Brachyspira pilosicoli
Pasteurella mulfocida VPRRS

Bordetella bronchiseptica Circovirus porcino.
Adenovirus

Tomado y adaptado de Torres, 2004.




1.2 Enfermedad de Glasser.

Definicion.

La enfermedad de Glasser o poliserositis infecciosa porcina, es una
enfermedad que a lo largo de las décadas se le ha contemplado como una afeccién
esporadica, asociada a situaciones pos-estrés, la cual afecta principalmente a
cerdos de 2 semanas a 4 meses de edad en el caso de cerdos convencionales,
pero en granjas con un elevado grado de sanidad (SPF) o en las que se maneja el
destete precoz o destete precoz medicado (SEW, MEW) la enfermedad se puede
convertir en una afeccion explosiva, produciendo una elevada morbilidad y
mortalidad en todas las etapas de produccién dentro de la granja. En donde puede
causar poliserisitis, poliartritis, miositis, septicemia, meningitis y muerte (Ciprian y
Mendoza, 2001b).

1.2.1 Etiologia.

Haemophilus parasuis fue descrito por Glasser, en 1910, como un baston
pequefio gram negativo, sin embargo esta bacteria a lo largo de los afios ha
recibido diversas denominaciones. Leche en 1960 la clasifico inicialmente como
Haemophilus suis y como Haemophilus influenza suis. Al observar su
independencia del factor X de coagulacion de la sangre (hemina u otras porfirinas)
se le cambid el nombre a Haemophilus parasuis (Kilian, 1976). Aln no se sabe
exactamente la posicién taxondémica dentro de la familia Pasteurellaceae debido a
la falta de homologia a nivel de ADN con otras bacterias del género Haemophilus
(Morozumi y Nicolet, 1986).

La caracterizacion bioquimica primaria del agente etiolégico de la
enfermedad de Gldsser sugeria era muy similar a Haemophilus suis, el cual
requiere tanto el factor X como el factor V (Nicotinamida adenina dinucleétido)
para su crecimiento. Sin embargo, mas tarde se demostrd Haemophilus parasuis
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requiere para crecer solamente el factor V (NAD). Una nueva especie, Haemophilus
parasuis, fue propuesta, usando el prefijo “para” por no requerir del factor X para
su crecimiento (Oliveira y Pijoan, 2003).

Microscopicamente, Haemophilus parasuis es un pequefio baclo o
cocobacilo pleomorfico. Se agrupa solo, en pares e incluso en cadenas
filamentosas, de longitud variable, desde 1 a 7 pm de largo y 0,2 a 2 pm de
ancho, gram negativo, que manifiestan la presencia de capsula en cultivos /n vitro.
La dependencia del factor V se resuelve mediante la adicion directa de NAD
(0,025%) a los medios de cultivo, en formulaciones que incorporan sangre
calentada (dgar chocolate) 0 mediante el satelitismo alrededor de colonias de
Staphylococcus aureus o S. epidermidis. Al cabo de 24-48 horas a 37°C, en
atmosfera aerobia o mejor en microaerofilia (en aislamientos primarios,
fundamentalmente), dan lugar a colonias pequefas, de 12 pym de diametro,
trasliicidas y no hemoliticas (en dgar con 5% de sangre de caballo) (Ferri et al,
2000).

Poseen actividad catalasa, oxidasa y reducen los nitratos a nitritos. Carecen,
sin embargo, de actividad ureasa; no producen indol ni descarboxilan la ornitina,
lisina y arginina. Producen &cido de la glucosa, manosa, maltosa y sacarosa, pero
son negativos sobre la xilosa, lactosa, manitol, ramnosa y arabinosa (Ferri et al.,
2000).

Figura 1. Morfologia de Haemophilus parasuis. Microscopio optico (100x).
Tomada de Ferri et al, 2000,



1.2.2 Distribucion.

Debido que a lo largo de la historia se ha conceptualizado al Haemophilus
parasuis como un microorganismo que actia en forma secundaria y debido a su
naturaleza heterogénica y a la dificultad para manejar las muestras clinicas y lograr
el primoaislamiento, no se sabe a ciendia cierta si es un microorganismo ubicuo o
no. Gracias a los estudios realizados para diferenciar los serotipos existentes se
sabe esta distribuido en E.U.A., Alemania, Canada, Australia y Brasil (Ciprian y
Mendoza, 2001b).

En México también se ha aislado el Haemophilus parasuis pero se han
realizado hasta el momento muy pocos estudios, solo se puede encontrar una sola
referencia en cuanto a serotipificacion. Este estudio es el realizado por Herrera et
al (2003) con muestras obtenidas de granjas de los estados de Guanajuato,
Jalisco, Estado de México, Nvo. Leén, Oaxaca , Puebla, Veracruz, Sonora y
Yucatan.

Las muestras en este trabajo fueron cultivadas en México y se determind
por el tipo de crecimiento que eran de Haemophilus parasuis, posteriormente
fueron suspendidas en una solucion salina con formalina y se enviaron a la
Universidad de Montreal para su serotipificacion (Herrera et al,, 2003).

1.2.3 Epidemiologia.

El cerdo es el Unico hospedero de varios agentes patégenos, incluyendo a
Haemophilus parasuis. La bacteria se recupera generalmente de las fosas nasales,
en ocasiones sin cuadro clinico alguno, hasta el punto de representar una de las
especies bacterianas mas prevalentes en el caso de lechones de una semana de
edad, y de los pulmones con neumonia (Moller et a/, 1993).
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La infeccidn por Haemophilus parasuis es particularmente problemética
sobre el aparato respiratorio. La presencia de Haemophilus parasuis en las fosas
nasales, a las que coloniza, no implica la existencia de un proceso morboso y, por
lo general, tiene lugar en animales protegidos inmunitariamente. En el caso del
pulmén se comporta, habitualmente, como un invasor secundario, oportunista, que
produce enfermedad asociado con otros agentes bacterianos (Actinobacillus
pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae, M. hyorhinis) o viricos (virus de
la enfermedad de Aujeszky, virus del PRRS, virus influenza, coronavirus porcinos,
etc.) o ooincidiendo con una falta de inmunidad protectora especifica, lo que da
lugar a lesiones pulmonares que recuerdan las de la neumonia enzodtica.
Ocasionalmente se ha podido demostrar su condicion de agente etiolégico
respiratorio  primario, especialmente en casos de bronconeumonia
fibrinosupurativa. En cualquier caso, parece daro que el tracto respiratorio actia
como puerta de entrada del microorganismo, y que en ocasiones se produce la
infeccién sistematica generalizada y, por tanto, la enfermedad clinica. (Feri et al,
2000).

La mayoria de los estudios epidemioldgicos sobre Haemophilus parasuis
estan basados en la informacién que nos da la serotipificacion. De los 15 serotipos
identificados (Kielstein and Rapp-Gabrielson, 1992), los serotipos 4 y 5 fueron los
mas prevalentes en aislamientos de casos de campo en Japén (Morickoshi et a),
1990), Alemania (Kielstein and Rapp-Gabrielson, 1992), Estados Unidos (Rapp-
Gabrielson and Gabrielson, 1992) y Espaiia (Rubies et al., 1999). Los aislamientos
australianos han sido principalmente serotipos 5 y 13 (Rafiee and Blackall, 2000).

En México, de un total de 20 aislamientos, los serotipos encontrados y el
porcentaje de los mismos indican el serotipo con mayor prevalencia es el serotipo
4 que fue aislado en 13 muestras dando un porcentaje de 60%, el segundo
porcentaje mds alto fue el del serotipo 12 en 4 muestras y un porcentaje de 20%,
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los serotipos 1, serotipo 13 y una muestra no tipificable tienen un porcentaje del
5% cada uno (Herrera et al,, 2003).

1.2.4 Patogenicidad.

El sitio inicial de colonizacién por Haemophilus parasuis en el tracto
respiratorio alto de cerdos es todavia controversial. El organismo ha sido
consistentemente aislado de cavidad nasal y traquea, raramente de pulmones y
tonsilas cuando se hace una inoculacién intranasal de cerdos (Oliveira y Pijoan,
2003).

Varios autores sugieren que Haemophilus parasuis puede preferendalmente
colonizar la mucosa nasal de cerdos, pero el organismo puede también ser aislado
del area tonsilar y de otros sitios respiratorios, como la traquea por ejemplo
(Oliveira y Pijoan, 2003).

Los datos disponibles sobre la patogénesis del proceso proceden, por lo
general, de modelos experimentales de infeccdn, casi siempre cerdos inoculados
intranasalmente con cepas virulentas de Haemophilus parasuis. En estas
condiciones, a las 12 horas de la inoculacidn se aisla el agente de la cavidad nasal
y de la trdquea, mientras que a las 36 horas ya se recupera de la sangre. Entre las
36 y 108 horas posteriores se recupera con caracter sistémico (Moller et a/, 1993).

Mediante procedimientos inmunohistoquimicos y por microscopia electronica
se ha comprobado la colonizacién precoz de la porcion media y caudal de la
cavidad nasal y de la trdquea, que se asocia con rinitis purulenta, pérdida de cilios
y dilatacion de las células de la mucosa nasal y traqueal. Haemophilus parasuis
coloniza preferentemente la cavidad nasal y la trdquea, pero no las tonsilas (al
contrario que A. pleuropneumoniae), 1o que se relaciona con la capacidad para
aislar este microorganismo de las fosas nasales pero no de las tonsilas o de los
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puimones sanos, a partir de las muestras de cerdos en el matadero (Moller et al,
1993).

La capsula, fimbrias y otras proteinas de membrana externa (OMP) han sido
asociadas con la colonizacién del tracto respiratorio alto por varios miembros de la
familia Pasteurellaceae, incluyendo el género Haemophilus (Nicolet, 1990).

La asociacion entre expresion capsular, perfiles de proteinas de membrana
externa, y virulencia de Haemophilus parasuis, es controversial. Se ha reportado
la mayoria de las cepas aisladas del tracto respiratorio alto de cerdos sanos son
encapsuladas, mientras el aislamiento de cepas de sitios sistémicos fueron
predominantemente no encapsuladas. Sin embargo con cepas encapsuladas de
Haemophilus parasuis se ha demostrado que el encapsulamiento es
cualitativamente reducido después de realizar pases /n vitro (Rapp-Gabrielson et
al., 1992).

Estudios realizados con perfiles de proteinas de célula-completa sugieren
una potencial patogenia de cepas de Haemophilus parasuis con la participacion de
un grupo mayor de proteinas de alrededor de 37 kDa. Estas fueron clasificadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida como PAGE tipo II, entre tanto los otros
aislamientos carentes de estas proteinas fueron dasificados como PAGE tipo I
(Morozumi y Nicolet, 1986).

Se ha examinado la produccién de lipooligosacaridos (LOS) por Haemophilus
parasuis, y se encontré que cepas virulentas y no virulentas comparten patrones
similares. Haemophilus parasuis produce estructuras parecidas a fimbrias después
de pasajes /in vivo, pero el aislamiento comin de este organismo de la cavidad
nasal de animales aparentemente sanos plantea el cuestionamiento si el dasico
concepto de adhesion al sitio de entrada es prerrequisito para la iniciacion de la
invasion (Nicolet 1990).
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Los serotipos han sido usados cominmente como indicadores de virulencia.
Inoculaciones intraperitoneales a cerdos SPF con los serotipos 1,5, 10, 12, 13y 14
causan muerte o morbilidad en cuatro dias, y esas cepas fueron clasificadas como
altamente virulentas. Los serotipos 2, 4 y 15 causan poliserositis, pero no muerte,
y fueron clasificados como moderadamente virulentos. Los restantes serotipos (3,
6, 7, 8, 9, 11) no producen signos clinicos y fueron considerados no virulentos
(Kielstein y Rapp-Gabrielson,1992; Amano et al, 1994).

Un estudio reciente de prevalencia en rebafios de Norte América muestra las
cepas potenciaimente patdgenas, de sitios sistémicos, fueron de serotipos 2, 4, 5,
12, 13, 14 o no tipificables; los del tracto respiratorio alto de animales sanos son
genéticamente homogéneos (diferentes de los aislamientos de sitios sistémicos)
predominando el serotipo 3 o no tipificables (Oliveira et al, 2003).

Algunos autores creen que alteraciones de la mucosa pueden permitir que
Haemophilus parasuis invada y gane el acceso a torrente sanguineo, pero ni la
microscopia electrénica, y prueba de inmunohistoquimica han asociado a la
bacteria en areas de cilia perdida y degeneracion celular. Esto sugiere que una
toxina soluble de Haemophilus parasuis pueda estar asociada con el dafio celular
observado (Oliveira y Pijoan, 2003).

Aunque el dafio a la mucosa nasal facilita la invasion de H. parasuis, en
cualquier caso, se desconocen los factores implicados en la infeccién sistémica,
aunque resulta muy destacable la virulencia de algunas cepas, capaces de producir
enfermedad generalizada y muerte en cerdos inoculados intranasalmente con solo
100 UFC. En animales sometidos a estas condiciones, la bacteremia resuita
evidente en las primeras etapas de la infeccién (Ferri et a/ 2000).
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Actualmente se han referido a la deteccién de una enzima, neuraminidasa

(sialidasa), cuya presencia se hace evidente al final de la fase de crecimiento

logaritmico, que se asoda a las células y que no requiere Ca** para su actividad.

Su funcién en la biologia de Haemophilus parasuis podria estar relacionada con la
supervivencia intracelular (Lichtensteiger y Vimr., 1997).

1.2.5 Cuadro clinico.

En la piara afectada, los signos que se manifiestan incluyen fiebre y apatia,
seguidos de inapetencia y anorexia. Los primeros signos son tos, disnea, pérdida
de peso, cojeras y enrojecimientos. Pueden apreciarse, igualmente,
manifestaciones de dolor al caminar, hinchazén de las articulaciones, escalofrios y
temblores, asi como incoordinacidn, cianosis, redinacion y, por (itimo, puede
sobrevenir la muerte del animal. Existen visibles secuelas de los procesos agudos,
tanto en las hembras reproductoras (en forma de abortos y cojeras cronicas) como
en los verracos o en los animales en crecmiento, en los que puede ser manifiesta
una menor tasa de engorda (Rapp-Gabrielson, 1996). El cuadro dinico depende de
la localizacién de las lesiones inflamatorias. Seglin esto, se describen cuatro formas
clinicas: la enfermedad de Glasser (propiamente dicha o también llamada
poliserositis fibrinosa), la septicemia (sin lesiones de poliserositis), la miositis
aguda (en los musculos maseteros) y la enfermedad respiratoria (Ferri et al.,
2000).

Las lesiones macroscopicas primarias consisten en la presencia de un
exudado serofibrinoso o fibrinopurulento en las superficies mucosas, de forma
localizada o en presencia mdltiple, incluyendo el peritoneo, el pericardio y la
pleura, asi como en las superficies articulares, particularmente en el carpo y tarso.
La presencia de neumonia no es un suceso habitual, incluso aunque el
microorganismo haya sido aislado de los pulmones. Segun algunos autores, las
diferencias en la capacidad para producir neumonia pueden deberse a las
diferencias en el modo de infeccién, a las dosis infectantes y al potencial patégeno
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de las cepas implicadas, al menos seguin se desprende de los datos derivados de
infecciones experimentales: por ejemplo, los serotipos 1, 4 y 5 no se distinguen
por su capacidad para producir neumonia (Amano et al, 1994). En los casos
septicémicos se observa la presencia de petequias y equimosis en el higado, rifién
y meninges, detectandose también altos niveles de endotoxinas en el plasma, asi
como trombos de fibrina en muchos dérganos. La replicacién subsiguiente del
microorganismo en las superficies serosas produce la poliserositis, poliartritis y
meningitis que se observan en los casos tipicos de campo. Con menor frecuencia,
puede observarse un proceso septicémico agudo que incluye cianosis, edema
subcutaneo y pulmonar y muerte, todo ello en ausencia de los tipicos signos
inflamatorios de las mucosas (Amano et al, 1994).

Las meninges son una de las zonas de inflamacién mas frecuentes de la
enfermedad llegando, en ocasiones, a presentarse en el 80% de los animales
enfermos. En los casos muy graves puede apreciarse meningitis, opacidad de las
membranas del cerebro (region occipital) y cerebelo. Habituaimente se produce un
aumento del liquido cefalorraquideo, que presenta un aspecto lechoso debido a fa
abundancia de glébulos blancos. Ocasionalmente, se ha descrito
meningoencefalitis trombdtica, con depdsitos de fibrina en meninges y vasos
sanguineos y, otras veces, edema moderado (Segales, 1996).

Figura 2. Enfermedad de Gldsser: forma respiratoria. Aspecto pulmonar.
Tomada de Ferri et al, 2000.
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1.2.6 Diagnéstico.

Una de las dificultades para el diagndstico correcto de Haemophilus parasuis
es la carencia de métodos diagndsticos rapidos y sencillos, asi como capaces de
diferenciar los serotipos presentes, cuestién que es sumamente importante ya que
se ha demostrado pueden existir diferentes serotipos de la bacteria en una misma
granja, la protecciéon de la mayoria de las bacterinas comerdales es serotipo
especifica y algunos serotipos de las cepas de campo no producen inmunidad
adecuada para ofrecer una proteccion real, razén por la cual algunas
autobacterinas pueden no dar resultados satisfactorios. El diagndstico de la
infeccién por Haemophilus parasuis esta basado (inicamente en signos clinicos, en
presencia o ausencia de lesiones en la necropsia, y en el cultivo bacteriolégico.
(Vahle et al, 1997).

Haemophilus parasuis depende de una fuente externa de NAD para su
aislamiento y crecimiento, las muestras clinicas rutinariamente se cultivan sobre
agar sangre con una cepa adyacente de S. aureus, posteriormente en PPLO con
suplemento de NAD o sobre agar chocolate (Segales, 1996).

El diagndstico diferencial  incluye otras bacterias no hemoliticas
dependientes del factor V, tales como Actinobacillus indolicus, Actinobacillus
porcinus y Actinobacillus minor, como se muestra en la tabla 3 . La naturaleza
fastidiosa de Haemophilus parasuis a menudo perjudica el aislamiento de estos
organismos de muestras clinicas. El uso de antibiéticos (tales como Lincomicin y
Bacitracina) en el medio de cultivo pueden mejorar la recuperacion de muestras
clinicas contaminadas. (Pijoan et a/, 1983).
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TABLA 3. Reacciones bioquimicas diferenciales de bacterias NAD-dependientes

aisladas de cerdos.

Otros NAD-dependientes Pasteurellaceae

Caracteristicas
Bioquimicas

parasuis

Actinobacillus
pleuropnewmoniae

Actinobacillus

minor

Haemophilus

taxon C

Actinobacillus
porcinus

Actinoba-
cillus

indolicus

Ureasa

Hemolisis

Indol

Fermentacion de

Glucosa

+/-

Lactosa

+-

va

Sucrosa

+-

Manitol

+/-

+/-

Xilosa

+/-

+/=

L-Arabinosa

+-

Rafinosa

+-

Fuentes: Rapp-Gabrielson y Gabrielson 1992; y Moller ef al. 1996.

Técnicas alternativas han sido propuestas para el diagnéstico de infecciones
por Haemophilus parasuis. El organismo se ha detectado, en muestras dinicas de
animales infectados experimentalmente, por inmunohistoquimica (IHC), que
también permite la deteccién de los organismos no viables en el citoplasma de

células fagociticas (Segales, 1996).
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Otro método de diagnéstico son los ensayos de hibridacién en placa de
captura de oligonucledtidos especificos (OSCPH), es muy sensible detectando <
100 UFC/ mL en cultivos puros. Sin embargo se presentan reacciones cruzadas con
aislamientos de Actinobacillus indolicus (Casamglia et al., 1999).

El diagnéstico serolégico de Haemophilus parasuis es inconsistente e
inexacto. La deteccion de anticuerpos contra Haemophilus parasuis han sido
realizados por fijacion del complemento (CF) (Nielsen, 1993), pruebas de
hemaglutinacion indirecta (IHA) (Miniats et a/, 1991) y por enzimoinmunoensayo
(ELISA) (Solano-Aguilar et al, 1999).

También una prueba de PCR promete una mejor sensibilidad al detectar
Haemophilus parasuis de muestras clinicas. Esta técnica amplifica las regién que
codifica para el ARN 16s. Este ensayo detecta desde 10 UFC/mL, y se cree es
mucho mas sensible que el aislamiento tradicional. (Oliveira et al, 2001).

Recientemente se ha desarrollado una PCR que permite la deteccién e
identificacion de la espede Haemophilus parasuis, tanto a partir de muestras
clinicas como en cepas aisladas en el laboratorio. El fundamento técnico del
método desarrollado radica en las peculiaridades observadas en los genes tbp de
las cepas de este microorganismo, respecto de otros patégenos porcinos proximos
como Actinobacillus suis y Actinobadillus pleuropneumoniae. El método permite
discriminar un positivo a Haemophilus parasuis de un positivo a Actinobacillus
pleuropneumoniae y, 1o que es mas importante, otras cepas no patogenas de la
familia Pasteurellacea presentes en el cerdo (Actinobacillus minor, Actinobacillus
porcinus y Actinobacillus indolicus) ofrecen resultados negativos (Ferri et al,
2000).
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1.2.7 Tratamiento

El tratamiento es con antibiéticos basandose en pruebas de sensibilidad
(antibiograma), hasta el momento no existe un antibiético autorizado, que sea
especifico contra el Haemophilus parasuis. El antibidtico que se vaya a emplear
debe ser administrado los mas temprano posible con respecto a la infeccién
buscando la “prevencién” (Rosales, 2001).

En los brotes graves de la enfermedad de Gldsser, el uso de antibidticos
tanto con fines terapéuticos como preventivos, posee un escaso valor, debiéndose
administrar, parenteralmente, dosis altas ( de los productos mas convenientes por
lo general, penicilina, aunque se han descrito cepas resistentes) al comienzo de la
infeccion, cuando empiezan a manifestarse signos dlinicos; se debe tratar, ademads,
la totalidad del grupo, sin esperar a que manifiesten signos o sintomas. (Trigo et
al., 1996).

Se sabe que los antibiéticos que pueden ser utilizados para el tratamiento
en contra de Haemophilus parasuis son penicilina, ampicilina, trimetroprim con
sulfonamidas y tetraciclinas. También se ha reportado los antibiéticos menos
efectivos contra Haemophilus parasuis son los aminoglucosidos y sulfonamidas. En
otros trabajos se han encontrado cepas resistentes a diferentes tipos de
antibiéticos (Ciprian y Mendoza, 2001b). En la tabla 4 se muestra el porcentaje de
resistencia de Haemophilus parasuis a diferentes antimicrobianos.
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Tabla 4. Porcentaje de resistencia de H. parasuis a diferentes antimicrobianos.

AGENTE ANTIMICROBIANO % DE RESISTENCIA
Ampicilina 0.0
Enrofioxacina 0.0
Cefalotina 0.0
Ceftiofur 241
Penicilina 2.1
Sulfaclorpiridazina 2.1
Gentamicina 4.3
Epectinomicina 4.3
Trimetoprim/sulfa 6.4
Amikacina 6.4
Eritromicina 10.6
Tetracidina 14.9
Neomicina 213
Apralan 29.8
Clindamicina 40.4

Tomado de Ciprian y Mendoza 2001b.

Las medidas profildcticas de administracion de antibiéticos en granjas de
cerdos SPF no han demostrado una gran eficiencia al no poder reducir la
morbilidad y la mortalidad ante un brote de la enfermedad de Gldsser, debido a
que los efectos han sido poco benéficos y de corta duracién. Por lo que
posiblemente el sistema mds adecuado de control de la enfermedad sea la
medicacion individual y el uso de bacterinas que incluyan el serotipo o los
serotipos involucrados en el brote y presentes en la granja (Ciprian y Mendoza,
2001b).
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1.2.8 Prevencion y control.

La eliminacion de H. parasuwis de la granja puede no ser un objetivo
deseable, puesto que como consecuencia de la mezcla de cerdos de distintas
edades con otros que albergan H. parasuis durante las Ultimas etapas de la
produccién, puede darse lugar a un brote de enfermedad con efectos devastadores
desde el punto de vista econémico. Por esta razon, la introduccién de nuevos lotes
con diferentes estados de salud debe ir acompafiada de periodos de aislamiento y
aclimatacion suficientemente largos para que se desarrolle inmunidad protectora,
por vacunacién o por exposicidn natural al agente (Solano-Aguilar et al, 1999).

La inmunidad natural y/o matema constituyen factores criticos para el
control de la enfermedad de Glasser. Los cerdos expuestos con anterioridad a
cepas avirulentas de Haemophilus parasuis desarrollan resistencia a la exposicién
con cepas virulentas (Nielsen, 1993). La vacunacién de las cerdas gestantes
proporciona una inmunidad materna en los lechones, que se prolonga por un
periodo de hasta cuatro semanas frente al mismo serotipo contenido en la
bacterina (Solano-Aguilar et a/,1999).

Existen informes acerca del control, con éxito, por vacunacién con
bacterinas comerciales o autovacunas; en otras ocasiones, los resultados han
terminado en un fracaso, probablemente debido a la falta de proteccién cruzada
para los serotipos implicados en el proceso clinico. En cualquier caso, no se ha
investigado lo suficiente el papel de Ia inmunidad materna inducida por bacterias
en el desarrollo de la infeccién. Recientemente Rapp-Gabrielson et a/ (1997), han
inmunizado madres con una bacterina comercial que induia los serotipos 4 y 5, de
modo que los cerdos nacidos resistieron el desafio. Los anticuerpos matemos no
interferian con la vacunacién a la primera y tercera semanas de edad. La
proteccién frente a otras cepas virulentas no siempre resulta evidente en los
modelos experimentales. Aunque la proteccion cruzada es un objetivo primario de
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las vacunas comerciales, las autovacunas pueden perder eficacia si estan
presentes mas de una cepa o serotipo, o ha tenido lugar recientemente la
introduccién de un nuevo serotipo en la explotacién. Todo ello permite condcluir
que se mantiene la duda de que los antigenos protectores puedan ser distintos de
los factores de virulenca y/o los antigenos especificos de serotipo (Rapp-
Gabrielson ef al,, 1997).

Rapp—Gabrielson et al. (1996, 1997), utilizando una bacterina con os
serotipos 4 y 5, han demostrado la eficacia del desafio con diferentes cepas del
mismo serotipo, asi como proteccion cruzada frente a otros serotipos heterélogos,
aunque en ningin caso la proteccién fue completa frente a todos los serotipos, ni
siquiera frente a los mas comunes en América del Norte.

Esto quiere dedr que previo al uso de bacterinas se debe tener presente
que la mayoria de las granjas tienen mas de un serotipo potencialmente causando
la enfermedad, que no existe seguridad de que la cepa aislada sea una de las
responsables de la enfermedad, ademas de que algunos aislamientos son
deficientes en cuanto a la presencia de factores inmunogénicos protectivos
(Rosales, 2001)

Los programas de control pueden incluir vacunacién y tratamientos con
antibidticos, sin descuidar las practicas de manejo que tanta incidencia poseen en
la creacién de situaciones de estrés sobre los animales (Ferri et al, 2000).
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1.3 El estudio del PCR y las enfermedades respiratorias.

La técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es considerada
hoy en dia como una herramienta imprescindible en el laboratorio de Biologia
Molecular e Ingenieria Genética (Luque y Herrdez, 2001).

El objetivo de esta técnica es la amplificacion directa de un gen o un
fragmento de ADN, o indirecta de un ARN (en este caso, a través de su ADN
complementario, (CADN) , presentes en mezclas de muy diversas fuentes, sin
necesidad de una purificacion previa de la muestra integra original. Se puede partir
de homogeneizados, extractos crudos de tejido, sangre completa, mezclas de
fragmentos de ADN obtenidos con enzimas de restriccidn, muestras resultantes de
la extraccion y aislamiento de ADN. Las aplicaciones de la PCR son muy numerosas
y variadas. Como ejemplos, pueden citarse: clonacién acelular de fragmentos de
ADN, deteccion de secuencias sin purificacién previa, secuenciacion de acidos
nucleicos, establecimiento de polimorfismos de secuencia, rastreo de mutaciones,
tipificacion de ADN para transplantes, diagnéstico de enfermedades genéticas,
prenatales o0 no, determinacién de secuencias espedificas de ADN relacionadas con
situaciones patoldgicas definidas, resolucion de problemas forenses o
arqueoldgicos, estudios evolutivos, deteccion de microorganismos infecciosos,
detecdon de células tumorales, amplificacion de ADN para su posterior clonacion
celular (Lugque y Herrdez, 2001).

En microbiologia la PCR se puede utilizar para identificar los
microorganismos causantes de enfermedad y es de suma importancia en medicina
donde es necesario un diagndstico rapido. Hoy en dia el PCR no se puede
considerar como substituto de la bacteriologia cldsica. La PCR es inferior en
sensibilidad a los métodos désicos cuando las bacterias tienen crecimiento rapido,
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no obstante tiene muchas ventajas al detectar microorganismos de crecimiento
lento o cuando la deteccién se lleva a cabo en muestras contaminadas. Una de las
ventajas mas evidentes de la técnica de PCR es la rapidez de los resultados y de
que se pueden trabajar muchas muestras. Con la bacteriologia tradicional se
necesitan un minimo de dos dias para alcanzar un diagnéstico certero. Pero en el
caso del PCR, solamente se necesitan algunas horas. Por lo tanto las bacterias de
lento credmiento, o bacterias no cultivables, virus, asi como hongos, son los
mejores candidatos para ser detectados por PCR ( Mendoza y Pijoan, 2001).

Muchas técnicas basadas en PCR han sido descritas y se han aplicado en la
medicina veterinaria. El diagndstico rutinario de algunos laboratorios se enfoca en
los siguientes microorganismos: P. multocida se detecta toxina positiva DNT (+),
M. hyopneumoniae (nested PCR), S. suis y H. parasuis (rep-PCR) y PRRSv
(Tagman). Estos son los agentes principalmente implicados en el Complejo de la
Enfermedad Respiratoria de los Porcinos. Este sindrome es cada vez mas
importante la causa de una baja productividad de los cerdos, caracterizado por un
crecimiento lento, la baja de eficacia alimenticia, anorexia, tos y disnea, donde
estan involucrados estos microorganismos ( Mendoza y Pijoan, 2001).
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1.3.1 Secuencias ERIC.

Cuando se realiza un analisis de ADN por métodos genotipicos, se incluyen
dentro de este tipo de métodos todos aquellos en los que se estudia directamente
la carga genética bacteriana, tanto la cromos6mica como la extracromosémica.

Aunque las técnicas aplicadas son similares, suele hacerse una primera
distincién entre los estudios centrados sobre plasmidos y los estudios centrados en
el ADN comosdmico. En el segundo grupo de técnicas basadas en el andlisis de
fragmentos amplificados por PCR, se utilizan primers que reconocen secuencias
definidas del DNA (Badiola, 2000).

En algunas ocasiones se han amplificado genes conocidos, o determinadas
zonas intergénicas, que muestran suficiente capacidad de discriminacion
epidemioldgica entre cepas, al someterse a estudio de los fragmentos obtenidos
por la digestion de los productos ampliflicados con endonucleasas de restriccion
(Stanley., et a/1995).

En otras ocasiones se han utilizado oligonucleétidos que reconocen
Secuencias Palindromicas Extragénicas repetitivas REP, altamente conservadas en
eubacterias. Las regiones de ADN amplificadas con esta metodologia corresponden
a los genes estructurales flanqueados por los primers usados, por lo que puede
representar solo una forma indirecta de observacion de las variaciones de dichos
genes (Versalovic et al,, 1991).

Estas secuencias REP parecen jugar un importante papel en la transcripcion

o en la estabilidad del mRNA y en la interaccion del ADN con la DNA polimerasa I
(Wilson., et a/ 1990).
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La técnica basada en el reconodmiento de las Secuencias Palindrémicas

Extragénicas Repetitivas se denomina, genéricamente, REP-PCR “repetitive

extragenic palindromic PCR". Existiendo ciertas variaciones, como la que emplea

primers que reconocen una subclase de elementos REP presentes en

enterobacterias y conocidos como ERIC (“enterobacterial repetitive intergenic
consensus” o ERIC) (ver tabla 5) (Vesalovic et a/ 1991).

En 1992 se examiné la distribucion de las secuencias Consenso
Enterobacterial Repetitivo Intergénico (ERIC) dentro del genoma de una gran
nimero de aislamientos de bacterias gram negativas. Las secuencias ERIC son
altamente conservadas en el nivel de secuencia de nucledtido, pero su localizacién
cromosomica difiere entre especies y cepas. Las secuecias ERIC tienen 126 pb y
parecen ser restringidas a regiones transcritas del genoma, cualquiera de las dos
dentro de regiones intergénicas de operones policistronicos o0 en regiones no
traducibles arriba o debajo de marcos abiertos de lectura (Brujin, 1992).

Tabla 5. Secuencias ERIC.
ERIC
Consenso | 5°-GTGAATCCCCAGGAGCTTACATAAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"

—

ERICALL | 5'-GTGAATCCCCAGGAGCTTACATAAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"

ERICIR | *——
. 3"-CAC TTA GGG GTC CTC GAA TGTA-5’

—_—

ERIC2 5°-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGCG-3’
Tomado y adaptado de Versalovic ef al, 1991
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Introducdon

La ERIC-PCR ha mostrado ser eficaz para clasificar bacterias a nivel de
especie e incluso para discernir entre cepas con diferentes grados de virulencia. La
ERIC-PCR ha resultados ser altamente discriminatoria, rapida y sencilla de llevar a
la practica, por lo que se le considera un método muy valido en estudios
epidemioldgicos ( Hu and Totake, 1997)

1.3.2 Secuencias ARN 16s

Recientemente desarrollaron una prueba de PCR que promete una mejor
sensibilidad al detectar Haemophilus parasuis de muestras clinicas. Este ensayo
detecta 10 UFC/mL, y se cree es mucho mas sensible que el aislamiento
tradicional. Una de las principales aplicaciones del método es la definicién de la
prevalencia de infecciones sistémicas en la piaras afectadas (Oliveira et a/, 2001)
(Chang, 2003).

En esta prueba de PCR se compararon las secuencia genética de la
subunidad 16s del RNA ribosomal de H. parasuis con 56 secuencias 16s de
bacterias realcionadas, incluyendo las aisladas con mayor frecuencia en tejidos
procedentes de cerdos. Muestras colectadas por hisopos estériles producen
resultados en menos de 24 horas. La prueba de PCR es mas especifica
produciendo resultados negativos probados cuando se usaron 15 bacterias
cominmente aisladas de tejido de cerdo (Oliveira et al,, 2001).
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1.4 Justificacion e hipétesis.
1.4.1 Justificacion.

La actividad porcina en México durante los Gltimos afios ha presentado un
importante desarrollo como resultado de trabajar cada vez mas sistemas intensivos
de produccién, asi como a la adopcién de nuevas tecnologias provenientes de
otros paises (Quiles, 2001). En esta moderna industria porcina, algunos procesos
infecciosos de origen bacteriano cursan con inflamacion de las meninges. Debe
mencionarse especialmente la infeccion por Haemophilus parasuis que es el
causante de la enfermedad de Glasser. Se considera, en la actualidad, uno de los
problemas emergentes porcinos de mayor interés econémico y dentifico, asociado
a determinadas practicas de manejo ligadas a explotaciones calificadas como
"excelentes" desde el punto de vista sanitario, incluyendo explotaciones SPF (libres
de patégenos especificos) o, simplemente, de alto estatus sanitario. En este tipo
de granjas la enfermedad aparece de forma fulminante, con muertes sibitas que,
en ocasiones, adquieren niveles preocupantes.

Probablemente, la coincidencia con nuevos sindromes respiratorios en los
que se implican otras bacterias o virus ha contribuido de modo decisivo al
incremento de la prevalencia y gravedad de la enfermedad. (Ferri et a/,, 2000). Por
eso el estudio de la epidemiologia en las piaras es muy importante. Técnicas como
la ERIC-PCR han mostrado resultados muy Utiles porque identifica cepas
individuales, ain del mismo serotipo. En estos estudios han demostrado que la
mayoria de los brotes de la enfermedad en granjas son debidos a una sola cepa y
que existe transmision de estas cepas entre granjas (Mendoza et a/, 1999). Para
el caso de México se necesita saber si el Haemophilus parasuis tiene el mismo
comportamiento dentro de las granjas, ya que seria de gran ayuda, para este
sector, establecer el diagndstico por ERIC-PCR para el control de la enfermedad
de Gldsser.
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Hindtesi

1.4.2 Hipoétesis.
Si logramos estandarizar la técnica de PCR con los oligonucledtidos ERIC y

Hps para el diagndstico de la enfermedad de Glasser entonces podremos estudiar
el comportamiento de las cepas de Haemophilus parasuis dentro de las granjas.
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Objetivos

2. OBJETIVOS.
2.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la técnica de ERIC-PCR mediante la obtenciéon de muestras de

campo positivas a Haemophilus parasuis para la deteccién temprana de la
enfermedad de Glasser y estandarizar la técnica.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

Aislar Haemophilus parasuis de muestras de pulmén, liquido cefalorraquideo
y cornetes nasales de cerdo.

Establecer el diagnéstico de Haemophilus parasuis mediante la técnica de
PCR utilizando los oligonucledtidos ERIC 1-R y ERIC 2.

Evaluar la especificidad de la técnica ERIC-PCR para la deteccion de
Haemophilus parasuis utilizando otras cepas bacterianas del tracto respiratorio de

los cerdos.

Comparar los iniciadores ERIC-1R y ERIC 2 con los oligonucledtidos de
Hps-R y Hps-F para el diagndstico de la enfermedad de Glasser.
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Material y métodos

3. Material y métodos.
3.1 Obtencion de una cepa de Haemophilus parasuis.

La cepa de Haemophilus parasuis se obtuvo del laboratorio de Virologia y
Microbiologia, Coordinaciéon General de Estudios de Posgrado FES Cuautitian,
Campo 1. Estd descrita como una cepa de Haemophilus parasuis serotipo 5
Nagasaki.

El cultivo de la cepa se realiza en medio de cultivo agar PPLO con una estria
de Staphylococcus aureus Cowan 1y se incuba 24 horas a 37°C. Posteriormente se
toman las colonias cercanas a la estria y se siembran en cultivo agar enriquecido
PPLO con levadura. Una vez obtenida la bacteria se le realizd tincion de Gram y las
pruebas bioquimicas ureasa, catalasa y oxidasa.

Parte del crecimiento bacteriano se coloca en Skilmilk y se guarda a -70°C
para preservarlo. La otra parte de este cultivo se cosecha en PBS para la
extraccion de ADN.

3.2 Estandarizacion de la extraccion de ADN de MHaemophilus parasuis
por el método Fenol-Cloroformo.

Con la cepa obtenida se inici¢ el trabajo experimental empleando la técnica
referida por Ruiz et a/ (2001) para la extraccion de ADN para Haemophilus
parasuis. A esta técnica se realizaron algunas modificaciones para utilizarla en el
presente trabajo.
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Material y métodos

Se cultivo en agar PPLO con levadura y se cosecha en PBS, se coloca
1.0 mL de PBS en tubos eppendorf de 1.5mL. Se centrifugo en una microcentrifuga
Beckman Microfuge E™ por 5 minutos a 14,000 rpm. Posteriormente se
resuspendio el sedimento en 400 pL de PBS y se colocé el tubo en agua hirviendo
durante 10 minutos. A continuacion se agregaron 250 pL de fenol isoamil
cloroformo, se mezcld bien y se centrifugd durante 2 minutos a 14,000 rpm. La
capa superior se colocé en otro tubo eppendorf de 1.5 mL y se le afadieron
250 pL de isoamil cloroformo mezclandolo 40X, después se centrifugd 2 minutos a
14,000 rpm. Se obtuvo la capa superior en un tubo eppendorf de 0.5 mL y se
agregd 12 plL de acetato de sodio y 400 pL de etanol al 100%, la mezcla se deja
en hielo 45 minutos. Pasado este tiempo se centrifugé 15 minutos a 14,000 rpm.
Se decanto el alcohol y se agregaron 70 pL de etanol al 70% sin resuspender.
Después se centrifugé 5 minutos a 14,000 rpm. Por Ultimo se decanto el alcohol y
se dejo secar. El ADN se resuspende en 50 pL de agua miliQ y se almacena a
4°C.

3.3 Estandarizacion de la técnica ERIC-PCR.

En el presente estudio para la identificacion de Haemophilus parasuis con la
prueba de reaccion en cadena de la polimerasa de secuencias consenso
enterobacterial repetitivo intergénico (ERIC) se utilizaron 2 oligonucledtidos,
adquiridos de la empresa XXIDT® D.Walek y se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 6. Oligonucledtidos empleados.
ERIC-1R | 5'- ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCAC-3*

ERIC-2 5’- AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGCG-3~
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Material y métodos

Para la reaccién fueron usados 9 pL de la suspension de ADN molde, Buffer
QUIAGEN® a una concentracion final de 1X, 2.5mM de MgCl,, 200uM de cada
dNTP, 0.4uM de cada oligonucledtido, 8.5uL de agua miliQ y 1U de Taq DNA
polimerasa. El volumen total de la reaccién fue de 25pL.

También se realizd una variacion de esta técnica utilizando una solucién Q
QUIAGEN®, esta solucion fue empleada en sustitucion de los 2.5mM de MgCl,. De
esta manera se optimizo la reaccion y se obtuvieron mejores resuitados.

Las reacciones fueron corridas en un termociclador Techne modelo Progene™
durante 30 ciclos con los siguientes pasos:

o Desnaturalizacion a 94°C por 0.5 minutos.
e Alineamiento a 40°C por 2 minutos.

e Extension a 72°C por 2 minutos.

Con una Desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos y una extension
final a 72°C por 7 minutos.

Alicuotas de 5pL de la muestra amplificada fueron cargadas sobre un gel de
agarosa al 2% con 0.5 pg/mL de Bromuro de etidio corrido a 80v por 60 minutos.

Los geles fueron visualizados y fotografiados usando el transiluminador GENE
GENIUS Bioimaging System .
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Material y métodos

3.4 Obtencién de cepas de Streptococcus suis, Pasteurella multocida,
Bordetella bronchiseptica y Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 2.

Las cepas de Streptococcus suis, Pasteurella multocida, Bordetella
bronchiseptica y Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 2 se obtuvieron de
aislamientos de casos clinicos de campo realizados por el laboratorio de Virologia
y Microbiologia, Coordinacion General de Estudios de Posgrado FESC-1.

El cultivo de la cepa de Streptococcus suis se llevéd a cabo en medio de Agar
Sangre ya que la bacteria es Beta hemolitica, también se observd al microscopio
que se trataba de una bacteria en forma de cocos Gram positiva.

La cepa de Pasteurella multocida fue cultivada en medio Agar BHI y se le
realizaron las pruebas de Indol, Urea, Nitratos, OF y Gram. Para Bordetella
bronchiseptica se utiliz6 medio Agar BHI y Agar Sangre.

Para Actinobacillus pleuropneumoniae se realizé el cultivo en Agar BHI y Agar
Sangre con una estria de cepa nodriza de Staphylococcus aureus Cowan 1. Las
colonias cercanas a la estria se resiembran en BHI con levadura.

Todas las cepas bacterianas se incubaron por un periodo de 24 horas a una
temperatura de 37°C.

3.4.1 Extraccion de ADN de cepas bacterianas.

Después de obtener las cepas de Streptococcus suis, Pasteurella multocida,
Bordetella bronchiseptica y Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 2, se
realizaron las extracciones de ADN de cada una de las bacterias. La extraccion de
ADN se llevo a cabo por el método estandarizado y bajo las mismas condiciones en
las cuales se realizo la extraccion de Haemophilus parasuis.
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Material y métodos

3.5 Prueba de especificidad.

Para esta prueba se utilizaron cada una de las extracciones de las bacterias
y se prepar6 la mezda de reaccién para la ERIC-PCR. Para la reaccién fueron
usados 9 pL de la suspension de ADN molde de cada bacteria, Buffer QUIAGEN® a
una concentracion final de 1X, Solucion Q QUIAGEN® 1X, 200 uM de cada dNTP,
0.4 pM de cada oligonucledtido, 8.5 pL de agua miliQ y 1U de Tag DNA
polimerasa. Se tomaron alicuotas de 5 pL de cada uno de los productos
amplificados y se cargaron en gel de agarosa al 2% con 0.5 mg/mL de bromuro de
etidio a 80V por 60 minutos.

3.6 Muestreo.

Como Haemophilus parasuis se puede aislar de sitios respiratorios y
sistémicos, el muestreo para el aislamiento de cepas de esta bacteria se lievo a
cabo de tres sitios de la anatomia del cerdo. Los sitios fueron: pulmén, liquido
cefalorraquideo y cornetes nasales.

3.6.1 Muestreo en puimones.

Se tomaron muestras de 20 pulmones de cerdos que llegaron al laboratorio
de diferentes granjas de México. Los pulmones eran de cerdos con sospecha de
posible infeccion por Haemophilus parasuis. Con pinzas y tijeras de diseccion
estériles se le realiza un corte profundo al pulmén en la zona donde se localiza la
parte afectada (fig 3). Posteriormente con el tejido se hace una impronta en el
medio Agar PPLO, se siembra el agar de forma masiva y se coloca la estria de
Staphyloccocus aureus Cowan I, las cajas se incuban durante 24 horas a 37°C. Las
colonias cerca de la estria que realizaron satelitismo son cultivadas en Agar PPLO
con extracto de levadura.
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Figura 3. Muestreo en pulmon.

3.6.2 Muestreo en liquido cefalorraquideo.

Las muestras de Liquido cefalorraquideo llegaron al laboratorio procedentes
de dos granjas de los estados de Sonora y Puebla. Las muestras llegaron en tubos
y se procedio a tomar un inoculo de cada uno de los 25 tubos como se muestra en
la figura 4. El inoculo fue colocado en medio Agar PPLO el cual fue sembrado de
forma masiva, con la respectiva estria de Staphylococcus aureus Cowan I y se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Las colonias cerca de la estria que realizan
satelitismo son cultivadas en Agar PPLO con extracto de levadura.

Figura 4. Muestreo en Liguido cefalorraquideo.
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3.6.3 Muestreo en cornetes nasales.

El muestreo de cornetes nasales de cerdo se llevo a cabo en el Centro de
Ensefianza e Investigacion en Produccién Porcina de la Facultad de Veterinaria de
la UNAM en Jilotepec Estado de México. Se muestrearon 37 cerdos de las dreas de
maternidad y destete, también se tomo muestra de cerdos pelones mexicanos que
es una raza mexicana que por el bajo consumo de su carne esta en peligro de
extincion. El muestreo se realizd inmovilizando al animal y tomando exudados de
las fosas nasales con hisopos estériles, los cuales se colocaron en tubos con caldo
PPLO como medio de transporte (fig. 5). Los tubos con las muestras fueron
transportados en una caja con refrigerantes. A la llegada al laboratorio se procedi6
a colocar improntas de las muestras de cornetes nasales con los hisopos en cajas
petri con Agar PPLO, se sembraron de forma masiva y se les coloco la estria de S.
aureus.

Figura 5. Muestreo en cornetes nasales de cerdo.



Material y métodos

3.7 Prueba de ERIC-PCR con las muestras obtenidas.

Con las extracciones que fueron hechas a las cepas aisladas de pulmones se
llevo a cabo la ERIC-PCR, de cada extraccion se tomaron 9 pL de la suspension
con ADN. La mezcla de reaccidn, la amplificacién y el corrimiento de las muestras
en gel se realizaron de la forma ya antes descrita para esta técnica.

En el caso de las muestras de liquido cefalorraquideo se tomo de cada una
de ellas un inoculo de 50 pL, el cual fue centrifugado a 14,000 rpm durante 5
minutos, el botdn fue resuspendido en PBS y se realiz la extraccién con el método
Fenol-cloroformo. De estas extracciones se tomaron 9 pL de la suspensién con
ADN para la mezcla de reaccién para la amplificacién por el método ERIC-PCR.

Para las muestras de cometes nasales, también se realizd una extraccion
directa de los hisopos. Los hisopos se colocaron en un tubo Eppendorf con PBS y
se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 minutos, el botdn se resuspendié
nuevamente en PBS y a continuacién se procedié a realizar la extraccion con
Fenol-cloroformo. Las muestras fueron amplificadas siguiendo la metodologia de
ERIC-PCR.
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3.8 Estandarizacion de la PCR con los iniciadores Hps Ry Hps F.

En el presente trabajo también se utilizd una prueba de PCR desarrollada
por Oliveira et al, 2001, para amplificar la region que codifica para la subunidad
16s del RNA ribosomal de Haemophilus parasuisy comparar los resultados con los
obtenidos mediante el método de ERIC-PCR. Los oligonucleétidos utilizados fueron
adquiridos de la empresa XXIDT® D.Walek y se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 7. Oligonucledtidos Hps.

Hps-R 5°- GGC TTC GTC ACC CTC TGT-3"

Hps-F 5°-GTG ATG AGG AAG GGT GGT GT-3"

Para la reaccion fueron usados 3 pL de la suspension de ADN molde de
Haemophilus parasuis, Buffer QUIAGEN® a una concentracion final de 1X, solucién
Q QUIAGEN®, 200 pM de cada dNTP, 0.4 pM de cada oligonucledtido, 14.5 pL de
agua miliQ y 1U de Taq DNA polimerasa. El volumen total de la reaccion fue de
25 pL.

La reaccién fue corrida en un termociclador Techne Progene™ durante 30
ciclos con los siguientes pasos:

o Desnaturalizacion a 94°C por 0.5 minutos.

¢ Alineamiento a 59°C por 0.5 minutos.
e Extension a 72°C por 2 minutos.
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Con una Desnaturalizacién inicial a 94°C durante 5 minutos y una extension
final a 72°C por 5 minutos.

Se tomaron alicuotas de 5 pL de la muestra amplificada fueron cargadas sobre
un gel de agarosa al 2% con 0.5 pg/mL de Bromuro de etidio corrido a 80V por
60 minutos. Los geles realizados con esta técnica fueron visualizados y
fotografiados usando el transiluminador GENE GENIUS Bioimaging System .

3.9 Deteccion de Haemophilus parasuis con oligonucledtidos Hps.

Las extracciones de ADN hechas tanto a las cepas de Haemophilus parasuis
aisladas de 3 sitios diferentes (pulmén, LCR y cornetes nasales) como las
extracciones realizadas directamente de las alicuotas de LCR y de los hisopos
nasales, fueron sometidas a la amplificacién por PCR con los oligonucledtidos Hps-
R y Hps-F con la técnica descrita anteriormente en el apartado 3.11.
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Resultados

4. RESULTADOS.

La extraccion de ADN de la cepa de Haemophilus parasuis serotipo 5 de
Nagasaki fue utilizada con éxito para estandarizar la técnica de ERIC-PCR. El ADN
molde de esta cepa nos sirvid como control positivo para todas las pruebas de
PCR realizadas durante el estudio. En la figura 6 se muestran los resultados de
amplificacién cuando se utilizan diferentes concentraciones de MgCl,, pero se
obtiene una mejor definicion de los fragmentos amplificados cuando se agrega en
lugar del magnesio una soluciéon con el nombre “Q solution” proporcionada por el
proveedor QUIAGEN. Esta solucion fue empleada para todas las mezclas de
reaccion preparadas para PCR. La reproducibilidad de la técnica ERIC-PCR fue
buena, debido a que primero se realizd la estandarizacion de la extraccion de ADN
y que las concentraciones de los reactivos fueron las adecuadas para llevar a cabo

las reacciones.

Figura 6. Estandarizacion de la técnica ERIC-PCR. M, marcador MXIII; a, producto de
amplificacion de H. parasuis con 2.5uM de MgCl,. b, control negativo; ¢, producto de amplificacion
de H. parasuis con 5.0uM de MgCl,; d, producto de amplificacion de H. parasuis con solucion Q
QUIAGEN® 1x.



Resultados

Los oligonucledtidos ERIC 1R y ERIC2 no muestran especificidad para la
deteccion del Haemophilus parasuis, es decir que no solo amplifica muestras de
ADN molde de esta bacteria Gram negativa sino que también lo hacen con las
muestras de otras cepas representativas del tracto respiratorio del cerdo. Sin
embargo muestras obtenidas de los productos de amplificacion de cada una de las
cepas bacterianas expuestas si mostraron un bandeo selectivo (fig 7).

Figura 7. Prueba de especificidad de la técnica ERIC-PCR. M, marcador MXIII; Hps Control
positivo producto de amplificacién de H. parasuis; App, producto de amplificacion de A.
pleurpneumoniae, Bb, producto de amplificacion B. bronchiseptica; Pm, producto de amplificacion
de P. multocida; Ss, producto de amplificacién de S. suis; (=), control negativo.



Resultados

En cambio cuando se corrieron Ias muestras amplificadas de PCR con los
oligonuclétidos Hps si se obtuvo una sola banda de aproximadamente 821 pb para
Haemophilus parasuis (fig. 8). Ninguna de las muestras de ADN de las cepas de A.
pleuropneumoniae, P. multocida y S.suis fueron amplificadas con esta prueba de
PCR.

App Pm Ss Hps ()

Figura 8. Prueba de especificidad de los oligonucledtidos Hps-Ry Hps-F. M, marcador
MXIII; App, producto de amplificacion de A. pleurpneumoniae; Pm, producto de amplificacion de
P. multocida; Ss, producto de amplificacion de S. suis; Hps, control positivo producto de
amplificacion de H. parasuis; (-), control negativo
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Resultados

Con respecto al muestreo, se logré el aislamiento de 3 cepas de
Haemophilus parasuis de los 20 pulmones muestreados (Tabla 8). En la figura 9 se
muestra una cepa de Haemophilus parasuis aislada de pulmon. La identificacion
primaria de las cepas se realiz con la prueba de Gram y las pruebas bioguimicas
de ureasa, catalasa y oxidasa. Los resultados de estas pruebas nos indicaron que
se tenia a la bacteria pura. Las cepas eran cocobacilos Gram (-), sin actividad de
ureasa, y positivas a la prueba de catalasa y oxidasa. Posteriormente a la
identificacién se completo la extraccion de ADN de las 3 cepas y con estas se llevo
a cabo la ERIC-PCR.

Figura 9 . Aislamiento de Haemophilus
parasuis, Crecimiento en medio Agar PPLO
con estria de S. aureus Cowan 1.
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Tabla 8. Aislamientos de Huemophilus parasuis de pulmones de cerdo.

No. Granja Cerdo Aislamiento de
muestra Haemophilus

parasuis.
1 Los amigos C.d. Obregon. Cerdo 3 -
2 Los amigos C.d. Obregén Cerdo 5 -
3 Los amigos C.d. Obregén Cerdo 6 -
4 Puebla Cerdo con 12 +

semanas sin medicar.
5 AMTEC Occidente. Lechdn 36 dias. -
6 AMTEC Occidente. Lechdn 36 dias. -
7 Granja Rosita. Cerdo 78 dias. 5
8 Alfredo Franco. Cerdo 45d. -
9 Alfredo Franco. Cerdo 37d. -
10 Alfredo Franco. Cerdo 53d. -
11 Alfredo Franco. Cerdo 61d. +
12 Grupo Soles Sonora. Lechén 1. -
13 Grupo Soles Sonora. Lechédn 4. +
14 Melchor Ocampo. Lechdén 8 semanas. -
15 Zapotlanejo Jalisco Lechén 1 9 semanas. -
16 Zapotlanejo Jalisco Lechon 2 10 -
semanas.

17 Zapotlanejo Jalisco Lechén 3 9 semanas -
18 Jilotepec Cerdo 12ME -
19 Jilotepec Destete 19 -
20 Jilotepec Destete 22 -

En el caso de las muestras de liquido cefalorraquideo no se obtuvo ningun

aislamiento de la bacteria Haemophilus parasuis (Tabla 9). Sin embargo se sabia

que aunque no se logré el aislamiento de la bacteria, esta puede estar presente y

se puede comprobar con otras técnicas como por ejemplo la Inmunofluorescencia

Directa. De esta manera se procedid a las extracciones de ADN directamente de

las muestras de LCR, las cuales se completaron de manera exitosa y con estas se

consiguid identificar 4 muestras positivas con los métodos de PCR.
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Tabla 9. Aislamientos de Haemophilus parasuis de Liquido cefalorraquideo.

No. Granja Cerdo Aislamiento de
muestra Haemophilus

parasuis.
1 Sonora C7 8 semanas Gpo.38 .
2 Sonora LCR #3 =
3 Sonora C8 7 semanas Gpo. 39 .
4 Sonora LCR #6 -
5 Sonora C8 8 semanas Gpo.39 =
6 Sonora C9 7 semanas Gpo.39 =
7 Sonora C9 7 semanas Gpo.39 -
8 Sonora C3 78 dias -
9 Sonora G5 =
10 Sonora C3 -
11 Sonora C4 78 dias -
12 Sonora C1 36 dias =
13 Sonora C2 26 dias =
14 Tehuacan, Puebla LCR-7b -
15 Tehuacan, Puebla LCR-7a =
16 Tehuacan, Puebla LCR-5 =
17 Tehuacan, Puebla LCR-5b -
18 Tehuacan, Puebla LCR-9a -
19 Tehuacan, Puebla LCR-9b B
20 Tehuacan, Puebla LCR-3b =
21 Tehuacan, Puebla LCR-7a =
22 Tehuacan, Puebla LCR-9b B
23 Tehuacan, Puebla LCR-7b +
24 Tehuacan, Puebla LCR-3a 2
25 Tehuacan, Puebla LCR-1a -

Del muestreo de cornetes nasales solo se consiguié un aislamiento (Tabla

10). La cepa se identifico de la misma forma que las 3 cepas aisladas de pulmén. A

cada uno de los hisopos con los que se muestreo los cornetes nasales de los

cerdos se les trato para obtener la extraccion de ADN resultando eficiente la

metodologia empleada ya que se obtuvieron productos de PCR de 7 muestras.




Resultados

Tabla 10. Aislamiento de Haemophilus parasuis de muestras de cornetes nasales de

cerdos.

No. Granja Cerdo Aislamiento de

muestra Haemophilus

parasuis

i1 Jilotepec S-1 =
2 Jilotepec S-2 =
3 Jilotepec S-3 =
4 Jilotepec S-4 =
5 Jilotepec S-5 S
6 Jilotepec S-6 -+
7 Jilotepec S-7 =
8 Jilotepec S-8 “
9 Jilotepec S-9 2
10 Jilotepec S-10 =
11 Jilotepec Destete 1-1 %
12 Jilotepec Destete 1-3 %
13 Jilotepec Destete 1-4 =
14 Jilotepec Destete 1-5 =
15 Jilotepec Destete 1-6 =
16 Jilotepec Destete 1-7 E
17 Jilotepec Destete 1-8 =
18 Jilotepec Destete 1-9 5
19 Jilotepec Destete 1-10 =
20 Jilotepec M574 -1 -
21 Jilotepec M571-2 =
22 Jilotepec M504-1 <
23 Jilotepec M504-2 =
24 Jilotepec M504-3 =
25 Jilotepec M508-1 =
26 Jilotepec 74ME 2
27 Jilotepec 10M i
28 Jilotepec 72M -
29 Jilotepec 71M s
30 Jilotepec 12ME -
31 Jilotepec 11M -
32 Jilotepec 75ME =
33 Jilotepec 73M 5
34 Jilotepec 70M 5
35 Jilotepec 8P =
36 Jilotepec E2 =
37 Jilotepec 9PE =
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Resultados

De las 3 muestras de ADN obtenidas de cepas de Haemophilus parasuis
aisladas de pulmén se obtuvieron 2 perfiles de huellas de ADN diferentes (fig.10).
La cepa de Haemophilus parasuis aislada del pulmén de la granja Franco produjo
mdltiples fragmentos, dos de ellos entre las 750 pb y dos mas por debajo de los
250 pb. Las cepas obtenidas de Puebla y Sonora muestran patrones muy similares
entre ambas, incluso muy parecidos al patron mostrado por el control positivo de
Haemophilus parasuis serotipo 5 de Nagasaki.

Figura 10. Perfiles de fragmentos de ADN amplificados con ERIC-PCR de muestras de pulmén. 1,
marcador MXIII; 2, control (+) producto de amplificacion de H. parasuis serotipo 5 Nagasaki; 3,
control (-); 4, producto de amplificacion de H. parasuis aislado del pulmén 13; 5, producto de
amplificacion de H. parasuis aislado del pulmén 11; 6, producto de amplificacion de H. parasuis
aislado del pulmén 4.
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Las 3 cepas aisladas de pulmén con sospecha de infeccion por Haemophilus
parasuis fueron positivas a la prueba de PCR con oligonucledtidos AHps. En la figura
11 se pueden observar los fragmentos de amplificacion de aproximadamente 821
pb que corresponden a la regién que codifica para la subunidad pequefia 16s del
ARN ribosomal.

750pb
500pb

250pb

Figura 11. Fragmentos de ADN amplificados con oligonucledtidos Hps-R y Hps-F de muestras de
pulmén. M, marcador MXIII; 1, control (+) producto de amplificacion de H. parasuis serotipo 5
Nagasaki; 2, producto de amplificacion de H. parasuis aislado del pulmodn 13; 3, producto de
amplificacion de H. parasuis aislado del pulmén 11; 4, producto de amplificacion de 4, parasuis
aislado del pulmén 4; 5, controf (-).
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Resultados

Debido a que no se logro aislar ninguna cepa de Haemophilus parasuis de
las muestras de liquido cefalorraquideo, las 25 muestras de la extraccion directa de
ADN fueron sometidas a PCR para amplificar la region que codifica para la
subunidad 16s del RNA ribosomal. De un total de 25 muestras de ADN obtenidas
del LCR cuatro dieron positivo a Haemophilus parasuis 1o cual indica la presencia
de esta bacteria incluso cuando no se llega obtener el aislamiento (fig 12).

Figura 12. Fragmentos de ADN amplificados con oligonucleétidos Hps-R y Hps-F de muestras de
liquido cefalorraquideo. M, marcador MXIII; 1, control (+) producto de amplificacion de H. parasuis
serotipo 5 Nagasaki; 2, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de
LCR No 7; 3, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de LCR No
13; 4, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de LCR No 14; 5,
producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de LCR No 14; 6, producto
de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de LCR No 20; 7, control (-).
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Resultados

Con las 4 muestras positivas a Haemophilus parasuis con los
oligonucledtidos Hps-R y Hps-F se realizé la técnica de ERIC-PCR (fig. 13). Se
obtuvieron 2 perfiles de fragmentos diferentes. Dos fragmentos por debajo de los
250 pb se obtuvieron de los productos de amplificacion de las muestras de LCR 7,
14 y 20. La muestra de LCR 13 present6 un patron de huellas gendmicas diferente
con fragmentos superiores a las 250 pb.

Figura 13. Perfiles de fragmentos de ADN amplificados con ERIC-PCR de muestras de liquido
cefalorraquideo. M, marcador MXIII; 1, control (+) producto de amplificacién de H. parasuis
serotipo S Nagasaki; 2, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de
LCR No 7; 3, producto de amplificacién de ADN de H. parasuis extraido directamente de LCR No
13; 4, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de LCR No 14; 5,
producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de LCR No 14; 6, producto
de amplificacién de ADN de H. parasuis extraido directamente de LCR No 20; 7, control (-).

48



Resultados

En consecuencia a que solo se logré el aislamiento de una cepa de
Haemophilus parasuis de cornetes nasales de cerdo, a todas las extracciones de
las 37 muestras se les realizd la prueba de PCR con oligonucledtidos Hps. En la
Figura 14 se puede observar 8 muestras fueron positivas a Haemophilus parasuis
ya que se amplificé el fragmento correspondiente a 821 pb.

Figura 14. Fragmentos de ADN amplificados con oligonucledtidos Hps-R y Hps-F de muestras de
cornetes nasales. M, marcador MXIII; 1, control (+) producto de amplificacion de H. parasuis
serotipo 5 Nagasaki; ; 2, control (-); 5, producto de amplificacién de ADN de H. parasuis extraido
directamente de la muestra 3; 6, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido
directamente de la muestra 4; 8, producto de amplificacion de ADN del aislamiento de H. parasuis
de la muestra 6; 9, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de la
muestra 7; 10, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de la
muestra 8; 11, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de la
muestra 9; 13, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de la
muestra 11; 14, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de la
muestra 12; 3,4,7,12,15,16,17,18,19,20,21,22 correspondientes a las muestras que no
amplificaron.
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Resultados

El ADN de las muestras 3, 6, 8, 9, 11 y 12 (extraido directamente de
hisopos de cornetes nasales) incluyendo también el ADN de la muestra 7 el cual es
de la cepa aislada, produjeron multiples fragmentos de amplificacion (fig 15). Los
patrones de huellas gendmicas son similares entre las muestras 6, 9, 11 y 12. En
el caso de la muestra 7 presenta fragmentos por arriba de las 750 pb lo que
indica una diferencia entre los otros productos de amplificacién. La muestra 3 solo
produjo una sola banda entre las 250 y 500 pb por lo que hace no tenga relacion

con los fragmentos obtenidos en la otras muestras.

Figura 15. Perfiles de fragmentos de ADN amplificados con ERIC-PCR de muestras de cornetes
nasales. M, marcador MXIII; 1, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido
directamente de la muestra 8 ; 2, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido
directamente de muestra 3; 3, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido
directamente de la muestra 6; 4, producto de amplificacion de ADN del asilamiento de H. parasuis
de la muestra 7; 5, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de la
muestra 9; 6, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de la
muestra 11; 7, producto de amplificacion de ADN de H. parasuis extraido directamente de la
muestra 12.
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5. Discusion.

Este estudio se desarrollé como primera aplicacion practica de ERIC-PCR
para evaluar la variabilidad de aislamientos de Haemophilus parasuis en México.
Una de las finalidades del trabajo fue estandarizar la técnica de ERIC-PCR para ser
reproducida en futuros estudios sobre la afeccién de piaras por la infeccion de
Haemophilus parasuis. Esta estandarizacion se llevo a cabo de manera exitosa y
con la metodologia empleada podemos decir que cualquier brote de infeccion en
granjas de México ocasionada por la bacteria Haemophilus parasuis, puede ser
estudiado en el laboratorio para determinar la estrategia a seguir para controlar la
enfermedad de Glasser.

La técnica de ERIC-PCR no es especifica para amplificar Unicamente
muestras de ADN de Haemophilus parasuis sino que es una prueba con la cual se
pueden amplificar secuencias primariamente de bacterias entéricas Gram-
negativas. Versalovic et a/ (1991) demostraron por primera vez que existen
secuencias ERIC-like en eubacterias y que tanto los elementos REP y ERIC han
sido altamente conservados en el reino de eubacterias por cientos de millones de
anos.

De acuerdo a esto la prueba de ERIC-PCR realizada para comparar a H.
parasuis, A. pleuropneumoniae, P. multocida, B. bronchisepticay S. suis produjo
fragmentos amplificados de todas estas especies; sin embargo debido a que los
oligonucledtidos ERIC-1R y ERIC-2 permiten la directa generacion de especies sin
ambigliedad y huellas gendmicas de cepas-especificas, se logro encontrar
diferencias entre las diversas especies bacterianas estudiadas.
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Discusion

Los resultados obtenidos del muestreo de cometes nasales y liquido
cefalorraquideo no fueron los esperados, pues solo se consiguié un aislamiento. La
bacteria Haemophilus parasuis es de naturaleza fastidiosa y su aislamiento es
complicado. No siempre se puede lograr el primer aislamiento en Agar PPLO con
estria de S. aureus Cowan I, sino que es conveniente combinar el cultivo de las
muestras en Agar PPLO y Agar Sangre con la respectiva estria, incluso también
combinar las condiciones de incubacién con ambiente aerobio y microaerofilico.

Para obtener el aislamiento de una cepa de Haemophilus parasuis se
necesitan cuidar las condiciones de crecimiento, de esta manera disminuyen las
probabilidades de lograr dicho aislamiento, esto lo comprobamos porque al tener
82 muestras de pulmones, liquido cefalorraquideo y cornetes nasales, solo se
obtuvieron cepas puras a partir de 4 muestras.

Debido al bajo porcentaje de aislamientos se opto por realizar las
extracciones de ADN directamente de las muestras de liquido cefalorraquideo y de
los hisopos nasales. Aunque para realizar la técnica de ERIC-PCR se recomienda
tener el aislamiento de la bacteria, se completaron las extracciones y muchas de
estas resultaron positivas a Haemophilus parasuis. Méndez y Trigo (1996) afirman
que la presencia de contaminantes en tejido, pero no en fluidos, refuerza la
oportunidad de obtener el aislamiento primario de las muestras de fluidos. Con
esto la probabilidad de haber realizado extracciones contaminadas con diferentes
bacterias en una misma muestra de liquido cefalorraquideo es minima.

El uso de hisopos con medio de transporte comercial muestran puede
mantener viables los aislamientos de Haemophilus parasuis durante 7 dias a
temperatura ambiente (Méndez-Trigo, 1996) mejoran el porcentaje de
aislamientos de campo.
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La técnica ERIC-PCR fue discriminativa para la caracterizacion y comparacion de
cepas. El ERIC-PCR detecto diferentes genotipos entre aislamientos, para los
aislamientos de pulmén se encontraron dos patrones diferentes y uno de ellos muy
semejante al patron de huellas gendmicas presentado por el control positivo
Haemophilus parasuis serotipo 5. También en las muestras de liquido
cefalorraquideo se encontraron dos patrones diferentes, mientras que las huellas
genodmicas encontradas en las muestras de cornetes nasales presentan 3 tipos de
perfiles de ADN diferentes.

Los patrones fueron variables entre los sitios anatomicos del aislamiento; sin
embargo, dentro de cada uno de los sitios ya sea sistémico o respiratorio se
repiten algunos patrones. Dentro de los perfiles de aislamientos de pulmén se
presentan dos muy semejantes y que son de diferentes granjas y estados. Ruiz et
al (2001), realizd un estudio donde se presentan comportamientos similares, en
donde perfiles de ADN encontrados en aislamientos neumonicos, fueron
remarcadamente semejantes uno al otro, aunque estos fueron aislados de
diferentes granjas y regiones.

La evaluacién de huellas genémicas en algunos trabajos muestran que los
aislamientos sistémicos y respiratorios tienden a ser colocados en distintos grupos
de genotipos, indicando los aislamientos virulentos pueden ser relacionados
clonalmente. No se encontrd relacion directa entre los patrones de huellas
gendmicas obtenidos entre las cepas de las diferentes muestras de pulmén, LCR y
cornetes nasales. Pero también es coincidente que los perfiles de ADN de
aislamientos neumonicos son mas homogéneos y mas similares que los perfiles de
ADN obtenidos de sitios sistémicos.
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El uso de ERIC-PCR puede permitir el estudio de la epidemiologia dentro y
entre piaras infectadas por Haemophilus parasuis. Como en el caso de las
muestras de cornetes nasales positivas a Haemophilus parasuis que provenian de
una sola piara, en donde se encontraron perfiles de ADN diferentes dentro de la
misma.

Basados en la aplicacién de este método de diagndstico solamente algunas
cepas son las responsables de la mortalidad observada en piaras afectadas.
Ademds, en un estudio realizado por Oliveira et al, (2001) concluyeron que
aunque la mayoria de las piaras son afectadas por cepas con el serotipo 4 en E.U.,
cada piara tiene una diferente cepa prevalerte y puede ser determinada por ERIC-
PCR.

En cambio la prueba de PCR con los olignucledtidos Hps-R y Hps- F permite
la deteccién de Haemophilus parasuis cuando el aislamiento es negativo, cuya
ayuda determina la verdadera prevalencia de infecciones sistémicas en las piaras
(Oliveira et al., 2001). Esto fue de gran ayuda al no poder aislar la bacteria de la
mayoria de las muestras, pero se identificaron como positivos a Haemophilus
parasuis mediante esta técnica 8 muestras de cornetes nasales y 4 de LCR. Esta
técnica a diferencia de la ERI-PCR utiliza oligonucledtidos especificos de especie
que generan fragmentos de 821 pares de bases y que representan las region que
codifica para la subunidad 16s del ARN ribosomal y da resultado negativos con
otras bacterias que se encuentren contaminando la muestra. Sin embargo el
aislamiento es necesario para la posterior caracterizacion y comparacién de los
aislamientos por el método de PCR con oligonudedtidos consenso
enterobacteriales repetitivos intergénicos.
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Di 2o

La utilizacién de la PCR en el diagnéstico de Haemophilus parasuis tiene
muchas ventajas, una de ellas es permite la deteccion de la bacteria cuando no se
logra el aislamiento, ademds la ERIC-PCR puede utilizarse para realizar estudios
epidemioldgicos. Entre las desventajas de la técnica de PCR se pueden encontrar
falsos negativos, cuando los iniciadores no son especificos o cuando la
concentracion de los componentes de la reaccién no se ha estandarizado. También
se pueden presentar falsos positivos, si los iniciadores son homoélogos a las
secuencias pero no al gen blanco (Casamiglia, 1999) o si los productos y
soluciones estan contaminadas con residuos de reacciones anteriores.

El desarrollo de perfiles de ADN de Haemophilus parasuis mediante el ERIC-
PCR nos permite la deteccion de cepas prevalentes que causan mortalidad en las
granjas. Esta técnica podria beneficiar a muchas granjas por medio de la seleccién
de cepas, para ser usadas en vacunas autdgenas y también permitiria la
comparacion de aislamientos recuperados de nuevos casos clinicos en donde ya se
haya aplicado una vacuna. Otro uso de esta técnica seria el examinar el
surgimiento potencial de infecciones de cerdos que son sustituidos en las piaras.
Sin embargo la interpretacion debe hacerse junto con el médico veterinario
basandose también en la historia clinica de la granja para un diagnéstico global y
asi llegar a tomar una decisién correcta. El antibidtico a emplear debe ser
administrado lo mas temprano posible con respecto a la infeccion buscando la
prevencion. Previo al uso de autobacterinas se debe tener presente la mayoria de
las granjas tienen mas de un serotipo causando la enfermedad (Rosales 2001),
esto nos dice que no existe la seguridad de que la cepa aislada sea una de las
responsables de la enfermedad, debido a esto el uso de la ERIC-PCR podria tener
un gran valor en el control de la enfermedad para identificar las diferentes cepas
en granjas de México, incluso para diferenciar las cepas prevalentes en las etapas
de produccion.
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6. Conclusiones.

Las muestras de campo para el aislamiento de Haemophilus parasuis deben
transportarse en las condiciones adecuadas para mantener viables las cepas.

Se logrd establecer el diagnéstico de las enfermedad de Glasser mediante la
PCR tanto con los Oligonucledtidos ERIC-1R y ERIC 2 como con los Hps-R y Hps-F.

La ERIC- PCR es una técnica diagnostica que nos permite diferenciar
patrones de huellas genémicas entre cepas de Haemophilus parasuis de un mismo
tipo de muestra y en la misma granja.

La técnica ERIC-PCR no es especifica para la deteccion y el estudio de
Haemophilus parasuis, sin embargo, si es selectiva para la generacion de especies

sin ambigiiedad y huellas gendmicas de cepas-especificas.

La prueba de PCR con los oligonucleotidos Hps-R y Hps-F hace posible la
deteccién de Haemophilus parasuis aun cuando no se obtiene el aislamiento.

56



Referencias

7. REFERENCIAS.

Amano H, Shibata M, Kajio N, Morozumi T. 1994. Pathologic observations of pigs
intranasally inoculated with serovar 1, 4, and 5 of Haemophilus parasuis using
immunoperoxidase method. J. Vet. Med., Sci., 56:639-644.

Badiola, J. (2000). Diferenciacion de cepas de Pasteurella multocida mediante el
estudio comparado de sus cinéticas bioquimicas. Tesis doctoral. Universidad Auténoma
de Barcelona. Departamento de Genética y Microbiologia.

Bruijin, F.J. 1992. Use of repetitive (extragenic palindromic and enterobacterial
repetitive intergenic consensus) sequences and the polymerase chain reaction to
fingerprint the genomes of Rhizobium melitoli isolates and other soil bacteria. Appl.
Environ. Microbiol. 58: 2180-2185.

Calsamiglia, M; C. Pijoan, G.Solano, V. Rapp-Gabrielson. 1999. Development of an
oligonucleotide-specific capture plate hybridization assay for detection of Haemophilus
parasuis. Journal Veterinary Diagnostic Invest. 11:140-145.

Ciprian A., Mendoza S. 2001a.Complejo Repiratorio Porcino.Tercer Ciclo Nacional
Enfermedades Respiratorias del Cerdo.UNAM Coordinacién General de Estudios de
Posgrado e Investigacién FES-Cuautitian. pp 5-21

Ciprian A., Mendoza S., Lara H. 2001b. Problemas respiratorios por Haemophilus
parasuisy Mycoplasmas de reciente introduccion en la produccion porcina.Tercer Ciclo
Nacional Enfermedades Respiratorias del Cerdo.UNAM Coordinacion General de
Estudios de Posgrado e Investigacion FES-Cuautitian. pp 85-101

Chang, B.2003. Identification and differentiation of Haemophilus parasuis sero-
nontypeable strains using a species-specific PCR and the digestion of PCR products
with Hind III endonuclease. Am. Association of Swine Vet. 299-301.

Estrada, R. 1997. Causas de las enfermedades respiratorias. Revista Cerdos. 8:20-22
Ferri E., Gutiérrez B., del Puente V., Garcia del Blanco N., Navas J., Paniagua C.,
Monter ). 2000. Meningitis bacterianas del cerdo: Enfermedad de Gldssser. Porci
Septiembre N°59.

Gilson E., Perrin D., Hofnung M. 1990. DNA polymerase I and protein complex bind
specifically to E.coli palindromic unithigly repetitive DNA: implications for bacterial
chromosome organization. Nucleic Acids. Res. 18: 3941-3952.

Herrera M., Huerta A., Hermndndez R. 2003. Investigacion Aplicada S.A. de C.V.
Tehuacan, Puebla. http://www.iasa.com.mx

Hu X. Totake K. 1997. Molecular typing of Staphylococcus epidermidis and other CNS
with repetitive element sequence based PCR.

57



Referencias

Iglesias, S. y Trujano, M. 2000.Modelos de interacciones que ocurren en el complejo
respiratorio porcino. Veterinaria México. No. 1 Vol. 31.

Kilian, M. 1976. A taxonomic study of the genus Haemophilus, with the proposal of a
new species. J. Gen. Microbiol. 93: 962

Kielstein, P; V.]). Rapp-Gabrielson.1992. Designation of 15 serovars of Haemophilus
parasuis on the basis of immunodifusion using heat-stable antigen extracts. Journal of
Clinical Microbiology. 30:862-865.

Lichtensteiger CA, Vimr ER. 1997. Neuraminidase (sialidase) activity of Haemophilus
parasuis. FEMS Microbiol Lett., 152:2, 269-274.

Luque, C. y Herrdez, A. 2001. Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Conceptos
Técnicas y Aplicaciones en Ciencias de la Salud. Ed. Harcourt. Mad.Esp.188-191.}

Mendez-Trigo y Trigo E. 1996. Viability of Haemophilus parasuis in tistes, exudates
and pure cultura swabs. Proc. 14 IPVS Cong. Bologna Italy. p 314.

Mendoza, S. y Pijoan, C. 2001. El estudio del PCR y las enfemedades respiratorias.
Tercer Ciclo Nacional Enfermedades Respiratorias del Cerdo.UNAM Coordinacion
General de Estudios de Posgrado e Investigacion FES-Cuautitian. pp 85-101

Mendoza S., Torremorel M., Pijoan C. 1999. Conference sustainable animal production
healt and environment, futures change. Hissar India. p 153

Moller, K, Andersen LV, Christensen G, Kilian M. 1993. Optimizatrion of the detection
of NAD dependent Pasteurellaceae from the respiratory tract of slaughterhause pigs.
Vet. Microbiol., 36:261-271.

Morikoshi T, Kobayashi K, Kamino T, Owaki S, Hayashi S, Hirano S. 1990.
Characterization of Haemophilus parasuis isolated in Japan. Jpn. J. Vet. Sci., 52:3,667-
669

Morozumi, T. and J. Nicolet. 1986. Morphological variations of Haemophilus parasuis
strains. Jounal of Clinical Microbiology. 23:138-142.

Nicolet, J., 1990. Overview of the virulence attributes of HAP- group bacteria. Can 1.
Vet. Res. 54: S12-S15.

Nielsen, R., 1993. Pathogenicity and immunity studies of Haemophilus parasuis
serotypes. Acta Vet. Scand., 34:193198.

Oliveira S, Galina L, Pijoan C. Development of a PCR test to diagnose Haemophilus
parasuis infections. J Vet Diagn Invets 2001. 13(6): 495-501

58



Referencias

Oliveira, S; and Pijoan, C. 2003. Haemophilus parasuis: new trends on diagnosis,
epidemiology and control. Veterinary Microbiology. Review.

Oliveira, S; Pijoan C., and Morrison, R. 2003. Evaluation of Haemophilus parasuis
control in the nursery using vaccination and controlled exposure. Swine Health Prod.
12: 123-128.

Pijoan, C., Morrison, R.B., Hilley, H.D., 1983. Dilution technique for isolation of
Haemophilus parsuis septicemia in pigs. Ust. J. Vet. Res. 60:187.

Quiles, H. 2001. Sistemas modernos de produccion porcina.Cuarto Ciclo Nacional
Enfermedades Respiratorias del Cerdo.UNAM Coordinacion General de Estudios de
Posgrado e Investigacion FES-Cuautitian.

Rafiee M, Blackall PJ. 2000. Establishment, validation and use of the KielsteinRapp-
Gabrielson serotyping scheme form Haemophilus parasuis. Aust. Vet J., 78:3, 172 174.

Rapp-Gabrielson V], Gabrielson DA. 1992. Prevalence of Haemophilus parasuis
serovars among isolates from swine. Am. J. Vet. Res., 53:659-664.

Rapp-Gabrielson V3, Kocur G, Clark J, Muir S, Whige R. 1996. Efficacy and duration of
immunity of the Haemophilus parasuis fractions of Suvaxyn" Respifend” MH/HPS. Proc.
Int. Congr. Pig Vet. Soc., 14:300.

Rapp-Gabrielson V3, Kocur GJ, Clark JT, Muir SK. 1997. Haemophilus parasuis. im
munity in swine following vaccination. Vet. Med., 92:83-90.

Rosales F.2001. Enfermedad de Glasser en la porcicultura actual. Tercer Ciclo Nacional
Enfermedades Respiratorias del Cerdo.UNAM Coordinacion General de Estudios de
Posgrado e Investigacion FES-Cuautitian. pp 115-118

Rubies X, Kielstein P, Costa LI, Riera P, Artigas C, Espufia E. 1999. Prevalence of Hae
mophilus parasuis serovars isolated in Spain from 1993 to 1997. Vet. Microbiol.,
66:245-248.

Ruiz, A; S. Oliveira, M. Torremorell, and C. Pijoan. 2001. Outer membrane proteins and
DNA profiles in strains of Haemophilus parasuis recovered from systemic and
respiratory sites. Journal of Clinical Microbiology. 39: 1757-1762

Segales J. 1996. Enfermedad de Glasser: conceptos generales de la infeccion por
Haemophilus parasuis. Med. Vet., 13:11, 595-605.

Solano-Aguilar G, Pijoan C, Rapp-Gabrielson V, Collins J, Carvalho LF, Winkelman N.

1999. Protective role of maternal antibodides against Haemophilus parasuis i n f e
ction. Am. J.Vet. Res., 60(1):81-87.

nest
B ﬁ%gf ) ‘im\-‘m‘“

Wl 5



Referencias

Stanley J., Linton D., Sutherland K., Jones C. Owen R. 1995. High-resolution
genotyping of Compylobacter coli identifies clones of epidemiology and evolutionary
significance. J. Infect. Dis. 172: 1130-1134.

Tielen, M. 1995. Las enfermedades respiratorias de los cerdos. Prevalencia y efectos
econdmicos. Pigs-Misset. Especial de Enfermedades Respiratorias. Solvay Animal
Health, Septiembre, 4-5.

Torres, M. 2004. Efectos del Rubulavirus porcino en la presentacion de Ila
pleuropneumonia porcina producida por Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo I.
Tesis de Maestria. Universidad Nacional Auténoma de México. Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan.

Trigo E, Méndez-Trigo AV, Simonson R. 1996. Antimicrobial susceptibility profiles of
Haemophilus parasuis. a retrospective study from clinical cases submitted during 1994
and 1995 to a veterinary diagnostic laboratory. Proc. Int. Congr. Pig. Vet. Soc. 14: 313

Vahle, J.L., Haynes, 1.S., Andrews, J.)., 1997. Experimental reproduction of
Haemophilus parasuis infection in swine: dlinical, bacteriologic, and morphologic
findings. J. Vet. Diagn. Invest. 7, 476-480.

Versalovic, J; T. Koeuth, and J.R. Lupski. 1991. Distribution of repetitive DNA

sequences in eubacteria and application to fingerprinting of bacterial genomes. Nucleic
Acids Research. 19:6823-6831



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Objetivos
	3. Material y Métodos
	4. Resultados
	5. Discusión
	6. Conclusiones
	7- Referencias

