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RESUMEN

El propésito de la presente investigacion fue comparar los perfiles de ADN
plasmidico y proteinas de membrana externa (PME) de cepas de 2.
multocidatipo A, asociada con neumonia en cerdos con el fin de contribuir
al estudio molecular de la epidemiologia de la enfermedad. Se examinaron
50 cepas de P. multocida de tres granjas porcicolas mediante el uso de
geles de agarosa (perfiles de plismidos) y geles de poliacrilamida (PME).
Se establecid que el 68% de las cepas no posefan plasmidos, el 16%
presentaron un pldsmido de alto peso molecular aproximado de 22 kb y el
16% restante presentaron dos pladsmidos de 4 y 7 kb, aproximadamente.
En geles SDS-PAGE, las cepas estudiadas mostraron dos tipos de perfil: en
el 72% de ellas aparecié una banda mayor de 38.2 kd, péro ng se observo
banda de 34.6 kd (tipo 1), y el 28% presentaron una banda mayor de
38.2 kd, pero en menor concentracién, y se denominaron tipo Il. Se
concluy6 que la ausencia de pladsmidos en P. multocida es una limitacion
para estudios epidemioldgicos. En contraste, los perfiles de PME podrfan
ser utilizados como marcadores para estudios de cepas de P. multocida en
poblaciones porcinas afectadas con neumonfa.

Palabras Claves Adicionales: P. multocida, cerdos, plasmidos, proteinas
de membrana externa.
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ABSTRACT

\

CONTRIBUTION TO THE MOLECULAR EPIDEMIOLOGY
STUDY OF PASTEURELLA MULTOCIDA SEROTYPE A,
ISOLATED FROM SWINES WITH ENZOOTIC PNEUMONIA

The pu\rpose of this research was to.\/compare the plasmid profiles, and the
.. outer protein membranes profiles (OMP) of P. mulftocida strains isolated
from pigs affected with pneumonia in order to understand the molecular
epidemiology of this disease. Fifty P. multocida strains obtained from
three differents farms were examined by sodium; dodecil sulfate gel
electrophoresis and plasmid DNA-screening using agarose gels. It was found
that 68% of these strains did not show plasmids, 16% had ahigh molecular
weigh plasmid (22 kb approximately) and the other 16% had two plasmids __
of about 4 and 7 K Kb. Among 50 strains two types of OMP patterns
could be distinguished: 72% strains showed a major protein of 38.2 Kd
(Type 1) and 28% had a major protein of 38.2 Kd (type Il). It was
concluded that the very low presence,of plasmids in 2. multocida is a
limitation of this tool for epidemiological studies. In contrast, the OMP
patterns may be useful \as markers to differenciate P. muiltocida type A

strains in swine populations with enzootic pneumonia.

Additional Index Words: 2. multocida, plasmids, OMP patterns.

’
»

de problemas respiratorios, siendo la neumontfa enzoética uno de
los mas comunes (Ross, 1990). Este sindrome causa grandes pérdidas
econémicas que consisten principalmente en la disminucién de la conversién
alimenticia, retraso en el crecimiento, decomisos en matadero, tratamientos
terapé&uticos y medidas de control que se deben adoptar. (Piojan et al., 1987

Ross, 1990).

La Pasteurellosis en el cerdo se ha asociado con la 2 multocidatipos Ay D,
los cuales producen dos sindromes bien definidos: la rinitis atréfica y la neumonia
enzodtica. Numerosos estudios han demostrado que en el sindrome neuménico
el principal agente secundario involucrado es la £ multocidatipo A (Luthenberg
et al., 1984; Piojan et al., 1984). En Colombia Imbacuam y Barrera, en 1992,
encontraron una prevalencia del 53.5% para P multocida tipo A en casos de
neumonia enzodtica, en animales sacrificados en una planta de procesamiento
de cerdos del centro del pafs (Castro y Montenegro, 1992; imbacuam y Barrera,

1992).

E n explotaciones porcinas intensivas existe una amplia diseminacién
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Se han reportado diferentes grados de virulencia entre las cepas de Pasteurella
multocida. Piojan y Fuentes (1987) demostraron que existen cepas del serotipo
A virulentas, capaces de producir pleuritis y neumonias severas. También
encontraron otro tipo de serotipo A que produce neumonia sin pleuritis y algunas
cepas que pueden producir pleuritis sin'neumonia. Hasta el presente se
desconocen en detalle los factores de virulencia responsables de esas variaciones.

De otro lado, a nivel molecular las diferencias entre los serotipos y la
naturaleza de los componentes de la pared celular todavia estan por definirse.
La electroforesis en geles de poliacrilamida (page) ha sido utilizada con éxito
en la clasificacién de varias especies bacterianas (Jackman, 1985; Carter, 1984)
en estudios epidemioldgicos o en la identificacion de antigenos protectivos
(Luthenberg et al., 1984). Ademas, los perfiles de plasmidos han demostrado
ser muy valiosos para estudios epidemiolégicos de enfermedades causadas por
bacterias Gram positivas o Gram negativas (Hawkey, 1987; McDonaId y Pugh,
1986).

El propésito del presente estudio fue examinar los perfiles de plasmidos y
las protefnas de membrana externa (PME) de cepas de 2 multocida aisladas de
granjas porcinas con problemas neuménicos para establecer relaciones
epidemiolGgicas entre las cepas existentes en cada poblacién evaluada.

'MATERIALES Y METODOS
Coleccion de Muestras

La coleccion de meestras para el presente estudio se realizé en un centro
de beneficio de porcinos de la ciudad de Santafé de Bogotd. Se colectaron 116
muestras pulmonares de 4reas que presentaban lesiones macroscoplcas compati-
bles con neumonia enzoética, pertenecientes a cerdos que venian de tres granjas
comerciales diferentes (A,B,C) localizadas en zonas de Cundinamarca.

Aislamiento Bacterial

Una vez transladadas las muestras al laboratorio, se realizé el cultivo inicial
sembrando directamente sobre cajas de petri que contenian agar BHI con 5%
de sangre y se incub6 a 37°C durante 24 horas. Después de la incubacién se
observé la apariencia de las colonias; las que se consideraron sospechosas
fueron cultivadas nuevamente en agar sangre e incubadas a 37°C durante 24
horas. Posteriormente se realizaron frotis bacterianos que fueron coloreados
con Gram y pruebas bioquimicas para la identificacién de la bacteria de acuerdo
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con los métodos convencionales (Bernar etal., 1989; Piojan et al., 1984; Piojan
y Fuentes, 1987). '

Tipificacion de la Cepa

|
Para la tipificacién de la cepa se realizé la prueba de hialuronidasa, utilizando
discos de papel filtro estériles impregnados con hialuronidasa testicular bovina
a una.concentracién de 700 U/ml‘\ (Brodgen y Packer, 1979; Carter, 1984).

Aislamiento e Ide@cacién de Pl\.’aémidos
. \

Inicialmente se reak%éuna prueba de sensibilidad bacterial utilizando el
método de difusién en agar con sensidiscos de lincomicina, ampicilina, eritro-
micina, tetraciclina, gentamicina, estreptomicina, cIQranfenicol y ampicilina*'.

Para la extraccién del ADN plasmidico se sigui6 emétodo de lisis alcalina
(Kado y Liu, 1981;Sambrook et al., 1989) estandarizado en el Laboratorio de
Biotecnologfa del Centro de Investigacién en Salud y Produccién Animal,CEISA,
el cual fue luego separado en geles de agarosa al 0.7% en buffer trisborato pH,
8.3 (TBE) 0.5% con l adicién de 1 uL de bromuro de etidio por cada 100 ml
de gel. El corrido electroforético se réalizé en cdmara horizontal (DNA Suh-
cell electrophoresis system cat. No. 170-4300 *? durante 18 horas a 30 voltios
constantes. Como marcador se utiliz6 el fago lambda digerido con EcoRI y
Hind Il *3 y una vez finalizado el corrido, los geles fueron observados con luz
ultravioleta y fotografiados con pelicula polaroid 667 para determinar
posteriofmente el tamafio de los plasmidos (Ausebel et al., 1987).

Obtencion e ldentificacién de Proteinas de Membrana Externa (PME).

Para la obtencién e identificacién de PME se sigui6 la metodologia descrita
por Rossmanith et al. 1991. Brevemente la técnica realizada consistié en lo

-siguiente:

Las cepas de P multocida tipo A debidamente identificadas se sembraron
en 500 ml de caldo BHI y luego fueron incubadas durante 24 horas a 37°C.
Después fueron centrifugadas a 5.000 g durante 30 min a 4°C y se realizaron
dos lavados con solucién salina fisiolégica estéril al 0.85%, realizando
centrifugaciones de 5.000 g durante 10 min.,

*1  Difco (Visa).
*2  Biorad (USA).
*3  Promega (USA).
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Una vez resuspendidos, los sedimentos en 20 ml de solucién salina fueron
almacenados a -20°C durante la noche. Posteriormente se descongelaron y
sonicaron tres tiempos de 1 min. a 100 watios. Luego se centrifugb a 2.000 g
durante 20 min. a 4°C y se traslad6 el sobrenadante a tubos de ultracentrifuga
para centrifugar a 30.000 g durante 1 hora.

El sedimento fue resuspendido en 1 ml. de sarcosyl al 2% y se incubé durante
30 min. a 22°C. Se adicion6 solucién salina hasta llenar los tubos y
posteriormente se ultracentrifug6 a 30.000 g durante 1 hora. Se descarté el
sobrenadante; el sedimento se resuspendié en 200 microlitros de agua destilada
y se almacené a -20°C hasta la electroforesis. Para la determinacion de la
cantidad de proteina se utiliz6 el método de Bradford (1976):

La electroforesis SDS-PAGE se realizé en gel de policarilamida,segin la
técnica descrita por Laemli (1970), utilizando un gel de concentracién del 5%
(T 5%; C 2.7%) y un gel de resolucién del 12% (T 12%; C 2.7%), en camara
LKB 2001-001 vertical electrophoresis **. Las condiciones de corrida fueron:
70 voltios hasta que la muestra entr6 en el gel de separacién y luego se
increment6 a voltaje constante de 120 voltios, temperatura de enfriamiento
9°C y tiempo de corrida de 6 a 7 horas.

Después del corrido los geles fueron colocados en una solucién colorante
azul de coomassie (Stock de azul de coomassie R250, 0.1%; metanol, 50%;
acido acético, 10% y agua destilada) y luego decolorados en soluciones t y Il de
metanol dcido acético y agua en concentracién del 5 y 7%, respectivamente
(Ausebel et al., 1987; Rossmanith et al., 1991). :

7

Inmunotransferencia

Las proteinas bacteriales separadas electroforéticamente fueron transferidas
a papel de nitrocelulosa usando buffer de transferencia (tris 25 nM, glicina 192 -
nM, metanol 20%) y sometidas a 30 voltios durante 18 horas y 60 voltios

durante 2 horas con enfriamiento (en cdmara trans-blot, Biorad USA).

Terminada la transferencia, la tira de los marcadores de peso molecular fue
coloreada con rojo ponceau al 0.5% en &cido tricloroacético al 0.5% en metanol
durante 5 min. para verificar la transferencia, y la nitrocelulosa con las muestras
de antigeno fue colocada en solucién bloqueadora, leche descremada (Carbury’s
Marvel) al 5% en TTBS (Buffer tris-Hcl 0.02 M; pH 7.5; 0.5 M NaCl. y 0.05%
de Tween 20) a temperatura ambiente durante 1 a 2 horas.

*4 Box 305-16126 Berna Sweden.
*5  Sigma Chemical Co. USA.

&
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Después de descartada la solucién bloqueadora la nitrocelulosa se cort6 en
tiras, las cuales fueron enfrentadas a sueros de campo (procedentes de las
mismas granjas estudiadas) en dilucién 1:5 en TBS. Se incubé por 18 horas a
temperatura ambiente, se descarté el primer anticuerpo y se lavé tres veces
con TTBS durante 10 min. cada vez. Se adicioné el anticuerpo secundario,
anti Ig. G de cerdo ** en dilucién 1:100 en TBS, se lavé y adicioné el complejo
ABCFinalmente se volvié a lavar y se adicioné la solucién substrato cromégeno;
tan pronto apareci6 el color se detusija reaccién con agua destilada (Ausebel,

1987). ~_

\RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e Identificacion Bacterial N T~

~—

De un total de 116 muestras de pulmones examinados, se realizaron 50
(68%) aislamientos caracterizados como P muftocida serotipo A, de acuérdo

con las pruebas de morfologfa, bioquimicas y de hialuronidasa.

4

Plasmidos

Aunque la resistencia en la prueba del antibiograma fue del 100% para la
lincomicina, la concentracién de 30 pg por ml de cultivo recomendada para la
extraccién del ADN plasmidico en otras bacterias, produjo inhibici6n total det
crecimientd de la 2 multocida. Por esta razén fue necesario hacer una prueba
de concentracién minima inhibitoria (MIC), en la cual se pudo establecer que
la concentracién 6ptima de antibiético para el crecimiento bacterial y expresién
plasmidica era de 125 pg por ml de cultivo.

Al extraer el ADN plasmfdico de las cepas de P multocida serotipo A,
provenientes de cerdos pertenecientes a las granjas bajo estudio, se pudo-
establecer que: 34 (68%) de las cepas no tenfan plasmidos. Como control en
todos los casos las extracciones se hicieron junto con dos cepas de referencia
(C49 y C50 Universidad de Minnesota, USA), las cuales presentaron cinco
plasmidos de 22 kb, 15 kb, 5.5 kb, 4 kb y 3.8 kb.

Se encontré que ocho de las cepas presentaron un plasmido de alto peso
molecular aproximado de 22 kb, el cual coincide con el mostrado por las cepas
de referencia. De las demés cepas, en 8 (16%) se observaron dos plasmidos
de aproximadamente 7 y 4 kb, respectivamente (Figura 1).

-

Al analizar las granjas por separado, encontramos que en la granja A ninguna
de las 20 cepas analizadas tenfan pldsmidos, en la granja B hubo gran variacién,
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pues la mitad de las cepas no revelaron plasmidos, y las otras 10 presentaron
plasmidos o bien de 22, 6 4 y 7 kb, respectivamente, mientras que en la granja
C, 4 de las cepas no mostraron pldsmidos y 6 presentaron un plasmido de alto
peso molecular (22 kb) (Tabla 1).

=y e T T T
= TSy o 3

s Bt 7T

FIGURA 1. Perfil electroforético del ADN plasmidico de cepas de £ multocida serotipo A. Carril
1: Marcador de peso molecular, fago lambda digerido con Eco Rl y Hind I1I; carril 2: cepa de
referencia con 5 plasmidos entre 3.8 y 22 kb.; carriles 3 y 4: cepas con plasmido de alto peso
molecular de 22 kb_; carriles 5,6,7 y 8: cepas con dos plasmidos de 4 y 7 kb.; carriles 9 y 10:
cepas sin plasmidos.

Los resultados de este estudio son similares a los descritos por Rossmanith
etal. (1991), quienes encontraron que en 20 cepas de £ multocida estudiadas
s6lo 10 presentaron plasmidos. Sin embargo, la ausencia de plasmidos o bien
su pérdida es factible de darse, debido a la combinacién que se puede presentar
entre clones de diferentes tipos con y sin plasmidos; o por reordenamiento en
el material genético de la bacteria (Hawkey, 1987).
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‘ TABLA 1
ADN plasmidico de cepas de P multocida serotipo A, aisladas “
de cerdos provenientes de las granjas estudiadas. |
Granja l No.cepas | No. plasmidos ' Peso plasm. kb f|
S| | Ninguno ; |
B ; 10 | Ninguno = |
i 8 2 4y7 i
E 2 1 22 h'
@ [ 4 Ninguno > f:
| 6 1 = 22 |

Resultados de otros estudios como los realizados por Cote et al. (1991)
contrastan con los obtenidos en este trabajo. Al comparar cepas tipo A y D,
encontraron que el 50% de las cepas tipo D mostraban plasmidos de diverso
tamano, pero los de tipo A no presentaron plasmidos. Es posible que bajo
condiciones de campo se produzca la movilizacion de plasmidos conjugativos
entre diversas especies de gérmenes Gram negativos o entre cepas de A2
multocida que tengan los mismos plasmidos (Bernar et al., 1989).

Igualmente se encontré un plasmido de alto peso molecular (22 kb) en el
16% de las cepas, el cual también esta presente en las cepas de referencia.
Estos plasmidos extremadamente grandes incluyen pequefias formas cripticas
que producen efectos no detectables fenotipicamente; asi, para su mejor
caracterizacion se podria hacer digestion con endonucleasas de restriccion,
puesto que son éstos los que podrian estar relacionados con resistencia a los
antibidticos (Bernar et al., 1989).

Finalmente, se podria pensar que la presencia de plasmidos en las cepas de
P multocida es muy baja, lo que limitaria su uso en estudios epidemiolégicos si
se compara con otras baclerias Gram negativas (Cote et al., 1991; McDonald y
Pugh, 1986; Rossmanith et al., 1991).

Proteinas de Membrana Externa de £ multocida Tipo A

Debido a que las proteinas de membrana (PME) de 2 multocida son de
bajo peso molecular, para su corrido electroforético se utilizaron geles del 12%,
puesto que en geles del 10% las protefnas menores comigran con el frente de
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corrida. Se encontré también que el cultivo en 500 ml. de caldo BHI lo produjo
una cantidad media de proteina de 30 ug.

En las 50 cepas analizadas por electroforesis se pudo observar que se
obtuvieron dos tipos de perfil electroforético cuya principal diferencia se registré
a nivel de las proteinas de mayor concentracién de 38.3 y 34.6 kd. El 72% de
las cepas presentaron una banda mayor de 38.2 kd y no exhibieron banda de
34.6 kd, por lo cual se denominaron tipo I. El 28% de las mismas presentaron
una banda mayor de 34.6 kd y también una de 38.2 kd, pero en menor
concentracion; estas cepas se denominaron tipo Il.

Otras bandas de proteinas observadas como mayores, aunque en menor
concentracion, fueron las de 16.1 kd, que posiblemente corresponden a una
region intensa de LPS, las de 29.8; 41.1; 47.7; 65.8; 70 y 85.4 kd (Figura 2),
que se considera podrian ser inmunogénicas.

Al analizar el perfil electroforético de las cepas teniendo en cuenta su
procedencia, se establecié que en la granja A todas las cepas presentaron un
perfil tipo 1, que resulté igual al revelado por las cepas de referencia. En la
granja B, 14 presentaron el patrén
Iy 6, el patrén tipo I, y la granja
C igualmente exhibi6 los dos

perfiles: 8 presentaron el patrén | 2. %8¢ 4 Kda.
Il, y 2 el patrén tipo | (Tabla 2).

90
67

43
-— 30
20

— 144
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FIGURA 2. Perfil electroforético de
proteinas de membrana externa (PME)
de cepas de Pasteurella multocida
serotipo A; carril 1, cepas de referencia
C50; carril 2, cepa tipo Il con proteina

mayores de 24.5 y 34.6 kd.; carril 3, cepa
tipo | con proteinas mayores de 24.5 y
38.2 kd.; carril 4, marcador de peso
molecular,
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[ TABLA 2
Cepas de P multocida serotipo A con diferencia en la movilidad l‘
r

|

|

electroforética de una de sus bandas de proteinas de membrana externa.f
Granja Aislamiento PM.Kd 38.2 PM Kd J

' 34.6y382 |
| A 20 20 H
B L 20 14 6 (

10 2 8 h

Un estudio realizado por Rossmanith et al. (1991)_demostrd que en bovinos
la 2 multocicda presenta dos bandas prominentes de 357y 22 kd. Las cepas
aviares también presentan dos bandas prominentes de 39 y 22 kd, mientras
que otras especies de Pasteurella sp. solo poseen una banda prominente de
34 kd. En el presente estudio se determiné que la P multocida serotipo A,
aislada de pulmén de cerdo, igualmente presenta dos bandas prominentes:
una de 24.5 kd y otra que varia segin el tipo de cepa y corresponde a 38.2 6
34.6 que podrian ser las de 35 y 22 kd en bovinos, 6 39 y 22 kd en cepas
aviares. En conclusion, en las tres granjas estudiadas existen s6lo dos clones
bacterianos segin los perfiles de PME encontrados. Estas caracteristicas
electroforéticas podrian ser usadas como marcadores epidemioldgicos, pues
permiten establecer cierta diferencia entre cepas existentes en una poblacion.

Es claro que se debe tener precaucién al comparar los perfiles de PME de 2
multocida, puesto que existen varios factores de crecimiento que pueden afectar
su expresion, ademas de las diferencias en movilidad electroforética que se
pueden presentar entre diferentes investigadores (Choi et al., 1989).

Los resultados son lo bastante llamativos para sugerir la continuacion de los
estudios sobre la significancia de las PME de £ multocida tipo A aislada de
procesos neumaonicos, como podria ser la expresion de nuevas proteinas bajo
condiciones del huésped (restriccién de hierro) en el tejido pulmonar.

INMUNOBLOTTING

Los sueros policlonales de campo detectaron cuatro proteinas mayores
correspondientes a 24.5, 38.2, 65.8 y 86.4 kd con los cuales el antisuero
reaccion6 fuertemente en los dos tipos de cepas encontradas, y reaccioné
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débilmente con algunas de las otras proteinas mayores analizadas por
electroforesis. También se observé una banda difusa a nivel de 16.1 kd que
corresponde posiblemente a la produccién de anticuerpos contra la banda de
LPS (Figura 3).

De acuerdo con la reaccién idéntica de los dos tipos de cepas encontradas
frente a los sueros policlonales tomados al azar, y donde posiblemente se
encuentran anticuerpos contra los dos biotjpos, se podria sugerir que los dos
tipos de cepas presentan las mismas proteinas antigénicas (Fenotipo).

Kda
- 94
e S
= 3

~f, 30
= 20

FIGURA 3. Inmunoblotting de proteinas de membrana externa de £ multocida serotipo A;
carriles 1,2, y 3, proteinas antigénicas mayores encontradas en las cepas provenientes de las 3
granjas y que fueron iguales para los dos tipos (1 y I); carril 4, marcador de peso molecular.
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También es probable que los sueros de campo obtenidos sélo
correspondieran a los de cepas tipo | donde sélo aparece la proteina de 38.3
kd; y por esta razén la de 34.6 kd no se detecté en el blotting. La proteina de
38.3 kd presente en los dos tipos de cepas fue la que resulté ser antigénica.
Esto podria sugerir que existen OMP mds inmunogénicas que otras que deberfan
estudiarse con mayor detenimiento su potencial antigénico para diseno de
inmunogenes (Luthenberg et al., 1984).

En conclusién, estos resultados pueden ilustrar el valor de las técnicas
electroforéticas para estudios epidemiolégicos bacterianos (deteccion de
marcadores) e identificacién de proteinas que-pueden tener cierta importancia
antigénica.
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