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INTRODUCCIÓN

En Colombia la población porcina, según estimativos, se ha mantenido

relativamente constante; los indicativos de consumo de carne de cerdo per

capita, reflejan la moderada contribución actual de la pordcultura en la

alimentación del pueblo colombiano.

En el país existen alrededor de 490.000 explotaciones porcinas de las cuales el

60% son de carácter extensivo o familiar (menos de cinco cerdos en

promedio). Las explotaciones intensivas o de tipo comercial representan

aproximadamente el 40% restante 2.

El sistema de producción intensiva o comercial, ha comenzado a desarrollarse

en los últimos años y se caracteriza por mantener a los animales en

confinamiento, en instalaciones adecuadas, por el suministro de raciones de

buena calidad y por contar con animales genéticamente mejorados.



El riesgo de introducir enfermedades animales en áreas del mundo donde no

han existido previamente se ve incrementado por el crecimiento de la

población humana, por el aumento de la necesidad de consumo de proteína

animal y por el intercambio de animales y sus productos entre sus países.

Al igual que la mayoría de las enfermedades la morbilidad y la mortalidad es

la causa más obvia de pérdidas económicas por efecto de gastos médicos

costos de tratamiento, prevención y control,; el estimado de las pérdidas

animales que se atribuyen a las enfermedades respiratorias en los Estados

Unidos supera los 500 millones de dólares 46

Dentro de las enfermedades respiratorias, de los porcinos la neumonía

enzoótica, es uno de los síndromes que mayores repercusiones económicas

ocasiona en ésta especie, debido a que reduce tanto la tasa de crecimiento

como la eficiencia de la conversión alimenticia.

De otro lado, numerosas investigaciones han demostrado que el principal

agente secundario involucrado en el complejo respiratorio porcino es la

Pasteurella multodd, sin embargo se sabe que esta bacteria no puede

colonizar el pulmón a menos que exista antes un evento rnmunosupresor

primario, el cual generalmente es una infección por Mycoplasma o por virus,

pudiendo estar asociada a factores de estrés 19•
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En nuestro medio se desconoce la magnitud de la problemática ocasionada

por la R multocida 18 Se ha demostrado que las cepas importantes son las

de tipo D toxigénica que produce rinitis atrófica y las cepas tipo A que

afectan principalmente al pulmón. En Estados Unidos el serotipo A es uno de

los más comúnmente aislados de pulmones de cerdos y es posible que cepas

toxigénicas estén también relacionados con el desarrollo de neumonía y

también en la rinitis.

Uno de los primeros interrogantes que se plantea cuando se aborda el estudio

de la epidemiología de un brote epidémico de etiología bacteriana, es

establecer si nos encontramos frente a una situación producida por la misma

cepa, o si por el contrario se trata de cepas similares de la misma especie pero

no idénticas. En los últimos años se han desarrollado nuevas técnicas que

valoran tanto las características genotípicas como las fenotípicas de estos

microorganismos, como son: los perfiles de plásmidos, el análisis de las

proteínas totales o proteínas de membrana PCR, ribotipificación y la huella

genónuca del ADN cromosomal41.

El estudio de las proteínas de una especie bacteriana a través de sus perfiles

de migración electroforética en geles de poliacrilamida, analizados a partir de

extractos proteicos y los perfiles plasmídicos ha sido aplicado en múltiples

especies bacterianas, como método de identificación y establecimiento de la

relación donal entre cepas de gérmenes aislados en diferentes periodos de

12



tiempo. La sensibilidad de los métodos usados yios resultados obtenidos han

permitido utilizarlos como marcadores epidemiológicos.

Por otra parte, el análisis con endonudeasas de restricción del genoma

bacteriano (REA), y la ribotipificadón también han sido usadas con mucho

éxito como un instrumento epidemiológico para la diferenciación de cepas en

gran variedad de infecciones bacterianas, mduyendo algunas causadas por

P. multocida28'29

Fi propósito de la presente investigación es contribuir al conocimiento de la

epidemiología de la P. multodda serotipo A en granjas porcinas de

producción intensiva, mediante la aplicación del estudio de la huella

genómica.

13



1. REVISIÓN DE LITERATURA

La neumonía enzoótica porcina (NEP) es una enfermedad pulmonar crónica,

de distribución mundial que afecta a cerdos de diferentes edades, aunque se

reconoce que los cerdos jóvenes son los más susceptibles.

La Pasteurella multodda se considera como agente etiológico secundario de

la neumonía y comúnmente es aislada de pulmones de cerdos neumónicos.

Típicamente entre el 30 y 60% de los cerdos de sacrificio presentan lesiones

neumónicas las cuales varían en grado de severidad. Estas neumonías

generalmente tienen como agente primario el Mycoplasma hyopneumomae o

infecciones virales en las que la P multocida juega un papel determinante

aumentando la severidad de la lesión 8

Este complejo neumónico porcino causa mortalidad, pérdida de la condición

general y disminución en el ritmo de crecimiento. Cuando interviene la

P. multodda se produce una bronconeumonía purulenta, algunas veces con

pericarditis y pleuritis. Otra posibilidad puede ser la participación del

14
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Actinobacillus pleuroneumonrne que produce una severa Neumonía fibrino-

necrótica-hemorrágica con lesiones que afectan principalmente la parte dorsal

del lóbulo diafragmático. Aunque no es muy común, otros agentes

involucrados son: Bordetella bronchiseptica, Haemophilus parasuis,

Corynebacterium gp., Klebsiella sp. Pseudomona sp., y algunos virus 450.

1.1. CARACTERÍSTICAS FISIOLÓGICAS

La Pasteurella multocida está ubicada dentro del grupo HAP (Haemophilus,

Actinobacillus y Pasteurella). Los estudios taxonómicos y la secuenciación del

ADN han puesto de manifiesto el intimo parentesco existente entre los tres

géneros. Es un cocobadilo Gram negativo que se puede encontrar sólo en

cadenas, inmóvil, aerobio o anaerobio facultativo, con poder fermentativo y

positivos a la oxidasa y catalasa. Una propiedad citada con frecuencia es la

tinción bipolar con determinados colorantes (Azul de metileno y Giemsa), no

forman esporas y su tamaño varía de 0.3 a 1.0 mM de diámetro por 1 a 2 mM

de longitud 14•

Taxonómicamente se ha clasificado como: orden Eubacteriales, familia

Pasteurellaceae, géneros Actinobadilus, Haemophilus, Pasteurella especies

aerógenes, haemolítica, gailinarum, pneumotrópica, urae y multocida.

15



Aunque las características serológicas de la P. multocida están basadas en las

propiedades antigénicas de los componentes de la cápsula y pared celular, se

conoce poco de los antígenos responsables de su serotipo o patogenicidad

específica25. Uno de los sistemas de tipificación más usado lo realizó Carter y

colaboradores, quienes identificaron cuatro serotipos (A, B, C, D, E). Las

cepas A y D se pueden distinguir por su reacción con hialuronidasa y

acrifiavina respectivamente.

En los cerdos se ha demostrado que las cepas de P multocida son

importantes en la Rinitis Atrófica, que es producida por las cepas toxigénicas

tipo D mientras que las cepas tipo A generalmente afectan el pulmón11"5.

La P multocida forma parte de la microflora del tracto respiratorio, y los

factores predisponentes y la inmunosupresión favorecen la colonización del

pulmón.

1.2. SÍNTOMAS Y CARACTERÍSTICAS PATOLÓGICAS

Los signos clínicos varían de acuerdo a la presentación; en la forma aguda,

los animales muestran disnea, respiración abdominal, tos, descarga nasal

ligera y fiebre entre 40 y 41°C y se puede observar cianosis en las

extremidades. Los signos duran de cinco a diez días al cabo de los cuales los

16



animales se pueden recuperar o morir. En la forma crónica el grado de

neumonía es menos severo y se puede presentar tos persistente18.

Las lesiones pulmonares también pueden variar de acuerdo a la forma aguda

o crónica de la enfermedad, usualmente están localizadas en las porciones

craneoventrales del pulmón, afectando principalmente los lóbulos apical y

cardiaco, así como la parte anterior del lóbulo diafragmático. Las lesiones

aparecen hacia los cinco primeros días después de producirse Ja infección y se

desarrolla en un plazo de cuatro semanas3.

Macroscópicamente se observa una neumonía exudativa, con una

consolidación de color rosa grisáceo, con zonas rojizas atelectásicas

localizadas en los lóbulos anteriores y en los casos severos en los lóbulos

diafragmáticos. las lesiones histopatológicas se caracterizan por una

neumonía, con hiperpiasia linfoide, peribronqulolar y perivascular con

incremento de células mononudeares que forman nódulos característicos que

comprimen el himen de los bronquios50.

En un experimento, las traqueas de cerdos sacrificados a las cuatro semanas

de edad, mostraron lesiones de traqueitis que consistían en hiperpiasia

epitelial, e infiltración de la lámina propia por un pequeño número de células

linfoides y plasmáticas. El himen de la tráquea contenía material con pocas

células epiteliales, macrófagos, y neutrófilos; el de los bronquios contenía un

17
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exudado de material mucoide consistente en neutrófflos y algunos

macrófagos25.

Es necesario tener en cuenta que las lesiones ocasionadas por la infección con

P. multocida no son patognomónicas, y por lo tanto no se puede usar un solo

parámetro para establecer un criterio definitivo; el diagnóstico presuntivo se

debe confirmar con la historia clínica, histopatología y aislamiento del

microorganismo.

El aislamiento se hace por cultivo directo de la muestra sobre agar sangre; si

están muy contaminadas se puede diluir en caldo BH1 (infusión cerebro-

corazón) para sembrarlo posteriormente en un medio selectivo. Después de

aislar los gérmenes se someten a pruebas bioquímicas para su identificación.

1.3. FACTORES DE VIRULENCIA

Los factores predisponentes como temperatura, humedad, ventilación,

población, genética y estres, juegan un papel importante en la epidemiología

de la enfermedad, la cual se presenta cuando el número de microorganismos

es alto al tiempo que baja la resistencia por el estrés de ciertas condiciones

medioambientales o de prácticas de manejo.

Los requerimientos de patogemcidad de este grupo de bacterias incluyen:

18



1. Colonización de la superficie de la mucosa.

2. Invasión del tejido del huésped

3. Supervivencia y multiplicación del microorganismo

4. DaÍIo del tejido del huésped

Para este propósito las bacterias poseen estructuras de adhesión;

polisacáridos capsulares, estructuras de superficie como OUT y LPSs

(proteínas de membrana externa y Lipopolisacáridos) y productos celulares

que mduyen toxinas 7.

La presencia de las cepas de tipo A y D en pulmones neumónicos, es visible

de tal forma que enla flora nasal del cerdo riníticoesde8O% Dy20% Ayen

la flora pulmonar del cerdo neumónico es 55% A y 15% D; esto se debe a

que el macrófago alveolar es capaz de fagocitar rápidamente a cepas de tipo

D, pero no cepas de tipo A; esto se explicaría por la presencia en la segunda

de una espesa cápsula de ácido hialurónico que las protege de la fagocitosis.

Por otro lado, los inacrófagos aparentemente no son susceptibles a las toxinas

de las cepas D60.

Se especula que la producción de toxina no es exclusiva de P. multocida del

tipo capsular D y que las de tipo A que son toxigénicas podrían estar

involucradas en la aparición de neumonía27'51.

19



En el caso de la mucosa nasal el organismo, principalmente tipo D toxigénico

es incapaz de establecerse si no ha sido previamente afectado por la

Bordetella bronchiséptica lo cual favorece el crecimiento de la P. multodda

tipo D31.

A nivel pulmonar sólo actúa cuando los mecanismos defensivos locales han

sido dañados por otros agentes, siendo mucho más importante como agente

que agrava los procesos pulmonares producidos por otros particularmente

Mycoplasma hyopneumoniae el cual es responsable de la enfermedad

primaria4.

Para que ocurra la colonización de la mucosa respiratoria porcina, el

microorganismo se debe adherir al epitelio y la citoadherencia es un factor

virulento importante de muchos patógenos bacteriales. En un estudio

realizado, se encontró que los tres organismos más frecuentemente aislados

de pulmones neumónicos fueron Mycoplasma hyopneumoniae 83%.

Pasteurella multocida 43% y Mycoplasma hyorhinis 37%

Otros factores de virulencia están dados por las características fenotípicas de

la bacteria como son: la cápsula, constituida por ácido hialurónico que le

sirve para neutralizar la defensa del hospedero: toxina dermonecrótica,

presente en la pared celular y que produce severas alteraciones de los

cornetes nasales 12: neuraminidasa, enzima que se asocia con los mecanismos

20



de adhesión de la P multocida tipo A y que desempefia un papel importante

en la colonización e infección de la nasofaringe.

1.3.1. Fimbrias

La adherencia bacterial a la superficie de la célula euacariótica se hace a

través de material capsular o proteínas de superficie llamada adhesinas. Las

fimbrias de las bacterias Gram negativas sirven como adhesinas específicas

que se unen a receptores también específicos que están presentes en las

células eucarióticas.

Los aislamientos de P multocida tipo A de conejos poseen fimbrias que

median la adhesión a las células faringeas. Se conoce además que las cepas

tipo A aisladas de porcinos se adhieren más rápido al epitelio traqueal que

las cepas tipo D26.

1.3.2. Polisacáridos capsulares

La presencia de polisacáridos capsulares, algunos asociados con ácido

hialurónico, son un factor común entre el grupo HAP y se le reconoce como

un importante atributo de virulencia ya que previene la fagocitosis y la

actividad sérica bactericida 24'40

Los siguientes patógenos capsulares del grupo son importantes:

Haemophilus influenzae, Actinobacillus plauroneumoniae, Pasteurella

haemolitica y P multodda.

21
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Aunque la sola cápsula no es suficiente para hacer a un microorganismo virulento,

estudios realizados en Haemophilus influenzae tipo B, han resultado en aislamiento

de genes responsables del tipo capsular y muestran que una mutación en uno de

esos genes produce pérdida de la virulencia. La capsulación y la virulencia se puede

restablecer por transformación con ADN donado.

Los lipopolisacáridos (LPSs) confieren resistencia al complemento, la actividad

bactericida del suero y estimulan la liberación de mediadores involucrados en la

respuesta inflamatoria, o daño tisular.

1.11 Toxinas

Otro factor importante de virulencia son las toxinas, particularmente las

leucotoxinas. La Pasteurella haejxolitica produce una citotoxina que lisa leucocitos

incluyendo monocitos de sangre periférica, polimorfonucleares y niacrófagos

alveolares. Igualmente el Actinobacillus pleuropneumoniae produce una

heniolisina citotoxma que interviene en la patogénesis de la enfermedad'5.

En el caso de la P multodda tipo A, aislada de casos de neumonía no se ha

demostrado en forma muy clara la producción de toxina.

134. Proteínas de membiana externa

Recientemente se ha puesto particular atención sobre las proteínas de membrana

externa, las cuales se han asociado a diferentes funciones de las bacterias; las

proteínas de menibrana externa (OMP) de bacterias Gram negativas tienen un

papel importante en los procesos infeccioso&3.

22
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Una de las funciones de estas proteínas es el transporte de sustancias a través

de la membrana externa, así junto con la fosfolipasa A son esenciales para la

invasión de la célula hospedera por ciertos patógenos.

1.3.5. Neumanilnidasa

La actividad de esta enzima está asociada con los mecanismos de adhesión de

la P multocida tipo A, y desempeña un papel importante en la colonización

e infección de la nasofaringe, posándose sobre el epitelio ciliado de las

células. Esta enzima rompe el enlace químico del ácido neuroamínico (o ácido

siáilco, presente en las superficies de las mucosas) con otros carbohidratos.

1.3.6. Plásmidos

Aislamiento de miembros de la familia Pasteurellaceae, mostraron resistencia

a drogas usadas en la terapia de infecciones comunes en animales10.

Algunas cepas de P multocida poseen plásnudos que se relacionan con

resistencia a los antibióticos. Así por ejemplo en una cepa de P. multodda

aislada de bovinos se encontró que producía beta-lactamasa y estudios

posteriores demostraron que poseía un plásmido que codificaba para esta

enzima59.
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1.4. EPIDEMIOLOGÍA DE LA PASTEIJRELLA MULTOCIDA

El organismo está presente prácticamente en todos los sistemas de

producción intensiva de cerdos y se puede fácilmente aislar de la mucosa

nasal de individuos sanos, por lo cual su nicho ecológico es la nasofaringe.

Se destruye fácilmente a temperaturas mayores de 50°C por diez minutos,

por la acción del fenol al 0.5% durante 15 minutos, por soluciones de

bidoruro de mercurio al 1:5000 y por el cresol al 3.5% en unos minutos.

La transmisión es por vía nasal u oral a través de gotitas de aerosol de

animales infectados, por contacto con objetos contaminados o por secreciones

respiratorias, afectando animales en etapa de crecimiento y finalización.

Se ha establecido que las condiciones de manejo y los factores ambientales

influyen considerablemente en la gravedad del padecimiento, así por ejemplo

la temperatura y la humedad facilitan la penetradon a los pulmones tanto de

patógenos primarios como secundarios al alterar el mecanismo protector de

las vías respiratorias, la sedimentación de partículas infectadas que van por

aire y el nivel de concentración de los patógenos presentes en una piaras.

Este organismo ocasiona una alta morbilidad y una baja mortalidad, pero

produce una drástica reducción en los parámetros de crecimiento y

productividad.
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Debido a que la P multocida se encuentra como patógeno secundario, para su

control se debe diseiar un programa que induya:

1. Ventilación adecuada de las instalaciones, para prevenir la acumulación de gases

2. Controlar las condiciones predisponentes como exceso de animales por m, la

i1.1'IT-Ii'tuMIA1

3. Adoptar en la medida de lo posible un esquema de movimiento de los animales

"todo dentro/todo fuera".

Otro de los métodos para minimizar los efectos de la infección es el tratamiento

durante las fases tempranas de la enfermedad con antibióticos como: Penicilinas,

Tetradclinas, aoranfenicol, Gentamicina, Kananñcma, etc.

'1

el	 la1Ojasi ii[ISIu.sj
.	 o1

rrTk id a 1 , 6,. rITv!T	 i-z tr'Tk.fT.•z.	.)ir

T!	 ,
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1.4.1. Huella genómica	 E 5

Es un método molecular que peiinite detectar directamente diferencias entre

el ADN de los microorganismos. El método consiste en el corte del ADN con

una enzima de restricción la cual produce fragmentos de diferentes

longitudes, dependiendo del número y posición de secuencias reconocidas

por la enzima. Los fragmentos generados por la digestión con la enzima de

restricción se separan luego por métodos electroforéticos, produciendo un

patrón de bandas característico 52,54

Los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción consisten en la

mayoría de los casos de cuatro a seis nudeótidos dispuestos en un orden

especifico y en cadenas simétricas, la frecuencia de restricción de la enzima

depende del número de sitios de restricción reconocidos por ésta y del

tamaño del genoma22.

Debido a que el genoma de las especies bacterianas varia considerablemente

en su composición, se debe esperar que la distribución de los fragmentos

generados por la enzima varíen ampliamente30.

Los patrones de restricción del ADN se han utilizado para detectar

diferencias entre las cepas de varias bacterias, incluyendo un gran número de

géneros y especies y otros microorganismos de importancia tanto en medicina

humana como veterinaria.
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La diferencia entre las cepas por medio de la huella genómica se puede

establecer por la evaluación visual de los patrones de restricción o por medio

de métodos computarizados para hacerla mucho más objetiva en cuanto a

comparación.

Este análisis ha surgido como una alternativa taxonómica superior a otros

métodos convencionales que involucran características fenotípicas, ya que con

éste método se busca caracterizar la bacteria de acuerdo al patrón de

restricción de su genoma. Además la técnica revela un grupo específico de

marcadores que reflejan la organización genética del microorganismo, la cual

es insensible a las variaciones fenotípicas y condiciones de crecimiento. Lo

que hace que sea un buen método para establecer relación donal entre

organismos aislados en diferentes épocas de tiempo o en diferentes regiones

geográficas 39.

La caracterización de un brote de enfermedad de tipo infeccioso generalmente

involucra situaciones en los que hay transmisión de este proceso de persona a

persona o de animal a animal o una infección simultánea a partir de una

misma fuente.

Un rasgo importante en la evaluación epidemiológica, es la determinación de

la donalidad del agente infeccioso sospechoso independientemente del

método de transmisión. El seguimiento de un agente patógeno se puede hacer
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en hospitales, comunidades o en poblaciones animales dando a conocer la

epidemiología de la infección57.

Numerosos estudios epidenuológicos se han descrito en la literatura para

confirmar la utilidad de la huella genómica en aspectos tales como:

• Identificación de cepas bacterianas epidémicas.

• Caracterización de cepas bacterianas endémicas.

• Caracterización de cepas bacterianas aisladas de diferentes regiones

geográficas.

Kristiansen y colaboradores29, demostraron la posibilidad de utilizar esta

metodología para el estudio de cepas de Neisseria meningitidis serotipo B15,

realizando digestiones del genoma con enzimas como la Hind ifi y EcoRI

separando luego los fragmentos en geles de poliacrilainida. Se encontraron

entre 50 y 60 fragmentos en el perfil electroforético y se concluyó que se

podía obtener suficiente información genética acerca de cepas

epidemiológicamente relacionadas.

En un estudio, Holten y colaboradores13, comparando cepas de Neisseria

meningitidis serotipo B15 encontraron que las cepas aisladas de portadores

sanos (aislamientos faríngeos), mostraban una huella genómica muy

heterogénea en tanto que las cepas asociadas con meningitis (aisladas de
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líquido cerebro espinal o sangre), eran muy similares indicando que había un

solo don invasivo septicémico.

Mogollón y colaboradore&8, también examinaron cepas de Streptococcus suis

tipo 2 aislados de casos humanos con meningitis y encontraron que ellas eran

similares pero no idénticas a la cepa de referencia del tipo 2. Este hallazgo

permitió conduir que la huella genómica facilitó la discriminación entre cepas

que eran serológicamente idénticas. Además, se demostró que una cepa

causante de meningitis en cerdos aislada en Minnesota (USA), fue idéntica a

dos cepas humanas aisladas en Hong Kong. Esta observación corroboró el

potencial de infección que representan los cerdos para los humanos, y sugirió

que ciertos dones pueden estar ampliamente dispersos en la naturaleza.

1.4.1.1. Enzimas de restricción

Las endonudeasas de restricción son enzimas aisladas principalmente de

procariotes que reconocen segmentos específicos dentro de una doble cadena

de ADN (Tabla 1). Estas enzimas se pueden clasificar en tres grupos: Tipo 1,

Tipo II y Tipo ifi según la composición de las bases de la subunidad, el

cofactor requerido y el tipo de ADN dlivado.

Las de tipo 1 son las más complejas. Este grupo contiene tres tipos diferentes

de subunidades y requieren Mg2, ATP y 5-adenosylmetioruna para clivar el

ADN. Sus sitios de reconocimiento son complejos y el divaje del ADN da

origen a fragmentos específicos de 400 a 7000 pares de bases.
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Tabla 1, Enp!os de algunos tipos de endonudeasas de restricción

rw 1t1TR1CC1ÓN ORIGEN
5-G 1 GATCC-3'

- -----amH -
5'-G 1 AATrC-3'EcoR -	- -----EschenchialiRYl3-	-
5'-A 1 AGCU-3'

- -------
5'-C 1 CGG-3'

----------------------------------------------------3
5LGGTAC 

1 
C-3'

_
5'-GG 1 CC-3'

- ------Hall	Hemophilusaegyptius	-

5'-CCC GGG-3'Sma 1	 Serratia marcenscens	3'G CCC-51
Tomado de Maniatisy CoL (1982).

Las de tipo ifi: Son un poco menos complejas contienen únicamente dos tipos

de subunidades y al igual que las de tipo 1 requieren Mg2 más ATP para

divar ADN, la S-adenosylmetionina estimula la actividad enzimática pero no

es un requerimiento absoluto. El dlivaje del ADN aparece en fragmentos de

25 a 27 pares de bases.

Las enzimas de tipo II son mucho más simples. Las endonudeasas

contienen únicamente un tipo de subunidad y solamente requiere Mg2

para dlivar el ADN.

El clivaje de ADN ocurre en sitios específicos dentro o adyacente al sitio de

reconocimiento de la enzima. Se han aislado e identificado un gran número

de enzimas de restricción tipo II muchas de la cuales son usadas en el proceso
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de donaje molecuáu y la generación de un huella genónuca. En general las

enzimas tipo U reconocen secuencias especificas de ADN para dar origen a

fragmentos descritos de ADN con residuos fosfatos en la terminación 5' e

hidroxilo en la terminación 3' 35.

5'. ..GGATCC. . .3'Bam Hl 5'... OH + pGATCC ... Y

3'.. .CCTAG-G. . .5' -> 3'.. .CCTAGp + OHG ... 5'

Cada enzima de restricción requiere de unas condiciones óptimas para llevar

a cabo su actividad dependiendo de las recomendaciones de cada casa

comerdal 22,35

Hay que tener en cuenta la temperatura, el tiempo de incubación y la

composición del Buffer, de la cual la temperatura es la variable más

importante. Las enzimas de restricción han sido divididas en varios grupos

de acuerdo a los requerimientos iónicos de cada una de ellas para su

actividad. Las que trabajan mejor con elevado contenido jónico, las que

requieren un contenido jónico promedio, finalmente las que tienen

preferencia por buffer de bajo contenido jónico y otro tipo de buffer (Tabla 2).

Generalmente se requiere l.d de enzima para digerir 1 mg de ADN en una

hora; además hay que tener en cuenta que la reacción puede detenerse por

cambios de temperatura o con un buffer que contenga EDTA.
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Tabla 2. Composición de buffer para enzimas de restricción
Colour coding on

buffer (abel
100mMTris-H0,pH7.5

Low salt buffer	xlO L	lOOmM MgC1 2	Pink
lOmM Dithiothreitol
100mMTris-HC1,pH7.5

Medlum salt buffer	xlO M	lOOmM M9C1 2	Purpie
lOmM Dithiothreitol
500mM NaC1
500mM Tris-HCIfpH7.5

High salt buffer	xlO H	lOOmM MgC1 2	Green
lOmM Dithiothreitol
1000mM NaCI
200mMTris-HCI,pH8.5

Potassium buffer	xlO K	lOOmM MgC1 2	Yellow
(KCI)	 10 mM Dithiothreitol

l000mM KC1
330mM Tris-HC1,pH7.9

Tris acet ate buffer	xlO T	lOOmM Mg-acetate	 Orange
BSA-free	 5 mM Dithiothreito

660mM K-acetate
0.1% BSA	 Red

0.1% TritionX-10	 BKte

Tomado de Hoenecke, N and Stock, C. 199t

1.4.1.2. Electroforesis en geles de agarosa

La agarosa es un polímero lineal extraído de algas marinas cuya estructura

básica se muestra en la Figura 1. La agarosa comercial no es completamente

pura, esta viene contaminada con otros polisacáridos, sales y proteínas. Su

impureza varía de lote a lote y también según la empresa fabricante. Estas

diferencias pueden afectar la migración del ADN y la capacidad de recuperar

el ADN del gel para servir de sustrato en una reacción enzimática.
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Es por eso que algunos fabricantes preparan grados especiales de agarosa

que son clasificados según la presencia de inhibidores y nucleasas y por tener

un mínimo de fluorescencia después de la coloración con bromuro de etidio.

Los geles de agarosa son preparados con diferentes porcentajes de

gelificación dependiendo del tamaño de las moléculas de ADN que se van a

separar. La Tabla 3 muestra el rango óptimo de separación para diferentes

porcentajes de agarosa.

Tabla 3. Rangos de separación para geles de agarosa

03	 60 - 5.0
0.6	 20 - 1.0
0.7	 10 - 0.8
0.9	 7 - 0.5
1.2	 6 - 0.4
1.5	 4 - 0.2
2.0	 3-0.1
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La tasa de migración de los ácidos nudeicos a través de geles de agarosa

adicionalmente depende de varios factores:

• Tamafio molecular del ADN: La rata de migración a través de los geles es

inversamente proporcional al log io del número de pares de bases (HeIlin y

col 1974) (Figura 2). La migración de moléculas grandes es más lenta

debido a la mayor fricción y porque su corrido a través de los poros del gel

es menos eficiente que el de moléculas más pequeñas5.

buffen 0.5 TBE j&gfml bromuro de etidio
5
	 electroforesls: 1 V/cm por 16 horas

4

3
0.5%
0.7%
0.9%
1.4%
1.2%

1	2	3	4	5	6
Distancia de migración (cm)

Tomado de Maniatis y Colaboradores 1982.

Figura 2. Relación entre el tamaño del ADN y la movilidad eleciroforélica en
geles de agarosa a diferentes porcentajes.
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Conformación del ADN: Existen tres diferentes clasificaciones del ADN

según su conformación así: (Tipo 1) circular superhelicoidal; (Tipo II) relajada

(Nicked); (Tipo ifi) lineal. Cada uno de estos tipos presentan diferentes tasas

de migración a través de los geles de agarosa. La movilidad de éstas tres

formas depende primariamente de la concentración del gel de agarosa, la

cantidad de corriente aplicada y la concentración iónica del buffer de corrido.

Bajo estas condiciones es ADN tipo ifi migra más lento que el ADN tipo 1.

o Voltaje aplicado: La rata de migración de fragmentos lineales de ADN es

proporcional al voltaje aplicado de este modo, el rango efectivo de

separación en geles de agarosa decrece a medida que el voltaje incrementa;

generalmente se utiliza 1V/cm de longitud del gel

1.4.1.3. Buffer de corrido y coloración

La movilidad del ADN está afectada por la composición y la fuerza iómca del

buffer de corrido; en ausencia de iones la conductividad eléctrica disminuye y

el ADN migra más lentamente. Por el contrario un buffer con buena

concentración jónica aumenta la conductividad eléctrica eficientemente y

disminuye la generación de calor (importante para evitar desnaturalización

del ADN). Existen diferentes clases de buffer dependiendo de la muestra y el

tiempo de corrido (Tabla 4).

Por razones históricas, el TAE ha sido el buffer más comúnmente usado. Sin

embargo su capacidad amortiguadora es muy baja y tiende a agotarse en
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corridos electroforéticos largos; el TPE y TBE tienen un costo más elevado que

el TAE, pero presentan una alta capacidad amortiguadora y son usados para

largos corridos.

De otro lado, la coloración de los geles de agarosa se realiza con un colorante

fluorescente llamado bromuro de etidio. Esta sustancia contiene un grupo

planar que se intercala entre las bases agrupadas de ADN. La posición fija de

este grupo entre bases muy cercanas produce exposición de ADN; La

radiación U.V. es absorbida por el ADN y transmitida por el colorante, la

energía se reemite a 590 mn en la región rojo amarillo del espectro visible.

Tabla 4. Composición de los buffers comúnmente usados en electroforesis
....,:....::::.::.:....: :...::::.:	:.... . . :CONW . .R4CÍÓNDE :':::...

BUFFER _________________	sotucsroc(EozUTR(»

Tris-acetato	lx:0.04 M Tris acetato	50x:242g Tris base
(TAE)	 0.001 M EDTA	 57.1ml ácido acético glacial

lOOmI 0.5M EDTA (pH 8.0)
Tris-fosfato	1x:0.09 M Tris fosfato	10x:108g Tris base

(TPE)	 0.002 M EDTA	 15.5m1 85% ácido fosfórico (1679g/rnl)
40m1 0.5M EDTA (pH 8.0)

Tris-borato	0.5x:0.045 M Tris borato	5x: Mg Tris base

	

(TBE)0.001 M EDTA	 27.5g ácido bórico
20nil 0.SM EDTA (pH 8.0)

Tris-alcalino	1x:5OmN NaOH	lx: 5nil iON NaOH
imM EDTA	 2m1 05M EDTA (pH 8.0)

Tomado de Maniatís y Col 1982.

El bromuro de etidio puede ser usado para detectar ácidos nucleicos de

cadena doble y sencilla (ARN Y ADN). Sin embargo, la afinidad del colorante
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por los ácidos nudeicos de cadena simple es relativamente baja y la

producción de fluorescencia es comparativamente pobre (Figura 3).

Figura 3. Diagrama del sistema utilizado para la fotografía de geles teñidos
con bromuro de etidio.

1.4.2. Perfil de plásmidos

Las bacterias contienen pequeños elementos extracromosomales llamados

plásmidos, los cuales son moléculas de ADN circular de doble cadena que se
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duplican libremente y nio son esenciales para la célula bajo condiciones

normales de crecimiento. Su presencia le confiere nuevas propiedades al

huésped. Los tamaños de los plásmidos son variables, algunos tienen pesos

moleculares no mayores de 10 daltons y son portadores de uno a tres genes

mientras que otros tienen pesos que representan del 10 al 20% del

cromosoma.

El análisis plasmídico es un método de tipificación que se encuentra dentro

de las posibilidades de muchos laboratorios de microbiología. Permite

conocer de forma rápida la similitud existente entre las diferentes cepas

bacterianas aisladas en un brote epidémico. El empleo de endonucleasas de

restricción mejora el poder discriminatorio del método sobre todo cuando

sólo existe un plásniido y además es de elevado peso molecular o el perfil

plasmídico es muy similar 16

1.4.3. Ribotipificación

La ribotipificadón es un método de genotipificadón el cual usa una sonda

derivada directamente de un ARN ribosonial mediante un ADN

complementario obtenido de las fracciones 168 + 238 ARNr. El ARN puede

ser obtenido tanto de cepas homólogas como heterólogas1.

Es una técnica más sensible y más específica de tipificación molecular en la

que usando un ARN ribosonial obtenemos patrones de bandas (ribotipos)
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específicos donde haya una secuencia complementaria del ADN que contiene

el gen.

La ribotipificación se constituye en una técnica adecuada mediante la cual

podemos distinguir cepas de diferentes grupos o poblaciones.

Las sondas genómicas basadas en el uso del ARN ribosomal (ARNr)

suministran un amplio sistema aplicable para investigar la epidemiología

molecular de diversas bacterias ya que otro tipo de sonda tiene una

aplicación más limitada por ser mucho más específica o únicamente para

cepas dentro de una especie particular.

El fundamento para un uso racional de las sondas de ARNr hibridizadas a

huellas genóniicas de ADN está basado en la evolución histórica de la

bacteria debido a que algunas secuencias del ribosoma son altamente

conservadas.

Para obtener la sonda es necesario primero obtener por medio de

transcriptasa reversa un ADN complementario a partir del ARNr.

Cuando se realiza este proceso de ribotipificación y se siguen las

instrucciones de detección y revelado de acuerdo al kit utilizado, los

resultados son visualizados directamente en la membrana de nylon utilizada.
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Se comparan en forma visual los ribotipos de las cepas analizadas en un

determinado brote epidémico, y se establece el número de patrones existentes

para cada grupo de bacterias y se obtiene de ésta forma un buen estudio

epidemiológico21.
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2. METODOLOGÍA

2.1. PROCEDENCIA DE LOS PORCINOS MUESTREADOS

En el presente estudio se utilizaron porcinos procedentes de cuatro granjas

del departamento de Cundinamarca situadas en los Municipios de Guasca

(Granja 1)), San Francisco (Granja 2), Facatativa (Granja 3) y La Victoria

(Granja 4), y sacrificados en el frigorífico de Guadalupe centro de beneficio de

porcinos en Santafé de Bogotá.

2.2. TOMA DEMUESTRAS

Las muestras fueron tomadas en el mismo lugar de sacrificio (Frigorífico

Guadalupe). En total se colectaron 100 muestras de tejido pulmonar de

aquellas áreas que presentaban lesiones macroscópicas características de

neumonía, y se trasladaron bajo condiciones adecuadas de refrigeración al
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centro de investigaciones en salud y producción animal CorpoICA-Ceisa,

donde se llevó a cabo el estudio.

2.3. ANÁLISIS BACTERIOLÓGICO

Las muestras pulmonares se sembraron en agar sangre y agar Mac Conkey, y

se incubaron a 37°C por 24-48 horas. Las colonias que presentaron la

morfología característica de Pasteurella y que no crecieron en agar Mac

Conkey, se sometieron a coloración de Gram6. Las colonias identificadas al

microscopio como cocobadilos Gram-negativos se subcultivaron en agar

sangre y se incubaron a 37°C de 24-48 horas y así en cultivo puro se

sometieron a pruebas bioquímicas según los perfiles descritos por Carter 6

2.4. ANÁLISIS BIOQUÍMICO

Las colonias sospechosas de ser P. multocida se sometieron a las siguientes

pruebas bioquímicas: Catalasa; Oxidasa; SIM; Urea; Nitratos; y

Fermentación de Azúcares como glucosa, lactosa, manito!, sorbitol y

maltosa. Se confirmaron como cepas de P. multocida aquellas que mostraron

reacción positiva a la catalasa, la oxidasa, el indol, la glucosa, el manitol y el

sorbitol y reacción negativa a la úrea, la lactosa y la maltosa.
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Posteriormente se practicaron pruebas selectivas como la de hialuronidasa

para la identificación del serotipo A. La prueba de hialuronidasa se realizó

de la siguiente manera:

Las cepas cultivadas en 3 ml de caldo BHI a 37°C por 24 horas se sembraron

masivamente en agar BHI; luego se impregnaron discos de papel del filtro

estéril con Hialuronidasa Testicular Ovina a una concentración de 700

unidades/ml. y se leyó después de incubar a 37°C por 24 horas. La presencia

de un halo de inhibición alrededor del disco se consideró como un resultado

positivo para el serotipo A A•

2.5. EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO

Las cepas de Pasteurella multodda aisladas de los pulmones afectados se

cultivaron en 30 ml de medio BHI a 37°C toda la noche. Luego se realizó la

coloración de Gram (confirmar morfología) y se cultivó en agar sangre para

control de esterilidad (ausencia de crecimiento de otros microorganismos).

La suspensión de bacterias se centrifugó a 10.000 r.p.m. a 4°C por 20 minutos;

el sedimento obtenido se lavó dos veces con PBS y finalmente se resuspendió
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en 5 ml de una solución recién preparada que contenía l7a: : Sucrosab 25 %, Tris

HG 50 mM, EDTA 50 mM, NaCl 10 mM, PHC 8.0

Posteriormente se ajustó el pH de la solución en 8.0 y se adicionaron 10

mg./ml. de lisozinut. La suspensión se mezcló suavemente durante 30-60

mm. a temperatura ambiente y se agregaron 25 ml. de proteinasa K (20

mg/mi). Luego de mantenerse a temperatura ambiente por 10 min se

adicionaron 2 ml de una solución recién preparada que contenía d- : Sucrosae

25 %, Tris HG 50 mM, EDTA 50 mM, NaC1 50 mIVI, SarcosiF 10 %, pH 8.0

La suspensión se incubó a 50 oc por tres horas en baño maría; transcurrido

este tiempo se adicionaron 3.5 ml de una solución de acetato de amonio

(7.5 M) y 100 jd de Fenil metil sulfonil fluoride (PMSF) recién preparado en

1 ml. de etanol absoluto (2 mg/mi).

Luego de mezclar, se centrifugó a 10.000 rpm, 4°C por 20 minutos, el

contenido de la vénula se transfirió un tubo de 50 ml al cual se le adicionaron

suavemente 2,5 a 3,0 volúmenes de etanol absoluto y se colocó en hielo por 10

minutos.

a Esta solución se prepararó a partir de soluciones stock: Tris HCI 0.1 M; EDTA 0.5 M; NeC! 1

b La sucrosa se pesó y adicionó en el momento de preparar la solución

o El pH se ajustó en el momento de preparar la solución con NaOH ó HCI 5N

d Esta solución se preparó a partir de soluciones stock: Tris HCI 0.1 M; EDTA 0.5 M; NaCl 1 M.

e La sucrosa y el sarcosil se pesaron y adicionaron en el momento de preparar la solución

El pH se ajustó en el momento de preparar la solución con NaOH 6 HO! 5N
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Finalmente la vénula se agité manualmente hasta precipitar el ADN, que

luego se colecté en un tubo eppendorf que contenía 400 a 500 ml de etanol al

10 %; este se centrifugó a 20.000 rpm. por tres minutos en una

microcentrífuga. El sobrenadante se descarté y el peliet de ADN se

resuspendió en 50.d. de Buffer TE (Tris-EDTA PH: 8.0), disolviéndolo luego a

65°C por dos horas.

2.6. CANTIDAD DE ADN Y LECTURA EN ESPECTOFOTÓMEFRO

Para determinar la concentración de ADN se realizaron lecturas de

adsorbancia por espectrofotometría a 260 y 280 nm. Las bases purinas y

pirmudinas absorben con mayor fuerza a 260 nm,. y las proteínas

contaminantes absorben mejor a una longitud de onda de 280 xmL; por lo

tanto la proporción de absorbancia entre 260:280 es una forma de determinar

la pureza de la preparación de ADN, la cual es óptima entre 1.6 y 2.0.

2.7. DIGESTIÓN DEL ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN

Se colocaron diferentes cantidades de ADN en tubos eppendorf, según la

pureza leída en el espectrofotómetro (3,567 pl.); se agregaron 3 il de las

enzimas de restricción Hae ifi o Sma 1 (Promega Biological Research Products,
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USA) y 3 p1 del buffer correspondiente, completando esta mezcla con agua

destilada, desmineralizada y estéril a un volumen final de 30 p1.

El marcador de peso molecular se preparó con 1 pl. de ADN, 1 p1. de enzima

(Hae ifi o Sma 1) y1 4 de buffer y 2 p1. de agua destilada, desmineralizada

y estéril para un volumen final de 5 p1.

Las digestiones con Hae III se incubaron a 37°C por dos horas; y las

realizadas con Sma 1 a 25°C por dos horas. Luego se detuvo la reacción

adicionando la quinta parte del volumen final de la digestión con buffer de

llenado (azul de bromofenol) a las muestras y al marcador.

Como marcador de peso molecular se utilizó el ADN del fago lambda

digerido con la enzima de restricción Hind ifi (GIBCO BRL - Cat N° 10382-

026), cuyos fragmentos sirven como estándar de peso molecular para

electroforesis en geles de agarosa y poliacrilaniida. Los fragmentos pueden

ser visualizados por la coloración con bromuro de etidio (Figura 4).

Los fragmentos de 564 y 125 pares de bases, pueden ser difíciles de detectar

por su pequeño tamaño. Debido a la presencia de terminaciones cohesivas en
los fragmentos 23130 y 4361 pares de bases, la banda de 4361 pares de bases

puede no ser observada a menos que el ADN sea calentado 65°C por 10
minutos.



bp
23,130

9416
7557

4361

2322
2027

564

125

Figura 4. Esquema del patrón de restricción del ADN del fago Lambda
digerido con la enzima Hind III.

2.8. ELECTROFORESIS

El ADN digerido fue sometido a electroforesis en una unidad horizontal de

una sola dimensión en un gel de agarosa 0.55% (0.55 gr. de agarosa en 100

ml. de buffer TBE s 0.5 x), dejándolo con una corriente continua 30 Voltios por

17 horas.

g 89 mM. de Tris base, 89 mM de ácido bórico, 2.4 mM de EDTA sodio e pH 8.3
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2.9. TINCIÓN Y REVELADO

Después de la electroforesis, el gel se tiñó con bromuro de etidio (0.5 mg/mi),

utilizando el mismo buffer de corrido (900 ml); luego se adicionaron 50 pl de

bromuro de etidio, mezclando suavemente durante una hora y finalmente se

lavó con agua destilada por 15 minutos.

Las bandas de ADN se visualizaron en un trans-iluniinador de luz UV

y se tomaron fotografías con cámara polaroid utilizando una película

polaroid 665.

2.10. ANÁLISIS DE LA INFORMACIÓN

Los patrones de restricción se analizaron en forma visual teniendo en cuenta

los fragmentos de alto peso molecular para establecer diferencias entre cepas

de P multodda17'

En el caso de la huella generada con Sma 1 se examinaron en detalle los

negativos de las fotografías tomadas a los respectivos geles para ubicar en

forma precisa todos los fragmentos y elaborar así un perfil por medio del

computador y facilitar el análisis.
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De otro lado, se determinaron los porcentajes de los patrones obtenidos (X)

con las enzimas utilizadas (Hae ifi y Sma 1) en cada una de las granjas

analizadas, así:

Número de muestras digeridas con Hae III,
que presentaron el patrón X

% Patrón X

	

	 X100
Número total de muestras digeridas con Hae III

Número de muestras digeridas con Sma 1,
que presentaron el patrón X

% Patrón 

	

	
x loo

Número total de muestras digeridas con Sma 1
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3. RESULTADOS

La digestión de las muestras con enzimas proporcionó diferentes patrones de

restricción que se designaron de la siguiente manera: Los patrones obtenidos

al digerir las muestras de ADN con la enzima Hae ifi se denominaron A, B; y

los obtenidos con la enzima Sma 1 se denotaron como C, D y E.

3.1. ANÁLISIS DE LA HUELLA GENÓMICA DE LAS CEPAS DE

PASTEURELLA MIJLTOCIDA DE CADA GRANJA

Granja 1 (Puyito): Las cepas de P. multocida digeridas con Hae ifi

presentaron dos patrones de restricción, A y B tal como se aprecia en los

carriles 2 y 3 del gel (Anexo 1); estas diferencias son significativas en los

fragmentos de mayor peso molecular, aproximadamente entre 23.130 y 9.416

pares de bases de acuerdo al marcador de peso.

.IIJOTECA A GOPECUARIA
rr eMiA
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Por otra parte, las cepas de la misma granja digeridas con la enzima Sma ¡

mostraron tres patrones diferentes, C, D y E, fácilmente distinguibles en los

carriles 3, 5y 6 (Anexo 1); estos patrones exhiben mayores diferencias entre

9416 y 2322 pares de bases comparado con el fago lambda.

Granja 2 (Carulla): Las cepas procedentes de esta granja segunda

presentaron un solo patrón de restricción (B) al ser digeridas con Hae III,

representado en todos los carriles (Anexo 1). De otro lado las cepas de

multocida tenían un solo patrón (D) cuando se estudiaron con la

enzima Sma 1.

Granja 3 (La Floresta): En la tercera granja estudiada (La Floresta), con la

digestión con Hae ifi se observaron dos patrones de restricción A y B.

La digestión con Sma 1 presentó como resultado tres patrones C, D y E

(Anexo 1).

Granja 4 (La Pas): Finalmente la cuarta granja (La Pas) incluida en el estudio

presentó dos patrones, A y B, cuando se realizaron digestiones con Hae

ffl(Anexo 1). La digestión con Sma 1 mostró tres patrones de restricción, C, D

y E en los carriles 1,2 y 9 respectivamente (Anexo 1).

---
r
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3.2. DISTRIBUCIÓN DE PATRONES DE RESTRICCIÓN DE LAS CEPAS

DE PASTEURELLA MLJLTOCIDA EN CADA GRANJA.

Granja 1 (Puyito): En Ja digestión con Hae III, predominó el patrón B

presente en un 66,7% de las muestras, en tanto que el patrón A aparece en un

33,3% (Figura 5). Con Sma 1, aparecen en igual cantidad los patrones C y D

con un 22.2% de las muestras cada uno, en tanto que el patrón E alcanzó el

55,6% del total de la muestras (Figura 6).

Granja 2 (Cartilla): El 100% de las muestras de esta granja mostraron un

solo patrón de restricción (B), en la digestión con la enzima Hae ifi (Figura 5).

De forma similar la digestión con Sma 1, produjo un 100% del patrón D

(Figura 6).

Granja 3 (La Floresta): En la digestión con Hae ifi se presentó un 66,7% para

el patrón A y un 33,3% para el patrón B (Figura 5). En el corte con Sma 1, el

patrón C apareció en un 55,6 % de las muestras, el patrón Den un 11,1% y el

patrón E en un 33,3% (Figura 6).

Granja 4 (La Pas): Del total de las muestras de esta granja digeridas con Hae

III, el 55,6% presentaron el patrón A y el 44,4% correspondieron al patrón B

(Figura 5). La digestión con Sma 1 produjo un 22,2% para el patrón C, un

11,1% para el patrón D y un 66,7% para el patrón E (Figura 6).
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Figura 9. Porcentajes de patrones de restricción encontrados en
la digestión con la enzima Hae III en las cuatro granjas

Granja 1 (PuViI)	Granja 2 (Carulhi)	Granja 3 (1 a FIoreta)	Granja 4 (La 'as)

Figura 10. Porcentajes de patrones de restricción encontrados en
la digestión con la enzima Sma 1 en las cuatro granjas

Granja 1 (PuvUn)	Granja 2 ((arulla)	Granja 3(14 Floresta)	Granja 4 (Lt Fas)



4. DISCUSIÓN

La neumonía de los cerdos representa uno de los problemas más serios de

ésta especie animaP; y se considera como el resultado de una compleja

interacción entre varios agentes infecciosos, procedimientos de manejo y

medio ambiente, entre los cuales vale la pena mencionar la temperatura,

ventilación, polvo, alta concentración de amoníaco y la prevalencia e

incidencia de diversos agentes patógenos 8'56

El análisis fenotipico de las muestras pulmonares que incluyó morfología,

pruebas bioquímicas y serológicas, permitió el aislamiento de cepas de un

solo tipo bacteriano en las cuatro granjas estudiadas: P. multodda serotipo

A. Pero al realizar el análisis con endonudeasas de restricción del genoma

bacteriano se pudo detectar directamente divergencias entre estas cepas

fenotípicamente idénticas y demostró ser una técnica mucho más sensible que

cualquier otro método de caracterización serológica, usándose actualmente

para estudios de seguimiento epidenuológico de cepas bacterianas.



Los resultados obtenidos sugieren que la metodología utilizada para la

generación de una huella genómica presentó un amplio espectro de análisis

molecular, tanto para aislamientos clínicos, en los cuales fueron encontrados

diferentes patrones de restricción que pueden ser utilizados como marcadores

epidemiológicos específicos como también para diferenciar cepas

responsables de brotes de enfermedad, que podrían en un momento

determinado servir como cepas de referencia para así establecer la relación

molecular entre 'una y otra.

Se encontraron marcadas diferencias genómicas significativas al analizar las

cepas de P multocida aisladas de una misma granja. Así, las digestiones del

ADN cromosomal con Hae ifi y Sma 1 en tres de las cuatro granjas incluidas

en el estudio mostraron dos y tres patrones de restricción respectivamente; lo

cual sugiere una mayor diversidad genética. En contraste en la granja 2 se

observó un solo patrón al digerir las cepas con estas enzimas.

Este hallazgo permite concluir que existe heterogeneidad entre las cepas de

P. multocida tipo A aisladas de problemas neumónicos. Además se evidenció

que la enzima Sma 1, provee una mayor información genética produciendo

mayores patrones que al utilizar la enzima Hae ifi, haciendo que Sma 1 sea

considerada una mejor herramienta epidemiológica para futuros estudios de
este tipo.
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En un estudio reciente realizado por Gardner y colaboradores (1994) 17 se

examinaron cepas de P multocida asociadas con casos de rinitis atrófica

progresiva y se encontró también una variabilidad genómica interesante entre

cepas de tipo D y tipo A no toxigénicas, aisladas de diferentes granjas; y

cepas aisladas dentro de una misma granja. Estos hallazgos son similares a

los encontrados en la presente investigación y permiten afirmar que los

perfiles de restricción generados por estas enzimas son una herramienta

confiable para la discriminación entre cepas de R multocida tipo A, aisladas

de casos del complejo neumónico porcino.

De otro lado el hecho de haber aislado estas cepas de pulmón (casos de

campo asociados a neumonía), sugiere que se trata de cepas virulentas pues

fueron obtenidas de lesiones de consolidación neumónica evidentes, lo que

implicaría su capacidad de colonización.

Calsamiglia y colaboradores (1996)9 en un estudio preliminar demostraron

experimentalmente que es posible detectar diferencias genómicas entre cepas

virulentas y cepas de baja virulencia de P multodda tipo A. Estos

investigadores encontraron que cuatro cepas virulentas presentaron el mismo

patrón de restricción con Hpa 11 mientras que la cepa de baja virulencia

mostró un patrón diferente.

En cuanto a la relación epidemiológica entre las cepas estudiadas el presente

trabajo reveló que en cada una de las granjas tiende a predominar un solo
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patrón de restricción es decir uno o máximo dos clones. Esta relación genética

entre las cepas de un mismo genotipo podría sugerir una transmisión

horizontal de la infección entre los animales de las poblaciones examinadas.

Es bien sabido que la transmisión de la enfermedad ocurre por contacto

directo entre animales sanos y enfermos. La presencia de varios clones en una

misma granja puede deberse a la mezcla de lechones de levante que se

compran de diversas granjas y son llevados para su finalización a una nueva.

Rúbies y colaboradores (1996) 8, concluyeron que las cepas de P. multocida

que se pueden encontrar en granjas comerciales podrían ser el resultado de la

mezcla de cepas que han estado presentes en los ancestros (padres, abuelos,

bisabuelos). Esta combinación resultaría en que cada granja tiene una cepa

diferente lo cual se definiría como propia para esa población.

Dichos hallazgos fueron efectuados mediante estudios ifiogenéticos, al

comparar molecularmente cepas de P. multodda aisladas de una granja

núcleo, generando patrones de restricción cortados con Hind ifi analizados

mediante un programa de computador.

Se conduye, que el estudio detallado de la huella genómica de cepas de

multocida tipo A de casos de neumonía contribuye a dilucidar el patrón de

transmisión de la infección a nivel de campo en especial si se utiliza la enzima

Sma 1 para generar estos patrones.
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S. CONCLUSIONES

$ Los métodos de caracterización molecular, aportan una enorme

información para el estudio de la historia natural de la enfermedades y

facilita conocer la cadena de transmisión, conllevando al desarrollo de

métodos efectivos de prevención y control.

* La huella genómica, es una técnica molecular que nos permite generar

marcadores específicos para diferenciar cepas responsables de brotes de

enfermedad.

• Las cepas de R multodda tipo A, asociadas con neumonía y aislada da

una misma granja, presentan similares patrones de restricción (huella

genóniica), lo cual significa que estas cepas tienen relación clonal.

58



0 Los resultados de este estudio, sugieren una transmisión horizontal de la

infección entre los animales de las poblaciones examinadas.

.1 
pocurn0flt0C
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6. RECOMENDACIONES

0 Se sugiere par próximos estudios comparar cepas de Pasteurella multodda

aisladas de granjas con ciclo completo (donde no ocurre mezcla de

animales de otras granjas), con aquellas explotaciones donde se agrupan

animales provenientes de varias granjas.

0 Seria conveniente examinar las cepas existentes en los padres (a nivel de

amígdala) y compararlas con las presentes en los hijos para estudio de la

transmisión vertical de la Pasteurella multocida.

0 Es recomendable que al aplicar técnicas de caracterización molecular, la

Huella Genómica esté acompañada de otras técnicas como P.C.R. o

Ribotipificadón.
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ANEXOS



Anexo 1. Fotografías de los patrones de restricción obtenidos mediante la
técnica de huella genómica.



Foto 1. Patrones de restricción de ADN total de Pasteurella multocida tipo A,
obtenidos en la digestión con la enzima Hae HL Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 1 (Puyito). Lambda: marcador de peso molecular.





Foto 2. Huella genómica obtenida de cepas de Pasteurella multodda tipo A,
después 'de la ;digestión con la enzima Sma L Carril 1-9: Muestras
pertenecientes á la Granja 1 (Puyito). Lambda: marcador de peso molecular.
Se adjunta esquema en computador para mejor apreciación de los patrones de
restricción.
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Foto 3. Patrones de restricción de ADN total de Pasteurella multodda tipo A,
obtenidos en la digestión con la enzima Hae ifi. Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Graia 2 (Cartilla). Lambda: marcador de peso molecular.
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Foto 4. Huella genónilca obteiiida de cepas de Pasteureila multodda tipo A,
después de la digestión COil la enzima Sma L Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 2 (Cartilla). Lambda: marcador de peso molecular.
Se adjunta esquema en computador para mejor apreciación de los patrones de
restricción.
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Foto 5. Patrones de restricción de ADN total de Pasteurella multodda tipo A,
obtenidos en la digestión con la enzima Hae III. Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 3 (La Floresta). Lambda: marcador de peso
molecular.
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Foto 6. Huella genóniica obtenida de cepas de Pasteurella multodda tipo A,
después de la digestión con la enzima Srna L Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 3 (La Floresta). Lambda: marcador de peso
molecular. Se adjunta esquema en computador para mejor apreciación de los
patrones de restricción.
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Foto 7. Patrones de restricción de ADN total de Pasteurella multocida tipo A,
obtenidos en la digestión con la enzima Hae III Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 4 (La Pas). Lambda: marcador de peso molecular.
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Foto S. Huella genómica obtenida de cepas de Pasteurella multodda tipo A,
después de la digestión con la enzima Sma L Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 4 (La Pas). Lambda: marcador de peso molecular.
Se adjunta esquema en computador para mejor apreciación de los patrones de
restricción.
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Foto 9. Patrones encontrados en las cuatro granjas, al digerir ADN de
Pasteureiia multocida tipo A, con Hae LII: Carril 1-4 Lambda: marcador de
peso molecular.
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Foto 10. Patrones encontrados en las cuatro granjas, al digerir ADN de
Pasteurella multocida tipo A, con Sina 1: Carril 1-9. Lambda: marcador de
peso molecular.
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USO DE ENDONUCLEASAS DE RESTRICCIÓN PARA ESTUDIAR EPIDEMIOLOGIA DE PASTEURELLA
MULTOCIDA TIPO A EN DIFERENTES GRANJAS PORCINAS DE PRODUCCIÓN INTENSIVA

ANGELICA LEÓN, BACT; FERNADO ARIZA, MV. M.Sc.; JOSÉ D. MOGOLLÓN, MV, MSc. M.S. PhD.

Dentro de las enfermedades respiratorias, de ros
porcinos la neumonía ewoótica, es uno de los
sindromes que mayores repercusiones económicas
ocasiona en ésta especie, debido a que reduce tanto
la tasa de crecimiento como la eficiencia de la
conversión alimenticia8.

De otro lado, numerosas investigaciones han
demostrado que el principal agente secundario
involucrado en el complejo respiratorio porcino es la
Pasteurefla multocida, sin embargo se sabe que esta
bacteria no puede colonizar el pulmón a menos que
exista antes un evento inmunosupresor primario, el
cual generalmente es una infección por Mycoplasma o
por virus, pudiendo estar asociada a factores de
esfrés.

Uño de los primeros interrogantes que se plantea
cuando se aborda el estudio de la epidemiología de un
brote epidémico de etiología bacteriana, es establecer
si nos encontramos frente a una situación producida
por la misma cepa, o si por el contrario se trata de
cepas similares de la misma especie pero no idénticas.
En los últimos años se han desarrollado nuevas
técnicas que valoran tanto las características
genotípicas como las fenotipicas de estos
microorganismos, como son: los perfiles de plásmidos,
el análisis de las proteínas totales o proteínas de
membrana PCR, nbotipiticación y la huella genómica
del ADN cromosomaV.

El propósito de la presente investigación es contribuir
al conocimiento de la epidemiotogia de la P. multocida
serelipo A en granjas porcinas de producción
intensiva, mediante la aplicación del estudio de la
huella genómica.

En el presente estudio se utilizaron porcinos
procedentes de cuatro granjas del departamento de
Cundinamarca (Colombia) situadas en los Municipios
de Guasca (Granja 1), San Francisco (Granja 2),
Facatativa (Granja 3) y La Victoria (Granja 4), y
sacrificados en el frigorífico de Guadalupe centro de
beneficio de porcinos en Santafé de Bogotá.

Las muestras fueron tomadas en el mismo lugar de
sacrificio (Frigorífico Guadalupe). En total se
colectaron 100 muestras da tejido pulmonar de
aquellas áreas que presentaban lesiones
macroscópicas características de neumonía, y se
trasladaron bajo condiciones adecuadas de
refrigeración al centro de investigaciones en salud y
producción animal CorpolCA-Ceisa, donde se llevó a
cabo el estudio.

Las muestras pulmonares se sembraron en agar
sangre y agar Mac Conkey, y se incubaron a 37°C por
24-48 horas. Las colonias que presentaron la
morfología característica de Pasteurella y que no
crecieron en agar Mac Conkey, se sometieren a
coloración de Gram5. Las colonias identificadas al
microscopio como cocobadios Gram-negativos se
subcuftivaron en agar sangre y se incubaron a 37°C de
24-48 horas y así en cultivo puro se sometieron a
pruebas bioquímicas según los perfiles descritos por
Carter 1•

Las colonias sospechosas de ser P. multocida se
sometieron a las siguientes pruebas bioquímicas:
Catalasa; Oxidasa; SIM; Urea; Nitratos; y
Fermentación de Azúcares como glucosa, lactosa,
manitol, sorbitol y maltosa. Se confirmaron como
cepas de P. multocida aquellas que mostraron
reacción positiva a la catalasa, la oxidasa, el indol, la
glucosa, el manitol y el sorbitol y reacción negativa a la
úrea, la lactosa y la maltosa.

Posteriormente se practicaron pruebas selectivas
como la de hialuronidasa para la identificación del
serotipo A. La prueba de hialuronidasa se realizó de la
siguiente manera:

Las cepas cultivadas en 3 ml de caldo BHI a 37°C por
24 horas se sembraron masivamente en agar BHI;
luego se impregnaron discos de papel del filtro estéril
con Hialuronidasa Testicular Ovina a una
concentración de 700 unidades/ml. y se leyó después
de incubar a 37°C por 24 horas. La presencia de un



halo de inhibición alrededor del disco se consideró
como un resultado positivo para el serotipo A.'°.

Las cepas de Pasteurella multocida aisladas de los
pulmones afectados se cultivaron en 30 ml de medio
BHI a 37°C toda la noche. Luego se realizó la
coloración de Gram (confirmar morfología) y se cultivó
en agar sangre para control de esterilidad (ausencia
de crecimiento de otros microorganismos).

La suspensión de bacterias se centrifugó a 10.000
r.p.m. a 4°C por 20 minutos; el sedimento obtenido se
lavó dos veces con PBS y finalmente se resuspendió
en 5 ml de una solución recién preparada que
contenía4: Sucrosa 25 %, Tris HCI 50 mM, EDTA 50
mM, NaCI 10 mM, pH 8.0

Posteriormente se ajusté el pH de La solución en 8.0 y
se adicionaron 10 mg.Mt de lisozima. La suspensión
se mezclé suavemente durante 30-60 mm. a
temperatura ambiente y se agregaron 25 ml. de
proteinasa K (20 mg/rol). Luego de mantenerse a
temperatura ambiente por 10 min se adicionaron 2 ml
de una solución recién preparada que contenía:
Sucrosa 25 %, Tris HCI 50 mM, EDTA 50 mM,
NaCl 50 mM, Sarcosil 10 %, pH 8.0

La suspensión se inct*)ó a 50 °C por tres horas en
baño maría; transcurrido este tiempo se adicionaron
3.5 mi de una solución de acetato de amonio (7.5 M) y
100 jd de Fenil metil sulfonil fluonde (PMSF) recién
preparado en 1 ml de etanol absoluto (2 mg/ml).

Luego de mezclar, se centrifugó a 10.000 rpm, 4°C
por 20 minutos, el contenido de la vénula se trans"
un tubo de 50 ml al cual se le adicionaron suavemente
2,5 a 3,0 volúmenes de etanol absoluto y se colocó en
hielo por 10 minutos.

Finalmente la vénula se agité manualmente hasta
precipitar el ADN, que luego se colecté en un tubo
eppendorf que contenía 400 a 500 ml de etanol al 10
%; este se centrifugó a 20.000 rpm. por tres minutos
en una microcentrifuga. El sobrenadante se descarté y
el pellet de ADN se resuspendió en 500. de Buffer TE
(Tris-EDTA PH: 8.0), disolviéndolo luego a 65°C por
dos horas.

Se colocaron 3 Id de ADN en tubos eppendorf y se
agregaron 3p1 de las uasderesbicción Has lIb
Se'a 1 (Prsmaga Bkogcal Reseach Products, USA) y 3
pi del buffer correspondiente, complotando esta
mezcla con agua destilada, desmineralizada y estéril a
un volumen final de 30 iá.

El marcador de peso molecular se preparó con 1 pi.
de ADN, 1 bd. de enzima (Has III o Sma 1) y 1 W. de
buffer y2 1.d. de agua destilada, desmineralizada y
estéril para un volumen final de 5 pi.

Las digestiones con Has III se incubaron a 37°C por
dos horas; y las realizadas con Sma 1 a 25°C por dos
horas. Luego se detuvo la reacción adicionando la
quinta parte del volumen final de la digestión con buffer
de Venado (azul de bromofenol) a las muestras y al
marcador.

Como marcador de peso molecular se utilizó el ADN
del fago lambda digerido con la enzima de restricción
Hiod 111(GIBCO BRL - Cal N° 10382-026), cuyos
fragmentos sirven como estándar de peso molecular
para electroforesis en geles de agarosa y
poliacrilamida. Los fragmentos pueden ser visualizados
por la coloración con bromuro de etidto.

El ADN digerido fue sometido a electroforesis en una
unidad horizontal de una sola dimensión en un gel de
agarosa 0.55% (0.55 gr. de agarosa en 100 ml. de
buffer TBE 0.5 x), dejándolo con una comente
continua 30 Voltios por 17 horas.

Después de la etectroforesis, el gel se tiñó con
bromuro de etidio (0.5 mg/ml), utlando el mismo
buffer de corrido (900 mi); luego se adicionaron 50 pi
de bromuro de etklio, mezclando suavemente durante
una hora yfinalmente se lavé con agua destilada por
15 minutos.

Las bandas de ADN se visualizaron en un trans-
iluminador de luz UV y se tomaron fotografías con
cámara polaroid utilizando una película polaroid 665.

La digestión de las muestras con enzimas proporcionó
diferentes patrones de restricción que se designaron
de la siguiente manera: Los patrones obtenidos al
digerir las muestras de ADN con la enzima Has III se
denommnaronA,B;y los obtenidos con laenzimaSma
1 se denotaron como C, D y E.

Gmnja 1: En la digestión con Has lii, predominé el
patrón Bpresente en un66,7%de las muestras, en
tanto que el patrón A aparece en un 33,301. Con Sma
1, aparecen en igual cantidad los patrones C y D con
un 22.2% de las muestras cada uno, en tanto que el
patrón E alcanzó el 55,6% del total de la muestras.

GiznJa 2: El 100011 de las muestras de esta grarga
mostraron un solo patrón de restricción (9), en la



digestión con la enzima Has III. De forma similar la
digestón con Sma 1, produjo un 100% del patrón D.

Gmnja 3: En la digestión con Hae III se presentó un
66,7% para el patrón A y un 33,3911 para el patrón B.
En el corte con Sma 1, el patrón C apareció en un 55,6
%de las muestras, el patrón Denunll,1% yef
patrón E en un 33,3%.

G.wja 4: Del total de las muestras de esta granja
digeridas con Has III, el 55,6% presentaron el patrón
Ay el 44,4911 correspondieron al patrón B. La digestión
con Sma 1, produjo un 22,2% para el patrón C, un
11,1% para el patrón D y un 66,7% para el patrón E.

La neumonía de los cerdos representa uno de los
problemas más serios de ésta especie anima; y se
considera como el resultado de una compleja
interacción entre varios agentes infecciosos,
procedimientos de manejo y medio ambiente, entre tos
cuates vale la pena mencionar la temperatura,
ventilación, polvo, alta concentración de amoníaco y la
prevalencia e incidencia de diversos agentes
patógenos 2.10

El análisis fenotípico de las muestras pulmonares que
incluyó morfología, pruebas bioquímicas y seroiógicas,
permitió el aislamiento de cepas de un solo tipo
bacteriano en las cuatro granjas estudiadas: P
multocida serotipo A. Pero al realizar el análisis con
endonucleasas de restricción del genoma bactenano
se pudo detectar directamente divergencias entre
estas cepas fenotipicamente idénticas y demostró ser
una técnica mucho más sensible que cualquier otro
método de caracterización serológica, usándose
actualmente para estudios de seguimiento
epidemiológico de cepas bacterianas.

Los resultados obtenidos superen que la metodología
utilizada para la generación de una huella genómica
presentó un amplio espectro de análisis molecular,
tanto para aislamientos clínicos, en los cuales fueron
encontrados diferentes patrones de restricción que
pueden ser utilizados como marcadores
epidemiológicos específicos como también para
diferenciar cepas responsables de brotes de
enfermedad, que podrian en un momento determinado
servir como cepas de referencia para así establecer la
relación molecular entre una y otra.

Se encontraron marcadas diferencias genómicas
significativas al analizar las cepas de P muítocida
aisladas de una misma granja. Así, las digestiones del
ADN cromosomal con Hae 111 y Sine 1 en tres de las

cuatro granjas incluidas en el estudio mostraron dos y
tres patrones de restricción respectivamente; lo cual
sugere una mayor diversidad genética. En contraste
entagranja 2 se observó un solo patrón al digerir las
cepas con estas enzimas.

Este hallazgo permite concluir que existe
heterogeneidad entre las cepas de P multocida tipo A
aisladas de problemas neumónicos. Además se
evidenció que la enzina Sma 1, provee una mayor
información genética produciendo mayores patrones
que al utilizar la enzima Has III, haciendo que Sma 1
sea considerada una mejor herramienta epidemiológica
para Muros estuttos de este tipo.

En un estudio reciente realizado por Gardner y
colaboradores (1994)4 se examinaron cepas de P
multocida asociadas con casos de rinitis atrófica
progresiva y se encontró también una variabidad
genómica interesante entre cepas de tipo D y tipo A no
toxigénicas, aisladas de diferentes granjas; y cepas
aisladas dentro de una misma granja. Estos hallazgos
son similares a los encontrados en la presente
investigación y permiten ahumar que los perfiles de
restricción generados por estas enzimas son una
herramienta confiable para la discriminación entre
cepas de P. multocida tipo A, aisladas de casos del
complejo neumónico porcino.

De otro lado el hecho de haber aislado estas cepas de
pulmón (casos de campo asociados a neumonía),
sugiere que se trata de cepas virulentas pues fueron
obtenidas de lesiones de consolidación neumónica
evidentes, lo que implicaría su capacidad de
colonización.

Calsamiglia y colaboradores (1996) en un estudio
preliminar demostraron experimentalmente que es
posible detectar diferencias genómicas entre cepas
virulentas y cepas de baja virulencia de P multocida
tipo A. Estos investigadores encontraron que cuatro
cepas virulentas presentaron el mismo patrón de
restricción con Hpa II mientras que la cepa de baja
virulencia mostró un patrón diferente.

En cuanto a la relación epidemiológica entre las cepas
estudiadas el presente trabajo reveló que en cada una
de las granjas tiende a predominar un soto patrón de
restricción es decir uno o máximo dos clones. Esta
relación genética entre las cepas de un mismo
genotipo podría sugerir una transmisión horizontal de
la infección entre tos animales de las poblaciones
examinadas.



Es bien sabido que la transmisión de la enfermedad
ocurre por contacto directo entre animales sanos y
enfermos. La presencia de varios clones en una misma
granja puede deberse a la mezcla de lechones de
levante que se compran de diversas granjas y son
llevados para su llna!iza ón a una nueva.

RObles y colaboradores (1996)10, concluyeron que las
cepas de P. multocida que se pueden encontrar en
granjas comerciales podrían ser el resultado de la
mezcla de cepas que han estado presentes en los
ancestros (padres, abuelos, bisabuelos). Esta
combinación resultarla en que cada granja tiene una
cepa diferente lo cual se definiría como propia para
esa población.

Dichos hallazgos fueron efectuados mediante estudios
togenéticos, al comparar molecularmente cepas de P
muftockla aisladas de una granja núcleo, generando
patrones de restricción cortados con Hind III
analizados mediante un programa de computador.

Se conckiye, que el estudio detallado de la huella
genómica de cepas de P multocida tipo A de casos
de neumonía contribuye a dilucidar el patrón de
transmisión de la infección a nivel de campo en
especial si se utiliza la enzima Sma 1 para generar
estos patrones.
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