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RESUMEN

La utilizacién de una técnica rapida y confiable como es la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), para detectar el gen responsable de la
dermonecrotoxina (DNT) de Pasteurella multocida toxigénica, es el objetivo
principal del estudio.

Las cepas utilizadas de Pasteurella multocida tipo A y Pasteurella
multocida toxigénica tipo D, obtenidas del cepario del Laboratorio de Virologia
del departamento de Microbiologia de la Coordinacién General de Estudios de
Posgrado FES Cuautittdn Campo |, fueron identificadas con pruebas
bioquimicas v tipificadas, para confirmar que eran dichas cepas.

La estandarizacion del ADN bacteriano se realizo con el método
extraccion por calentamiento y su purificacién por el método Fenol-Cloroformo,
obteniéndose buenos resultados, lo cual permitié controlar las variables de
extraccion y purificacién.  En el estudio se estimo la pureza de los acidos
nucleicos obtenidos y su cuantificacién por medio de espectrofotometria,

posteriormente las muestras de ADN se concentraron a 50 png/mi.

Se llevo a cabo la especificidad de los iniciadores probando con fas
cepas de Pasteurella multocida no toxigénica tipo A, Pasteurella multocida
toxigénica tipo D, y Haemophilus parasuis, en donde no se encontré
amplificacion de alguna banda a excepcién de la cepa toxigénica.

Por ultimo se estandarizé la técnica de PCR para la deteccion del gen
responsable de la dermonecrotoxina, obteniéndose buenos resultados, al
detectar en el gel de agarosa una banda de aproximadamente 865 pb

correspondiente al fragmento amplificado del gen ToxA, de una cepa de

Pasteurella multocida toxigénica.




1. INTRODUCCION
1.1 Importancia de Enfermedades Respiratorias

En granjas porcinas donde existen sistemas intensivos de produccién o simplemente
instalaciones que operan en condiciones inadecuadas, desarrollan un medio ambiente

desfavorable para los animales, dando lugar a una alta concentracién de contaminantes
(microorganismos, gases y polvo).

Aunque algunos estudios sugieren que los cerdos toleran bastante bien la mala calidad
del aire, se ha visto que estos contaminantes alteran directamente sus reacciones
metabdlicas o afectan indirectamente su salud (Hollis, 2004).

En un estudio realizado en México (1999), se demostré que el 53.5 % de las

enfermedades de los porcinos corresponde a afecciones del sistema respiratorio, seguidas

por un 23.3 % del sistema digestivo, 17.8 % del sistema nervioso y 5.5 % de otros sistemas.
Las lesiones del aparato respiratorio reportadas fueron diversas (Tabla No.1). Destacando
82.6 % asociadas a bacterias, seguidas por 16 % asociadas a virus y 1.4 % de origen
parasitario (Torres y Ramirez, 1999).

Tabla No.1 Enfermedades del Sistema Respiratorio de los Porcinos*

Diagnostico Porcentaje

Rinitis Atréfica 37

Bronconeumonia linfoproliferativa sugestivo de
Micoplasma spp y bacterias secundarias

Bronconeumonia purulenta por
Pasteurella multocida

1.2

Bronconeumonia purulenta

Pleuroneumonia fibrino-necrotica por
Actinobacillus pleuropneumoniae

Neumonia supurativa por
Actinomyces pyogenes

Neumonia supurativa por
Streptococcus o hemolitico

Neumonia fibrinopurulenta

Neumonia granulomatosa (negativo a BAAR)

Neumonia intersticial sugestiva de una
infeccion viral

Neumonia por Metastrongylus spp

* Torres y Ramirez, (1999)



Aungue el sistema respiratorio del cerdo puede eliminar normalmente las bacterias que
respira y mantener sus pulmones relativamente estériles, la exposicion a estrés ambiental
puede deprimir este proceso y dejar a los cerdos predispuestos a infecciones respiratorias
(Hollis, 2004).

Estudios epidemiolégicos de este tipo de infecciones muestran que existen factores
ambientales que interaccionan con las condiciones de instalaciones y con la edad de los
animales, mostrando diferentes relaciones en la tasa de crecimiento, eficiencia alimentaria y
la severidad de las lesiones o en casos mas severos produciendo la muerte del animal
(Roth, 2001).

El conocimiento de los procesos patoldgicos que afectan la funcién respiratoria de los
porcinos ha incrementado notablemente la redituabilidad de las empresas. Por esta razén
los esfuerzos van encaminados a controlar el efecto de las enfermedades por medio de
sistemas de manejo y produccion que se han desarrollado con el objetivo principal de evitar
el efecto negativo de la enfermedad (lglesias y Trujano, 2000).

1.1.1 Complejo Respiratorio Porcino

El complejo respiratorio de los cerdos sigue siendo una de las principales
preocupaciones en la industria porcina, nacional e internacional, debido al efecto negativo
que tiene sobre los costos de produccién por concepto de mortalidad, tratamientos,

disminucion en la ganancia diaria de peso y aumento en la conversién alimenticia.

En México el complejo respiratorio se encuentra asociado a la presencia de
organismos patégenos como bacterias, micoplasmas y virus; clasificados de acuerdo a su
virulencia y patogenicidad en primarios y secundarios (Torres y cols., 2000).

Tabla No. 2 Bacterias Involucradas en el Complejo Respiratorio*

Patégenos Primarios Patégenos Secundarios

Mycoplasma hyopneumoniae Pasteurella multocida

Actinobacillus pleuropneumoniae Bordetella bronchiseptica
Haemophilus parasuis
Streptococcus suis
Mycoplasma hyorhinis

Actinomyces pyogenes

* Torres y Cols., (2000)




En consecuencia el conocimiento del contro! y prevencién del complejo respiratorio, es
la mejor manera de mantener ia granja con fundamentos de bioseguridad, manteniendo un
estatus sanitario de la poblacién mediante el uso de biolégicos especificos para los

microorganismos involucrados en el complejo respiratorio de cada granja (Estrada, 1997)

1.2 Rinitis Atréfica

Es una enfermedad especifica de cerdos reconocida hace mas de 170 afios y descrita
por vez primera como “Schniiffelkrankheit’ en Alemania por Franque (1830). Es una
enfermedad que afecta el tracto respiratorio superior de cerdos caracterizindose
clinicamente por la atrofia total o parcial de los cornetes nasales ventrales, desviacion del
septo nasal y deformacion facial con formacion de pliegues cutaneos en la zona nasal ver
Figura 1. Los sintomas agudos de la RA acostumbran a aparecer entre las 3 y las 8
semanas de edad; sin embargo, los lechones pueden infectarse a cualquier edad e incluso
afectar a animales adultos (de Jong, 1999).

La rinitis atréfica (RA) es una enfermedad insidiosa que, aunque no siempre provoca un
cuadro clinico grave ni bajas, causa una marcada reduccién del peso, raquitismo y por lo

tanto tamano corporal pequefio.

Figura No.1 Cerdo de 15 semanas con Rinitis Atréfica
Progresiva (PAR), mostrando una severa desviacion lateral
del morro




1.2.1 Definicién

El termino Rinitis Atréfica (AR) es asociado por fos granjeros a cualquier rinitis
producida por diferentes agentes etiolégicos.  Sin embargo el termino Rinitis Atrofica
Progresiva por sus siglas en ingles PAR es exclusivo para la enfermedad producida por el
agente etiolégico, Pasteurella multocida toxigénica. Pedersen y Nielsen en 1983,
recomendaron el uso de este término como resultado de las deliberaciones de fa Comisién
de Especialistas en PAR, de la Comunidad Econémica Europea. En un acuerdo realizado en
1988 entre especialistas de enfermedades de los cerdos de Europa, norte y sur de América
y Asia, definieron PAR a la enfermedad causada por la infeccién con Pasteurella multocida
toxigenica. En donde las manadas de cerdos presentan manifestaciones sospechosas tales
como estornudo, sangrado de la nariz, deformacion del morro, retraso de crecimiento, atrofia
del cornete, y desviacion del tabique y donde Pasteurella multocida toxigénica es detectada
en ef laboratorio (de Jong, 1999).

En consecuencia esta enfermedad es clasificada como Rinitis Atréfica No Progresiva
(NPAR), causada por Bordetella bronchiseptica toxigénica y Rinitis Atréfica Progresiva
(PAR), causada por Pasteurella multocida toxigénica sola o conjuntamente con otros

agentes bioldgicos, fisicos y quimicos (de Jong, 1999).

1.2.2 Etiologia

Esta enfermedad se produce como consecuencia de diferentes factores ambientales,
sin embargo la investigacioén sugiere que las cepas toxigénicas de Bordetella bronchiseptica
y Pasteurella multocida, son los agentes infecciosos primarios de NPAR y PAR

respectivamente.

Los casos mas severos de esta enfermedad solo se presenta en PAR que es atribuida
especificamente a la colonizacion de la cavidad nasal del cerdo por cepas de Pasteurella
multocida.  Sin embargo aunque exista una asociacién con Bordetella bronchiseptica
toxigenica, la NPAR por si sola es considerada de menor importancia o insignificante en el
crecimiento en cerdos, pero es el elemento critico de control de P. multocida por que se

puede controlar la infeccién previa por Bordetella (Ciprian y cols., 1994).

Las condiciones necesarias para la colonizacién y crecimiento de Pasteurella multocida

y/o Bordetella bronchiseptica es la produccion de suficientes cantidades de toxina que esta




influenciada por el dafio bacteriano o viral de la mucosa y cuando interaccionan factores
como el sistema de produccion, manejo, medio ambiente y nutricién, dando origen a una
enfermedad compleja o multifactorial. Cuando todos estos factores estan presentes, puede

resultar la PAR clinicamente muy severa (de Jong, 1999).

La severidad de la enfermedad que se desarrolla en los cerdos se relaciona con la
cantidad de una o ambas toxinas absorbidas por el animal. La susceptibilidad de los
cerdos a cierta cantidad de toxina que causa la reduccién del hueso en el cornete ha
demostrado una relacién con la edad del animal. Las cepas toxigénicas de Pasteurella
multocida producen la severidad de Rinitis Atréfica Progresiva, incluyendo un extremo
retraso en el crecimiento, incluso en cerdos de mas de 3 meses de edad; mientras que las
cepas toxigénicas de Bordetella bronchiseptica producen hipoplasia en el cornete solo en

cerdos hasta 6 semanas de edad (de Jong, 1999).

Se ha demostrado la presencia de PAR después de dosificar Ia toxina de Pasteurella
multocida, esto indica que la colonizacién de Pasteurella multocida toxigénica en el cornete
no es necesaria para el desarrollo de la enfermedad, sin embargo existen otros lugares
anatomicos como los pulmones y tonsilas que pueden ser considerados para producir

toxinas (Ackermann y cols., 1994).

Es importante distinguir el agente de Bordetella bronchiseptica y Pasteurella multocida
como NPAR y PAR respectivamente, ya que estos agentes infecciosos tienen impactos
economicos totalmente diferentes en la produccién de cerdos, y requieren diversos métodos

y estrategias para la prevencién y tratamiento.

A pesar del papel principal de los agentes infecciosos, otros factores contribuyen a la
causa o por lo menos a la expresion clinica de RA.  Estos factores. estan asociados con
métodos de produccién intensa, traslado de animales del aire libre a condiciones cerradas, el
flujo continuo de animales, una ventilacién reducida o inadecuada y niveles elevados de
polvo o gases nocivos (como el amoniaco), intensifican la RA y contribuyen a la propagacion
de la enfermedad (Hamilton y cols., 1996). También se ha observado manifestarse RA con

mayor gravedad en primavera y verano. La genética puede tener algin papel en la

susceptibilidad a la infeccion y hay factores nutricionales que pueden influir en la gravedad
de la enfermedad (Smith y Giles 1980). Penny (1977) identifico algunos factores
predisponentes en la severidad de la AR (Tabla No.3).




Tabla No. 3 Factores que Influyen la Severidad de la Rinitis Atrofica*

INCREMENTO DECREMENTO
Grandes explotaciones Pequeias explotaciones
Ciclos abiertos Cicios cerrados
Explotaciones en crecimiento Censos estables
Alto porcentaje de primerizas Cerdas viejas
Salas de maternidad grandes Salas pequefias
Destetes muitiples Destetes sencillos
Transiciones grandes Sistemas modulares mas aislados
Gran numero de animales por sala Bajo numero de animales por sala
Destete en grupos Destete en camadas
Frecuencia de movimiento y mezclado Poco movimiento y no mezclado
Sistemas intensivos cerrados de produccién Sistemas extensivos “aire libre”
Alta densidad de animales Baja densidad de animaies
Temperatura y ventilacidn deficiente Controt de temperatura y buena ventilacion
Higiene y desinfeccion deficiente Higiene y desinfeccién adecuada
Introduccién continua de animales Descanso de las instalaciones
Alimentacion seca y atmdsfera poivorienta Alimentacion himeda y atmdsfera limpia

* Penny, (1977)

1.2.3 Patologia

En granjas con problemas de RA, los signos pueden observarse en cerdos de todas las
categorias, pero son mas aparatosos en los animales de los destetes. Son perceptibles
ruidos respiratorios anormales, particularmente inspiratorios, se escuchan estornudos y tos
en forma exagerada. Los animales evidencian un lagrimeo constante, muchas veces
asociado a conjuntivitis, con presencia de material seropurulento condensado en las
comisuras oculares y el pelo de la cara se ve aglomerado en el trayecto del escurrimiento
lacrimal. La presencia de exudados nasales abundantes, seropurulentos (amarillo-
grisaceo), son un indicador constante de la presencia de rinitis.  Ocasionalmente, en
animales gravemente afectados, puede ocurrir la observacién de descargas nasales
hemorragicas y la magnitud se puede determinar por la desviacién del hocico y/o
acortamiento anormal de la mandibula conocido como branquignatia, seguin sea unilateral o
bilateral. Como consecuencia de las alteraciones en la base dsea del hocico, la piel se

presenta fuertemente plegada (Ciprian y cols., 1994).

Para evaluar el grado de lesion en animales muertos por cualquier causa o sacrificados
en el rastro, se realiza un corte transversal en el maxilar superior, a la altura del segundo

premolar, es necesario recordar aqui que el primer premolar aparece en animales de mas de




un afo, por lo que la mayoria de los casos, excepto hembras reproductoras o sementales,
se debe considerar el corte a la altura del primer premolar visible, detras de los colmillos.
Este corte permite visualizar con mayor claridad y comparar los cornetes izquierdos con los
derechos, en busca de la existencia de asimetria, reduccién del tamario y espesor entre ellos
para poder diagnosticar las formas leves de la enfermedad, particularmente la situacién de
los cornetes ventrales, por ser los primeros y mas constantemente afectados (Ciprian y cols.
1994; Torres y cols., 2000).

Straw (1986) clasifico la intensidad o severidad de las lesiones por grados, sin que
exista un acuerdo en la clasificacion ver Tabla No. 4 y Figuras 2, 3, 4, 5 y 6.

Tabla No. 4 Criterios para Determinar el Grado de Lesién de Rinitis Atréfica Progresiva*

Espacio de los Grado Interpretacion Descripcion
cornetes nasales (mm)

0-2 1 Negativo Estructura anatémica sin cambios patolégicos
aparentes.
3-8 0 Normai Los cometes lienan la cavidad nasal. Septo en
posicién simétrica y derecho.
7-9 1 Negativo Ligera atrofia, morfologia anormal del cornete ventral.
10-12 2 Sospechoso Atrofia leve de uno o ambos cornetes ventrales con

cornetes dorsales normales o con ligera atrofia,

13-16 3 Atrofia Moderada Moderada atrofia en cornetes ventrales, usualmente
involucrados los cornetes dorsales.

17-20 4 Atrofia Marcada Atrofia marcada de cornetes dorsales y ventrales,
sustitucién fibrosa de cornetes ventrales.

20 6 mas 5 Atrofia Severa Pérdida completa de cornetes (solo vestigios) y/o
atrofia de cornetes dorsales.

* De acuerdo a Straw

Figura 2.- Corte transversal del hocico de un cerdo sano  Figura 3.. Corte transversal del hocico de un cerdo negativo
{grade 0). donde se puede observar |a anatomia normal de @ Minitis atrdfica progresiva {(grado 1. muestra ligers

les cometes que llenan fa cavidad nasal, $epto en posicidn az:oﬂa ¢ morfologia anormat del cornete ventral (atrofia
senétrica y derecho e8casal.




Figura 4.« Corte transversal del hocico de un cerdo que
presenta rinitis atrslica progresiva (grado 2). se observa
atrofia de uno de los cornates ventraies y ligera degeneracion
&n ios dorsales.

Figura 5.- Corte transversal del hocico de un cerdo que
presenta rinilis atréfica progresiva {grado %), donde se abserva
atrotia de ambos cometes ventrales.

Figura .- Corte transversal del hocico de un cerdo que Figura 7.- Corle transversal de’ hocico de un cerdo que

presenta rinehis atréfica progresiva (grado 4), donde se observa - e )
e s ; oor rates v liaer neracion  Presenta nnilis atréfica progresiva (grado 5), donde se observa
atrofia de unc de fos cornetes ventrales y hgera degeneracid pérdida comple cometes

enios venlraes y dorsales.

La patologia microscdpica permite caracterizar los efectos de las toxinas bacterianas,
sobre los procesos de formacion y remodelacion 6sea. Los cambios sugerentes de una
mayor remocion Gsea, se soportan en la observacién de un numero aumentado de
osteoclastos en el campo microscépico, estas células gigantes, multinucieadas, de
citoplasma acido filo, son facilmente reconocibles; asi como en la presencia de grandes
espacios lacunares en la matriz 6sea, asociados o no a los osteoclastos, y en los que no se
observan osteoblastos o estos se presentan claramente dafiados. Estudios de microscopia
electrénica, han indicado sin embargo la observacién de diferentes alteraciones en los
organelos de los osteoblastos expuestos a las toxinas de Pasteurella multocida, por lo que,




aun con ciertas reservas, existe evidencia de que la actividad de formacion Osea estaria
afectada en la enfermedad. Una forma de evaluar la actividad osteoblastica en cortes de
parafina es emplear la técnica histoquimica de PAS, que colorea en forma especifica la
sustancia osteoide (glucoproteina) sintetizada por los osteoblastos. Por todo lo anterior se
consideran a las toxinas estar afectando los procesos de sintesis 6sea, lesionando a los
osteoblastos, como promoviendo los mecanismos de resorcién osea, con activacién de
osteoblastos.  Ambos procesos son por ofra parte, dificilimente separables entre si y la
activacion de uno actla negativamente sobre el otro y viceversa. La observacion de
lesiones microscopicas indicativas de inflamacion, cambios vasculares y exudados celulares,
no son significativas y su presencia y caracteristicas son variables segun el momento en que
se toma la muestra. lgualmente se consideran poco significativos los cambios que
pudieran ocurrir en el epitelio (hiperplasia, metaplasia) o en las células de las glandulas de la
mucosa. Sin embargo el examen, principalmente de estas ultimas células debe realizarse
con cuidado ante la posibilidad de una rinitis por cuerpos de inclusién, ocasionada por un
citomegalovirus que produce cuerpos de inclusién baséfilos intranucleares y que afecta a
lechones con alta morbilidad, esta enfermedad ya ha sido diagnosticada en México y puede
actuar como factor predisponerte a RA. En su forma de viremia esta enfermedad puede
determinar alta mortalidad en lechones (Ciprian y cols., 1894).

1.2.4 Diagnostico
1.2.4.1 Bordetella bronchiseptica

Un diagnostico definitivo de Bordetellosis en cerdos es solo posible por medio de
bacteriologia en pulmones postmortem o lavados de ellos y secreciones nasales. Ei
crecimiento de estos microorganismos se realiza en agar sangre o MacConkey con una
adicion de 1 % de glucosa, o medios selectivos (de Jong y Borts 1985). Investigaciones por
Giles y Smith en 1983, detallaron y demostraron ia interpretacion de resultados de métodos
empleados para la obtencién de antigenos especificos de Bordetella bronchiseptica, por lo

cual utilizaron la serologia como otra forma de diagnosticar una infeccién.

1.2.4.2 Pasteurella multocida

El diagnostico de la PAR, no solamente se basa en observaciones clinicas o
morfoldgicas de lesiones, si no también requiere la identificacion de Pasteurella multocida

utilizando pruebas de laboratoric como son: microbiolégicas (MacFaddin, 2000), seroldgicas




(Pedersen, 1983; Foget y cols., 1988) y actualmente las técnicas basadas en la PCR (Hunty
cols., 2000; Choi y Chae, 2001; Lichtensteiger y cols., 1996). La prueba serolégica de
ELISA puede detectar anticuerpos antitoxina de P. multocida pero no se puede utilizar en
animales vacunados, ya que existe reaccidn cruzada. Estos anticuerpos, son poco

inmundgenos y en aigunos cerdos se manifiestan pasados unos meses tras la infeccion.

Sin embargo es muy importante saber la prevalencia de la enfermedad en la granja por
este agente infeccioso, por lo tanto el diagnostico postmorten nos permitird conocer la

severidad de la atrofia de los cornetes.

1.2.5 Tratamiento

El tratamiento efectivo de un brote de NPAR y PAR requiere de la combinacion de la
vacunacioén y medicacion, que no es igualmente aplicable a todas las manadas afectadas.
Todos los tratamientos estan dirigidos a: 1) Reducir la prevalencia y la carga de las
infecciones bacterianas especificas importantes (Bordetellosis y Pasteurellosis) en cerdos
jovenes por la vacunacién de la hembra, medicacién en la alimentacion y tratamiento de
antibiéticos a los lechones; 2) Para tratar cerdos en desarrolio con una rinitis aguda para
reducir la infeccion bacteriana y la severidad de la hipoplasia y para mantener un crecimiento
eficiente y utilizacion del alimento; 3) Mejorar el medio ambiente de los animales evitando

estrés ambiental (de Jong y Bartelse, 1980).

1.2.5.1 Vacunacion

La mayoria de las vacunas estén basadas en la presencia de bacterias inactivadas de
Pasteurella y Bordetella mas una cantidad variable de toxoide. Estas vacunas compuestas
son efectivas para controlar los efectos a largo plazo de la infeccion, ya que el toxoide puro
no evita la colonizacién del epitelio nasal, esto en particular es cierto para Bordetella
bronchiseptica ya que reduciendo la colonizacién o adherencia de esta bacteria, se reduce

la infeccién por Pasteurella multocida (Foged y cols., 1989).

Foreman (1991), encontrd6 que los hatos endémicamente afectados por RA Ila
vacunacién con células completas inactivadas de Pasteurella multocida tipo Ay Dy
Bordetella bronchiseptica no protegido con la cantidad de anticuerpos circulantes para estos
organismos en los hatos de cuestion, confirmando la necesidad del uso del toxoide para

evitar el desarrollo de la atrofia del cornete {Ciprian y cols., 1994).




1.2.5.2 Medicacion

Muchos antibiéticos no son bien absorbidos por el tracto gastrointestinal, por lo que la
administracion oral de antibiéticos no es de mucho valor en el tratamiento de infecciones
sistémicas, ademas que los animales enfermos no comen; dando como resultado imposible
conseguir un nivel adecuado del antibiético en animales enfermos, si el farmaco es
administrado en el alimento.  Sin embargo la utilizacién de sulfas con trimetoprima (12.5
mg/kg sulfadoxina + 2.5 mg/kg trimetoprima) es la mejor eleccion, si Bordetellosis es la
infeccion principal en lechones de cria. Inyecciones de oxytetraciclina (20-80 mg/kg) una o
dos veces por semana es eficaz para PAR (de Jong y Oosterwoud, 1977; Mefford, 1983).

Otros antibidticos a los cuales Pasteurella multocida puede ser sensible y que se
utilizan con frecuencia en concentraciones terapéuticas contra neumonia y Pasteurellosis

estan incluidas en la Tabla No.5

Tabla No. 5 Antibiticos utilizados contra Pasteurella multocida*

Farmaco Concentracion
Penicilina /Estreptomicina 20,000 UI/10 ~ 25 mg/kg
Tylosin 10 — 25 mg/kg
Lincomicina/Spectinomycin 50/ 100 mg/kg
Ampicilina 10 - 20 mg/kg
Amoxicilina 10 - 20 mg/kg
Spiramycin 25 mg/kg
Derivados de Quinolonas 0.5~ 5 mg/kg
Cefalosporinas 1-5mgkg
Tiamulin 10 - 20 mg/kg

* Ciprian y Cols., (1994)

Los beneficios de los tratamientos no han sido evaluados criticamente hasta la

proteccién y/o eliminacién nasal o pulmonar de Pasteurella multocida.

1.2.6 Prevencién

La entrada constante de hembras es uno de los problemas centrales de todos los
sistemas de produccion de cerdos, resalté el doctor Carlos Pijoan Aguade (2004). Por elio,
propuso un sistema de produccion denominado multisitios, en donde las areas de gestacion
y parto, destete y engorda estén en sitios e incluso en granjas separadas. Este proceso
evita la entrada de microorganismos, pues una vez que el animal ha concluido su ciclo es
trasladado a otro lugar, lo cual permite que la granja se limpie y desinfecte para el ingreso de
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un nuevo grupo de animales. Con este sistema se realiza un destete segregado, en el cual
los lechones son separados de las madres antes de que se infecten, pues son ellas las que
transmiten bacterias y virus. Al implementar este método, han desaparecido padecimientos
como la pleuroneumonia contagiosa, rinitis atréfica y disenteria; otros casos como la
enfermedad de Aujeszky y el célera incluso han sido erradicados; sin embargo, otros males
como micoplasma cambiaron su epidemiologia y aparecieron nuevas enfermedades como el

Sindrome Respiratorio.

1.3 Caracteristicas Generales dé Pasteurella multocida

Ha pasado un poco mas de un siglo desde que Louis Pasteur en 1880, aislé por
primera vez, un microorganismo que lleva su nombre, Pasteurella multocida. Durante este
tiempo, ha habido una considerable investigacion sobre mecanismos de la inmunidad,
predileccion del huésped, la virulencia y la patogénesis que ha dado lugar solamente a
aumentos muy pequefos en nuestra comprension del organismo, hasta hace mas de una
década que no habia caracterizacion extensa de este organismo en el nivel molecular {Hunt
y cols., 2000).

Las bacterias que pertenecen a la familia de Pasteurellaceae se caracterizan
principalmente por tener un alto grado de la especificidad hacia el huésped, en esta familia
esta incluido el género Pasteurella que en la actualidad tiene 20 especies que son,
fundamentalmente, microorganismos patdégenos de animales y que en ocasiones causan

infecciones en el hombre transmitidos por animales caseros {Donnio y cols., 2004)

1.3.1 Morfologia

Pasteurella multocida es un cocobacilo pequeno, de aproximadamente 1 a 2 um de
longitud y 0.5 a 0.8 um de ancho. La morfologia de estos microorganismos es variable, si
son aislados del tracto respiratorio superior de animales clinicamente sanos se observan
como bacilos relativamente largos, que miden aproximadamente 5 um de longitud y 1.0 um

de ancho.

Las pruebas bioquimicas para identificar este género y diferenciar especies se

presentan en la Tabla No.6.

12



Tabla No. 6 _Propiedades diferenciales de las especies de Pasteurella*

@ «© [

[ £ E g % E é ‘é

S8 5 23 25 £ § 58 £858582; ¢ 3 § &

¥ 5§ 3 8 8 § € % 8 £ E 2gegegs ¢ & ¢ 3

Prueba oo a4 0 4 @ @ Qeatanad o o o o
Catalasa + o+ + \ - + + - + Y + + + + + -
Oxidasa v + - s s +
NO; a NO, + o+ + + + + + + + - + + + + + + + +
H.S + NR - NR NR NR NR V- NR NB NR + + + V' NR - NR NR
MacConkey (MAC) G G"Y NG V NG NG NG NG NG V V V Vv Vv v NG V G NG
B-hemdlisis, 5% SBA - - - - - - - - - V- - - - -+ Vv
HIDRATOS DE CARBONO
Glucosa A A A A A A A A A A A A A A A A A A =&
Lactosa VoA - . A o - A - v EE Y A Vol
Adonitol - NR - NR - - - - - NR NR V V V Vv - NR NR -
Arabinosa - - - - - - - - - A AV - - v \' - -
Celobiosa - - - - - - - - - - - - - - - - - vV NR
Dextrina NR NR NR NR NR NR NR A NR NR NR V V V V NR V NR NR
Dulcitol - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Eritritol NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR V V V V NR NR NR NR
Fructosa NRNR A NR A A A A A N A A A A A A NR NR A
Galactosa A A A - A A A A A A A A A A A AV - N
Glicerol A NR NR NR NBR NR NR - NR NR NBR V V V V' NR - NR NR
Inositol v - - - vV - - - - . vV - - . v . A VvV N
Inulina NR NR NR NR - NRNR - NR NRNR V V V - NR - NR NR
Maltosa A - - V.V - A A . VvV v - - VoV - v A A
Manitol v A - - A - - - A AV A A V. - V. A A
Manosa A A AV A A A A A A A A A A A A - A Nm
Melibiosa v - - NR - - - - A - NR NR V V . A V NR
Rafinosa v A" . - \ - A V- - - - - Vv - \' - NR
Ramnosa V NR - NR V - - - - NR NR V V Vv Vv . A NR -
Ribosa NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR A NR NR NR NR
Salicina - - - - - - - - - v . - - -V - V V NR
Sorbitol \"2 - - - \'2 - - \'2 - A A A - A - - v A v
Sorbosa NR NR - NR NR - - - - NR NR V V Vv . - NR NR -
Sacarosa A A - - A A A A A A A A A A A A A A NR
Trehalosa - A A - - v A A - AV - A vV Vv A v A A
Xitosa A AV - VvV v . v - A A AV Vv - A . ¥y
OTRAS PRUEBAS

Indol v - - -V - - - - + + Ve - -
Hidrdlisis de la esculina - - - - - - - - - + Vv - - - - - + \ -
Arginina deshidrolasa - NR - NR - - - - - NR NR - - - - - - NR -
Lisina descarboxitasa - - - - - - - - - NR NR - - - - - - NR -
Ornitina descarboxilasa \% - - - v + - - - - LV AR, + \% + - - - v
Licuefaccion de la gelatina, 22 °C - NR - NR - - - - NR NR NR - - - \ - - NR -
ONPG vV o+ - - + - - - + - v - - - + - v’ - +
Fosfatasa + + + + + + + + + + + + + + + + - + -
Rojo de Metilo (MR) - NR NR NR - NR NR - NR NR NR - - - - NR NR NR NR
Voges-Proskauer (VP) - NR NR NR - NR NR - NR NR NR - - - - NR - NR NR
Ureasa + - - - - - + - - + + - - - + - - - -
Requerimiento de Factor V (NAD) - - \ - - - - - NR NR NR - - - - NR NR NR NR
Requerimiento de factor X - NR - NR - NR NR - - - - - - - - - - - +

* MacFaddin, {2000).

G, crecimiento; NG, sin crecimiento; NR, no se dispone de resultados; V, reacciones variables; V', variable, por lo general positivo; V", variable, por lo
general negativo; w, reaccién débil; SBA, agar con sangre de oveja; factor X, protoporfirina IX o protohem:; factor V, nicotinamida adenina dinucleétido
(NAD) o NAD fosfato (NADP); 2 El 76% de las cepas produce pigmento amarilio; ® La reaccion positiva puede ser tardia.
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1.3.2 Antigenos

La mayoria de las cepas de Pasteurella multocida poseen en su superficie
polisacaridos capsulares altamente hidratados, ligados a bacteria covalentemente por
moléculas de fosfolipidos. Los polisacaridos compuestos por repeticiones de monosacéridos
unidos por enlaces glucosidicos y con variaciones en el contenido, orden y estructura,
forman una alta diversidad de configuraciones. Esta diversidad capsular de polisacaridos es
de gran importancia en la patogénesis de la enfermedad ya que provee de funciones
importantes a los serotipos, como la resistencia a la desecacién, una mejor adherencia al
huésped, actividad antifagocitaria, resistencia a la accion del complemento (Boyce y cols,
2000),

Las diferencias seroldgicas clasifican a Pasteurella multocida en 5 serogrupos
definidos como A, B, D, E y F los cuales son basados sobre los antigenos capsulares y en
16 serotipos somaticos. Estos serotipos generalmente son relacionado con la predileccion
de la enfermedad por ejemplo, los serogrupos B o E frecuentemente se asocian con
hemorragia septicemica, el serogrupo A se relaciona frecuentemente con célera aviar y el
serogrupo A o D se asocia comlinmente rinitis atréfica sin encontrar una diferencia en la

toxigenicidad en ambos serogrupos (Boyce y cols, 2000, Chul, y Hwan, 1985).

Los serotipos capsulares fueron determinados mediante estudios inmunolégicos
empleando pruebas de hemoaglutinacion indirecta, autoaglutinacién en presencia de
acriflavina (Carter y Subroto, 1973) e inhibicion de la formacion capsular por hialuronidasa
(Carter y Rundell, 1975). Actualmente se ha desarrollado una técnica molecular de PCR
multiplex que sirve como alternativa rapida y altamente especifica, para la identificacién de

los 5 serogrupos (Townsend y cols., 2001).

1.3.3 Toxinas

En Europa, se han demostrado las Pasteurellas aisladas de casos de rinitis atréfica
pertenece al serotipo “D”, y se caracterizan por producir toxinas que se identifican por medio
de pruebas bioldgicas, con la produccién de una lesion dermonecrética (de Jong y Bartelse,
1980); letalidad en ratones (Rutter, 1983) y toxicidad de cultivos celulares. Por otro lado
Nakai y cols., (1986), purificaron una toxina a partir de extractos obtenidos por sonicacién de
Pasteurella multocida tipo D (cepas SP-72 y 4745a) y Bordetella bronchiseptica (cepa L3),

obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla No. 7_ Propiedades Fisicoquimicas de las toxinas de P. multocida y B. bronchiseptica

Propiedad Pasteurella multocida Bordetella bronchiseptica
PM (kDa) 160 190

Punto isoeléctrico 4.7-48 6.5-6.6
Absorcidn a 280/269 nm 1.89 1.93

* Ciprian y Cols., (1994)

Esto sugiere que se trata de glicoproteinas que tienen propiedades bioldgicas y

actividades téxicas similares, pero difieren en pruebas de neutralizacién cruzada.

En trabajos similares realizados por Niels y cols.,, se encontré que la DNT de
Pasteurella multocida tipo D (cepa 45/78) obtenida de sobrenadantes tuvo un PM de 143
kDa y concluyendo ser similar en cuanto actividad biolégica a la de Bordetella bronchiseptica
pero diferente en propiedades quimicas (Ciprian y cols., 1994). Ahora se sabe por andlisis
de la secuencia del gen ToxA con 4381 pb, que codifica para una proteina de 146.5 kDa
(Petersen, 1990).

1.3.4 Material Extracromosomal

En México, Mendoza (1985) aisld una exotoxina en los sobrenadantes de cultivos de
18 horas de Pasteurella multocida, los hallazgos hicieron pensar que la fraccién de PM de
22,000 D fue la causante de la reaccién dermonecrotoxica en la piel de cuyo (DNT positiva).
Esta actividad se perdié con el tratamiento de tripsina, pepsina y elevacion de la temperatura
coincidiendo con resultados de Rutter (1983) y Van Der Heyden y cols., (1984), ademas de
este trabajo la cepa control de Pasteurella multocida tipo D mostrd tener un plasmido de
alrededor de 5.2 kDa en geles de agarosa, esta banda parece ser responsable de la
presencia (DNT) en el plasmido que dio una reaccion dermonecrotoxica en la piel del cuyo
en comparacion con la cepa citada (tratada con 400 pg de naranja de acridina), no mostré la
presencia del plasmido y no dio positividad a la reaccion de la piel del cuyo. Ademas con la
perdida del material extracromosomal, se perdié la resistencia a varios antibiticos, lo que
sugiere que estos factores estan en el mismo plasmido. En un estudio se aislaron 58 cepas
de Pasteurella mulftocida serotipo 3 de pavos y se encontro ia presencia del plasmido R, en
siete de esta cepas las cuales fueron resistentes a tetraciclina y ampicilina, codificada en
ADN extracromosomal. En otro estudio con cinco cepas de Pasteurella haemolyticas, sélo
tres de ellas presentaron plasmido con resistencia hacia algunos antibiéticos.
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1.3.5 Adherencia

La rinitis atréfica es una enfermedad multifactorial muy compleja. Se sabe que tanto
Bordetella bronchiseptica como Pasteurella multocida, son capaces de causar atrofia en los
cornetes nasales de cerdos, pero la severidad y la persistencia de los cambios que se
inducen son diferentes, sin embargo los cuadros clinicos mas graves de RA se producen
cuando la infeccidén se inicia con B. bronchiseptica y va seguida de la invasién por P.
multocida (Rutter y Rojas 1982). Esto constituye una evidencia de que la colonizacion y

toxicidad, son los determinantes virulentos méas importantes de estos microorganismos.

La colonizacion es esencial para la produccién de lesiones en los cornetes, tanto
microscopicas como macroscopicas y para persistencia de la infeccion “in situ”; mas aun, la
aplicacion de un irritante como acido acético, amoniaco han sido considerado como un
requisito para la colonizacion de Pasteurella multocida lo que indica probablemente que
Pasteurella multocida se encuentra como flora normal en la mucosa de cerdos. (Ciprian y

cols., 1994, Hamilton y cols. 1996 y 1998).

La adherencia es una interaccién compleja, de la bacteria y el epitelio nasal lo que
permite la colonizacién y propicia que ‘se exprese su patogenicidad y se desencadenen los
mecanismos inmunolégicos ya conocidos. Con respecto a esto Frymus y cols., (1986)
observaron muy poca adherencia de Pasteurella multocida tipo D aisladas de epitelio nasal
porcino en contraste con Pasteurella multocida tipo A qué se adhirié en gran nimero a estas
células traqueales, y mucho mas eficiente colonizador si se le compara con Bordetella
bronchiseptica aunque no existen estudios donde se compare la adherencia de un gran
nimero de aislamientos de estos microorganismos, bajo las mismas condiciones
experimentales. Jacques y cols., (1988) compararon 25 aislamientos de Pasteurella
multocida reportando que su adhesion es significativamente seis veces menor a la de

Bordetella bronchiseptica en estudios “in vivo™.

Hasta ahora la informacion de las caracteristicas de virulencia de Pasteurella multocida
en tracto respiratorio superior o el proceso por medio del cual el organismo coloniza la
mucosa nasal es poco conocido, Nakai y cols., (1986) demostraron que Pasteurella
muitocida no coloniza la mucosa nasal en cerdos sanos y cuando lo hace en lechones es de
una manera diferente a Bordetella bronchiseptica. Posiblemente esto explique las

diferencias que presentan ambas bacterias.
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Nakai y cols., (1988) encontraron en un estudio de adherencia de estas bacterias, que
las células epiteliales cultivadas ‘"in vitro" el ndmero de bacterias de Bordetella
bronchiseptica adheridas por céiula es aproximadamente 3 veces mas alto en comparacion
a Pasteurella multocida y una minima afinidad dista a la mucosa, se comprobd mediante
microscopia electrénica observando que los fragmentos celulares a los cuales se adhirieron
presentaron una estructura normal, mientras que los fragmentos colonizados por Bordetella
bronchiseptica mostraron una marcada degeneracion, escamacién y severa reaccion
inflamatoria. Coincidiendo esto, con lo publicado por Nakai y cols., (1986) quienes cultivando
fragmentos de epitelio nasal en un medio que contenia DNT de Pasteurella o Bordetella
indujeron cambios morfolégico semejantes a los producidos " in vivo " incrementando con
esto la adherencia y colonizacién, lo que implica una disminucién o no produccién de DNT
soportando la hipétesis previa de que Bordetella bronchiseptica induce rinitis atréfica adn en

ausencia de Pasteurella multocida.

Varios autores (Kume y cols., 1988; Rivera y cols., 1986) han reportado la incapacidad
de Pasteurella para atacar diferentes cultivos celulares, sugiriendo la ausencia de adhesinas
en estos extractos, sin embargo algunas cepas de ofras especies animales mostraron
poseer fimbrias y un ataque mas rapido a las células (Glorioso y cols., 1982).  Fortin y
Jacques (1987) reportaron el 44% de las Pasteurellas aisladas de rinitis atréfica fueron
capaces de hemoaglutinar eritrocitos humanos grupo “0”, lo que sugiere que estos extractos
fueron citoadherentes, aun cuando no confirmaron la presencia de fimbrias mediante
microscopia electronica. Trigo y Pijoan investigando la toxigenecidad de extractos de
Pasteurella multocida encontraron que todos aquellos aislados de rinitis atréfica fueron
toxigénicos y la mayor parte de ellas presentaron fimbrias, las cuales han sido observadas
en algunas cepas de Pasteurella multocida. Recientemente, dos tipos de fimbrias fueron
identificadas en cepas de serogrupo D, la primer fimbria observada es similar a fimbria tipo 1
y la segunda es similar morfolégicamente al pili de Escherichia coli (Ruffolo y cols., 1997).

Otro descubrimiento interesante es que todas las cepas aisladas de pulmon resultaron
ser no toxigénicas y al menos entre el 88 - 90% de estas fueron también no pilliadas. Entre
tanto la toxicidad y la pilliacion surgen como factores asociados con la rinitis atréfica
mientras que la neumonia y la pleuritis se relacionan con cepas serotipo A no toxigénicas y

no pilliadas (Davies y cols., 2003).
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1.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR.

Los principios de esta técnica fueron descritos en 1971 por Kleppe, pero fue hasta 1985
adaptada y desarrollada completamente, por Karry B. Mullis, e! cual recibié el Premio Novel
en Quimica en 1993, por el descubrimiento de esta técnica. En aquella época esta técnica
constituy6 una sefial en biologia molecular que permitié la produccién a gran escala de

copias de segmentos especificos de la ADN.

La técnica de PCR es un método de amplificacion enzimatico de secuencias
especificas de ADN in vitro, a partir de dos iniciadores complementarios a los extremos de la
secuencia de ADN que se desea amplificar. La enzima Taq polimerasa, en presencia iones
de Mg™" extiende el extremo 3’ de cada iniciador, complementarios a dicha secuencia. La
reaccion se lleva cabo en presencia de un exceso de iniciadores que hibridan al nuevo ADN
sintetizado en el ciclo anterior, de manera que se convierte en el blanco para la nueva
sintesis. Esta reaccién ocurre en una serie de ciclos repetitivos que incluyen:
desnaturalizacién de la doble cadena de ADN, hibridacion de los iniciadores a los extremos
del fragmento de ADN y la extensién de estos iniciadores sobre el ADN molde por la
polimerasa termoestable, resuitando en la acumulacién exponencial del fragmento especifico
cuya dimension esta definida por los extremos 5° de los iniciadores, ya que el producto de
extension sintetizado en un ciclo sirve como molde en el siguiente ciclo, de manera que el
nimero de copias de ADN se duplica en cada ciclo {Tsirka y Frohman, 2001). Los ciclos
necesarios para la amplificacion se llevan a cabo en un termociclador, que permite oscilar
las temperaturas. A una temperatura del 94°C ocurre la desnaturalizacién del ADN, o sea, se
abre la doble cadena para permitir la hibridacién de los iniciadores, en el cual disminuye la
temperatura aproximadamente a 72°C, y por Ultimo la extension de las nuevas cadenas, esto
representa un ciclo, el cual se repite de 30 a 35 veces, estas condiciones pueden variar

segun el fragmento genético que se desea amplificar (Barrera y cols.; Wilton, 2002).

La técnica de PCR es muy especifica, ya que solamente se amplifica los fragmentos de
ADN limitados por los iniciadores, dando lugar a la produccién de un fragmento de tamario
determinado, incluso en presencia de otro tipo de ADN no relacionado. El producto de PCR
se evalla y compara con un marcador de peso molecular en un gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio, sobre haz de luz ultravioleta (Metzker y Caskey, 2001, Wilton, 2002 a).
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La principal ventaja de la PCR es la sensibilidad y especificidad de la prueba. Pequefias
concentraciones de ADN blanco, correspondientes a bajos nimero de células bacterianas,
pueden ser detectadas en un corto tiempo, pero cambios en las condiciones de ia técnica
comunmente afectan los resultados de la amplificacién, refiriéndose a tiempo, temperatura,

concentracion de Mg*™* (cofactor), entre otros (Wilton, 2002).

La seleccion de los iniciadores, que amplifican secuencias de ADN, de genes que
codifican factores de virulencia o toxinas, permite la identificacién de sélo esos
microorganismos potenciaimente patégenos. La PCR no distingue entre células viables y no
viables, si el segmento de ADN incluye el sitio del iniciador intacto, tanto en el primer caso
como en el segundo, lo amplificara. Esto puede ser considerado una ventaja ya que
bacterias lesionadas pueden ser detectadas incluso en los animales tratados con antibidticos

produciendo reacciones positivas (Metzker y Caskey, 2001; Wilton, 2002a).

Wilson en 1997, menciona la existencia de dos puntos que inhiben la reaccién de
PCR en un inicio: 1) Interferencia de la lisis celular necesaria para la extraccién de ADN y
2) Degradacion o captura de &cidos nucleicos; al mismo tiempo expone la existencia de un
amplio rango de inhibidores reportados, que en algunos casos no se sabe cémo actdan,
entre estos inhibidores se encuentran los restos bacterianos (pared, membrana celular, entre
otros), fragmento de ADN no blanco, incluso polvo en los materiales de laboratorio, el talco
de los guantes, diferentes tipos de plasticos o celulosa utilizados, la distribucién al azar del
ADN al estar cerca de los limites de deteccién, es decir una molécula de ADN puede no
estar presente en la alicuota utilizada para realizar la prueba y obtener un resultado falso
negativo, la degradacion del ADN o cuando éste sea capturado por alguna molécula

presente, la presencia de enzimas proteoliticas o desnaturalizantes que destruyan ¢ inhiban

la actividad de la enzima Taq polimerasa.
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1.5 Justificacion

La actividad porcina en México durante los Gltimos afnos ha presentado un importante
desarrollo como resultado de trabajar cada vez mas sistemas intensivos de produccién, asi
como la adaptacion a nuevas tecnologias provenientes de ofros paises (Quiles, 2001).
Esto ha provocado que cada granja presente un sistema biol6gico diferente, aun cuando los
animales, la dieta y las instalaciones sean similares para las granjas, esto sucede por que
las interacciones entre los gérmenes favorecen su permanencia y proliferacién en el tracto

respiratorio porcino (lglesias y Trujado, 2000).

El mejor ejemplo de colaboracién es el que ocurre con Pasteurella multocida, e cual
es un habitante normal de las vias respiratorias, pero en cuanto existen las condiciones
propicias es capaz de causar Rinitis Atrdfica Progresiva (PAR) en el animal. Las
condiciones propicias para que esto ultimo ocurra a menudo son el resultado de la infeccién
con Bordetella bronchiseptica; aunque también intervienen factores fisicos y quimicos (Nagai
y cols., 1994).

El factor de virulencia de Pasteurella multocida directamente implicado en la
enfermedad es la toxina dermonecrética (DNT), la cual produce en el animal una caida
sustancial del indice de conversion y, por tanto, retraso del crecimiento. La combinacion de

todos estos factores da lugar a un cerdo de baja calidad.

Un diagnostico para PAR, no se basa solo en observaciones clinicas o morfolégicas
de lesiones, se requiere la identificacion de la toxina por medio de pruebas de laboratorio,

las cuales requieren mucho tiempo.
Por lo tanto una técnica rapida y segura como PCR en la deteccion de Pasteurella

multocida toxigénica puede ser una afternativa para el diagnostico integral de la Rinitis

Atrofica Progresiva
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1.6 Hipotesis

Si se estandariza la técnica de Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) para
detectar la toxina de Pasteurella multocida entonces permitira hallar este microorganismo en
muestras de cerdo con Rinitis Atréfica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General
s Establecer el procedimiento de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), a través de iniciadores especificos al gen ToxA, para la deteccién de
Pasteurella multocida toxigénica.

2.2 Objetivos Especificos

e Estandarizacién de la extraccion y purificacion de ADN por medio de lisis por
calentamiento y el método de purificacion fenol-cloroformo.

o Cuantificacién de ADN de Pasteurella multocida por medio de espectrofotometria.

« Evaluar la especificidad de los iniciadores para el gen ToxA de Pasteurella multocida.

o Estandarizacién de un procedimiento para la deteccion de Pasteurella multocida
toxigénica utilizando la técnica de PCR.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Obtencion y Acondicionamiento de Microorganismos

Las cepas utilizadas de Pasteurella multocida tipo A y Pasteurella multocida
toxigénica tipo D, se obtuvieron del cepario del Laboratorio de Virologia perteneciente al
departamento de Microbiologia de la Coordinacién General de Estudios de Posgrado FES

Cuautitlan Campo 1.

3.1.1 Cultivo de Pasteurella multocida

Las muestras se obtuvieron directamente del criotubo el cual previamente se ha
descongelado a temperatura ambiente; con una jeringa estéril se tom¢ una pequena
cantidad de muestra suficiente como para agregar una gota a dos cajas de medio de cultivo
BHI respectivamente, con el asa se hizo una estria que posteriormente se extiendo en el
medio de cultivo, se incubo 24 horas a 37 °C. Una vez obtenido el crecimiento bacteriano,
una caja de medio de cultivo BHI sirvié para realizar la extraccion de ADN, y ofra para
conservar la cepa, por lo tanto se tuvo que congelar la cepa en SKIM MILK (Difco) a -70°C

por 72 horas, posteriormente se introdujo al criocontenedor con nitrégeno liquido.

3.1.2 Identificacién de Pasteurella multocida.

Se realizaron todas las pruebas bioquimicas primarias, como primer paso de
identificacién, posteriormente se realizaron algunas pruebas bioquimicas secundarias como
MIO, Urea, NO3, también se utilizd el medio de Agar Sangre y Mac Conkey como parte de la
identificacion ver tabla No. 6 (Mac Faddin F. J., 2000).

3.1.3 Tipificacién de cepas de Pasteurella multocida.

Para tipificar Pasteurella multocida tipo A 'y D, se sembré la cepa en el medio de BHl y
se puso una estria de Staphylococcus aureus la cual contiene la enzima hialuronidasa, por lo

tanto al contacto con su sustrato et acido hialurénico, el cual esta contenido en la capsula de

Pasteurella multocida tipo A se degradara (Carter y Rundell, 1975).




3.2 Extracci6én y Cuantificacion de ADN de Pasteurella multocida
3.2.1 Extraccién de ADN por el Método de Fenol-Cloroformo

Se utilizd una cepa de Pasteurella multocida de 24 horas en medio BHI, del cual se
tomé 1.5 X 10® UFC/ml, se resuspendi6 en 1.5 ml de PBS en un tubo Eppendorf de 1.5 ml,
se centrifugo en una microcentrifuga Beckman Microfuge E™ por 5 minutos a 14,000 rpm,
se resuspendid el pellet en 400 pi de PBS y se coloco en agua hirviendo durante 10 min.
Posteriormente se afadié 250 pl de fenol cloroformo isoamyl, mezclando bien y se centrifugo
por 2 minutos a 14,000 rpm, enseguida se obtuvo ia tasa superior en otro Eppendorf de 1.5
ml, y se anadié 250ul de cloroformo isoamyl, mezciandolo 40X y se centrifugo 2 minutos a
14,000 rpm, se obtuvo de nuevo ia tasa superior en un Eppendorf de 0.5 m! afiadiendo 12 pl
de acetato de sodio y 400ul de alcohol 100%, dejando en hielo 10 minutos, posteriormente
se centrifugo 15 minutos a 14,000 rpm.  Una vez centrifugado se decanto el alcohol y se
agregaron 70 pl de alcohol al 70% sin resuspender y se volvié a centrifugar 5 minutos 14,000
rpm, y por ultimo se decanto el alcohol y se dejo secar 15 minutos. El pellet se resuspendio

en 50 pl de ddH,0 y se almaceno a 4 °C.

Posteriormente se realizé un corrimiento electroforético para identificar la presencia
de ADN, en un gel de agarosa al 1 % p/v, por lo tanto se pesaron 0.3g de agarosa en 30 ml
de TAE, se calenté durante 1 minuto en el horno de microondas, y se agregaron 24 nl de

bromuro de etidio para una concentracién final de 0.5 pg/ml.

Una vez solidificado el gel se colocd en la camara de electroforésis, posteriormente se
le adicioné el marcador molecular ver Apéndice D {ADN Molecular Weight Marker Xili (50-
750 bp)) y la muestra de ADN previamente mezclados con 1ul de Loading Buffer,
posteriormente se conecta la camara de electroforésis a la fuente de poder y se deja 45
minutos a 80 V. Para revelar el Gel de Agarosa se realizé en el transiluminador (GENE
GENIUS Bio Imaging System).

3.2.2 Cuantificacién de ADN por espectrofotometria

Posterior a la extraccion y deteccion de ADN, se tomé 1 ul de este y se diluyo en 99

ul de agua desionizada para tener una dilucion 1:100, enseguida se tomaron 5 lecturas de
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absorbancia a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm en un espectrofotémetro (Cary NE
UV-Visible Spectrophotometer) para calcular la concentracion del ADN en la extraccion se

realiza de acuerdo a la siguiente relacion:

Abs. 260 nm x Factor de dilucion x 50 ug/ml = pg/ml ADN

Para conocer la pureza del ADN se realizé el cociente de la absorbancia a 260 nm y
280 nm, por lo tanto si el valor se encuentra entre 1.8, el ADN obtenido se encuentra libre de
contaminantes celulares; valores por debajo de 1.8, indican contaminacién con proteinas,

fracciones de membranas o fenol.

3.3 Iniciadores para PCR

En el estudio se utilizo un par de iniciadores especificos para la secuencia del gen ToxA
(Apéndice C), en el cual la secuencia de cada iniciador es referida por Lichtensteiger y cols.,
(1996). Cada iniciador empleado estaba acompafiado de una hoja descriptiva de las
caracteristicas correspondientes, donde se encontré la cantidad total de nanomoles de cada
iniciador; con este dato se procedié a realizar la suspensién de los iniciadores a una
concentracion final de 100 uM (solucidn stock) de cada uno. También se preparo una
solucién de trabajo a una concentracién final de 10 pM, para cada uno de los pares de
iniciadores.  El cdlculo para resuspender cada iniciador, asi como las caracteristicas de

cada uno de ellos se encuentra en el Apéndice A.
3.3.1 Dilucién de Iniciador ToxA F
Este iniciador se resuspendié con 597.8 ul de agua bidestilada para obtener una
concentracion de 100 uM.
Secuencia 5-CTTAGATGAGCGACAAGG-3°
3.3.2 Dilucion de Iniciador ToxA R

El liofilizado se resuspendié con 1010.3 ul de agua bidestilada para obtener una
concentraciéon de 100 uM.  Posteriormente se tomé 1 ul de concentracion 100 uM y se
diluyo con 9 ul de agua bidestilada para formar una alicuota de trabajo de 10 ul a

concentracion de 10 uM, respectivamente de cada iniciador.

Secuencia 5-GAATGCCACACCTCTATAG-3’
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3.4 Estandarizacion de PCR para Pasteurella multocida

El Kit utilizado para la estandarizaciéon de PCR para Pasteurella multocida es de la
marca QIAGEN® Tag ADN Polymerase (Taq ADN Polymerase, QIAGEN PCR Buffer 10x,
Q-Solution 5x, MgCl, 25 mM), los dNTP’s son de marca SIGMA (dTTP, dATP, dGTP y dCTP

de concentracion 10mM).

3.4.1 Volumen de Reactivos de PCR

El protocolo que se utilizé para la deteccién de un fragmento del gen ToxA de

Pasteurella multocida es el que se presenta en la tabla No. 8.

Tabla No. 8 Concentracidn y volumen de reactivos para PCR

Reactivos Volumen
{ub
oacios eI Comeniee - por
ADN molde 50 ng/pl 1
Q-Solution 5% 1x 5
PCR Buffer 10)|\(}|g1§|TM 1x 25
MgCl, 25 mM 2mM 0.5
dNTP’s
dTTP 10 mM 0.2mM 0.5
dATP 10 mM 0.2mM 0.5
dGTP 10 mM 0.2 mM 0.5
dCTP 10 mM 0.2mM 0.5
Iniciadores
ToxA F 10 uM 0.4 uM 1
ToxAR 10 M 0.4 uM 1
ggﬁmerasa T U/l wu 1
Agua 11
o 2

* E} Volumen (ul) por reaccion se caiculan en el Apéndice B

Todo el volumen se colocd y se mezclé en un tubo Eppendorf de 0.6 ml
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3.4.2 Parametros de Amplificacion

Las condiciones de amplificacion fueron en un inicio referidas por Lichtensteiger y
cols., (1996), y que posteriormente se adecuaron para asi realizar la PCR, a continuacién se

muestran los tiempos, temperaturas y numero de ciclos.

30 CICLOS
94°C

v4°C

307 52.5°C

'
'
)
'
]
[l
1
'
1
+

La amplificacién se llevo a cabo en un termociciador Techne modelo Progene™.
3.5 Corrimiento electroforético

3.5.1 Producto Amplificacién de ADN

El gel de agarosa que se utilizd para las muestras de productos de amplificacion se
preparo al 1.5 % p/v, por lo tanto se peso 0.6g de agarosa en 30 mi de TAE, se calentd
durante 1 minuto en el horno de microondas, y se agregaron 24 ul de bromuro de etidio

para una concentracién final de 0.5 pg/ml.

Una vez solidificado el gel se colocd en la camara de electroforésis cubierto con TAE
al 5 %, las muestras se adicionaron en los carriles una vez mezclada con 1ul de Loading
Buffer, el marcador molecular (ADN Molecular Weight Marker XlI (50- 750 bp)) se coloca

en el primer carril, posteriormente se conecta la camara de electroforésis a la fuente de

poder y se deja 45 minutos a 80 volts. Posteriormente el revelado del Gel de Agarosa se
realiza en el transiluminador GENE GENIUS Bio Imaging System.




4. RESULTADOS

4.1 Cepa de Microorganismos
4.1.1 Identificacion de Pasteurella multocida.

En la Tabla No. 9 se muestran las pruebas bioguimicas realizadas a las cepas de
Pasteurella multocida, iniciando por las pruebas bioguimicas primarias, y algunas pruebas
secundarias cruciales para su identificacion, ademas de utilizar algunos medios de cultivo
como proceso de identificacion. Al observar los resultados de las cepas de Pasteurella
multocida tipo A y Pasteurella multocida toxigénica tipo D muestra una diferencia al ser
sembrada en agar MacConkey, sin embargo los datos contenidos en la Tabla No. 6 (Mac

Faddin, 2000), demuestra que las cepas pueden ser variables en este medio.

Tabla No.9 Resultados de Pruebas realizadas a las cepas de Pasteurella multocida.

Pruebas Tipo A Tipo D
Pruebas Bioquimicas Primarias
Gram Cocobacilos { - ) Cocobacilos ( -)
Oxidasa + + '
Catalasa + +
Motilidad T
OfF AA AA
Pruebas Bioquimicas Secundarias
Indot t +
Ureasa B -
NO3 + +
Medios de Cultivo
B-hemdlisis N -
Mac Conkey - +

4.1.2 Tipificacion de cepas de Pasteurella multocida.

Se llevo a cabo la tipificacion de la cepa de Pasteurella multocida tipo A, con el empleo
de una estria de Staphylococcus aureus, observando como resultado positivo la
descapsulaciéon de la colonia a las condiciones de 37 °C por 24 horas, por lo tanto un

resultado negativo identifico la cepa de Pasteurella multocida toxigénica tipo D.




4.2 Extracciéon, Purificacion y Cuantificaciéon de ADN de Pasteurella
multocida

4.2.1 Extraccion de ADN por el Método de Fenol-Cloroformo.

Posteriormente a la tipificacién e identificacion de las cepas, se prosiguié a realizar la
extraccion del ADN, realizdndose 3 extracciones por cada cepa tomando bacteria a
concentraciones de 0.5, 1t y 2 del nefelometro de McFarland e identificando la intensidad de
la fluorescencia del bromuro de etidio, obteniendo los resultados de la Figura No. 8, donde
se observa en el carril 1 el marcador de peso molecular (Marker XHI) y en los carriles 2 al 7
se encuentran las muestras bacterianas que se sometieron a la extraccion, observandose
que las bandas estdn a la misma distancia y localizadas por arriba de 2642 pb que es la

banda mas grande del marcador de peso molecular.

2642 pb

750 ph
500 pb

250 ph

Figura No. 8. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de efidio 0.5ug/ml.  En el carril 1 se
presenta el marcador de peso molecular Marker XIli, en los carriles 2 al 4 son muestras de Pasteurelfla multocida tipo A con
tres alicuotas diferentes, en los carriles 5 al 7 son muestras de Pasteurella multacida tipo D con tres alicuctas diferentes.




4.2.2 Cuantificacion de ADN por espectrofotometria

Para realizar la cuantificacién de ADN se utilizaron las muestras que presentaron mayor
intensidad de fluorescencia emitida por el bromuro de etidio en la Figura 8, las cuales
corresponden a los carriles 4 y 7 de las cepas de tipo A y D respectivamente; de estas
muestras se hicieron diluciones 1:100, tomando 5 lecturas de absorbancia a una longitud de
onda de 260 y 280 nm de cada cepa, y calculando el promedio el cual nos sirvié para
realizar el cociente de 260 nm y 280 nm para cada cepa, este resultado nos proporciono

estimar la relacion de los acidos nucleicos con respecto a las proteinas, ver Tabla No. 10.

Tabla No. 10 Absorbancias de las muestras de ADN de Pasteurella multocida tipo Ay D

Cepa P. multocida tipo A P. muiltocida toxigénica tipo D
Absorbancia 260 nm 280 nm 260 nm 280 nm
0.0900 0.0463 0.1020 0.0548
0.0901 0.0466 0.1018 0.0540
0.0902 0.0466 0.1017 0.0539
0.0903 0.0469 0.1018 0.0540
0.0905 0.0468 0.1019 0.0539
Promedio 0.0902 0.0466 0.1018 0.0541
Pureza 1.9356 1.8817

Posteriormente se estandarizo la concentracion de ADN extraido a 50 pg/ml,
diluyendo las muestras de ADN de cada cepa de Pasteurella multocida tipo A y D (Tabla No.

11), para obtener un volumen de 100 ui a la concentracién deseada.

Tabla No 11. Concentracién de las muestras de ADN de las cepas de Pasteurella multocida tipo Ay D

Cepa Concentracion en pg/ml Volumen de dilucién
A 451 11.1
B 509 9.8
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4.3 Especificidad de los Iniciadores

Se realizd una amplificacion utilizando los oligonucleotidos ToxA, ilustrandose en la
Figura 9, en donde los carriles 1 al 3 contienen muestras de ADN de las cepas de
Pasteurella multocida tipo A, Pasteurella multocida tipo D toxigenica y Haemophilus parasuis
respectivamente, mostrando que efectivamente conteniamos ADN molde estandarizado a 50
ug/mi como materia prima para realizar la PCR; en los carriles 4 al 6 se muestran los
productos de PCR, en donde solo existe amplificacién en el carril 5 dando como resultado 2

bandas amplificadas; en el carril 7 se muestra el control negativo de la amplificacion.

Gelde Agarpsa 1.89%

Figura No. 9. Corrimiento electroforético piloto en gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio 50 pg/mi. En los carriles
1 al 3 son muestras de ADN de las bacterias Pasteurella multocida tipo Ay D y Haemophilus parasuis respectivamente. en los
carriles 4 al 6 son productos de amplificacion de acuerdo con el orden de las bacterias anteriores. en el caril 7 se muestra !
control negativa de la amplificacion.




4.4 Estandarizaciéon de PCR para Pasteurella multocida Toxigénica

Se volvié amplificar la cepa de Pasteurella multocida tipo D con el protocolo de PCR
descrito, e ilustrandose en la Figura 10, donde en el carril 1 se presenta el marcador de peso
molecular, en el carril 2 se muestra el DNA con una banda de alto peso molecular localizada
por arriba de 2642 pb, en el carril 3 se muestra el producto de amplificaciéon del DNA molde
de! carril 2, donde se observan 3 bandas de aproximadamente 865 pb, 760pb, y 450 pb,
calculadas por medio del GeneTools from Syngene, en el carril 4 se colocd el control

negativo de la amplificacion.

2642 ph

Figura No. 10. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio 50 ug/mi. En el carrit 1 se
muestra el marcador de peso molecular Marker X1ll, en el carril 2 se encuentra la muestra de ADN de Pasteurelia muftocida tipo
D utilizada. en el carril 3 se observa el producto de amplificacion de la misma cepa y en el carrit 4 se muestra ef controt negativo
de la amplificacion.
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5. DISCUSION

En México las enfermedades de los cerdos han sido divididas principalmente en
afecciones del sistema respiratorio, digestivo, nervioso y otros sistemas; donde el 53.5%
corresponden a las enfermedades respiratorias (Torrres y cols. 2000). Pasteurella
muitocida es uno de los agentes bacterianos aislados con mayor frecuencia a partir de
pulmones neumonicos y del tracto respiratorio superior de cerdos, por lo tanto este estudio
se desarrollo como aplicacién practica para detectar cepas toxigénicas de Pasteurella
multocida. La estandarizacion de la técnica de PCR se llevo a cabo de manera satisfactoria
ya que con la metodologia empleada podemos estudiar Pasteurella multocida toxigénica en
el laboratorio, para buscar alternativas en el control de la enfermedad de Rinitis Atrdfica

Progresiva.

Como primer paso en la estandarizacion de la PCR para la deteccién del gen ToxA es
la obtencién de muestras de ADN de las cepas de Pasteurella multocida tipo A y Pasteurella
multocida toxigénica tipo D, utilizando la metodologia de extraccion referida por
Lichtensteiger y cols. (1996), los cuales demostraron que la utilizacion de ADN molde de
Pasteurella multocida obtenido por la lisis bacteriana provocada por calentamiento sin
efectuar un método de purificacién, es una alternativa para la deteccion del gen ToxA por
medio de PCR. Wilson, (1997) menciona que las soluciones de la extraccion por lisis
bacteriana provocada por calentamiento, contienen una pureza muy baja de los acidos
nucleicos por la existencia de restos celulares, los cuales pueden inhibir la PCR. Por lo
tanto, este estudio necesitaba la estandarizacion del método de extraccion y purificacion
para tener muestras mas puras con respecto a los acidos nucleicos al eliminar restos
celulares y asi evitar posibles variables que interfirieran con la PCR, dando lugar a la
purificacién de los acidos nucleicos de las muestras de Pasteurella multocida tipo A y
Pasteurella multocida toxigénica tipo D con el método de Fenol-Cloroformo el cual remueve

principaimente proteinas de soluciones acuosas (Wiley, 2002).

Una forma para identificar la presencia de ADN y al mismo tiempo conocer la
variabilidad en la eficacia de la lisis bacteriana y la purificacion de los &cidos nucleicos, fue
por medio de un gel de agarosa tefnido con bromuro de etidio, dando como resultado (Figura
No.8) bandas de alto peso molecular al compararlo con el marcador utilizado, por lo tanto,
estas muestras corresponden a los acidos nucleicos; por otro lado, la variécién de la
eficiencia de la lisis bacteriana y la purificacion se evalué al realizar por triplicado la
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extraccion y purificacién de ADN de cada cepa de Pasteurella multocida tipo A 'y Pasteurella
multocida toxigénica tipo D al tomar cantidades de bacteria a concentraciones de 0.5, 1y 2
del nefelometro de McFarland demostrando en la misma Figura No. 8, la presencia de 3
intensidades diferentes de fluorescencia para cada cepa y que al comparar la radiaciéon
emitida a las mismas concentraciones existia poca variabilidad entre cada cepa, por lo tanto,
el método de lisis por calentamiento y la purificacién por el método de Fenol-Cloroformo nos
proporcioné muestras de ADN de las cepas de Pasteurella multocida tipo A y Pasteurella

multocida toxigénica tipo D, con la minima variacién en el contenido de ADN.

Una vez obtenido el ADN el siguiente paso era conocér la pureza de las muestras con
respecto a proteinas y poderlo cuantificar. Sambrook y cols. (1989) reconocen dos métodos
en donde la cantidad de acido nucleico puede ser estimada por la intensidad de
fluorescencia emitida por el bromuro de etidio o simplemente por espectrofotometria el cual
es mas exacto, empleando muestras de ADN con cantidades insignificantes de
contaminantes, y donde se puede estimar la pureza de &cidos nucleicos con respecto a
proteinas, al realizar el cociente de lecturas de absorbancia de 260 nm y 280 nm, donde los
acidos nucleicos absorben a una longitud de onda de 260 nm, y las proteinas a 280 nm; en

consecuencia las preparaciones puras de ADN tiene valores iguales o mayores de 1.8.

Por lo tanto para realizar la cuantificacién se tomaron las alicuotas que presentaron
mayor fluorescencia, (Figura No. 8) que correspondian a la concentracion de 2 de McFarland
de cada cepa de Pasteurella multocida. Primero se les realizé lecturas de absorbancia a
260 nm y 280 nm para obtener la pureza de ADN, mostrando que las alicuotas de las cepas
de Pasteurella multocida tipo A y Pasteurella multocida toxigénica tipo D eran efectivamente
puras al observar los resultados de la Tabla No. 10; y por lo tanto la cuantificacion por medio
de espectrofotometria pudo ser realizada, mostrando que la cepa de Pasteurella multocida
tipo A contenia una menor concentracién con respecto a la cepa de Pasteurella multocida
toxigénica tipo D (Tabla No.11) corroborando este resultado con la Figura No. 8, observamos
que efectivamente el carril 4 que corresponde a la cepa Pasteurella multocida tipo A tiene
una menor intensidad de fluorescencia que el carril 7 correspondiente a la cepa de

Pasteurella multocida toxigénica tipo D.

Posteriormente para terminar la estandarizaron de la extraccion de ADN de las cepas
de Pasteurella multocida tipo A y Pasteurella multocida toxigénica tipo D, se realizé la
dilucion de las soluciones de la extraccién para mantener una concentraciéon de trabajo de
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50 ug/mi. Demostrando en la Figura No. 9. en los carriles 1 y 2 que corresponden a las
cepas de Pasteurella multocida tipo A y Pasteurella multocida toxigénica tipo D que
efectivamente muestran una intensidad de fluorescencia emitida por el bromuro de etidio

similar.

Un segundo paso en la estandarizacion de la técnica de PCR era saber si los
iniciadores adquiridos con la secuencia de Lichtensteiger y cols. (1996) eran especificos a la
secuencia del gen ToxA, por lo que se realizd una PCR piloto con el ADN molde ya
estandarizado de Pasteurella multocida tipo A, Pasteurella multocida toxigénica tipo D y una
cepa exira de Haemophilus parasuis la cual se obtuvo del laboratorio que también se
encontraba estandarizado. Resultados. obtenidos de los productos de amplificacion de
PCR, ilustrados en la Figura No. 9, muestra que existen tres bandas de alto peso molecular
y que emiten la misma intensidad de fluorescencia identificandolas como muestras de ADN
molde de las bacterias respectivamente descritas; por otro lado en los carriles 4 al 7 se
encuentran fos productos de PCR, en donde el carril 7 es el control negativo y al compararlo
con los carriles 4 y 6 muestran similitud indicando que no existe amplificacién excepto para
el carril 5 donde existe un doble bandeo como producto de la amplificacion. Estos
resultados permiten comprobar que al estar presente la muestra de ADN molde de
Pasteurella multocida toxigénica tipo D y al identificar un doble bandeo como producto de ia
amplificacién, se trate de una cepa toxigénica, y que los resultados esperados para
Pasteurella multocida tipo A y Haemophilus parasuis fueran los adecuados al no contener el
gen de la toxina; por lo tanto el uso de estos iniciadores es satisfactoria con respecto

especificidad en la ahplificacién del gen ToxA.

Sin embargo Lichtensteiger y cols. (1996), reportaron que la identificacion del gen de
la toxina de Pasteurella multocida por medio de la técnica de PCR, es a través de la
observacion de una banda de 846 pb. Por lo tanto, para estandarizar la técnica de PCR y
detectar la amplificacién de un fragmento del gen ToxA de la cepa ya conocida de
Pasteurella multocida toxigénica tipo D ilustrada en la Figura No. 9 se realizaron varias
reacciones, y asi-eliminar la banda inespecifica que corresponde a la de menor fluorescencia
emitida por el bromuro de etidio, al variar la concentracion de MgCl, y la temperatura de
alineamiento, a pesar de estos cambios no se pudo eliminar la presencia de esta banda, y
mas aun, se presento otra banda inespecifica de menor peso molecular, ilustrando los
resultados en la Figura No. 10 donde la banda que presenta mayor intensidad de
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fluorescencia indica que es el fragmento que se amplifico en mayor cantidad en comparacién
con las otras dos, indicando que son bandas inespecificas, por lo que se calcularon los
pesos moleculares de las tres bandas con el programa de GeenTools from System que
mostré los resultados de 865 pb, 750 pb y 450 pb respectivamente. La banda que emite
mayor fluorescencia y a la cual se calculo su peso molecular de aproximadamente 865 pb es
la que esperdbamos tener como Unico resultado. Y que los productos de PCR que
corresponden a regiones inespecificas de los carril No. 5 de la Figura No. 9 y el carril No. 4
de la Figura No. 10, se relacionan a una contaminacion o degradacion de los iniciadores,
puesto que en la Figura No. 9 se presento una banda inespecifica y al realizar
posteriormente amplificaciones con la variacién de la concentracién de MgCl, y temperaturas
de alineamiento con el mismo ADN ya estandarizado se observo en la Figura No. 10 una
banda mas, sin embargo su identificacion implica que se realicen estudios de secuenciacion

o simplemente el cambio de nuevos iniciadores.

La utilizacion de PCR en el diagnostico de Pasteurella multocida toxigénica tiene
muchas ventajas, una de ellas es que permite la deteccion del agente etioldgico en poco
tiempo en comparacién con las pruebas microbiologicas y toxicologicas. Entre sus
desventajas que se pueden encontrar, son los falsos negativos, como la concentracién de
los componentes de la reaccién que no se hayan estandarizado; también se pueden
presentar faisos positivos, cuando los productos y soluciones estan contaminadas con
reacciones anteriores o si los iniciadores son homélogos a las secuencias de otros genes;
tanto los falsos positivos como los falsos negativos pueden ser eliminados con la técnica de
PCR estandarizada para fa deteccion del gen ToxA, ademas de que al realizar la reaccién de
muestras no conocidas como toxigénicas y no toxigénicas introducir un control positivo y un

control negativo.

Esta técnica de PCR nos permite la deteccién rapida del gen ToxA de cepas de
Pasteurella multocida toxigénicas, ademas de permitir a los médicos veterinarios realizar un
diagnostico integral de la enfermedad de Rinitis Atréfica Progresiva (PAR) y poder realizar a
tiempo el tratamiento adecuado, beneficiando a la Porcicultura Nacional con un control en el
complejo respiratorio porcino, al clasificar el tipo de Rinitis Atréfica (RA) asociada a los

animales.
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6. CONCLUSIONES

La técnica de extraccién y purificacion ADN fue estandarizada por medio de la técnica

de lisis bacteriana por calentamiento y la metodologia de Fenol-Cloroformo respectivamente.

Las muestras de ADN se acondicionaron a 50 pnpg/mi por medio de

espectrofotométrica.

Los iniciadores utilizados presentan especificidad al gen ToxA de Pasteurella

multocida toxigénica.

La técnica de PCR fue estandarizada para la deteccién del gen ToxA de Pasteurella

multocida toxigénica.
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8. APENDICE

A. Iniciadores

Primer ToxA F

Tm =50.2 °C
ODz¢0 = 59.78 nmol = 0.33 mg
MW = 55727

Secuencia = 5-CTTAGATGAGCGACAAGG-3°

Primer ToxA R

Tm =50.3 °C
OD260 = 101 nmol = 0.58 mg
MW = 5,756.8

Secuencia = 5'-GAATGCCACACCTCTATAG-3’

Calculos para preparar Primer ToxA F a 100 yM y 10 uM

De acuerdo con la relacion
100 uM = 0.1 nmoles — 1 ul
Y si ToxA F = 59.78 nmoles implica que:
O0.Immoles - 1pl
59.78 nmoles-  x
X =597.8pl
Por lo tanto se resuspendié el cebador con 597.8 ul de agua bidestilada péra obtener
una concentracion de 100 uM.  Posteriormente se necesitaron alicuotas de 10 p! a una

concentracion de 10 uM que seran utilizadas para 10 reacciones.

Por lo tanto la relacién siguiente, nos permitira saber que volumen tomar de la
alicuota de 100 uM.
CoVo=CV

(opm)(ou)
(100 um)

V=tul
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Esto implica que se necesitara 1 y de concentracion de 100 uM, para preparar 10 pul a

una concentracién de 10 pM.

Calculos para preparar Primer ToxA Ra 100 yM y 10 uM

Por lo tanto si ToxA R = 101.03 nmoles

0.1mmoles - dpl
101.03mmoles - x
x=1010.3pl

Por lo que se resuspendié el cebador con 1010.3 y de agua bidestilada para obtener
una concentracion de 100 uM. Consecuentemente se realizé una segunda dilucién para

obtener la concentracion de 10 uM.
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B. Volimenes de Reaccion

« Q-solution, 5x

Concentracion inicial: 5x (1x) @5u1) _ X,
Volumen inicial: x1 5x
Concentracion final: 1x x;=5pl
Volumen final: 25 w

o QIAGEN PCR Buffer, 10x 15 mM

Concentracioén inicial: 10x (1x) (25 ul)

Volumen inicial: x2 ok X
Concentracidn final: 1x < =250l
Volumen final: 25 | 2=k

e MgClz, 25 mM
o Contenido en QIAGEN PCR Buffer

Concentracion inicial: 15 mM (1 5 mM) (2_5 Lﬂ)
Volumen inicial: 2.5 T osa =X
Concentracion final: x H

Volumen final: 25 )| x=L5mM

Si necesitamos 2 mM y solo tenemos 1.5 mM nos hace falta la diferencia, del cual se
toma de la alicuota de concentracion de 25 mM.

© MgClz, 25 mM

Concentracién inicial: 25 mM (0.5mM) (251)
Volumen inicial: x T 5smM X
Concentracién final: 0.5 mM ~0.5ul
Volumen final: 25 | X=0on

bl

o dNTP’s (dTTP, dATP, dGTP y dCTP), 10 mM

Concentracion inicial: 10 mM (0.2mM) (25 pt)
Volumen inicial: x T lomM X
Concentracion final: 0.2 mm —0.5ul
Volumen final: 25 X=0on
« Iniciadores (ToxA F, ToxA R), 10 ,M
Concentracion inicial: 10 ,M (0.4uM) (25 u])
Volumen inicial: x T loaM =X
Concentracién final: 0.4 ;M
Volumen final: 25 ,,| x=lul
» Taq ADN Polymerase, 1 Units/l Solo se toma un 1 I de la alicuota
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C. Secuencia de Nucleétidos del Gen ToxA

Figura 11. Secuencia completa
de nucledtidos del gen de la
toxina de Pasteurella
muiltocida.

Fragmento amplificado
de 846 pb

Iniciadores ToxA F y
ToxA R

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321

aacaagggaa aatagctaga ttagacgata
tacgccectt gacctagagg ggetttttta
gaatgtttgg ggttttattt ataaccaaaa
tcttacttta ggaataaact aacatagagg
actcagattt tactgtaaaa ggaaaaagtg
atcatcctga caagcaatta aacaatgtaa
gtcagatgat gctagatact cctaatccga
ggcttgaaaa acaaggcctg aaaaatatag
catcttctga cagctcegat gggaacgttt
gagttactga tgcctgecta atgaatattt
tgctaaatag cttagccagt aatggaatat
ctgatcatga ttatggtcca gaatataacc
attctagagt gattgcagat atcctttatg
acttcatgga gtattggcaa aaatatgctce
ttettgcaat ggctattcag caatatacac
tggtttgtaa cacatattat ggcaataagg
atggataccc ttccactgat ataatttgta
tgatacttta cattcctgga ggaacacaac
tgaaacaatg gattgcatgg catttaaaag
atttcteget aaaacaacqgt caggaaggag
aatatattgc agaagagtcc cctgaatggce
cacatttaga aacagaaaat ttatttaaca
ttgaagatag tgatgtacag attagatcaa
cattactcga aacctttatt tcacagttat
gtatcccaat taattttgec ctatcageta
ttaatggaga ttcatatgaa aagagaaaat
tattcacagg aattaatctt attccagtta
tctetagaac agaagaagat attccagett
gctttgaaat agtagaagaa gaattacatt
ttactgacga aaatttacat aaaattcgtc
tagttgtgtt acgaagatta ggaggaaata
aggaaataaa aggttcttta gtaagtgaag
acgtaagcaa tgctaaacta ttaggggget
aaggtgtttg gacaccagag gtattaaaag
gagaatcata
atgagcgaca

ggaacgangg-
ggatgttaag: atcatagaaa
aaatgtttta cagcatttct ccatattcaa
ctttoacttt tttcagtatg cttcaagaag
ttgccacacy taacttitic datactottg
cgatgttact: tacagaaagt tttgattata
attatgatga acaatttgct’ gcaatgtcta
cctatagagg tgtggcattc caaaactctt
taaccacatt cattgataat ggactaaccg
ttgtgcaaca agaaatctct caattcttac
ccatgttatt taacttagat aaaggagata
cagcaaaaga taataatata aaatttagag
catttaataa cccttataag tctttatatt
aaaaactaga tcgagaaggt caaaaatttg
gcacgcctgg gacaggtegt cctatgecag
ctgtagtaga tagcgatggt gcatggcaat
ctattgaagt tacagagtta gaaaattgge
ttggattaaa gcaatttaag ttaacggcag
ttttagagaa ttcggtttct gaagatttaa
taaaaaatga tgtgaaaatg aatagtttag
taagcectaa ggtagctgec cgtcttaaag
ctattacctg gtggagacgt gaaggcggga
cttectttaa atttgctggt aaagagtttg
acgaccaatt agatacaact atcctgatac
ctcaaagaaa tcgggctatt aatccttttg
tagcactctt catgectcecet cttttcacaa
ttaaaaactg tattaaagcc ttatattata
gtagaagaat caaaatcaat gagatagata
ttaagtatac tttttgaatt ttttgecgtta
agaagttatt gagaagttta aatcttgtga
tcttattage gettcatata gaagggetgt

tcgataatat
ttacatcaaa
tacattaata
ttatggatat
ccgatgaaat
aatggaaaga
gaaagattgt
atcctgaaac
ttcattataa
ttgtggageg
attcagtagg
ctgtttgggg
ctcgeteegt
agctttatac
gacaaacgct
aagaagttca
tagagcaaaa
catttgttga
ataacaaaca
aaacgtttac
ctgccaataa
tcatgatgaa
attcagaagc
ctgcaataga
cagcattagg
atggaattgg
tttcggaaac
ttttcactga
ctatctcace
tggtacgtet
aatttatcag
ttataaatcce
ctecttatag
caagagcttc
tacaaagaat

tggagettat.

gtgaactgcg

ad-dacaaatact
g ccatgaatga
. tgcaagatac

tagactttee

“attactggga

ctggtttgte
atageccttta
accaggttgg
tacaagqgtga
tttetgateg
caccttggga
ttaatgaacg
caaaaagtat
aaattgctat
aaggaagtaa
ttaatggtge
ctatagggca
ataaaggaaa
ttgtatttge
gactagttca
ttcttccaga
aagtcttaac
gttttccaac
gggaagaatt
tgtgtatgga
atatggggtt
tggaattttc
ccgtggatge
tacctgtaga
tggaatatgt
agcctegett
aggctttaat
aaatcaaatg
ataaatttat
gcaagatgaa
ggatgcagtg

cataaataat
aaaataaacc
tgtttattaa
gaaaacaaaa
ttttagaaga
agtttttatt
agaaaaaatt
tacatatttce
ctetttatca
ttattttgat
aaaagaagga
accaaacgaa
atgggatgaa
cgaaatgtta
tactgatgaa
aataactcta
agggcttcet
atttcttaat
tatggtccga
aggtatagat
atacatcctt
gcgaacagaa
taccegtgac
tatgttagta
acttagcteg
gteccttagtg
cgcagaaatt
agaacaagct
tgatgatect
taacaatgaa
aatcgageet
agtgactaat
tecttteegt
cgttattgga

acataacagt
tgatctttat

tactcaatta
acagattect
aatggctgga
agtaatttca

tgtaaaatat.

actteetget
acgtgaatcg
tattggacat
agggecttat
tttaggattt
actatcctta
tgctatttat
catagaaaaa
tgacttttte
atctgattta
tgaatggaaa
tttcagaaag
ttcagataat
tataataget
tgatagttct
atatttaaaa
tgtagctteca
tcctecacaa
agaacaaagt
aatgcaaaag
agctggcetet
agaagctggg
acatcagatyg
ttcacattta
tgattgyget
tagtaaaaca
aacaagagca
tttctttcaa
ttattaccaa
aataccctta
gatataattt
gaacaaagat

atttaaaaat
caaacactgc
gtaagcatta
cattttttta
ttgtgtactg
aatcgttttg
attaatgaag
aacatttttt
gaatcctate
gattgggact
gcttattate
caaatttacc
tttaaaaaat
tctgatacat
ggctttctta
ctagatatct
actectaaag
acagatgatc
ttecgeaaac
aaagcacttce
tataatccga
cagcggatge
tatgctettt
ccagcagtag
gatattgtag
caatctgcat
ttatcttett
ttagctcaac
cctcgagaaa
aatcaacctt
ataacattce
aaaacgtact
attggattag
aagcctattg
aatatcttag
gaagaatcge
gaaaaagcge
aacaaagdtt
aaaaccagtyg
gegcetttte
gtaatagaag
tatgaaagcet
caaagcaagg
agctatgaag
gaattatatc
gagcaggcct
atggaaaata
ggagatatta
tgtatgaata
ctaaataatc
ccgtatgata
acacttgatg
cttctgcaat
tetgttecge
gaagcaattg
ctgctcaaca
ataccagcaa
agcagagttc
ggtaagatte
cgcttaccte
attgatgcaa
tgtgattcag
atgggtgett
catactactg
caatttgtac
ttagaaatag
ggaaacatgt
ctataactaa
gaattattaa
tacaacttte
actcaataaa
cagcaatcga
teggttcetag
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For life science research only. Not for use in diagnostic procedures.
FOR /N VITRO USE ONLY.

DNA Molecular Weight Marker XiIl (50-750 bp)

50 base pair ladder
Cat. No. 1721925

50 wg = 1 A260 unit
50 g (200 wl) for 50 gel lanes

Version 4, Jan. 2003

Store at —15to0 —25° C

Product overview

Formulation Solution in 10 mM Tris-HC), 1 mM EDTA, pH 8.0.

Concentration 250 png/ml

Size distribution  Fragment mixture prepared by cleavage of a specially
constructed plasmid with restriction endonucleases.
The mixture contains 15 double stranded DNA frag-
ments with the following base pair lengths: 50, 160,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650,
700, 750 and an additional band of 2642 bp. The 250 bp
and 500 bp banding pattern is two to three times

brighter.

The DNA Molecular Weight Marker Xl allows accu-
rate sizing of DNA fragments generated by PCR or
restriction digest separated on agarose gels. The DNA
molecular weight marker can be used in conjunction
with DNA Molecular Weight Marker XIV (100 bp lad-
der)* for precise size determination.

Electrophoretic separation of this molecular weight
marker results in a regular pattern. The fragments have
5'-protruding ends which can be labeled by filling in
reactions using e.g. [32P)-dTTP and [32P)-dGTP, or
using DIG-11-ddUTP* and Terminal Transferase®.

Application

The DNA fragment mixture shows the ladder with
15 bands and an additional band of 2642 bp in agarose
get electrophoresis as shown in the figure.

Typical analysis

Separation Apply 1 ug DNA per lane on a 2% Agarose MP* gel.
conditions

Stability/ The unopened reagent is stable at -15 to -25°C until
Stability the expiration date printed on the label.

Note: This product is shipped on dry ice. Once thawed
we recommend further storage at 2-8°C. Repeated
freezing and thawing should be avoided.

Related Products

(see German Version)

Printed Materials LabFAQs ,Find a Quick Solution” 2115 972
Molecutar Weight Markers for Nucleic Acids 1630 024
or available at
http://www.roche-applied-science.com/prod_inf/
applic/mwm.pdf
Restriction Enzyme Ordering Guide
Restriction Enzyme Poster

1628 522
3358175

XIII b nas4 pl

2642 638

750 16
500 95
250 e 53
200 .21
150 22
100 19

50 2%

2.0%
Agarose
Gel

Fig.: Separation of 1 pg DNA molecular weight marker Xiit
on a 2% agarose gel. Ethidiumbromide stain.

* avaitable from Roche Applied Science

How to contact Roche Applied Science

h lied-sci com
Pp

WWW.|
to order, solve technical queries, find product information,
or contact your local sales representative.

lied-sci com/pack-insert/1721925a.pdf

Please visit our new Online Technicat Support Site
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