22063

By 63386

£ s
A .
G Corsoina

Contro de Documentaclén

CEISA

CONTRIBUCION A LA EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE
PASTEURELIA MULTOCIDA TIPO A MEDIANTE EL
ESTUDIO DE LA HUELLA GENOMICA.

QIBLIOTECA AGROPEEUARIA
BE CoLorilis

2% ENF. 1998

ANGELICA LEON CHAVEZ

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE POSTGRADO

SANTAFE DE BOGOTA, 19979



(\uf\ﬂ" “"’)

- PR e

—

Centro de Docuracntecion

CONTRIBUCION A LA EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE
PASTEURELLA MULTOCIDA TIPO A MEDIANTE EL
ESTUDIO DE LA HUELLA GENOMICA.

ANGELICA LEON CHAVEZ

L,

}os DARIO MOGOLLON GALVIS
DIRECTOR

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE POSTGRADO

SANTAFE DE BOGOTA, 1997



-y i

e, H
~rnoicq

Centro de Documeniccidn

CEISA,

CONTRIBUCION A LA EPIDEMIOLOG{A MOLECULAR DE
PASTEURELIA MULTOCIDA TIPO A MEDIANTE EL
ESTUDIO DE LA HUELLA GENOMICA.

2IBLIOTECA AGROPECUAFA
- pE eoLerBiA

ANGELICA LEON CHAVEZ

Ly

JURADO

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE POSTGRADO

SANTAFE DE BOGOTA, 1997



“Los criterios expuestos, las opiniones expresadas y las conclusiones
anotadas, son responsabilidad del autor y no comprometen en nada a la
Pontificia Universidad Javeriana”

Articulo 9.18 del reglamento de los trabajos de grado y de investigacion, Agosto de
1989.



AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mis agradecimientos al Centro de Investigacién en Salud y
Produccién Animal CEISA en especial al doctor Luzardo Estrada y al doctor
Fernando Ariza; por su valiosa ayuda tanto humana como técnica y

econémica para la realizacion de este proyecto.

Igualmente deseo destacar el apoyo y la colaboracién del director de ésta
investigacion el doctor José Dario Mogollén, por su constante preocupacién,
sus aportes técnicos y cientificos y en general por su ardua tarea de asesoria y

formacién profesional.

De la misma manera, expresar mi reconocimiento a todas las personas que
con su decidido apoyo contribuyeron en la culminacién de éste trabajo.



‘ ~3 -]
AN e,

Confro de Cecumentacidn

CEISA,

TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION

1 REVISION DE LITERATURA

11.  CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

12.  SINTOMAS Y CARACTERISTICAS PATOLOGICAS
1.3. FACTORES DE VIRULENCIA

1.3.1. Fimbrias

13.2. Polisacaridos capsulares

1.3.3. Toxinas

1.34. Proteinas de membrana externa

1.35. Neuroaminidasa

1.3.6. Pliasmidos

14. EPIDEMIOLOGIA DE LA PASTEURELLA MULTOCIDA
14.1. Huella genémica

1.4.1.1. Enzimas de restriccién

1.4.1.2. Electroforesis en geles de agarosa

1.4.1.3. Buffer de corrido y coloracién

pag.

10
14
15
16
18
21
21

N

24

29
32



14.2.
1.4.3.

2.1
2.2,
2.3.
24.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8
2.9.
2.10.

3.1.

3.2,

4.

5.
6.

Perfil de plasmidos CE TES ;{’ i,
Ribotipificacién
MATERIALES Y METODOS

PROCEDENCIA DE LOS PORCINOS MUESTREADOS
TOMA DE MUESTRAS

ANALISIS BACTERIOLOGICO

ANALISIS BIOQUIMICO

EXTRACCION DE ADN GENOMICO

CANTIDAD DE ADN Y LECTURA EN ESPECTROFOTOMETRO
DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION
ELECTROFORESIS

TINCION Y REVELADO

ANALISIS DE LA INFORMACION

RESULTADOS

ANALISIS DE LA HUELLA GENOMICA DE LAS CEPAS

DE PASTEURELLA MULTOCIDA DE CADA GRANJA
DISTRIBUCION DE PATRONES DE RESTRICCION DE LAS

CEPAS DE PASTEURELLA MULTOCIDA EN CADA GRANJA

DISCUSION
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA
ANEXOS

50

52

58

61



(l‘ \{I f’,pﬁ""“\?ﬂf}

~ e T

o PN YT
Coniro ©© Docuin 3

CEISA

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Ejemplos de algunos tipos de endonucleasas de restriccién
Tabla 2. Composicién de buffer para enzimas de restriccién
Tabla 3. Rangos de separaci6n para geles de agarosa

Tabla 4. Composicién de los buffers comtinmente usados

en electroforesis

pag.

32



-
.-‘
Al -
o, ®
' A»wrﬂf"f"""i
3 s VoL 4

———— - _———- =

Coutro do Docvmeoniccida

CEISA,

AN, e - ot e

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura quimica de la agarosa

Figura 2. Relaci6n entre el tamaifio del ADN y la movilidad
electroforética

Figura 3. Diagrama del sistema utilizado en la fotografia de
geles tefiidos con bromuro de etidio

Figura 4. Esquema del patr6n de restriccién del ADN del
Fago Lambda digerido con la enzima Hind Il

Figura 5. Porcentaje de patrones de restriccién encontrados

en la digestion con la enzima Hae M1

Figura 6. Porcentaje de patrones de restriccién encontrados

en la digestién con la enzima Sma I

pag.

37

47

53



-~ "’*:"“3
etro e Doc Mentacigy
INTRODUCCION

En Colombia la poblaciébn porcina, segn estimativos, se ha mantenido
relativamente constante; los indicativos de consumo de carne de cerdo per
capita, reflejan la moderada contribucién actual de la porcicultura en la
alimentaci6én del pueblo colombiano.

En el pais existen alrededor de 490.000 explotaciones porcinas de las cuales el
60% son de caricter 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 produccién intensiva o comercial, ha comenzado a desarrollarse
en los dltimos afios 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 dreas del mundo donde no
han existido previamente se ve incrementado por el crecimiento de la
poblacién humana, por el aumento de la necesidad de consumo de proteina

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

Al igual que la mayoria de las enfermedades la morbilidad y la mortalidad es
la causa mids obvia de pérdidas econémicas por efecto de gastos médicos
costos de tratamiento, prevencién y control; el estimado de las pérdidas
animales que se atribuyen a las enfermedades respiratorias en los Estados
Unidos supera los 500 millones de d6lares 46

Dentro de las enfermedades respiratorias, de los porcinos la neumonia
enzoética, es uno de los sindromes que mayores repercusiones econémicas
ocasiona en ésta especie, debido a que reduce tanto la tasa de crecimiento

como la eficiencia de la conversion alimenticia®2.

De otro lado, numerosas investigaciones han demostrado que el principal

agente secundario involucrado en el complejo respiratorio porcino es la

Pasteurella multocida, sin embargo se sabe que esta bacteria no puede
colonizar el pulmén a menos que exista antes un evento inmunosupresor
primario, el cual generalmente es una infeccién 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 problematica ocasionada
por la P. multocida 8. Se ha demostrado que las cepas importantes son las
de tipo D toxigénica que produce rinitis atréfica y las cepas tipo A que
afectan principalmente al pulmén. En Estados Unidos el serotipo A es uno de
los méis comtinmente aislados de pulmones de cerdos y es posible que cepas
toxigénicas estén también relacionados con el desarrollo de neumonia y

también en la rinitis®,

Uno de los primeros interrogantes que se plantea cuando se aborda el estudio
de la epidemiologia de un brote epidémico de etiologia bacteriana, es
establecer si nos encontramos frente a una situacién producida por la misma
cepa, o si por el contrario se trata de cepas similares de la misma especie pero
no idénticas. En los Gltimos afios se han desarrollado nuevas técnicas que
valoran tanto las caracteristicas genotipicas como las fenotipicas de estos
microorganismos, como son: los perfiles de plasmidos, el andlisis de las
proteinas totales o proteinas de membrana PCR, ribotipificacion y la huella
genémica del ADN cromosomal4l.

El estudio de las proteinas de una especie bacteriana a través de sus perfiles
de migracién electroforética en geles de poliacrilamida, analizados a partir de
extractos proteicos y los perfiles plasmidicos ha sido aplicado en multiples
especies bacterianas, como método de identificacién y establecimiento de la

relacion clonal entre cepas de gérmenes aislados en diferentes periodos de

12



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

permitido utilizarlos como marcadores epidemiol6gicos.

Por otra parte, el andlisis con endonucleasas de restriccion del genoma
bacteriano (REA), y la ribotipificacién también han sido usadas con mucho
éxito como un instrumento epidemiol6gico para la diferenciaciéon de cepas en
gran variedad de infecciones bacterianas, incluyendo algunas causadas por

P. multocida 2829,

El prop6sito de la presente investigacion es contribuir al conocimiento de la
epidemiologia de la P. multocida serotipo A en granjas porcinas de
produccién intensiva, mediante la aplicacion del estudio de la huella

genomica.

13



1. REVISION DE LITERATURA

La neumonia enzoética porcina (NEP) es una enfermedad pulmonar crénica,
de distribucién mundial que afecta a cerdos de diferentes edades, aunque se

reconoce que los cerdos jévenes son los més susceptibles.

La Pasteurella multocida se considera como agente etiol6gico secundario de

la neumonia y comGnmente es aislada de pulmones de cerdos neumoénicos.
Tipicamente entre el 30 y 60% de los cerdos de sacrificio presentan lesiones
neumoénicas las cuales varian en grado de severidad. Estas neumonias

generalmente tienen como agente primario el Mycoplasma hyopneumoniae o

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

aumentando la severidad de la lesi6n 8.

Este complejo neumoénico porcino causa mortalidad, pérdida de la condicién
general y disminucién en el ritmo de crecimiento. Cuando interviene la
P. multocida se produce una bronconeumonia purulenta, algunas veces con

pericarditis y pleuritis. Otra posibilidad puede ser la participacién del

14
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Actinobacillus pleuroneumoniae que produce una severa Neumonia fibrino-

necrética-hemorrigica con lesiones que afectan principalmente la parte dorsal
del l6bulo diafragmatico. Aunque no es muy com@n, otros agentes

involucrados son: Bordetella bronchiseptica, Haemophilus parasuis,

Corynebacterium sp., Klebsiella sp., Pseudomona sp., y algunos virus 49,50,

1.1. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

La Pasteurella multocida est4 ubicada dentro del grupo HAP (Haemophilus,

Actinobacillus y Pasteurella). Los estudios taxon6micos y la secuenciacién del

ADN han puesto de manifiesto el intimo parentesco existente entre los tres
géneros. Es un cocobacilo Gram negativo que se puede encontrar sélo en
cadenas, inmévil, aerobio o anaerobio facultativo, con poder fermentativo y
positivos a la oxidasa y catalasa. Una propiedad citada con frecuencia es la
tinci6én bipolar con determinados colorantes (Azul de metileno y Giemsa), no
forman esporas y su tamario varia de 0.3 a 1.0 mM de didmetro por 1 a 2 mM
de longitud 4.

Taxonémicamente se ha clasificado como: orden FEubacteriales, familia

Pasteurellaceae, géneros Actinobacillus, Haemophilus, Pasteurella especies

aer6genes, haemolitica, gallinarum, pneumotrépica, urae y multocida.

15



Aunque las caracteristicas serolégicas de la P. multocida estdn basadas en las
propiedades antigénicas de los componentes de la cidpsula y pared celular, se
conoce poco de los antigenos responsables de su serotipo o patogenicidad
especifica?®. Uno de los sistemas de tipificacion méds usado lo realiz6 Carter y
colaboradores, quienes identificaron cuatro serotipos (A, B, C, D, E). Las
cepas A y D se pueden distinguir por su reaccibn con hialuronidasa y

acriflavina respectivamente.

En los cerdos se ha demostrado que las cepas de P. multocida son
importantes en la Rinitis Atréfica, que es producida por las cepas toxigénicas

tipo D mientras que las cepas tipo A generalmente afectan el pulm6n145,

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

factores predisponentes y la inmunosupresion favorecen la colonizacién del

pulmoén.

1.2. SINTOMAS Y CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

Los signos clinicos varian de acuerdo a la presentacién; en la forma aguda,
los animales muestran disnea, respiracién 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 dias al cabo de los cuales los

16



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

neumonia es menos severo y se puede presentar tos persistentes,

Las lesiones pulmonares también pueden variar de acuerdo a la forma aguda
o crénica de la enfermedad, usualmente estdn localizadas en las porciones
craneoventrales del pulmén, afectando principalmente los 16bulos apical y
cardiaco, asi como la parte anterior del 16bulo diafragmatico. Las lesiones
aparecen hacia los cinco primeros dias después de producirse la infeccién y se

desarrolla en un plazo de cuatro semanas?®.

Macroscépicamente se observa una neumonia exudativa, con una
consolidacién de color rosa grisiceo, con zonas rojizas atelectdsicas
localizadas en los 16bulos anteriores y en los casos severos en los 16bulos
diafragmaticos. las lesiones histopatolégicas se caracterizan por wuna
neumonia, con hiperplasia linfoide, peribronquiolar y perivascular con
incremento de células mononucleares que forman nédulos caracteristicos que

comprimen el lamen de los bronquios>.

En un experimento, las traqueas de cerdos sacrificados a las cuatro semanas
de edad, mostraron lesiones de traqueitis que consistian en hiperplasia
epitelial, e infiltracién de la 14mina propia por un pequefio ntimero de células
linfoides y plasmiticas. El lamen de la traquea contenia material con pocas

células epiteliales, macréfagos, y neutréfilos; el de los bronquios contenia un

17



exudado de material mucoide consistente en neutréfilos y algunos

macr6fagos?s.

Es necesario tener en cuenta que las lesiones ocasionadas por la infeccién con
P. multocida no son patognoménicas, y por lo tanto no se puede usar un solo
pardmetro para establecer un criterio definitivo; el diagnéstico presuntivo se
debe confirmar con la historia clinica, histopatologia y aislamiento del

microorganismo.

El aislamiento se hace por cultivo directo de la muestra sobre agar sangre; si
estin muy contaminadas se puede diluir en caldo BHI (infusién cerebro-
corazén) para sembrarlo posteriormente en un medio selectivo. Después de

aislar los gérmenes se someten a pruebas bioquimicas para su identificacion.

1.3. FACTORES DE VIRULENCIA

Los factores predisponentes como temperatura, humedad, ventilacion,
poblacién, genética y estres, juegan un papel importante en la epidemiologia
de la enfermedad, la cual se presenta cuando el namero de microorganismos
es alto al tiempo que baja la resistencia por el estrés de ciertas condiciones

medioambientales o de practicas de manejo.

Los requerimientos de patogenicidad de este grupo de bacterias incluyen:

18



1. Colonizacién de la superficie de la mucosa.
2. Invasion del tejido del huésped
3. Supervivencia y multiplicacién del microorganismo

4. Dario del tejido del huésped

Para este prop6sito las bacterias poseen estructuras de adhesion;
polisacdridos capsulares, estructuras de superficie como OMP y LPSs
(proteinas de membrana externa y Lipopolisacaridos) y productos celulares

que incluyen toxinas 7.

La presencia de las cepas de tipo A y D en pulmones neumoénicos, es visible
de tal forma que en la flora nasal del cerdo rinitico es de 80% Dy 20% Ay en
la flora pulmonar del cerdo neumonico es 55% A y 15% D?; esto se debe a
que el macréfago alveolar es capaz de fagocitar rdpidamente a cepas de tipo
D, pero no cepas de tipo A; esto se explicaria por la presencia en la segunda
de una espesa cdpsula de dcido hialurénico que las protege de la fagocitosis.
Por otro lado, los macréfagos aparentemente no son susceptibles a las toxinas

de las cepas D¢°.
Se especula que la produccién de toxina no es exclusiva de P. multocida del

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

involucradas en la aparicién de neumonia?”5t,

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. multocida

tipo DAL

A nivel pulmonar sélo actia cuando los mecanismos defensivos locales han
sido dafiados por otros agentes, siendo mucho mas importante como agente
que agrava los procesos pulmonares producidos por otros particularmente

Mycoplasma hyopneumoniae el cual es responsable de la enfermedad

primaria‘.

Para que ocurra la colonizacién de la mucosa respiratoria porcina, el
microorganismo se debe adherir al epitelio y la citoadherencia es un factor
virulento importante de muchos patégenos bacteriales. En un estudio
realizado, se encontr6 que los tres organismos mds frecuentemente aislados

de pulmones neumoénicos fueron Mycoplasma hyopneumoniae 83%.

Pasteurella multocida 43% y Mycoplasma hyorhinis 37% 425,

Otros factores de virulencia estian dados por las caracteristicas fenotipicas de
la bacteria como son: la cdpsula, constituida por acido hialurénico que le
sirve para neutralizar la defensa del hospedero: toxina dermonecroética,
presente en la pared celular y que produce severas alteraciones de los

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

20



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

en la colonizacién e infeccién de la nasofaringe.

1.3.1. Fimbrias

La adherencia bacterial a la superficie de la célula euacari6tica se hace a
través de material capsular o proteinas de superficie llamada adhesinas. Las
fimbrias de las bacterias Gram negativas sirven como adhesinas especificas
que se unen a receptores también especificos que estin presentes en las

células eucarioéticas.

Los aislamientos de P. multocida tipo A de conejos poseen fimbrias que
median la adhesion a las células faringeas. Se conoce ademas que las cepas
tipo A aisladas de porcinos se adhieren mas rdpido al epitelio traqueal que
las cepas tipo D2,

1.3.2. Polisaciridos capsulares .

La presencia de polisacaridos capsulares, algunos asociados con d4cido
hialurénico, son un factor comtn entre el grupo HAP y se le reconoce como
un importante atributo de virulencia ya que previene la fagocitosis y la

actividad sérica bactericida 2449,

Los siguientes patégenos capsulares del grupo son importantes:

Haemophilus influenzae, Actinobacillus plauroneumoniae, Pasteurella

haemolitica y P. multocida.

21
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Aunque la sola cépsula 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 mutacién en uno de

esos genes produce pérdida de la virulencia. La capsulacién y la virulencia se puede
restablecer por transformacién con ADN donado.

Los lipopolisacaridos (LPSs) confieren resistencia al complemento, la actividad
bactericida del suero y estimulan la liberacién de mediadores involucrados en la
respuesta inflamatoria, o dafio tisular.

1.3.3. Toxinas
Otro factor importante de virulencia son las toxinas, particularmente las
leucotoxinas. La Pasteurella haemolitica produce una citotoxina que lisa leucocitos

incluyendo monocitos de sangre periférica, polimorfonucleares y macréfagos
alveolares. Igualmente el Actinobacillus pleuropneumoniae produce una
hemolisina citotoxina que interviene en la patogénesis de la enfermedad?®.

En el caso de la P. multocida tipo A, aislada de casos de neumonia no se ha
demostrado en forma muy dara la produccién de toxina.

1.3.4. Proteinas de membrana externa

Recientemente se ha puesto particular atencién sobre las proteinas de membrana
externa, las cuales se han asociado a diferentes funciones de las bacterias; las
proteinas de membrana externa (OMP) de bacterias Gram negativas tienen un
papel importante en los procesos infecciosos™.

22
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Una de las funciones de estas proteinas es el transporte de sustancias a través
de la membrana externa, asi junto con la fosfolipasa A son esenciales para la

invasion de la célula hospedera por ciertos patégenos.

1.3.5. Neuroaminidasa

La actividad de esta enzima est4 asociada con los mecanismos de adhesion de
la P. multocida tipo A, y desempefia un papel importante en la colonizacién
e infeccién de la nasofaringe, posdndose sobre el epitelio ciliado de las
células. Esta enzima rompe el enlace quimico del 4cido neuroaminico (o dcido

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

1.3.6. Plasmidos
Aislamiento de miembros de la familia Pasteurellaceae, mostraron resistencia

a drogas usadas en la terapia de infecciones comunes en animales?®.

Algunas cepas de P. multocida poseen pldsmidos que se relacionan con
resistencia a los antibi6ticos. Asi por ejemplo en una cepa de P. multocida
aislada de bovinos se encontr6 que producia beta-lactamasa y estudios
posteriores demostraron que poseia un plasmido que codificaba para esta

enzima>d.

23



1.4. EPIDEMIOLOGI{A DE LA PASTEURELLA MULTOCIDA

El organismo estd presente practicamente en todos los sistemas de
produccién intensiva de cerdos y se puede facilmente aislar de la mucosa
nasal de individuos sanos, por lo cual su nicho ecolégico es la nasofaringe.
Se destruye facilmente a temperaturas mayores de 50°C por diez minutos,
por la accién del fenol al 0.5% durante 15 minutos, por soluciones de

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

La transmisién es por via 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 finalizacion.

Se ha establecido que las condiciones de manejo y los factores ambientales
influyen considerablemente en la gravedad del padecimiento, asi por ejemplo
la temperatura y la humedad facilitan la penetracion a los pulmones tanto de
patégenos primarios como secundarios al alterar el mecanismo protector de
las vias respiratorias, la sedimentacion de particulas infectadas que van por

aire y el nivel de concentracién de los patégenos presentes en una piara’.
Este organismo ocasiona una alta morbilidad y una baja mortalidad, pero

produce una dréstica reduccibn en los pardmetros de crecimiento y

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

control se debe disefiar un programa que incluya:

1. Ventilaci6n adecuada de las instalaciones, para prevenir la acumulacién de gases

como el amoniaco.

2. Controlar las condiciones predisponentes como exceso de animales por m?, la
unién de cerdos de diferente procedencia, temperaturas extremas y alta humedad.

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 infeccién es el tratamiento
durante las fases tempranas de la enfermedad con antibi6ticos como: Penicilinas,
Tetraciclinas, Cloranfenicol, Gentamicina, Kanamicina, etc.

La identificacién de los microorganismos usualmente estd basada en aspectos como
aislamiento, perfiles bioquimicos, serotipificacion y antibiograma. Pero Ia
tipificacién precisa de las bacterias patogénicas es un propésito importante en la
epidemiologia de las enfermedades infecciosas se requiere constantemente la
identificacién de marcadores especificos para reconocer cepas asociadas con brotes
de enfermedad y por lo tanto diferenciar las cepas endémicas de las epidémicas®.
Es por esto que la epidemiologia de las enfermedades infecciosas se puede estudiar
a nivel molecular mediante andlisis de proteinas, perfil de plasmidos,
ribotipificacién, PCR o huella genémica.
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1.4.1. Huella gen6mica CEISA.
Es un método molecular que permite detectar directamente diferencias entre
el ADN de los microorganismos. El método consiste en el corte del ADN con
una enzima de restricciéon la cual produce fragmentos de diferentes
longitudes, dependiendo del ntimero y posicién de secuencias reconocidas
por la enzima. Los fragmentos generados por la digestién con la enzima de

restriccién se separan luego por métodos electroforéticos, produciendo un

patrén de bandas caracteristico 5254,

Los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccién consisten en la
mayoria de los casos de cuatro a seis nucle6tidos dispuestos en un orden
especifico y en cadenas simétricas, la frecuencia de restriccién de la enzima
depende del ntimero de sitios de restriccion reconocidos por ésta y del

tamafio del genoma 22,

Debido a que el genoma de las especies bacterianas varia considerablemente
en su composicién, se debe esperar que la distribucién de los fragmentos

generados por la enzima varien ampliamente®.

Los patrones de restriccion del ADN se han utilizado para detectar
diferencias entre las cepas de varias bacterias, incluyendo un gran namero 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 genémica se puede
establecer por la evaluacion visual de los patrones de restricciéon o por medio
de métodos computarizados para hacerla mucho méis objetiva en cuanto a

‘comparacion.

Este analisis ha surgido como una alternativa taxon6émica superior a otros
métodos convencionales que involucran caracteristicas fenotipicas, ya que con
éste método se busca caracterizar la bacteria de acuerdo al patrén de
restriccién de su genoma. Ademads la técnica revela un grupo especifico de
marcadores que reflejan la organizacién genética del microorganismo, la cual
es insensible a las variaciones fenotipicas y condiciones de crecimiento. Lo
que hace que sea un buen método para establecer relacién clonal entre
organismos aislados en diferentes épocas de tiempo o en diferentes regiones

geogréficas 3.

La caracterizacién de un brote de enfermedad de tipo infeccioso generalmente
involucra situaciones en los que hay transmisioén de este proceso de persona a
persona o de animal a animal o una infeccién simultidnea a partir de una

misma fuente.
Un rasgo importante en la evaluacién epidemiologica, es la determinacién de

la clonalidad del agente infeccioso sospechoso independientemente del

método de transmision. Fl seguimiento de un agente patégeno se puede hacer
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en hospitales, comunidades o en poblaciones animales dando a conocer la

epidemiologia de la infeccion®.

Numerosos estudios epidemiol6gicos se han descrito en la literatura para
confirmar la utilidad de la huella gen6mica en aspectos tales como:

o Identificacién de cepas bacterianas epidémicas.
e Caracterizacién de cepas bacterianas endémicas.
e Caracterizacibn de cepas bacterianas aisladas de diferentes regiones

geograficas.

Kristiansen y colaboradores?, demostraron la posibilidad de utilizar esta

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

realizando digestiones del genoma con enzimas como la Hind Il y EcoRI
separando luego los fragmentos en geles de poliacrilamida. Se encontraron
entre 50 y 60 fragmentos en el perfil electroforético y se concluyé que se
podia obtener suficiente informacién genética acerca de cepas

epidemiol6gicamente relacionadas.

En un estudio, Holten y colaboradores®®, comparando cepas de Neisseria
meningitidis serotipo B15 encontraron que las cepas aisladas de portadores
sanos (aislamientos faringeos), mostraban una huella genémica muy

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

solo clon invasivo septicémico.

Mogollén y colaboradores®, 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
permiti6 concluir que la huella genémica facilit6 la discriminaciéon entre cepas
que eran serologicamente idénticas. Ademas, se demostr6 que una cepa
causante de meningitis en cerdos aislada en Minnesota (USA), fue idéntica a
dos cepas humanas aisladas en Hong Kong. Esta observaciéon corrobor6 el
potencial de infeccién que representan los cerdos para los humanos, y sugirié

que ciertos clones pueden estar ampliamente dispersos en la naturaleza.

1.4.1.1. Enzimas de restriccion

Las endonucleasas de restriccion son enzimas aisladas principalmente de
procariotes que reconocen segmentos especificos dentro de una doble cadena
de ADN (Tabla 1). Estas enzimas se pueden clasificar en tres grupos: Tipo I,
Tipo Il y Tipo III segtin la composicién de las bases de la subunidad, el
cofactor requerido y el tipo de ADN clivado.

Las de tipo I son las més complejas. Este grupo contiene tres tipos diferentes
de subunidades y requieren Mgy, ATP y 5-adenosylmetionina para clivar el
ADN. Sus sitios de reconocimiento son complejos y el clivaje del ADN da
origen a fragmentos especificos de 400 a 7000 pares de bases.
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. 5-CCC|GGG-3'
Smal Serratia marcenscens 3-GGG |CCC-5'

Tomado de Maniatis y Col. (1982).

Las de tipo III: Son un poco menos complejas contienen tnicamente dos tipos
de subunidades y al igual que las de tipo I requieren Mgy mas ATP para
clivar ADN, la S-adenosylmetionina estimula la actividad enziméatica pero no
es un requerimiento absoluto. El clivaje del ADN aparece en fragmentos de

25 a 27 pares de bases.

Las enzimas de tipo II son mucho méds simples. Las endonucleasas
contienen tinicamente un tipo de subunidad y solamente requiere Mg,

para clivar el ADN.

El clivaje de ADN ocurre en sitios especificos dentro o adyacente al sitio de
reconocimiento de la enzima. Se han aislado e identificado un gran namero

de enzimas de restriccién tipo Il muchas de la cuales son usadas en el proceso



de clonaje moleculdir y la generacién de un huella genémica. En general las
enzimas tipo II reconocen secuencias especificas de ADN para dar origen a
fragmentos descritos de ADN con residuos fosfatos en la terminaciéon 5 e

hidroxilo en la terminacién 3’ 35,

5'...G GATCC...3'Bam HI 5'... OH + pGATCC...3'
3'...CCTAG-G...5' —> 3'...CCTAGp + OHG...5'

Cada enzima de restriccion requiere de unas condiciones 6ptimas para llevar
a cabo su actividad dependiendo de las recomendaciones de cada casa

comercial 2235,

Hay que tener en cuenta la temperatura, el tiempo de incubacién y la
composicion del Buffer, de la cual la temperatura es la variable mas
importante. Las enzimas de restriccion han sido divididas en varios grupos
de acuerdo a los requerimientos i6nicos de cada una de ellas para su
actividad. Las que trabajan mejor con elevado contenido i6nico, las que
requieren un contenido i6nico promedio, finalmente las que tienen

preferencia por buffer de bajo contenido i6nico y otro tipo de buffer (Tabla 2).
Generalmente se requiere 1ul de enzima para digerir 1 mg de ADN en una

hora; ademas hay que tener en cuenta que la reaccién puede detenerse por

cambios de temperatura o con un buffer que contenga EDTA.
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Tabla 2. Composicién de buffer para enzimas de restriccién

Colour coding on
buffer label

100mMTris-HCl,pH7.5
Low salt buffer x10L 100mM MgCl, Pink
10mM Dithiothreitol

100mMTris-HClLpH7.5

Medium salt buffer x10 M 100mM MgCl, Purple
10mM Dithiothreitol :
S00mM NaCl

500mM Tris-HCLpH7.5

High salt buffer x10 H 100mM MgCl, Green
10mM Dithiothreitol
1000mM NaCl

200mMTris-HCL,pH8.5
Potassium buffer x10K 100mM MgCl, Yellow
(KCD) 10 mM Dithiothreitol
1000mM KCl

330mM Tris-HCl,pH7.9
Tris acetate buffer x10T 100mM Mg-acetate Orange
BSA-free 5 mM Dithiothreito
660mM K-acetate

01% BSA Red

0.1% Trition X-10 Blue

Tomado de Hoenecke, N and Stock, C. 1994,

1.4.1.2. Electroforesis en geles de agarosa

La agarosa es un polimero lineal extraido de algas marinas cuya estructura
bésica se muestra en la Figura 1. La agarosa comercial no es completamente
pura, esta viene contaminada con otros polisacdridos, sales y proteinas. Su
impureza varia de lote a lote y también segn la empresa fabricante. Estas
diferencias pueden afectar la migracién del ADN y la capacidad de recuperar
el ADN del gel para servir de sustrato en una reaccién enzimatica.
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Figura 1. Estructura quimica de la agarosa

Es por eso que algunos fabricantes preparan grados especiales de agarosa
que son clasificados segtin la presencia de inhibidores y nucleasas y por tener

un minimo de fluorescencia después de la coloracién con bromuro de etidio.

Los geles de agarosa son preparados con diferentes porcentajes de
gelificacién dependiendo del tamafio de las moléculas de ADN que se van a
separar. La Tabla 3 muestra el rango 6ptimo de separaciéon para diferentes

porcentajes de agarosa.

Tabla 3. Rangos de separacion para geles de agarosa
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La tasa de migracién de los dcidos nucleicos a través de geles de agarosa

adicionalmente depende de varios factores:

¢ Tamafio molecular del ADN: La rata de migraci6n a través de los geles es
inversamente proporcional al logio del namero de pares de bases (Hellin y
col. 1974) (Figura 2). La migracion de moléculas grandes es m4s lenta
debido a la mayor fricci6n y porque su corrido a través de los poros del gel
es menos eficiente que el de moléculas mas pequefias’.

buffer: 0.5 TBE pg/ml bromuro de etidio

5 electroforesis: 1 V/cm por 16 horas
4 —
0.5%
3 0.7%
0.9%
1.4%
1.2%
i ] i ! ] ]
1 2 3 4 5 6
Distancia de migracién {(cm)

Tomado de Maniatis y Colaboradores 1982.

Figura 2. Relacién entre el tamafio del ADN y la movilidad electroforética en
geles de agarosa a diferentes porcentajes.




Conformacion del ADN: Existen tres diferentes clasificaciones del ADN
segln su conformacién asi: (Tipo I) circular superhelicoidal; (Tipo II) relajada
(Nicked); (Tipo III) lineal. Cada uno de estos tipos presentan diferentes tasas
de migracién a través de los geles de agarosa. La movilidad de éstas tres
formas depende primariamente de la concentracion del gel de agarosa, la
cantidad de corriente aplicada y la concentracién iénica del buffer de corrido.

Bajo estas condiciones es ADN tipo IIl migra mas lento que el ADN tipo L

¢ Voltaje aplicado: La rata de migracion de fragmentos lineales de ADN es
proporcional al voltaje aplicado de este modo, el rango efectivo de
separacion en geles de agarosa decrece a medida que el voltaje incrementa;

generalmente se utiliza 1V/cm de longitud del gel 35.

1.4.1.3. Buffer de corrido y coloraci6n

La movilidad del ADN est4 afectada por la composicién y la fuerza i6nica del
buffer de corrido; en ausencia de iones la conductividad eléctrica disminuye y
el ADN migra mas lentamente. Por el contrario un buffer con buena
concentracion i6nica aumenta la conductividad eléctrica eficientemente y
disminuye la generacién de calor (importante para evitar desnaturalizacién
del ADN). Existen diferentes clases de buffer dependiendo de la muestra y el
tiempo de corrido (Tabla 4).

Por razones histéricas, el TAE ha sido el buffer mis comtinmente 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 més elevado que
el TAE, pero presentan una alta capacidad amortiguadora y son usados para

largos corridos.

De otro lado, la coloracion 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 posicién fija de
este grupo entre bases muy cercanas produce exposicion de ADN; La
radiacién U.V. es absorbida por el ADN y transmitida por el colorante, la

energia se reemite a 590 nm en la regi6én rojo amarillo del espectro visible.

Tabla 4. Composicion de los buffers comanmente usados en electroforesis

HEFER SOLUCION DETRABAJO
Tris-acetato 1x:0.04 M Tris acetato 50x:242g Tris base
(TAE) 0.001 M EDTA 57.1ml 4cido acético glacial
100mi 0.5M EDTA (pH 8.0)
Tris-fosfato 1x:0.09 M Tris fosfato 10x:108g Tris base
(TPE) 0.002 M EDTA 15.5ml 85% acido fosférico (1679g/mi)
40mi 0.5M EDTA (pH 8.0)
Tris-borato 0.5x:0.045 M Tris borato 5x: 54g Tris base
(TBE) 0.001 M EDTA 27.5g &cido bérico
20ml 0.5M EDTA (pH 8.0)
Tris-alcalino 1x:50mN NaOH 1x: 5ml 10N NaOH
1mM EDTA 2ml 05M EDTA (pH 8.0)

Tomado de Maniatis y Col 1982.

El bromuro de etidio puede ser usado para detectar 4cidos nucleicos de

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

produccién de fluorescencia es comparativamente pobre (Figura 3).

| — |
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Figura 3. Diagrama del sistema utilizado para la fotografia de geles tenidos
con bromuro de etidio.

1.4.2. Perfil de plasmidos
Las bacterias contienen pequefios elementos extracromosomales llamados

plasmidos, los cuales son moléculas de ADN circular de doble cadena que se
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duplican libremente y no son esenciales para la célula bajo condiciones
normales de crecimiento. Su presencia le confiere nuevas propiedades al
huésped. Los tamarfios de los plasmidos 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 anilisis plasmidico es un método de tipificacién que se encuentra dentro
de las posibilidades de muchos laboratorios de microbiologia. Permite
conocer de forma rapida la similitud existente entre las diferentes cepas
bacterianas aisladas en un brote epidémico. El empleo de endonucleasas de
restricciéon mejora el poder discriminatorio del método sobre todo cuando
s6lo existe un plasmido y ademas es de elevado peso molecular o el perfil
plasmidico es muy similar 16,

1.4.3. Ribotipificacién

La ribotipificacién es un método de genotipificacién el cual usa una sonda
derivada directamente de un ARN ribosomal mediante un ADN
complementario obtenido de las fracciones 16S + 23S ARNr. El ARN puede

ser obtenido tanto de cepas homo6logas como heter6logas!.

Es una técnica mds sensible y més especifica de tipificacién molecular en la

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

el gen.

La ribotipificacién se constituye en una técnica adecuada mediante la cual

podemos distinguir cepas de diferentes grupos o poblaciones.

Las sondas genémicas basadas en el uso del ARN ribosomal (ARNr)
suministran un amplio sistema aplicable para investigar la epidemiologia
molecular de diversas bacterias ya que otro tipo de sonda tiene una
aplicacion més limitada por ser mucho més especifica 0 Gnicamente para

cepas dentro de una especie particular.

El fundamento para un uso racional de las sondas de ARNr hibridizadas a
huellas gen6micas de ADN estd basado en la evoluciéon histérica 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 ribotipificacion y se siguen las

instrucciones de deteccién 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 nimero de patrones existentes

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

epidemiol6gico?!.
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2. METODOLOGIA

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 frigorifico de Guadalupe centro de beneficio de

porcinos en Santafé de Bogota.

2.2. TOMA DE MUESTRAS

Las muestras fueron tomadas en el mismo lugar de sacrificio (Frigorifico
Guadalupe). En total se colectaron 100 muestras de tejido pulmonar de
aquellas 4reas que presentaban lesiones macroscOpicas caracteristicas de

neumonia, y se trasladaron bajo condiciones adecuadas de refrigeracién al
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centro de investigaciones en salud y produccién animal CorpolCA-Ceisa,

donde se llev6 a cabo el estudio.

2.3. ANALISIS BACTERIOLOGICO

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
morfologia caracteristica de Pasteurella y que no crecieron en agar Mac
Conkey, se sometieron a coloracién de Gram®. Las colonias identificadas al
microscopio como cocobacilos Gram-negativos se subcultivaron en agar
sangre y se incubaron a 37°C de 24-48 horas y asi en cultivo puro se

sometieron a pruebas bioquimicas segtin los perfiles descritos por Carter ©.

2.4. ANALISIS BIOQUIMICO

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

sorbitol y reaccién negativa a la trea, la lactosa y la maltosa.
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Posteriormente se practicaron pruebas selectivas como la de hialuronidasa
para la identificacion del serotipo A. La prueba de hialuronidasa se realiz6

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 concentracibn de 700
unidades/ml. y se ley6 después de incubar a 37°C por 24 horas. La presencia
de un halo de inhibicién alrededor del disco se consider6 como un resultado

positivo para el serotipo A 3447,

2.5. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

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 realiz6 la
coloracién de Gram (confirmar morfologia) y se cultivé en agar sangre para

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

La suspensi6n de bacterias se centrifugé a 10.000 r.p.m. a 4°C por 20 minutos;
el sedimento obtenido se lavé dos veces con PBS y finalmente se resuspendi6
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en 5 ml de una solucién recién preparada que contenia'’*; Sucrosa® 25 %, Tris

HC1 50 mM, EDTA 50 mM, NaCl 10 mM, PH¢ 8.0

Posteriormente se ajust6 el pH de la solucién en 8.0 y se adicionaron 10
mg./ml. de lisozima. La suspensién se mezcl6 suavemente durante 30-60
min. a temperatura ambiente y se agregaron 25 ml. de proteinasa K (20
mg/ml). Luego de mantenerse a temperatura ambiente por 10 min se

adicionaron 2 ml de una solucién recién preparada que conteniad : Sucrosa®

25 %, Tris HCl 50 mM, EDTA 50 mM, NaCl 50 mM, Sarcosilf 10 %, pH 8.0

La suspensi6n se incub6 a 50 °C por tres horas en bafio maria; transcurrido
este tiempo se adicionaron 3.5 ml de una solucién de acetato de amonio
(7.5 M) y 100 pl de Fenil metil sulfonil fluoride (PMSF) recién preparado en
1 ml. de etanol absoluto (2 mg/mi).

Luego de mezclar, se centrifugé a 10.000 rpm, 4°C por 20 minutos, el
contenido de la vénula se transfirié un tubo de 50 ml al cual se le adicionaron
suavemente 2,5 a 3,0 volimenes de etanol absoluto y se coloc6 en hielo por 10

minutos.

a Esta solucién se prepararé a partir de soluciones stock: Tris HCI 0.1 M; EDTA 0.5 M; NaCl 1
b La sucrosa se peso y adiciond en el momento de preparar la solucion

¢ El pH se ajusté en el momento de preparar la solucién con NaOH 6 HCI 5N

d Esla solucion se preparo a parlir de soluciones stock: Tris HC1 0.1 M; EDTA0.5 M; NaCl 1 M.
e La sucrosa y el sarcosil se pesaron y adicionaron en el momento de preparar la solucidn

f El pH se ajusté en el momento de preparar la solucién con NaOH 6 HCI 5N



o

Foa g NEN f Ny

Contvo do Docrmeaaasion
. v x4 \!‘1 Ju

Finalmente la vénula se agit6 manualmente hasta precipitar el ADN, que
luego se colect6 en un tubt; eppendorf que contenia 400 a 500 ml de etanol al
10 %; este se centrifugé a 20.000 rpm. por tres minutos en una
microcentrifuga. El sobrenadante se descart6 y el pellet de ADN se
resuspendi6 en 50ul. de Buffer TE (Tris-EDTA PH: 8.0), disolviéndolo luego a

65°C por dos horas.

2.6. CANTIDAD DE ADN Y LECTURA EN ESPECTOFOTOMETRO

Para determinar la concentraci6n de ADN se realizaron lecturas de
adsorbancia por espectrofotometria a 260 y 280 nm. Las bases purinas y
pirimidinas absorben con mayor fuerza a 260 nm, y las proteinas
contaminantes absorben mejor a una longitud de onda de 280 nm.; por lo
tanto la proporcién de absorbancia entre 260:280 es una forma de determinar

la pureza de la preparacién de ADN, la cual es 6ptima entre 1.6 y 2.0.

2.7. DIGESTION DEL ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION
Se colocaron diferentes cantidades de ADN en tubos eppendorf, segtin la

pureza leida en el espectrofotémetro (3, 5 6 7 pl.); se agregaron 3 ul de las
enzimas de restriccion Hae III 0 Sma I (Promega Biological Research Products,
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USA) y 3 ul del buffer correspondiente, completando esta mezcla con agua
destilada, desmineralizada y estéril a un volumen final de 30 pl.

El marcador de peso molecular se prepar6 con 1 ul. de ADN, 1 pl. de enzima
(Hae Il 0 Sma I) y 1 pl. de buffer y 2 ul. de agua destilada, desmineralizada
y estéril para un volumen final de 5 pl.

Las digestiones con Hae III se incubaron a 37°C por dos horas; y las
realizadas con Sma I a 25°C por dos horas. Luego se detuvo la reaccién
adicionando la quinta parte del volumen final de la digestién con buffer de

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

Como marcador de peso molecular se utiliz6 el ADN del fago lambda
digerido con la enzima de restriccién Hind III (GIBCO BRL - Cat N° 10382-
026), cuyos fragmentos sirven como estindar de peso molecular para
electroforesis en geles de agarosa y poliacrilamida. Los fragmentos pueden

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

Los fragmentos de 564 y 125 pares de bases, pueden ser dificiles de detectar
por su pequefio tamafio. 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.



23,130

9416
7557

4361

2322
2027

564

125

Figura 4. FEsquema del patrén de restriccién del ADN del fago Lambda
digerido con la enzima Hind 1.

2.8. ELECTROFORESIS

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

g 89 mM. de Tris base, 88 mM de 4cido bérico, 2.4 mM de EDTA sodio a pH 8.3
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2.9, TINCION Y REVELADO

Después de la electroforesis, el gel se tifi6 con bromuro de etidio (0.5 mg/mt),
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

lavé con agua destilada por 15 minutos.

Las bandas de ADN se visualizaron en un trans-iluminador de luz UV
y se tomaron fotografias con cdmara polaroid utilizando una pelicula
polaroid 665.

2.10. ANALISIS DE LA INFORMACION

Los patrones de restriccién se analizaron en forma visual teniendo en cuenta
los fragmentos de alto peso molecular para establecer diferencias entre cepas

de P. multocida!”4,

En el caso de la huella generada con Sma I se examinaron en detalle los
negativos de las fotografias tomadas a los respectivos geles para ubicar en
forma precisa todos los fragmentos y elaborar asi un perfil por medio del

computador y facilitar el an4lisis.



De otro lado, se determinaron los porcentajes de los patrones obtenidos (X)
con las enzimas utilizadas (Hae IIl y Sma I) en cada una de las granjas

analizadas, asi:

Numero de muestras digeridas con Hae 111,
que presentaron el patrén X
% Patrén X = X100
Nimero total de muestras digeridas con Hae I11

Niamero de muestras digeridas con Sma 1,
que presentaron el patréon X
% Patrén X = X100
Numero total de muestras digeridas con Sma I
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3. RESULTADOS

La digestion de las muestras con enzimas proporcion6 diferentes patrones de
restriccion que se designaron de la siguiente manera: Los patrones obtenidos
al digerir las muestras de ADN con la enzima Hae III se denominaron A, B; y

los obtenidos con la enzima Sma I se denotaron como C, Dy E.

3.1. ANALISIS DE LA HUELLA GENOMICA DE LAS CEPAS DE
PASTEURELLA MULTOCIDA DE CADA GRANJA

Granja 1 (Puyito): Las cepas de P. multocida digeridas con Hae III
presentaron dos patrones de restriccion, 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.
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Por otra parte, las cepas de la misma granja digeridas con la enzima Sma I
mostraron tres patrones diferentes, C, D y E, facilmente distinguibles en los
carriles 3, 5 y 6 (Anexo 1); estos patrones exhiben mayores diferencias entre
9416 y 2322 pares de bases comparado con el fago lambda.

Granfa 2 (Carulla): Las cepas procedentes de esta granja segunda
presentaron un solo patrén de restriccion (B) al ser digeridas con Hae III,
representado en todos los carriles (Anexo 1). De otro lado las cepas de P.
multocida tenfan un solo patrén (D) cuando se estudiaron con la

enzima Sma L

Granja 3 (La Floresta): En la tercera granja estudiada (La Floresta), con la
digestion con Hae IIl se observaron dos patrones de restriccion A y B.
La digestion con Sma I present6 como resultado tres patrones C, D y E
(Anexo 1).

Granja 4 (La Pas): Finalmente la cuarta granja (La Pas) incluida en el estudio
present6 dos patrones, A y B, cuando se realizaron digestiones con Hae
M(Anexo 1). La digestion con Sma I mostr6 tres patrones de restriccion, C, D

y E en los carriles 1, 2 y 9 respectivamente (Anexo 1).
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3.2. DISTRIBUCION DE PATRONES DE RESTRICCION DE LAS CEPAS
DE PASTEURELLA MULTOCIDA EN CADA GRANJA.

Granja 1 (Puyito): En la digestion con Hae I, predomin6 el patrén B
presente en un 66,7% de las muestras, en tanto que el patrén A aparece en un
33,3% (Figura 5). Con Sma [, aparecen en igual cantidad los patrones C y D
con un 22.2% de las muestras cada uno, en tanto que el patrén E alcanz6 el
55,6% del total de la muestras (Figura 6).

Granja 2 (Carulla): El 100% de las muestras de esta granja mostraron un
solo patrén de restriccion (B), en la digestién con la enzima Hae III (Figura 5).
De forma similar la digestién con Sma I, produjo un 100% del patrén D
(Figura 6).

Granja 3 (La Floresta): En la digestién con Hae III se present6 un 66,7% para
el patrén A y un 33,3% para el patron B (Figura 5). En el corte con Sma I, el
patrén C aparecié en un 55,6 % de las muestras, el patrén D en un 11,1% y el
patrén 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 patrén A y el 44,4% correspondieron al patrén B
(Figura 5). La digestién con Sma I, produjo un 22,2% para el patrén C, un
11,1% para el patrén D y un 66,7% para el patr6n E (Figura 6).
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Figura 9. Porcentajes de patrones de restriccion encontrados en
la digestion con la enzima Hae III en las cuatro granjas

100% - V. @ Patrén A
00 i O Patrén B

Granja 1 (Puyito) Granja 2 (Carulla) Granja 3 (La Floresta) Granja 4 (La Pas)

Figura 10. Porcentajes de patrones de restriccion encontrados en
la digestion con la enzima Sma I en las cuatro granjas
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4. DISCUSION

La neumonia de los cerdos representa uno de los problemas mas serios de
ésta especie animal‘é; y se considera como el resultado de una compleja
interaccibn entre varios agentes infecciosos, procedimientos de manejo y
medio ambiente, entre los cuales vale la pena mencionar la temperatura,
- ventilacién, polvo, alta concentracién de amoniaco y la prevalencia e

incidencia de diversos agentes patogenos 856,

Fl andlisis fenotipico de las muestras pulmonares que incluy6 morfologia,
- pruebas bioquimicas y serolégicas, permitié el aislamiento de cepas de un
solo tipo bacteriano en las cuatro granjas estudiadas: P. multocida serotipo
A. Pero al realizar el andlisis con endonucleasas de restriccion del genoma
bacteriano se pudo detectar directamente divergencias entre estas cepas
fenotipicamente idénticas y demostré ser una técnica mucho més sensible que
cualquier otro método de caracterizacion serolégica, usdndose actualmente

para estudios de seguimiento epidemiol6gico de cepas bacterianas.



Los resultados obtenidos sugieren que la metodologia utilizada para la
generacién de una huella genémica presenté un amplio espectro de analisis
molecular, tanto para aislamientos clinicos, en los cuales fueron encontrados
diferentes patrones de restriccién que pueden ser utilizados como marcadores
epidemiolégicos especificos como también para diferenciar cepas
responsables de brotes de enfermedad, que podrian en un momento
determinado servir como cepas de referencia para asi establecer la relacién

molecular entre una y otra.

Se encontraron marcadas diferencias gen6émicas significativas al analizar las
cepas de P. multocida aisladas de una misma granja. Asi, las digestiones del
ADN domosomal con Hae Il y Sma I en tres de las cuatro granjas incluidas
en el estudio mostraron dos y tres patrones de restriccién respectivamente; lo
cual sugiere una mayor diversidad genética. En contraste en la granja 2 se

observ6 un solo patrén 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 neuménicos. Ademas se evidencié
que la enzima Sma I, provee una mayor informaciéon genética produciendo
mayores patrones que al utilizar la enzima Hae III, haciendo que Sma I sea
considerada una mejor herramienta epidemiol6gica para futuros estudios de

este tipo.

55



En un estudio reciente realizado por Gardner y colaboradores (1994) 7 se
examinaron cepas de P. multocida asociadas con casos de rinitis atréfica
progresiva y se encontr6 también una variabilidad genémica 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 investigaciéon y permiten afirmar que los
perfiles de restriccibn generados por estas enzimas son una herramienta
confiable para la discriminacién entre cepas de P. multocida tipo A, aisladas

de casos del complejo neuménico porcino.

De otro lado el hecho de haber aislado estas cepas de pulmén (casos de
campo asociados a neumonia), sugiere que se trata de cepas virulentas pues
fueron obtenidas de lesiones de consolidacién neumoénica evidentes, lo que

implicaria su capacidad de colonizacién.

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

mostré un patrén diferente.

En cuanto a la relacién epidemiolégica entre las cepas estudiadas el presente

trabajo revel6 que en cada una de las granjas tiende a predominar un solo
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patrén de restriccién es decir uno o médximo dos clones. Esta relacién genética
entre las cepas de un mismo genotipo podria sugerir una transmisi6n

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

Es bien sabido que la transmision 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 finalizacién a una nueva.

Ruabies y colaboradores (1996)%8, concluyeron que las cepas de P. multocida
que se pueden encontrar en granjas comerciales podrian ser el resultado de la
mezcla de cepas que han estado presentes en los ancestros (padres, abuelos,
bisabuelos). Esta combinacién resultaria en que cada granja tiene una cepa
diferente lo cual se definiria como propia para esa poblacién.

Dichos hallazgos fueron efectuados mediante estudios filogenéticos, al
comparar molecularmente cepas de P. multocida aisladas de una granja
nficleo, generando patrones de restriccién cortados con Hind III analizados

mediante un programa de computador.

Se concluye, que el estudio detallado de la huella genémica de cepas de P.
multocida tipo A de casos de neumonia contribuye a dilucidar el patrén de
transmisi6n de la infecci6n a nivel de campo en especial si se utiliza la enzima

Sma I para generar estos patrones.
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5. CONCLUSIONES

® Los métodos de caracterizacibn molecular, aportan una enorme
informacién para el estudio de la historia natural de la enfermedades y
facilita conocer la cadena de transmisién, conllevando al desarrollo de

métodos efectivos de prevencién y control.

® La huella genomica, es una técnica molecular que nos permite generar

marcadores especificos para diferenciar cepas responsables de brotes de

enfermedad.

# Las cepas de P. multocida tipo A, asociadas con neumonia y aislada da
una misma granja, presentan similares patrones de restriccion (huella

gendémica), lo cual significa que estas cepas tienen relacién clonal.
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® Los resultados de este estudio, sugieren una transmisién horizontal de la

infeccién entre los animales de las poblaciones examinadas.
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6. RECOMENDACIONES

® Se sugiere par préximos estudios comparar cepas de Pasteurella multocida
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.

# Seria conveniente examinar las cepas existentes en los padres (a nivel de
amigdala) y compararlas con las presentes en los hijos para estudio de la

transmision vertical de la Pasteurella multocida.

® Es recomendable que al aplicar técnicas de caracterizacién molecular, la
Huella Genémica esté acompafiada de otras técnicas como P.CR. o
Ribotipificacién.
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ANEXOS



Anexo 1. Fotografias de los patrones de restriccibn obtenidos mediante la
técnica de huella genémica.



Foto 1. Patrones de restriccién de ADN total de Pasteurella multocida tipo A,
obtenidos en la digestion con la enzima Hae IIL Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 1 (Puyito). Lambda: marcador de peso molecular.
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Foto 2. Huella genémica obtenida de cepas de Pasteurella multocida tipo A,
después de la .digestion con la enzima Sma I Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 1 (Puyito). Lambda: marcador de peso molecular.
Se adjunta esquema en computador para mejor apreciacion de los patrones de
restriccion.
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Foto 3. Patrones de restriccién de ADN total de Pasteurella multocida tipo A,
obtenidos en la digestion con la enzima Hae . Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 2 (Carulla). Lambda: marcador de peso molecular.
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Foto 4. Huella gen6mica obtenida de cepas de Pasteurella multocida tipo A,
después de la digestion con la enzima Sma I Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 2 (Carulla). Lambda: marcador de peso molecular.
Se adjunta esquema en computador para mejor apreciacién de los patrones de
restriccion.
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Foto 5. Patrones de restriccién de ADN total de Pasteurella multocida tipo A,
obtenidos en la digestion con la enzima Hae IIL Carril 1-9: Muestras

pertenecientes a la Granja 3 (La Floresta). Lambda: marcador de peso
molecular.
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Foto 6. Huella genémica obtenida de cepas de Pasteurella multocida tipo A,
después de la digestion con la enzima Sma I Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 3 (La Floresta). Lambda: marcador de peso
molecular, Se adjunta esquema en computador para mejor apreciacion de los
patrones de restriccién.
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Foto 7. Patrones de restriccién de ADN total de Pasteurella multocida tipo A,
obtenidos en la digestion con la enzima Hae II. Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 4 (La Pas). Lambda: marcador de peso molecular.




kvh.k& s ’ -

TRE Ry

B iidii

BB o kb st il

qie ie §idii -

cumu-iﬂ..’.‘l
4 bida Hak e

GRANJA LA PAS

{(Hae mx)



Foto 8. Huella gen6mica obtenida de cepas de Pasteurella multocida tipo A,
después de la digestion con la enzima Sma I Carril 1-9: Muestras
pertenecientes a la Granja 4 (La Pas). Lambda: marcador de peso molecular.
Se adjunta esquema en computador para mejor apreciacién de los patrones de
restriccion.
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Foto 9. Patrones encontrados en las cuatro granjas, al digerir ADN de
Pasteurella multocida tipo A, con Hae II: 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 Sma I Carril 1-9. Lambda: marcador de

peso molecular.
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USO DE ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION PARA ESTUDIAR EPIDEMIOLOGIA DE PASTEURELLA
MULTOCIDA TIPO A EN DIFERENTES GRANJAS PORCINAS DE PRODUCCION INTENSIVA

ANGELICA LEON, BACT; FERNADO ARIZA, MV. M.Sc.; JOSE D. MOGOLLON, MV. MSc. M.S. PhD.

Deniro de las enfermedades respiratorias, de los
porcinos la neumonia enzodlica, es uno de los
smdromes que mayores repercusiones economicas
ocasmna en ésta especie, debido a que reduce tanto
la tasa de crecimiento como la eficiencia de la
conluersién alimenticia®.
| n

De oftro lado, numerosas investigaciones han
demostrade que el principal agente secundario
involucrade en el complejo respiratorio porcine es la
Pasteurella multocida, sin embargo se sabe que esta
ba¢teria no puede colonizar el pulmén a menos que
exista antes un evento inmunosupresor primario, el
cual generalmente es una infeccion por Mycoplasma o
pnr virus, pudiendo estar asociada a factores de
estrés.

Uno de los primeros interrogantes que se plantea
cuando se aborda el estudio de la epidemiologia de un
brota epidémico de efiologia bacteriana, es establecer
si nos encontramos frente a una situacion producida
por la misma cepa, o si por el contrario se trata de
cepas similares de la misma especie pero no idénticas.
En los (lfimos afios se han desarrollado nuevas
técnicas que valoran fanto las caracteristicas
genolipicas como las fenotipicas de estos
microorganismos, como son: los perfiles de plasmidos,
el andlisis de las proteinas totales o proteinas de
membrana PCR, ribotipificacion y la huella genomica
del ADN cromosomaF.

El proposito de la presente investigacion es cantribuir
al conocimiento de la epidemiologia de la P. multocida
serofipp A en granjas porcinas de produccion
intensiva, mediante a aplicacion del estudio de la
huella gendmica,

\

En el presente estudic se uliizaron 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
sacnﬁcadus en el frigorifico de Guadalupe centro de
beneficio de porcinos en Santafé de Bogota.

Las muestras fueron tomadas en el mismo lugar de
sacrificio  (Frigorifico Guadalupe). En total se
colectaron 100 muestras de tejido pulmonar de
aquellas  dreas que  presentaban  lesiones
macroscopicas caracteristicas de neumonia, y se
trasladaron bajo condiciones adecuadas de
refrigeracion al centro de investigaciones en salud y
produccién animal CorpolCA-Ceisa, donde se llev a
cabo el estudio.

Las muestras pulmonares se sembraron en apar
sangre y agar Mac Conkey, y se incubaron a 37°C por
24-48 horas. Las colonias que presentarch |2
morfologia caracteristica de Pasleurella y que no
crecieron en agar Mac Conkey, se sometieron a
coloracion de Gramf. Las colonias identificadas al
microscopio como cocobacilos Gram-negalivos se
subcultivaron en agar sangre y se incubaron a 37°C de
24-48 horas y asi en culfive puro se somelieron a
pruchas bioquimicas segun los perfiles descrites por
Carfer 1.

Las colonias sospechosas de ser P. multocida se
somelieron a las siguientes pruebas bioquimicas:
Catalasa; Oxidasa; SIM; Urea; Nitratos; vy
Fermentacion de Azlicares como glucosa, lactosa,
manitol, sorbitol y mattosa. Se confirmaron como
cepas de P. mullocida aguellas que mostraron
reaccion positiva a la catalasa, la oxidasa, el indol, la
glucosa, el manitol y el sorbitol y reaccion negativa a la
(rrea, la lactosa y la maltosa.

Posteriormente se practicaron pruebas selectivas
como la de hialuronidasa para la identificacion del
serotipo A. La prueba de hialuronidasa se realizo 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
concentracion de 700 unidades/ml. y se leyd después
de incubar a 37°C por 24 horas. La presencia de un



halo de inhibicion alrededor del disco se considerd
como un resuttado positivo para el serotipo AS.10.

Las cepas de Pasteurefla multocida aisladas de los
pulmones afectados se cultivaron en 30 ml de medio
BHI a 37°C toda la noche. Luego se realizd la
coloracién de Gram (confirmar morfologia) y se cultivo
en agar sangre para control de esterilidad {ausencia
de crecimiento de otros microorganismos).

La suspension de bacterias se centrifugd a 10.000
r.p.m. a 4°C por 20 minutos; el sedimento obtenido se
lavd dos veces con PBS y finalmente se resuspendio
en 5 ml de una solucion recién preparada que
contenia* Sucrosa 25 %, Tris HCI 50 mM, EDTA 50
mM, NaCl 10 mM, pH 8.0

Posteriormente se ajusté el pH de la solucion en 8.0 y
se adicionaron 10 mg./mi. de lisozima. La suspension
se mezcld suavemente durante 30-60 min. a
temperatura ambients y se agregaron 25 ml. de
protemasa K (20 mg/ml). Luego de mantenerse a
temperatura ambiente por 10 mn se adicionaron 2 mi
de una solucion recién preparada que contenia:
Sucrosa 25 %, Tris HCI 50 mM, EDTA 50 mM,
NaCl 50 mM, Sarcosil 10 %, pH 8.0

La suspension se incubd a 50 °C por tres horas en
bafio maria; transcurrido este tiempo se adicionaron
3.5 mi de una solucion de acetato de amonio (7.5 M)y
100 ui de Fend metil sulfordl fluoride (PMSF) recién
preparado en 1 mi de etanol absolute (2 mg/mi).

Luege de mezclar, se centrifugo a 10.000 rpm, 4°C
por 20 minutos, ef contenide de la vénula se transfrid
un tubo de 50 mi al cual se le adicionaron suavemente
2,5 a 3,0 vollimenes de etanol absoluto y se colocd en
hielo por 10 minutos.

Finalmente la vénula se agté manualmente hasta
precipitar el ADN, que luego se colectd en un tubo
eppendorf que contenia 400 a 500 ml de etanol al 10
%,; este se centrifugd a 20.000 rpm. por tres minutos
en una microcentrifuga. El sobrenadante se descarto y
el pellet de ADN se resuspendio en 50pl. de Buffer TE
(Tris-EDTA PH: 8.0), disohiéndolo hiego a 65°C por
dos horas.

Se colocaron 3 ul de ADN en tubos eppendorf y se
agregaron 3 i de las enzimas de restriccion Hae 1l o
Sma | (Promega Bicfogical Research Products, USA) y 3
pl del buffer correspondiente, completando esta
mezcla con agua destilada, desmineralizada y esténl a
un volumen final de 30 pl.

El marcador de peso molecular se preparé con 1 pl.
de ADN, 1 . de enzima (Hae il o Sma |) y 1 pl de
buffer y 2 ul. de agua destitada, desmineralizada y
estéril para un volumen final de 5 pl.

Las digestionss con Hae |ll se incubaron a 37°C por
dos horas; y las realizadas con Sma | a 25°C por dos
horas. Luego se detuvo la reaccion adicionando fa
quinta parte de! volumen final de a digestion con buffer
de llenado (azul de bromofenol) a las muestras y al
marcador.

Como marcador de peso molecular se utifizé el ADN
del fago lambda digerido con la enzima de restriccion
Hind Il (GIBCO BRL - Cat N° 10382-026), cuyos
fragmentos sirven como estindar de peso molecular
para electroforesis en geles de agarosa Y
poliacritamida. Los fragmentos pueden ser visualizados
por fa coloracion con bromuro de etidio.

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

Después de la electroforesis, ef gel se tiid con
bromuro de elidio (0.5 mg/mi), utfizando el mismo
buffer de corrido {800 mi); luego se adicionaron 50 ul
de bromuro de etidio, mezclando suavemente durante
una hora y finalmente se lavé con agua destilada por
15 minutos.

Las bandas de ADN se wisualizaron en un trans-
iluminador de hz UV y se tomaren fotografias con
cémara polaroid wtiizando una pelicula polaroid 665.

La digestion de las muestras con enzimas proporciond
diferentes patrones de restriccion que se designaron
de la siguiente manera: Los patrones obtenidos al
digerir las muestras de ADN con ia enzima Hae Ili se
denominaron A, B; y los obtenidos con la enzima Sma
| se denotaron como C, Dy E.

Granja 1: En la digestion con Hae Ill, predominé el
patron B presente en un 66,7% de las muestras, en
tanto que el patron A aparece en un 33,3%. 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
patron E alcanzd el 55,6% del total de la muestras.

Grenja 22 El 100% de las muestras de esta granja
mostraron un solo pafron de restriccion (B), en la



digestion con la enzima Hae ill. De forma similar la
digestion con Sma 1, produjo un 100% del patron D.

Granja 3: En la digestion con Hae 11l se presentd un
66,7% para el patron A y un 33,3% para el patron B.
En el corte con Sma |, el patron C aparecio en un 55,6
% de las muestras, el patron D en un 11,1% vy el
patron E en un 33,3%.

Granja 4: Del total de las muesiras de esta granja
digeridas con Hae Ill, el 55,6% presentaron el patron
Ay el 44,4% correspondieron al patron B. La digestion
con Sma |, produjo un 22,2% para el patron C, un
11,1% para el patron D y un 66,7% para el patron E.

La neumonia de los cerdos representa uno de los
problemas mas serios de ésta especie animaP; y se
considera como el resufado de una compleja
interaccion entre varios agentes  infecciosos,
procedimientos de manejo y medio ambiente, entre los
cuales vale la pena mencionar la temperatura,
ventilacion, poivo, alta concentracion de amoniaco y la
prevalencia e incidencia de diversos agentes
patogenos 210,

El andlisis fenotipico de las muestras puimonares que
incluyd morfologia, pruebas bioquimicas y serologicas,
permitio el aislamiento de cepas de un solo tipo
bacteriano en las cuatro granjas estudiadas: P.
multocida serotipo A. Pero al realizar el andlisis con
endonucleasas de restriccion del genoma bacteriano
se pudo detectar directamente diergencias entre
estas cepas fenotipicamente idénticas y demostro ser
una técnica mucho mas sensible que cualquier ofro
método de caracterizacidn serologica, uséndose
actualmente para estudios de  seguimiento
epidemiologico de cepas bacterianas.

Los resultados obtenidos sugieren que la metodologia
utilizada para la generacion de una huelia genomica
presentd un amplio espectro de analisis molecular,
tanto para aislamientos clinicos, en los cuales fueren
encontrados diferentes patrones de restriccion que
pueden ser utiizados como  marcadores
epidemiologicos  especificos como también para
diferenciar cepas responsables de brotes de
enfermedad, que podrian en un momento determinado
servir como cepas de referencia para asi establecer la
refacion molecular entre una y ofra.

Se encontraron marcadas diferencias genomicas
significativas al analizar las cepas de P. muftocida
aisladas de una misma granja. Asi, las digestiones del
ADN cromosomal con Hae Il y Sma | en tres de las

cuatro granjas incluidas en el estudio mostraron dos y
tres pairones de restriccion respectivamente; lo cual
sugiere Una mayor diversidad genélica. En contraste
en la granja 2 se observd un solo patron al digerir las
cepas con estas enzimas.

Este haflazgo permite conchir que existe
heterogeneidad entre las cepas de P. multocida tipo A
aisladas de problemas neumbnicos. Ademés se
evidencio que la enzima Sma |, provee una mayor
informacion genética produciendo mayores patrones
que al utéizar la enzima Hae Ill, haciendo que Sma |
sea considerada una mejor herramienta epidemiologica
para futuros estudios de este tipo.

En un estudio reciente realizado por Gardner y
colaboradores {1994)* se examinaron cepas de P.
multocida asociadas con casos de rindis atrofica
progresiva y se encontrd también una variabiidad
genomica interesante entre cepas de tipo D y tipo A no
toxigénicas, aisladas de diferentes granjas; y cepas
aisladas dentro de una misma granja. Estos haflazgos
son simiares a los encontrados en la presente
investigacion y permien afrmar que los perfles de
restriccion generados por estas enzimas son una
herramienta confiable para la discriminacion entre
cepas de P. multocida tipo A, aisladas de casos del
complejo neumonico porcino.

De otro lado el hecho de haber aislado estas cepas de
pulmén {casos de campo asociades a neumonia),
sugiere que se trata de cepas vinulentas pues fueron
obtenidas de lesiones de consolidacion neumédnica
evidentes, lo que implicaria su capacidad de

Calsamigha y colaboradores {1996 en un estudio
preliminar demostraron experimenta'mente que es
posible detectar diferencias genémicas entre cepas
virulentas y cepas de baja virudencia de P. multocida
tipo A. Estos investigadores encontraron que cuatro
cepas virulentas presentaron el mismo petron de
restriccion con Hpa Il mientras que la cepa de baja
virulencia mostro un patron diferente.

En cuanto a la relacion epidemiologica entre las cepas
estudiadas el presente trabajo reveld que en cada una
de las granjas tiende a predominar un solo patron de
restriccion es decir uno o maximo dos clones. Esta
relacion genélica entre las cepas de un mismo
genotipo podria sugerir una transmision horizontal de
la infeccion entre los animales de las poblationes
examinadas.



Es bien sabido que la transmision 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
Hlevados para su finalizacion a una nueva.

Ribies y colaboradores (1996)1°, concluyeron que las
cepas de P. multocida que se pueden encontrar en
granjas comerciales podrian ser el resuttado de la
mezcla de cepas que han estado presentes en los
ancestros (padres, abuelos, Dbisabuelos). Esta
combinacion resultaria en que cada granja tiene una
cepa diferente lo cual se definiria como propia para

esa poblacion.

Dichos hallazgos fueron efectuados mediante estudios
filogenéticos, al comparar molecularmente cepas de P.
mdtocida aisladas de una granja niicleo, generando
patrones de restriccion cortados con Hind Hi
analizados mediante un programa de computador.

Se conchiye, que el estudio detallado de fa huella
genomica de cepas de P. multocida tipo A de casos
de neumonia contribuye a dilucidar el patron de
transmision de la infeccion a nivel de campo en
especial si se utiiza la enzima Sma | para generar
estos patrones.
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