UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE VETERINARIA

Departamento de Sanidad Animal

TESIS DOCTORAL

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENETICA DE AISLADOS
DE Pasteurella multocida OBTENIDOS DE GANADO PORCINO

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR
Nerea Garcia Benzaquén
Bajo la direccion de los doctores:

José Francisco Fernandez-Garayzabal Fernandez, Joaquin Goyache Goiii y Ana
Isabel Vela Alonso

Madrid, 2010

ISBN: 978-84-693-2407-3



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE SANIDAD ANIMAL

TESIS DOCTORAL

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENETICA DE
AISLADOS DE Pasteurella multocida OBTENIDOS
DE GANADO PORCINO

Diia. Nerea Garcia Benzaquén

2009






FACULTAD DE VETERINARIA
DEPARTAMENTG DE SANIDAD ANDMAL

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
MADRID

D. José Francisco Fernandez-Garayzabal Fernandez, D. Joaquin Goyache
Goni y Dna. Ana Isabel Vela Alonso, Profesores titulares del
Departamento de Sanidad Animal de la Facultad de Veterinaria

CERTIFICAN:

Que la tesis doctoral que lleva por titulo “Caracterizacion fenotipica y
genética de aislados de Pasteurella multocida obtenidos de ganado
porcino” ha sido realizada por la licenciada en Veterinaria Dna. Nerea
Garcia Benzaquén en el Departamento de Sanidad Animal de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad Complutense bajo nuestra direccion, y
estimamos que reune los requisitos exigidos para optar al titulo de
Doctor por la Universidad Complutense.

Y para que asi conste, a efectos legales, firman y sellan el presente
certificado en Madrid, a 14 de mayo de 2009.

Fdo. J. F. Fernandez-Garayzabal Fdo. A. 1. Vela Fdo. J. Goyache






Queda prohibido llorar sin aprender,
levantarte un dia sin saber qué hacer,

tener miedo a tus recuerdos.

Queda prohibido no sonreir a los problemas,
no luchar por lo que quieres,

abandonarlo todo por miedo,

no convertir en realidad tus suenos.

Pablo Neruda

Todo aquél que piense que la vida es desigual
tiene que saber que no es asi

Que la vida es una hermosura, hay que vivirla
Todo aquel que piense que esta solo y que esta mal
Tiene que saber que no es asi

Que en la vida no hay nadie solo, siempre hay alguien
Ay, no hay que llorar
Que la vida es un carnaval y es mas bello vivir

cantando......

Celia Cruz
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1. INTRODUCCION






INTRODUCCION

1.1. Antecedentes historicos.

En la literatura existe una cierta controversia sobre quién fue el primer
investigador en aislar Pasteurella multocida. Segin Rosenbusch y Merchant
(1939), fue quien aislo este microorganismo a partir de aves que presentaban
signos de colera aviar. Otros autores indican que P. multocida fue aislada por
primera vez en 1879 por Toussaint (Gray, 1913). No obstante, Louis Pasteur
aislé en 1880 esta bacteria a partir de sangre de aves que padecian célera aviar,

caracterizandola morfologica y bioquimicamente (Pasteur, 1880).

Este microorganismo ha tenido distintos nombres a lo largo del tiempo,
pudiendo ser Micrococcus gallicidus el primero de ellos (Burril, 1883). En 1885,
Kit aislo el microorganismo de sangre de ganado vacuno, caballos y cerdos
enfermos, denominandolo Bacterium bipolarmulticidum (Kitt, 1893). Al ano
siguiente Hueppe lo renombr6é como Bacterium septicaemia haemorrhagica,
calificando como septicemia hemorragica a la enfermedad que producia esta
bacteria en ganado bovino (Hueppe, 1886). El nombre genérico de Pasteurella
fue propuesto por Trevisan (Trevisan, 1887) en conmemoracion al trabajo de
Louis Pasteur sobre dicho microorganismo. Lignieres propuso una clasificacion
de las pasteurelas en funcion del hospedador (P. avicida, P. bovicida, P.
boviseptica) (Ligniéres, 1990). Mas tarde se agruparon diferentes bacterias que
presentaban caracteristicas morfolégicas y bioquimicas similares en P. séptica
(Topley y Wilson, 1929). El nombre definitivo de P. multocida fue asignado por
Rosenbusch y Merchant en 1939 (Weber et al., 1984).
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1.2. Encuadre taxonémico/filogenético.

P. multocida es una especie bacteriana encuadrada en el orden
Pasteurellales, familia Pasteurellaceae y género Pasteurella. La familia
Pasteurellaceae es una familia muy heterogénea, que se ha sometido a multiples
reclasificaciones y sobre la que, todavia, se contintan cuestionando sus
relaciones taxonomicas. Actualmente comprende 13 géneros segun la “Formerly
List of  Bacterial names with Standing in Nomenclature”
(http:/ /www.bacterio.cict.fr/): Actinobacillus, Aggregatibacter, Avibacterium,
Bibersteinia, Gallibacterium, Haemophilus, Histophilus, Lonepinella,
Mannheimia, Nicoletella, Pasteurella, Phocoenobacter y Volucribacter (Pohl,
1981; Olsen et al., 2005). Pasteurella es el género tipo de esta familia, y P.
multocida a su vez la especie tipo de este Género (Trevisan, 1887; Lehmann y
Neumann, 1899; Rosenbusch y Merchant, 1939; Mannheim y Carter, 1984). La
organizacion de esta familia ha sido establecida por comparaciones fenotipicas
(Kilian y Frederiksen, 1981), asi como mediante analisis de hibridacion ADN-
ADN (Mannheim et al., 1980; Svoboda et al, 1981; Mannheim, 1983;
Christensen et al., 2000), hibridacién ARNr-ADN (De Ley et al., 1990) y analisis
de secuencias del gen que codifica el gen del ARNr 16S (Chuba et al.,, 1988;

Dewhirst et al., 1992), entre otros métodos taxonoémicos.

En 1985 Mutters et al. reclasificaron el género Pasteurella Trevisan 1887
en base a estudios de hibridacion de ADN-ADN. Se definieron entonces once
especies: P. multocida, P. canis, P. stomatis, P. dagmatis, P. anatis, P. langaa, P.
gallinarum, P. volantinum, P. avium, Pasteurella sp. A y Pasteurella sp. B.
Ademas P. multocida fue subdividida a su vez en tres subespecies: multocida,
septica y gallicida (Mutters et al.,, 1985a). Posteriormente se han ido incluyendo
nuevas especies dentro del género Pasteurella y reclasificando algunas de las
antiguas, comprendiendo actualmente 20 especies, tal y como se representa en

la Tabla 1.
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Tabla 1. Especies pertenecientes al género Pasteurella.

Especie Referencia Reclasificacion Referencia
(McAllister y Carter, 1974;
P. aerogenes Skerman et al., 1980;
Christensen et al., 2005)
Gallibacterium (Christensen et
P. anatis (Mutters et al., 1985a)
anatis al., 2003)
Avibacterium (Blackall et al.,
P. avium (Mutters et al., 1985b) )
avium 200595)
(Sneath y Stevens, 1990;
P. bettyae
Sneath, 1992)
P. caballi (Schlater et al., 1989)
P. canis (Mutters et al., 1985a)
P. dagmatis (Mutters et al., 1985a)
(Hall et al., 1955; Skerman et Avibacterium (Blackall et al.,
P. gallinarum
al., 1980) gallinarum 2005)
Mannheimia (Angen et al.,
P. granulomatosis (Ribeiro et al., 1989) )
granulomatois 1999)
(Newsome y Croos, 1932; Mannheimia (Angen et al.,
P. haemolytica )
Skerman et al., 1980) haemolytica 1999)
) (Mutters et al., 1985a;
P. langaaensis
Triper y De"Clari, 1998)
(Sneath y Stevens, 1990;
P. mairii Sneath, 1992; Christensen et
al., 2005)
(Lehmann y Neumann, 1899;
Rosenbusch y Merchant,
P. multocida
1939; Skerman et al., 1980;
Mutters et al., 1985a)
) (Jawetz, 1950; Skerman et
P. pneumotrpica
al., 1980)
P. skyensis (Birkbeck et al., 2002)
P. stomatis (Mutters et al., 1985a)
P. testudinis (Snipes y Biberstein, 1982)
Bibersteinia (Blackall et al.,
P. trehalosi (Sneath y Stevens, 1990) )
trehalosi 2007)
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Especie Referencia Reclasificacion Referencia
(Jones, 1962; Skerman et al., Actinobacillus (Mutters et al.,
P. ureae
1980) ureae 1986)
) Avibacterium (Blackall et al.,
P. volantium (Mutters et al., 1985a) ]
volantium 2005)

Basandose en la comparacién de secuencias del gen que codifica el gen
del ARNr 16S, el género se divide, ademas, en dos grupos filogenéticos que
presentan una asociacion con el origen animal, basicamente en funcion de si el

hospedador es mamifero o aviar (Dewhirst et al., 1992; Dewhirst et al., 1993).

P. multocida es una especie bacteriana muy heterogénea, en la que se
han descrito multitud de variantes fenotipicas en relacion a pruebas claves para
su clasificacion, tales como la ornitina decarboxilasa (ODC), indol, sacarosa,
manitol y maltosa (Heddleston, 1976; Petersen et al., 1998; Christensen et al.,
2004a; Christensen et al., 2005), lo que implica que este organismo no sea facil
de identificar ni clasificar. Ademas, las cepas encuadradas en esta especie
presentan una enorme variacion respecto a la morfologia de las colonias y

especificidad de antigenos (Carter, 1967; Boyce et al., 2004).

La relacion y separacion de las tres subespecies de P. multocida es
también un tema de frecuente discusion. Se han utilizado diferentes métodos
genotipicos para establecer las relaciones filogenéticas entre las tres
subespecies, incluyendo hibridaciones ARNr-ADN, comparacion de secuencias
del gen que codifica el gen del ARNr 16S y de genes housekeeping, como el atpD,
rpoB e infB, ribotipado etc. Generalmente se indica una gran homologia entre
ellas (Kuhnert et al, 2000; Petersen et al.,, 2001; Christensen et al., 2005;
Kuhnert y Korczak, 2006). Fenotipicamente las tres subespecies se distinguen,
principalmente, en funcion de diferentes patrones de utilizacion del sorbitol y

del dulcitol (Mutters et al., 1985a) (Tabla 2).

Tabla 2. Subespecies de P. multocida.

Subespecie Dulcitol Sorbitol

P. multocida. subsp. multocida - +
P. multocida. subsp. septica - -

P. multocida. subsp. gallicida + +
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Algunos autores han sugerido diferencias en los nichos ecolégicos de las
tres subespecies, e incluso que existe correlacion entre subespecie y cuadro
clinico (Biberstein et al.,, 1991; Holst et al., 1992). Por ejemplo, la subespecie
multocida se aisla mas frecuentemente a partir de infecciones respiratorias y la
subespecie septica a partir de infecciones de heridas (tras la mordedura de
gatos especialmente), habiendo sido aisladas ambas de casos graves de
infeccion, incluyendo bacteriemia o meningitis en humanos (Holst et al., 1992;
Boerlin et al, 2000; Chen et al, 2002). La subespecie gallicida suele
presentarse en aves asintomaticas o que presentan sintomatologia de colera
aviar (Muhairwa et al., 2000). De ello se deriva la importancia de su correcta
identificacion, tanto desde un punto de vista epidemiologico como clinico.
Ademas, existen datos que muestran que existe una diferente adaptacion a la
especie hospedadora segin la subespecie, especialmente en las subespecies

septica y gallicida (Bisgaard, 1993).

La subespecie multocida es la mas frecuente en todo tipo de
hospedadores, siendo las subespecies gallicida y septica mucho menos
habituales. Asi, la subespecie multocida es la mas comun en ganado porcino
(Blackall et al., 1997; Blackall et al., 2000; Bowles et al., 2000), ademas de
ganado bovino (Bisgaard et al., 1991a), aves y gatos (Snipes et al.,, 1990; Korbel
et al.,, 1992; Christiansen et al., 1992b; Mohan et al.,, 1994; Dziva et al., 2001;
Pedersen et al., 2003) y perros (Muhairwa et al., 2001b).

La subespecie septica es aislada normalmente en aves (especialmente en
salvajes), perros y, sobre todo, en gatos (Snipes et al.,, 1990; Biberstein et al.,
1991; Korbel et al., 1992; Dziva et al., 2001; Petersen et al., 2001; Muhairwa et
al., 2001b). Se ha demostrado que en gatos presenta una afinidad especial por
el sistema nervioso central (Biberstein et al.,, 1991). En ganado vacuno los datos
de aislamiento de esta subespecie son escasos (Biberstein et al., 1991; Bisgaard
et al., 1991a; Bisgaard et al., 1991b), y mas aun lo es en el caso del ganado
porcino (Varga et al., 2007). En humanos esta subespecie se asocia
frecuentemente a infecciones de heridas o mordiscos producidos por perros o
gatos, mientras que la subespecie multocida se asocia mas frecuentemente a

procesos respiratorios (Chen et al., 2002).

Por ultimo, la subespecie gallicida es la menos comun de las tres, y es

tipica de muestras procedentes de aves, especialmente acuaticas y salvajes
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(Hirsh et al.,, 1990; Snipes et al., 1990; Fegan et al., 1995; Muhairwa et al.,
2001b). Ocasionalmente se ha aislado en otras especies como, por ejemplo,
gatos y ciervos (Biberstein et al.,, 1991). En el caso del ganado porcino se trata
de un hallazgo poco frecuente (Cameron et al., 1996; Blackall et al., 1997;
Blackall et al., 2000; Bowles et al., 2000; Petersen et al., 2001; Jamaludin et al.,
2005; Varga et al., 2007). Ademas, en la mayoria de las ocasiones en las que se
ha detectado esta subespecie en ganado porcino se ha considerado la

posibilidad de la transmision desde las aves a los cerdos (Cameron et al., 1996).

1.3. Caracteristicas generales de P. multocida.

P. multocida es una bacteria Gram negativa, con forma de coco o bacilo
corto, que presenta una tinciéon bipolar tipica. Es un organismo anaerobio
facultativo, inmévil, capsulado y que no forma esporos. En agar sangre las
colonias se observan pequenas, circulares, convexas y de 1 a 3 mm de diametro,
generalmente de aspecto mucoso, grisaceo o blanquecino (Figura 1), y de olor
caracteristico (debido a la gran produccion de indol) (Rimler y Glisson, 1997;

Koneman et al., 1999).

Figura 1. P. multocida en placa de agar sangre.

Las reacciones bioquimicas que se consideran constantes, y que
caracterizan a P. multocida son: metabolismo fermentativo, ausencia de
crecimiento en agar MacConkey, reaccion positiva para el indol, negativa para la
ureasa y produccion de acido a partir de hexosas (Rimler y Glisson, 1997).

Ademas, se trata de una bacteria oxidasa positiva, no hemolitica y que, salvo
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excepciones, no requiere factor V de crecimiento (Krause et al.,, 1987; Sneath y
Stevens, 1990).

Por otra parte, los aislados de P. multocida se pueden diferenciar en
funcién de diversas caracteristicas. Asi, se distinguen cinco tipos capsulares (A,
B, D, E y F) en base a los antigenos de la capsula (Carter, 1955; Rimler y
Rhoades, 1987; Snipes et al., 1988a; Rimler y Rhoades, 1989b); 16 serotipos (1-
16), basandose en los antigenos lipopolisacaridos (Namioka y Murata, 1961a;
Namioka y Murata, 1961b; Heddleston et al., 1972) y 13 biovares (1-10 y 12-
14), segun el patron de utilizacion de diferentes azlticares y enzimas (Fegan et

al., 1995; Blackall et al., 1997).

En ocasiones se encuentran aislados acapsulados y/o no clasificables en
serotipo alguno, especialmente en aves (Rhoades y Rimler, 1987; Wilson et al.,
1993).

1.4. Ecologia.

Los miembros del género Pasteurella se encuentran habitualmente como
comensales de las mucosas del tracto digestivo y respiratorio superior de
mamiferos y aves aparentemente sanos de todo el mundo. P. multocida ha sido
aislada de muchas especies animales (vacas, bufalos, cerdos, cabras, pavos,
pollos, patos, gansos, gatos, perros, etc.), tanto domésticas como salvajes, a
partir de animales aparentemente sanos y enfermos (Snipes et al., 1988a;
Rimler y Rhoades, 1989D).

Este microorganismo no persiste mucho tiempo en el medio ambiente,
dependiendo su viabilidad de las condiciones de temperatura y humedad
(Rosen, 1975; Backstrand y Botzler, 1986). Puede permanecer viable en agua de
7 a 25 dias y en suelo durante mas de 21 dias, pero se inactiva tras la
exposicion directa al sol durante 10 minutos (Olson y Bond, 1968; Rosen, 1975;
Backstrand y Botzler, 1986; Bredy y Botzler, 1989). Ademas puede sobrevivir
durante largos periodos en materia organica (Bredy y Botzler, 1989). Se inactiva
a 60° C en 1 min o en fenol al 0,5% en 15 min (Smith y Philips, 1990).

El habitat ideal de esta bacteria es el tracto respiratorio de aves y
mamiferos, produciéndose la transmisién, fundamentalmente, mediante

contacto directo, aerosoles o ruta fecal-oral (Rosen, 1975).
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1.5. Identificacion de especie.

1.5.1. Métodos tradicionales.

Debido a la gran heterogenicidad que presenta P. multocida, y a que las
condiciones de cultivo pueden influir en la expresion de ciertos caracteres
fenotipicos disminuyendo, por lo tanto, la repetibilidad y fiabilidad de estos
meétodos para la identificacion (Matsumoto y Strain, 1993; Jacques et al., 1994),
la utilizacion de pruebas bioquimicas no se considera un método preciso para la
identificacion de esta especie bacteriana (Dziva et al.,, 2008). Ademas, existen
otras especies con un aspecto macroscopico o microscopico similar, y que,
afectando a los mismos animales, pueden tener caracteristicas bioquimicas muy
similares, como por ejemplo Manheimmia haemolytica o Pasteurella
pneumotropica (Quinn et al.,, 1999). Aun asi, es un sistema fundamental para
una identificacion basica y para clasificar los aislados en los diferentes biovares

y subespecies.

El método convencional de identificacion de P. multocida implica la
utilizacion de una serie de pruebas bioquimicas (Rimler y Rhoades, 1989a;
Quinn et al, 1999), que pueden realizarse de manera tradicional o mediante
algun sistema comercial, como pueden ser las galerias multisustrato API 20NE

y API20E (Biomerieux).

1.5.2. Métodos moleculares.

Se han descrito varias técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para identificar P. multocida. Se describio, por ejemplo, una PCR que
detectaba el gen psl que codifica para una proteina similar a P6 de Haemophilus
influenzae (Kasten et al., 1997), o bien otra basada en el gen del gen del ARNr
23S (Miflin y Blackall, 2001). No obstante, la mas utilizada es la PCR descrita
por Townsend et al. (1998a) que detecta una secuencia de ADN unica en P.
multocida y que ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad (Townsend
et al.,, 1998a; Lee et al., 2000). Recientemente se ha desarrollado una PCR en la
que se detecta el gen que codifica el gen del ARNr 16S y que utiliza una sonda
tipo Tagman con la que se han obtenido buenos resultados en muestras de

campo (Corney et al., 2007).

10



INTRODUCCION

1.6. Identificacion a nivel de subespecie.

Las tres subespecies de P. multocida (multocida, septica y gallicida)
presentan perfiles bioquimicos muy similares que, generalmente, se distinguen
Unicamente mediante las diferencias en la utilizacién del sorbitol y del dulcitol
(Mutters et al., 1985a), pruebas que actualmente se incluyen en el Manual
Bergey's de Bacteriologia Sistematica (2005) (Olsen et al., 2005) y que son las
mas utilizadas. Se considera que P. multocida subespecie multocida, incluye las
cepas dulcitol-negativo, sorbitol positivo; P. multocida subespecie septica, cepas
dulcitol y sorbitol negativo y P. multocida subespecie gallicida, cepas dulcitol

positivo y sorbitol negativo (Tabla 2, Apartado 1.2).

Esta clasificaciéon fenotipica mediante el empleo exclusivo de dos
azUcares ha sido cuestionada en diferentes estudios, ya que los patrones de
utilizacion de los mismos no son siempre consistentes con la determinacion de
la subespecie (Petersen et al., 1998; Kuhnert et al., 2000; Petersen et al., 2001;
Muhairwa et al., 2001b). Por ello se han propuesto diferentes alternativas para
diferenciar las tres subespecies. Por ejemplo, la secuenciacion de determinados
genes housekeeping (Christensen et al.,, 2004b), la actividad alfa-glucosidasa
(Hunt et al., 2001a), o la prueba de utilizacién de la trehalosa y la secuenciacion
del gen que codifica para el gen del ARNr 16S (Kuhnert et al., 2000). No
obstante, ninguna de las alternativas es totalmente fiable. Tampoco existe, por
el momento, ninguna técnica de PCR que identifique las tres subespecies de
forma precisa. Por todo ello, para su empleo rutinario se utilizan generalmente
las mencionadas pruebas de la utilizacion del sorbitol y del dulcitol (Mutters et
al.,, 1985a) y, si es posible, se debe combinar con otras pruebas bioquimicas y/o
alguna técnica de genotipado para, con ello, identificar estas subespecies con

mayor precision.

1.7. Caracterizacion.

1.7.1. Métodos de tipado fenotipico.

1.7.1.1. Determinacion de biovares.

La determinaciéon de los biovares se realiza mediante las pruebas

bioquimicas descritas por Fegan et al. (1995) y Blackall et al. (1997) que

11



INTRODUCCION

incluyen una bateria de 7 azucares: glucosa, trehalosa, xilosa, dulcitol, sorbitol,
lactosa, y manitol, ademas de la prueba de la ODC y la produccion de ureasa.
Mediante el patron bioquimico derivado de estas pruebas se clasifica, si es

posible, cada aislado en uno de los biovares descritos (Tabla 3).
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Blackall et al., 1997).

o

Tabla 3. Biovares descritos de P multocida (Fegan et al., 199

Biovar

Propiedades

14

13

12

10

Produccién de:

Ureasa

oDc

Utilizaciton de:

Arabinosa

Duleitol

Maltosa

Sorbitol

13

Trehalosa

Xylosa

Lactosa

nALEBS D0
toarpsod Bsojoe] Bpogmi

nALJESS U D010 CEPIooiTRL

oatpsod Bsojoe] ‘ppogm

narpsod Bsojem ‘vopdas

oALTESI U D0 CEEIoiii

BRTed

wanjdas

wondes

wondas

B0

B0

B0

B0

IDENTIFICACION
(Subespecies de F. multocida)
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Cada subespecie, a su vez, tiene definidos ciertos biovares. Asi la
subespecie multocida comprende actualmente los biovares 1, 2, 3, 4,9, 12, 13y
14, la subespecie septica los biovares 5, 6, 7 y 10 y la subespecie gallicida

Unicamente el biovar 8 (Fegan et al., 1995; Blackall et al., 1997) (Tabla 3).

1.7.1.2. Determinacion de serotipos.

Basandose en los antigenos lipopolisacaridos y utilizando el esquema de
Heddleston (Carter, 1955; Heddleston et al.,, 1972; Carter y Chengappa, 1981)

se distinguen, como ya citamos anteriormente, 16 serotipos (1-16).

La determinacion de los antigenos somaticos de los aislados de P.
multocida no es una técnica muy utilizada en la actualidad, ya que presenta
serias dificultades. Asi, dicha serotipificacion en ocasiones se ve influida por la
presencia o no de capsula y del tipo de la misma ya que su composicion puede
dificultar la reaccién con el antisuero (Rimler y Rhoades, 1987; Rimler y
Rhoades, 1989b; Wilson et al.,, 1993). Ademas, en ocasiones se producen
reacciones cruzadas y muchos aislados no son tipables mediante este método
(Namioka y Bruner, 1963; Manning, 1982; Jones et al., 1988). Asimismo, se ha
demostrado que la determinacién de los serotipos puede variar dependiendo de
los diferentes métodos utilizados a tal efecto (Brogden y Packer, 1979). Por otra
parte, la mayoria de los autores senalan que los métodos serologicos
proporcionan una caracterizacion limitada de los aislados, y presentan un
escaso valor epidemiologico (Snipes et al., 1988a; Snipes et al.,, 1988b; Wilson et

al., 1992; Blackall et al., 1998; Muhairwa et al., 2001a).

1.7.1.3. Determinacion del tipo capsular.

El antiguo sistema para determinar el tipo capsular estaba basado en la
hemaglutinacion pasiva de eritrocitos sensibilizados frente a los antigenos
capsulares (Carter, 1955). Mas tarde se describieron nuevos métodos rapidos y
sensibles para identificar el tipo capsular A mediante la prueba de la
hialuronidasa estafilococica (Carter y Rundell, 1975) y el tipo capsular D
mediante la prueba de la acriflavina (Carter y Subronto, 1973). Los tipos
capsulares B y E han sido identificados también mediante diferentes métodos,
como son la prueba de la inmunizacion pasiva en ratones (Roberts, 1947) y la

prueba de coaglutinaciéon (Rimler, 1978).
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Actualmente se utilizan técnicas moleculares para la diferenciacion de los
S tipos capsulares. Se han descrito técnicas de PCR simples y especificas para
la deteccion de un determinado tipo capsular, como, por ejemplo, para el tipo
capsular A (Gautam et al., 2004), y el B, causante de la septicemia hemorragica
(Brickell et al., 1998; Townsend et al., 2000). No obstante, se ha disenado una
PCR multiple (Townsend et al., 2001) que es capaz de identificar todos los tipos
capsulares en la misma reacciéon, ademas de poseer una alta especificidad y
sensibilidad, por lo que se considera la mejor opcion para detectar los distintos

tipos capsulares de P. multocida.

1.7.1.4. Otros métodos de tipado fenotipico.

-Perfil de OMPs (Outer Membrane Protein Profile). Técnica basada en la
separacion de proteinas externas de membrana y utilizada en estudios sobre P.
multocida en diversas especies animales (Lugtenberg et al., 1984; Johnson et

al., 1991; Davies et al., 2003b; Davies et al., 2004).

-MLEE (Multi Locus Enzyme Electrophoresis) detecta diferencias en la
movilidad electroforética de enzimas metabodlicas hidrosolubles. Técnica
utilizada para establecer la diversidad poblacional de P. multocida (Blackall et

al., 1998).

1.7.2. Métodos de tipado molecular.

Cada vez es mas frecuente la utilizacion de métodos de tipado molecular
para caracterizar los aislados bacterianos debido, principalmente, a que
presentan un mayor poder discriminatorio que las técnicas de tipificacion
basadas en caracteristicas fenotipicas, que suelen presentar, ademas,
problemas de reproducibilidad (Heddleston, 1976; Hunt et al., 2000; Blackall y
Miflin, 2000). A esto se ha de anadir que actualmente existen mejores medios
técnicos en los laboratorios, se cuenta con sistemas informatizados, se han
disminuido considerablemente los costes y se dispone de personal

especializado.

Cada uno de los métodos de tipado molecular posee un diferente grado de

tipabilidad, reproducibilidad, poder discriminatorio y facilidad de utilizacion,
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factores que hay que tener en cuenta en los estudios epidemiolégicos (Arbeit,

1995).

Para caracterizar P. multocida se han utilizado diferentes técnicas. Entre

las mas utilizadas estan:

-Analisis de restriccion de plasmidos. Utilizado en cepas aisladas de ganado
porcino (Gardner et al.,, 1994; Fussing et al., 1999) y aves (Diallo et al.,, 1995).
Técnica basada en la purificacion y separacion de plasmidos mediante
electroforesis en gel de agarosa. Es sencillo y econémico pero tiene una
aplicacion limitada en estudios epidemiologicos, ya que no todos los aislados de
P. multocida poseen plasmidos y, ademas, algunos los pueden perder en los

sucesivos pases de cultivo (Fussing et al., 1999).

-AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Este método esta basado en
la amplificacion selectiva de fragmentos de ADN generados mediante digestion
con enzimas de restriccion. Se ha utilizado para subtipificar cepas de P.
multocida relacionadas epidemiolégicamente (Amonsin et al.,, 2002;
Shivachandra et al., 2006), aunque no se ha determinado su reproducibilidad

entre laboratorios.

-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Esta es una técnica
altamente reproducible en la que se generan bandas de restriccion de ADN,
dependiendo de la localizacion dentro del genoma de dianas de reconocimiento
para endonucleasas de restriccion especificas (Diallo et al., 1995). Utilizada
principalmente en estudios epidemiologicos en casos de célera aviar (Kim y

Nagaraja, 1990; Carpenter et al., 1991).

-MLST (Multi-locus Sequence Typing). Con este método se detectan las
variaciones de las secuencias aminoacidicas de diferentes enzimas mediante la
secuenciacion de ADN en genes seleccionados (generalmente housekeeping)
(Spratt, 1999). Es un método altamente reproducible y de alto poder
discriminatorio (Spratt, 1999).

-FAGE (Field Alternation Gel Electrophoresis). En este procedimiento se separan
fragmentos grandes de ADN (de hasta 10 megabases) y se someten a
electroforesis en gel. Discrimina entre diferentes serotipos, habiéndose utilizado

en pocos estudios (Townsend y Dawkins, 1993).

-RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA). Mediante esta técnica se

reconocen y amplifican secuencias al azar dentro del ADN genémico,
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obteniéndose patrones de bandas caracteristicos. Esta técnica posee una baja

reproducibilidad y falta de estandarizacion (Blackall y Miflin, 2000).

-Fingerprinting. También basada en la digestion del ADN mediante enzimas de
restricciéon en la que se generan fragmentos que, posteriormente, se someten en
un gel al paso de una corriente eléctrica. Ha demostrado su utilidad para
discriminar entre aislados de aves de serotipos iguales (Carpenter et al.,, 1991;

Wilson et al., 1993).

-REA (Restriction Enzyme Analysis). En ella se comparan el numero y el tamano
de los fragmentos producidos por la digestion de ADN cromosomico mediante
endonucleasas de restriccion. Es una técnica que se ha utilizado con bastante
frecuencia en estudios epidemiologicos, principalmente en casos de rinitis
atrofica progresiva (RAP) (Harel et al.,, 1990; Gardner et al.,, 1994; Djordjevic et
al., 1998) y otros procesos producidos por P. multocida (Olson y Wilson, 2001;
Pedersen et al., 2003; Samuel et al., 2003). Presenta una buena
reproducibilidad (Snipes et al., 1989), a pesar de que a veces produce patrones
de bandas complicados y es necesario un software para su interpretacion
definitiva (Wilson et al., 1993; Goering, 1993; Kristjansson et al., 1994;
Pedersen et al., 2003). El poder de discriminacion de esta técnica depende de la

enzima utilizada (Wilson et al., 1993; Rimler, 2000).

-Ribotipado. Los fragmentos de ADN obtenidos por REA son transferidos a una
membrana e hibridados con una sonda de ADN, correspondiente a la molécula
de gen del ARNr 16S o del ARNr 23S (Grimont y Grimont, 1986). Técnica muy
utilizada para tipar P. multocida (Zhao et al.,, 1992; Gardner et al.,, 1994,
Djordjevic et al.,, 1998; Fussing et al.,, 1999; Bowles et al., 2000; Muhairwa et
al., 2001a; Muhairwa et al.,, 2001b; Rubies et al., 2002), pero, segun algunos
autores, de escaso poder discriminatorio (Dziva et al., 2004) y poco valor en

estudios epidemiologicos (Saxena et al., 2005).

-REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic PCR). Esta técnica esta basada en
la amplificacion de elementos palindromicos extragénicos repetitivos dentro del
genoma bacteriano. Posee mejor poder discriminatorio que ERIC-PCR,
ribotipado, RAPD-PCR y REA utilizando la enzima HindIl (Townsend et al.,
1997b; Townsend et al., 1998a; Gunawardana et al.,, 2000; Chen et al., 2002).

-ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR). Mediante este

procedimiento se obtiene un patron de bandas, tras amplificar secuencias
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repetitivas intergénicas de consenso. Se ha utilizado en ocasiones, aunque no
muestra un adecuado poder de discriminacion (Loubinoux et al., 1999; Biswas

et al., 2004).

-SE-AFLP (Single-enzyme Amplified Fragment Length Polymorphism). Se basa en
la amplificacion selectiva de un subgrupo de fragmentos de ADN generados por
digestion con enzimas de restriccion. Ha sido utilizada en ocasiones para
tipificar P. multocida (Amonsin et al., 2002; Moreno et al., 2003). A pesar de ser
una técnica laboriosa y complicada (Shivachandra et al., 2007) tiene mejor
resolucion que RAPD (Huber et al.,, 2002) y mayor poder discriminatorio que

REA (Shivachandra et al., 20006).

-PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). Técnica que se basa en la comparacion
de patrones de bandas generadas después de la digestion enzimatica de todo el
genoma bacteriano tras someterlo a una electroforesis multidireccional. De
todas las técnicas moleculares PFGE es, hoy por hoy, la técnica considerada
como el gold standard para el estudio molecular de P. multocida (Goering, 1993).
Es una técnica que presenta una elevada reproducibilidad (Arbeit, 1995),
ademas de demostrar un gran poder discriminatorio en la caracterizacion de P.
multocida (Townsend et al.,, 1997a; Pedersen et al., 2003), diferenciando
claramente aislados que son indistinguibles mediante serotipado o perfil de
proteinas, por ejemplo (Johnson et al., 1991; Townsend et al., 1997a; Hunt et
al., 2000). Posee mayor poder discriminatorio que el ribotipado (Kristjansson et
al., 1994; Townsend et al., 1997a; Christensen et al., 1998; Gunawardana et al.,
2000; Christensen et al.,, 2003) y la técnica de REP-PCR (Gunawardana et al.,
2000) para caracterizar aislados de P. multocida. También se ha demostrado que
la técnica de PFGE, utilizando la enzima Apal, presenta mayor poder
discriminatorio que ERIC-PCR (Leotta et al., 2006a), RAPD (Lainson et al., 2002;
Shin et al., 2007) y que REA (Christensen et al.,, 1998; Gunawardana et al.,
2000). Las principales desventajas que presenta esta técnica son el tiempo
empleado, su laboriosidad, y que se requiere un equipo especial, lo que supone

una elevada inversion.

1.8. Aspectos epidemioléogicos.

Generalmente se combinan los métodos de fenotipado (en los que se

determinan el serotipo, tipo capsular, subespecie y biovar), junto con métodos
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de genotipado, que poseen un mayor poder de discriminacién (Hunt et al., 2000;
Blackall y Miflin, 2000). La combinacion de estas técnicas ha evidenciado ser
muy util en estudios epidemiologicos, pudiéndose investigar, por ejemplo, el
origen de un brote. Asi, se ha utilizando la técnica de PFGE y ERIC-PCR para
determinar las posibles fuentes de infeccion en casos de célera aviar (Kardos y
Kiss, 2005) y septicemia hemorragica (Aalbaek et al., 1999). También mediante
PFGE se demostré una fuente de infeccion comun asociada a la importacién de
cerdos para cria en un caso de RAP en Australia (Gardner et al., 1994) y, mas
tarde, en ese mismo pais, utilizando la técnica de REA, que una cepa toxigénica
de tipo capsular D fue la que inici6 los brotes en 1985 (previamente este pais
estaba libre de esta enfermedad) (Djordjevic et al., 1998). Otro estudio realizado
en Dinamarca revelaba la posibilidad de que el comercio y la introduccion de
nuevos animales en las granjas fuesen la fuente de infeccion, ya que
encontraron un cepa de P. multocida subsp. multocida toxigénica epidémica
prevalente en los animales introducidos (las cepas se caracterizaron mediante
ribotipado y fagotipado) (Fussing et al, 1999). En conejos se demostro,
utilizando la técnica de REP-PCR, que el origen de un brote de pasterelosis se
debia a la introducciéon de nuevos animales, ya que las cepas eran
genotipicamente diferentes a las de los animales que ya estaban en la granja

(Virag et al., 2008).

Las diferentes técnicas de tipado también son utiles para determinar la
transmision de P. multocida entre diferentes especies animales, incluido el
hombre. Asi, Donnio et al. (1999), utilizando la técnica de PFGE, sugirieron que
se podia producir la transmision de aislados toxigénicos desde los cerdos a los
humanos ya que observaron que existian patrones indistinguibles entre ambos
(Donnio et al., 1999). También en humanos se determiné mediante PFGE que la
fuente de contagio en un caso de un bebé con meningitis por P. multocida
subsp. septica era un gato (Boerlin et al., 2000), al igual que en un paciente que
presentaba un abceso pulmonar (Grangeon et al., 2000). En otra ocasién se dio
el caso contrario, demostrandose que las cepas de un bebé y de un gato no eran
las mismas, descartando, por lo tanto, el contagio a partir de este animal
(Blackwood et al., 1996). La combinacion de REP-PCR y fenotipado ha permitido
también establecer que es posible la transmision de esta bacteria desde ganado
bovino y aves a cerdos (Townsend et al.,, 1998b). Asimismo y combinando el
fenotipado clasico con los perfiles de OMPs, se describieron cepas de P.

multocida compartidas entre distintas especies animales, tales como vacas,
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cerdos y aves domésticas, lo que sugeriria, de nuevo, una posible transmision
entre las diferentes especies (Davies et al., 2004). En una granja en Dinamarca
se aislo en una rata una cepa epidémica (determinada mediante ribotipado y
fagotipado) de P. multocida subsp. multocida toxigénica, que predominaba en
poblaciones de cerdos, indicando que estos animales también podrian ser
posibles reservorios de este microorganismo (Fussing et al., 1999). Respecto de
las aves, algunos autores consideran que las aves salvajes pueden ser
transmisoras del célera aviar a las domésticas, ya que en éstas se encontraron
patrones genéticos (PFGE y REA) que eran los mas comunes y frecuentes en las
aves domésticas (Christensen et al.,, 1998; Pedersen et al., 2003). Sin embargo,
otros autores opinan que las aves salvajes no son una fuente de contagio
importante, aunque para llegar a esta conclusion se basaron en meétodos
fenotipicos y no utilizaron métodos moleculares, que tienen mayor poder

discriminatorio (Hirsh et al., 1990; Snipes et al., 1990; Wilson et al., 1993).

También se han investigado las posibles rutas de transmision
intraespecificas. Zhao et al. (1992) determinaron el tipo capsular, la presencia
del gen toxA y aplicaron la técnica de REA y ribotipado en aislados de P.
multocida en una granja de cerdos. Sugirieron que la transmision de aislados
responsables de neumonia en cerdos se producia de manera horizontal y no
vertical, ya que hallaron patrones REA prevalentes en diferentes animales
dentro de las fases de engorde y en pulmones de matadero pero que eran
diferentes a los patrones hallados fases de produccion, como en las parideras y

en la fase de cria (Zhao et al., 1992).

Mediante la tipificacion de los aislados es posible, ademas, determinar las
relaciones genéticas entre los aislados, asi como el grado de diversidad genética
que presenta este microorganismo (Hunt et al.,, 2000). Mediante PFGE, por
ejemplo, se ha podido discriminar entre aislados de serotipo similar causantes
de septicemia hemorragica, distinguiendo claramente las cepas de tipo capsular
B en Asia, muy homogéneas genéticamente, de las de Norte América (Townsend
et al., 1997a). En brotes de pasterelosis neumoénica y sistémica en cerdos se ha
utilizado REA y ribotipado para determinar la relacion genética entre los
aislados (Blackall et al., 2000), demostrando que en cada proceso pueden estar
implicadas una o varias cepas de P. multocida. La combinacion de la técnica
FAGE y el ribotipado constataron, de nuevo, la homogeneidad que presentaban

los aislados que producian septicemia hemorragica en ganado bovino, ademas
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de demostrar una asociacion entre ciertas cepas y la localizacion geografica
(Townsend et al., 1997a). En el caso de las aves, generalmente, se ha descrito
una elevada heterogenicidad genética, utilizando diversas técnicas como son el
ribotipado (Carpenter et al., 1991), ademas de destacarse que forman una
poblacion clonal (Wilson et al.,, 1995; Blackall et al., 1998; Christensen et al.,
1998).

Este tipo de estudios también pueden ser utiles para determinar la
existencia de determinadas subpoblaciones y su asociacion o no a determinados
procesos clinicos. De este modo es posible, por ejemplo, desarrollar vacunas
eficaces y especificas frente a ellas. Davies et al. (2003) caracterizaron aislados
de P. multocida obtenidos de cerdos que presentaban diferentes procesos
clinicos en funcion de su tipo capsular, presencia de PMT y perfil de proteinas
externas de membrana (OmpH y OmpA). Estos autores observaron que la
mayoria de los casos de neumonia en cerdos estaban asociados a los aislados
no toxigénicos, de tipo capsular A fundamentalmente, de unos pocos tipos Omp
especificos, y que eran diferentes a los aislados obtenidos de RAP, que eran
ademas generalmente de tipo capsular D y poseian la PMT. Determinaron, por
lo tanto, que unos pocos clones con caracteristicas concretas eran los
responsables de la mayoria de casos de enfermedad. Es decir, que distintas
subpoblaciones causan diferentes procesos clinicos y pueden ser diferenciados
por el perfil de Omps (Davies et al., 2003a). En Argentina se demostré que las
cepas se agrupaban segln su origen, subespecie, tipo capsular y serotipo

somatico, utilizando las técnicas de ERIC-PCR Y PFGE (Leotta et al., 2006a).

También se han encontrado asociaciones epidemiologicas entre
determinados hospedadores con el tipo capsular y ciertos factores de virulencia,
como, por ejemplo, entre el gen tbpA asociado a bovinos que presentaban
septicemia hemorragica o el gen toxA asociado el tipo capsular D y a procesos
de RAP en cerdos (Ewers et al., 2006). Incluso se ha reseiado que puedan
existir cepas que presentan especificidad respecto al hospedador, ya que se han
hallado patrones REP-PCR y AFLP Unicos en determinadas especies de aves

(Amonsin et al., 2002).

Otro aspecto a tener en cuenta es el estudio y caracterizacion de las
poblaciones aisladas en individuos aparentemente sanos para, de este modo,
poder compararlas con las halladas en los casos clinicos determinando si

existen caracteristicas diferenciales entre ambas. Desafortunadamente son
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pocos los estudios que existen a tal respecto. Muhairwa et al. (2001) estudiaron
las distintas subespecies de P. multocida presentes en aves sanas y en las
afectadas por colera aviar y resennaron que las subespecies multocida y septica
se encontraba en animales tanto sanos como enfermos, mientras que la
subespecie gallicida solo se presentaba en individuos sanos. En ganado porcino
se caracterizaron aislados obtenidos a partir de tonsilas de cerdos
aparentemente sanos en Vietnam. La determinacion del tipo capsular, biovar y
presencia de PMT, combinados con la técnica de REP demostraron que existian
poblaciones similares a las encontradas en animales enfermos, tanto en un
brote de pasterelosis aguda en cerdos en Australia y en uno de célera aviar en
aves en Vietnam (Townsend et al., 2000). En ganado porcino se caracterizaron
aislados de P. multocida obtenidos de cerdos aparentemente sanos,
determinandose que no eran ninguno del tipo capsular B ni presentaban la
PMT, ademas de ser la mayoria del biovar 3 (Jamaludin et al., 2005). Otro
trabajo indicaba que establecer la diversidad genética que presentaban las
poblaciones de P. multocida en cerdos asintomaticos y compararla con la de
animales enfermos era de gran utilidad para determinar el papel primario o

secundario de este agente (Davies et al., 2004).

La evolucion de las poblaciones a lo largo del tiempo es, también, objetivo
de los estudios epidemiolégicos. Por ejemplo, se ha observado que en ciertos
paises ha ido aumentando el porcentaje de aislados de tipo capsular D frente a
los de tipo capsular A en casos de neumonia en cerdos. Asi, un estudio indicaba
que menos del 2% de aislados de neumonia eran de tipo capsular D en 1996 y
sin embargo, eran de mas del 33% en el ano 2006 (Ross, 2006). También se han
descrito casos de cepas persistentes en el tiempo. Asi, en Dinamarca se realizo
un estudio en aves que sugeria que una cepa de P. multocida subsp. multocida
afectaba a aves salvajes independientemente de la especie, origen geografico, e
incluso del ano de aislamiento, habiendo permanecido, al menos, durante mas
de 7 anos implicada en diferentes brotes (Pedersen et al., 2003). Por otra parte,
Christensen et al. (1998) sefialaron la presencia de un mismo clon en dos brotes

consecutivos en de P. multocida subsp. multocida en aves.

Asimismo se ha observado una importante evoluciéon de las resistencias a
antimicrobianos caracterizando los perfiles y genes de resistencia. Por ejemplo,

en el estudio de Vera-Lizarazo et al. (2006) se determiné un incremento a lo
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largo del tiempo de los patrones multirresistentes en P. multocida aislada de

cerdos en Espana.

Los estudios de caracterizacion pueden ser utiles, ademas, para
determinar diferencias o semejanzas entre las poblaciones segin su origen
geografico. Gunardawana et al. (2000) encontraron una relacion entre el origen
geografico y el perfil PFGE en aislados de P. multocida de aves en Australia y
Townsend et al. (1997), combinando la técnica FAGE y el ribotipado,
constataron la asociacion entre ciertas cepas obtenidas a partir de ganado
bovino y la localizacion geografica. En Hungria, por ejemplo, se observo una
especial prevalencia de P. multocida de tipo capsular A toxigénico en
determinadas regiones (Varga et al., 2007). Sin embargo, en otros trabajos no se
ha encontrado correlaciéon entre los perfiles genéticos y los hospedadores
aviares con el area geografica de origen utilizando AFLP, RAPD y REP-PCR,
combinadas con la caracterizacion fenotipica (Huber et al., 2002; Shivachandra
et al.,, 2007). Utilizando la técnica de REA, Kim y Nagaraja (1990) pudieron
establecer similitudes y diferencias entre los hospedadores, fenotipo, ribotipo y
localizacion geografica, ademas de ser capaces de diferenciar aislados de campo

frente a los vacunales (frente a colera aviar).

En Espana, y segun nuestros datos, Unicamente existen dos estudios
sobre caracterizacion molecular de P. multocida. En ganado porcino en el afo
2002, Rubies et al. realizaron un trabajo en pulmones de cerdos obtenidos en
matadero. Los aislados se caracterizaron en funcion de la presencia/ausencia
de la PMT, determinacion de tipo capsular, perfil de plasmidos y REA.
Basicamente se clasificaron todos los aislados (n=218) como no toxigénicos, la
mayoria de tipo capsular A (98%) y se obtuvieron 17 patrones REA diferentes y
6 perfiles de plasmidos (en los 81 aislados que los poseian). Estos autores
resenaron, ademas, que en el 75% de las granjas unicamente se detectaron 2-3
patrones REA, predominando claramente un patron (Rubies et al., 2002). Por
otro lado, Vera-Lizarazo (2008) caracterizé aislados de pulmones neumonicos de
cerdos procedentes de diferentes regiones geograficas. En esta ocasion se
clasifico casi la totalidad de los aislados como tipo capsular A, presentando un
19% la PMT, ademas de distinguirse 3 biovares (2, 3 y 13) y diferentes patrones
de resistencia antimicrobiana. Respecto a la caracterizaciéon molecular se utilizo

la técnica de PFGE mediante la que se obtuvo un grado de diversidad genética
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de 0,31, encontrando, también, patrones genéticos prevalentes (Vera-Lizarazo,

2008).

Como se puede observar, son muchos los ejemplos que existen sobre la
utilidad de la caracterizacion de P. multocida, suministrando una valiosa
informacion que puede ser empleada para ampliar el conocimiento sobre este
agente y generar estrategias que permitan controlar las distintas enfermedades

producidas por las diferentes variedades de esta bacteria.

Por otro lado, siempre es importante tener en cuenta los métodos
fenotipicos y moleculares utilizados para dicha caracterizacién, asi como el
numero de aislados analizados y el del tipo de muestreo utilizado, ya que los
resultados comparados pueden resultar sesgados (Blackall et al., 2000; Bowles

et al., 2000; Rubies et al., 2002).

1.9. Patogenicidad.

P. multocida produce numerosas enfermedades en un amplio rango de
especies animales, afectando a mamiferos y aves (tanto domésticos como
salvajes) en todo el mundo, provocando en muchos casos importantes pérdidas
econémicas (Rhoades y Rimler, 1987; De Alwis, 1992; Brickell et al., 1998;
Chen et al., 2002; Davies et al.,, 2003c; Woo y Kim, 2006). Como ya se indico
anteriormente, se trata de una especie bacteriana muy heterogénea, con una
enorme variacion respecto al hospedador al que afecta, patogenicidad y

especificidad de antigenos (Carter y Chengappa, 1981).

Se considera que P. multocida tiene un papel primario en los procesos de
septicemia hemorragica en ganado bovino y bufalo (Carter y De Alwis, 1989) y
en RAP en cerdos (Chanter y Rutter, 1989). En el caso de las aves, esta bacteria
es la responsable del coélera aviar (Carter, 1984; Rimler y Glisson, 1997;
Petersen et al., 2001), aunque algunos autores sugieren que su papel es
meramente secundario (Rhoades y Rimler, 1990a; Davies et al., 2003b). En el
caso del desarrollo de afecciones respiratorias si parece claro su papel como
patogeno oportunista, provocando, por ejemplo, neumonia en cerdos (Pijoan et
al., 1984; Pijoan, 2006), en bovinos y ovinos (Gilmour, 1978; Biberstein, 1990) y
en conejos (DeLong y Manning, 1994).
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Ademas, P. multocida es la mayor causa de infecciones de etiologia
bacteriana producidas por mordedura de animales en humanos (Arons et al.,

1982; Westling et al., 2006).

A continuacion se detallan tanto los posibles factores asociados a
virulencia, como los diferentes procesos patologicos que este microorganismo

puede producir.

1.9.1. Factores de virulencia.

Son muchos los factores estudiados que pueden estar implicados en la
virulencia de P. multocida (Adler et al.,, 1999; Harper et al.,, 2006; Al-Hasani et
al., 2007). En algunos casos como, por ejemplo, el de la toxina dermonecrética
(PMT, Pasteurella multocida toxin), esta completamente demostrada su
implicacion en el desarrollo de enfermedad (RAP), mientras que en otros
muchos factores no esta clara la funciéon que éstos cumplen en el desarrollo de
las diferentes patologias que puede producir P. multocida. Se ha tratado de
elucidar la asociacion de alguno de los factores de virulencia con una poblacion
determinada de P. multocida, es decir, con un determinado tipo capsular,
biovar, serotipo, con un tipo concreto de cuadro clinico, etc. Por el momento, y
como se detallara mas adelante, solo parece demostrarse una asociacion entre
la PMT con el tipo capsular D y los procesos de RAP en el cerdo, asi como la
presencia del gen tbpA, que codifica la proteina de union a la transferrina TbpA,
y los procesos de septicemia hemorragica en ganado bovino causados por los

tipos capsulares B y E (Ewers et al., 20006).

A continuacion se describiran algunos de los factores que parecen estar
implicados en la virulencia de este microorganismo, a pesar de que en la

mayoria de los casos no se ha demostrado claramente su funcién.

1.9.1.1. Capsula

La capsula de P. multocida parece ser un factor de virulencia importante.
En términos generales en las bacterias las cepas que tienen capsula son mas
virulentas que las variantes acapsuladas (Snipes et al, 1987; Tsuji y
Matsumoto, 1989; Jacques et al., 1993), como se ha demostrado, por ejemplo,

en H. influenzae (Moxon et al., 1984; Roche y Moxon, 1995) o en Staphylococcus
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aureus (Lee et al.,, 1987a; Lee et al.,, 1987b; O'Riordan y Lee, 2004). En P.
multocida este hecho se ha evidenciado mediante diferentes estudios en los que
se ha observado que los aislados acapsulados pierden virulencia (Rosenbusch y
Merchant, 1939; Penn y Nagy, 1974; Donham, 1991). Asi, se ha demostrado
que mutantes acapsulados de los tipos capsulares A y B muestran una menor
virulencia una vez inoculados en ratones y en pollos (Boyce et al., 2000; Boyce y
Adler, 2000; Chung et al.,, 2001). Ademas, ensayos realizados con aislados de
tipo capsular D toxigénicos han demostrado que las variantes no capsuladas
son menos virulentas para ratones (Jacques et al., 1993). Sin embargo, también
se ha demostrado que cepas capsuladas pueden ser poco virulentas (Brogden et
al., 1978; Matsumoto y Strain, 1993) y que cepas sin capsula pueden presentar
una virulencia considerable (Matsumoto y Strain, 1993), indicando que existen
mas factores, ademas de la capsula, implicados en la virulencia de esta
bacteria.

Como ya se indic6é anteriormente (Apartado 1.3.), existen 5 variedades
capsulares de P. multocida (A, B, D, E y F), que se diferencian en su
composicion y, en algunos casos, en su especificidad enfermedad/hospedador.
En general, la capsula de P. multocida esta compuesta por carbohidratos y, a
pesar de que se desconoce con exactitud la composicion de la capsula de cada
uno de los distintos tipos, si se han puesto en evidencia algunas caracteristicas
diferenciales entre ellos. La capsula de tipo A esta formada en gran parte por
acido hialurénico, responsable del aspecto mucoso de las colonias (Maheswaran
y Thies, 1979; Rosner et al.,, 1992). La capsula de tipo D parece contener
heparina y la de tipo F condroitin sulfato (Pandit y Smith, 1993; Rimler, 1994;
DeAngelis y Padgett-McCue, 2000). El tipo capsular B contiene arabinosa,
manosa y galactosa, entre otros monosacaridos, pero se desconoce su
estructura (Muniandy et al., 1992; Townsend et al.,, 2001), mientras que aun se
desconoce la composicion de la capsula de tipo E.

La capsula tiene un papel importante en la resistencia de los
microorganismos a la fagocitosis (Harmon et al, 1991; Rimler et al., 1995;
Boyce y Adler, 2000). Esta actividad se ha puesto en evidencia especialmente en
el tipo capsular A, en el que se ha demostrado que inhibe la actividad fagocitica
de los neutréfilos y de los leucocitos polimorfonucleares bovinos, y que,
probablemente, sea el acido hialuronico el responsable de ello (Heddleston et
al., 1975; Maheswaran y Thies, 1979; Zhao et al.,, 1992; Chung et al., 2001).

También se ha comprobado que al eliminar la capsula de los tipos D y F se
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aumenta la fagocitosis de las bacterias por neutrofilos porcinos (Rimler et al.,
1995). Ademas, experimentos con aislados de tipo capsular A demostraron que
la resistencia al suero (concretamente a la lisis mediada por el complemento) se
relacionaba con la posesion de capsula (Snipes y Hirsh, 1986; Hansen y Hirsh,
1989; Chung et al., 2001), al igual que ocurre en otras bacterias Gram-
negativas como Escherichia coli (Hansen y Hirsh, 1989; DeAngelis y Padgett-
McCue, 2000), a pesar de que hay autores que no encuentran diferencias en
variantes con y sin capsula (Boyce y Adler, 2000).

Ademas, la capsula de P. multocida cumple otras muchas funciones. Una
de ellas es la de favorecer la supervivencia del microorganismo en el medio
ambiente y su transmision al hospedador, entre otras razones porque confiere

resistencia a la desecacion (Boyce et al., 2000).

La adherencia a la célula hospedadora parece variar en funcion del tipo
capsular y del tipo de células, aunque la informaciéon encontrada en la
literatura es contradictoria. Asi, hay autores que indican que la adherencia del
tipo A puede disminuir si se elimina la capsula (Esslinger et al., 1994;
Pruimboom et al., 1996), mientras que otros, sin embargo, destacan que se
incrementa (Glorioso et al.,, 1982), al igual que en el tipo D (Glorioso et al.,

1982; Jacques et al., 1993; Jacques et al., 1994).

En cuanto a la capacidad de induccion de wuna respuesta
inmunoprotectora que puede conferir la capsula, es un tema que contintia en
estudio (Boyce et al., 2000). Por el momento se ha demostrado que la
vacunacion de pollos con altas dosis de mutantes acapsulados estimulan la
inmunidad protectora y que cepas acapsuladas son capaces de producir

proteccion frente a cepas capsuladas (Chung et al., 2005).

1.9.1.2. Toxina dermonecroética (PMT).

Se han realizado muchos estudios sobre la PMT de P. multocida. Esto es,
sin duda, debido a que se ha demostrado que se trata del factor de virulencia
que juega un papel fundamental en el desarrollo de la RAP en el cerdo, ya que
Unicamente las cepas toxigénicas de P. multocida estan implicadas en el
desarrollo de dicha enfermedad (Rutter, 1985). Asi, se ha puesto de manifiesto
experimentalmente que la inoculaciéon intranasal con sobrenadante de cultivo

de P. multocida toxigénica libres de células da lugar a una atrofia de los
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cornetes nasales en conejos y cerdos (Rutter y Mackenzie, 1984; Dominick y

Rimler, 1986).

Ademas de en ganado porcino, se han aislado cepas toxigénicas de P.
multocida en otras especies animales como vacas, cabras, conejos, gatos,
hombres, perros, pavos, etc., tanto en individuos asintomaticos como con
diferentes patologias (de Jong, 1980; Kielstein, 1986; Nielsen et al., 1986;
Rimler y Brogden, 1986).

Esta toxina la producen, principalmente, los aislados de P. multocida de
tipo capsular D, con menor frecuencia los aislados de tipo capsular A, y en
raras ocasiones se ha evidenciado la presencia de la misma en aislados
acapsulados (Chanter et al., 1986; Rimler y Brogden, 1986; de Jong, 2006).
Algunos estudios indican un cambio en la relevancia de cepas toxigénicas de
tipo capsular A, siendo éstas cada vez mas frecuentes (Lariviere et al., 1992;
Sakano et al., 1992b; Fussing et al., 1999; Choi y Chae, 2001). Sin embargo, no
se ha demostrado una relacion entre la produccion de dicha toxina y el serotipo

(Rimler y Brogden, 1986), ni con el biovar (Jamaludin et al., 2005).

El gen que codifica la PMT fue aislado y caracterizado por Petersen y
Fodged (1989), siendo denominado toxA (Cheville y Rimler, 1989). Ha sido
secuenciado, clonado y expresado en E. coli (Chanter et al.,, 1986; Chanter et al.,
1989; Kamps et al, 1990; Lax et al., 1990; Lax y Chanter, 1990). Se ha
demostrado que su contenido en C + G es bajo comparado con el del genoma de
P. multocida lo que, entre otras razones, sugiere una transferencia horizontal del
mismo (Lax et al., 1990; Gardner et al.,, 1994; May et al., 2001). Ademas, se ha
puesto de manifiesto que se transporta por medio de un fago lisogénico

(Pullinger et al., 2004).

Se evidencié que esta toxina era de naturaleza proteica, tenia un peso
molecular de 112-160 KDa y contenia 2-8% de carbohidratos (Nakai et al.,
1984; Kamp et al., 1987). Dicha toxina es producida en la fase estacionaria de
cultivo y parece que es liberada en la lisis celular, situandose en el citoplasma

de la célula hospedadora (Nakai et al., 1985; iDali et al., 1991).

No se conocen bien los dominios funcionales y mecanismos de accién de
la PMT, aunque se han realizado algunos estudios tratando de identificarlos y
caracterizarlos (Petersen, 1990; Pullinger et al.,, 2001; Busch et al., 2001; Lax y

Grigoriadis, 2001). Asi, por ejemplo, se ha podido demostrar que existe una
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cisteina en el residuo C-terminal que es fundamental para la actividad
toxigénica, ya que si ésta muta se pierde la toxicidad (Abdullahi et al., 1989;

Ward et al., 1998b; Busch et al., 2001).

Los efectos que produce la PMT si son sobradamente conocidos. Asi, se
ha demostrado que es un potente mitéogeno para diferentes tipos celulares,
incluidos fibroblastos y osteoblastos (Abdullahi et al., 1989; Rozengurt et al,
1990; Dudet et al., 1996; Mullan y Lax, 1996; Ward et al.,, 1998b; Busch et al.,
2001), que estimula la resorcion del hueso, activando a los osteoblastos y que,
finalmente, produce su rotura por los osteoclastos (Kimman et al., 1987; Felix et
al., 1992; Sterner-Kock et al., 1995; Mullan y Lax, 1996; Gwaltney et al., 1997).
Por lo tanto, en los procesos de RAP es el factor responsable de la pérdida de
hueso en los cornetes nasales, y del acortamiento y ladeado de la jeta (Switzer y
Farrington, 1975; Rutter y Mackenzie, 1984; Chanter et al., 1986). Cuando se
reproducen de forma experimental infecciones con y sin cepas toxigénicas la
importancia de esta toxina para el desarrollo de esta patologia se manifiesta

claramente (Elling y Pedersen, 1985; Rutter, 1985).

Considerando otros aspectos importantes, PMT es muy toxica para todo
tipo de animales, letal para ratéon, rata, cobaya, pavo y cerdo, y causante de
lesiones dermonecroticas en piel de raton y cobaya cuando se realiza su
inoculacion por via intradérmica (Nakai et al., 1984; Lax y Grigoriadis, 2001).

Por otro lado, se ha demostrado que dicha toxina es un inmunoégeno
efectivo, realizando inoculaciones experimentales en ratones (Petersen et al.,
1991). Ademas, la PMT genéticamente modificada, produce proteccion en cerdos
(Petersen et al., 1991; To et al., 2005), siendo el toxoide generalmente incluido
en las vacunas frente a la RAP en produccién porcina, demostrando ser
efectivas en el control de esta enfermedad.

Respecto a la prevalencia de cepas toxigénicas ésta varia mucho
dependiendo del tipo capsular de P. multocida, de la especie hospedadora, el
sistema productivo, el estado vacunal, la localizacién geografica, etc. (Kielstein,
1986; Nielsen et al., 1986; Iwamatsu y Sawada, 1988; Rhoades y Rimler, 1990c;
Fussing et al., 1999). Asi, por ejemplo, en Australia su prevalencia es muy baja
(2%) (Gardner et al., 1989), mientras que en otros paises como Canada, la
frecuencia de aislados toxigénicos puede variar en cada granja, oscilando desde
un 18% a un 100% (Lariviere et al.,, 1992). En Espana la prevalencia de estas

cepas suele ser muy baja debido, probablemente, al control de la RAP mediante
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vacunaciones y eutanasia, aunque de vez en cuando aparecen brotes agudos
que deben ser notificados, ya que es una enfermedad de declaracion obligatoria

(OIE, 2007).

1.9.1.3. Proteinas de exterior de membrana.

Las proteinas de exterior de membrana (OMPs, Outer Membran Proteins)
estan presentes en muchas bacterias Gram negativas, desarrollando una
funcion primordial en las interacciones patégeno-hospedador (Hancock et al.,
1990; Zhang et al., 1998; Lin et al.,, 2002). Muchas de ellas poseen actividad
porina, formando canales transmembrana, controlando el paso dentro de la
bacteria de pequenas moléculas hidrofilicas, y sirviendo también de receptores
para bacteriofagos y bacteriocinas (Jap y Walian, 1990; Jap y Walian, 1996;
Klebba y Newton, 1998). Las porinas son muy inmunogénicas, exponen sus
epitopos en la superficie celular y, generalmente, estan conservadas en las
especies y familias bacterianas (Jeanteur et al., 1991; Roy et al., 1994). Ademas,
estan implicadas en la adhesion inespecifica, inmunomodulacién, secrecion de
citoquinas, cambios en el citoesqueleto y en la quimiotaxis de neutrofilos (Lubke
et al., 1994; Ruffolo y Adler, 1996; Galdiero et al., 1998; Iovane et al., 1998; Luo
et al., 1999; Ewers et al., 2004).

No se conoce bien el papel que desarrollan las OMPs de P. multocida en la
patogenicidad. Probablemente esté asociado con la virulencia, interactuando
con el sistema inmune del hospedador (Rimler y Rhoades, 1989b; Hunt et al.,

2000; Boyce et al., 2000).

Existen indicios que sugieren que la expresion de muchas de estas
proteinas se produce Unicamente in vivo (Ikeda y Hirsh, 1988; Choi et al., 1989)
y que ésta esta influenciada por la presencia de hierro (Snipes et al., 1988b;

Zhao et al., 1995; Bosch et al., 2004).

Actualmente la caracterizacion de estas proteinas se considera muy util
en investigaciones epidemiologicas. Se han identificado y caracterizado
diferentes Omps de P. multocida de distintos tipos capsulares y serotipos, como,
por ejemplo, en los tipos capsulares A, D, By E (Johnson et al., 1991; Ireland et
al., 1991; Vasfi et al., 1996; Vasfi et al., 1997).

Algunas de las OMPs mas estudiadas son:
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-OmpH, proteina principal porina de 37,5 kDa (Lugtenberg et al., 1984; Vasfi et
al., 1996; Luo et al., 1997; Vasfi y Mittal, 1997; Luo et al., 1999). La proteina
OmpH se ha purificado y caracterizado, evidenciando ser muy parecida a las
porinas de otras bacterias Gram negativas (Lugtenberg et al., 1986; Chevalier et
al., 1993). El gen que codifica esta proteina se denomin6é ompH, y fue clonado y
secuenciado por Luo et al. (1997). Se ha demostrado que la proteina OmpH esta

muy conservada en los distintos serotipos de P. multocida (Luo et al., 1999).

-Oma87, esta proteina de 87kDa fue expresada en E. coli y secuenciada en
1996 (Ruffolo y Adler, 1996). Esta localizada en la superficie celular, se expresa
in vivo y esta presente en todos los serotipos de P. multocida (Ruffolo y Adler,
1996). Es homoéloga a la proteina D15, antigeno protector de superficie de H.
influenzae (Lugtenberg et al., 1986; Ruffolo y Adler, 1996; Loosmore et al.,
1997).

-Psl (P6), es una porina de exterior de membrana de 16-kD muy similar a la
proteina P6 de H. influenzae (Kasten et al.,, 1995). El gen que la codifica fue
clonado y caracterizado por Kasten et al. (1997) y se le denominé psl La
proteina Psl esta conservada y esta presente en todos los serotipos de P.
multocida (Kasten et al., 1995). Se sabe que la proteina P6 de H. influenzae
produce una respuesta inmunitaria en modelos animales de diferentes
enfermedades (meningitis, otitis media) de humanos (Munson, Jr. y Granoff,

1985; Green et al., 1993).

1.9.1.4. Factores relacionados con la adquisicion de hierro.

Normalmente el hierro no esta disponible en su forma libre en el
hospedador, ya que al poseer toxicidad inherente suele estar unido a diferentes
proteinas (lactoferrina, transferrina, compuestos hemo, etc.). Por otra parte, el
hierro es un factor esencial para el crecimiento de P. multocida, por lo que este
microorganismo debe contar con mecanismos eficaces para capturar y utilizar
este elemento mediante diferentes estrategias, al igual que hacen otras
bacterias patogenas que secuestran el hierro. La secuenciacion del genoma
completo de un aislado de P. multocida ha demostrado que una gran parte del
genoma (mas del 2,5%) codificaba para, al menos, 53 proteinas que
presentaban similaridad con proteinas implicadas en la adquisicién y absorcion

de hierro (May et al., 2001). Se ha demostrado que bajo restriccion de hierro
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libre, P. multocida es capaz de sintetizar componentes para adquirir este
elemento de una manera eficiente (Flossmann et al.,, 1985). Uno de ellos es un
sideroforo, molécula de bajo peso molecular, quelante de hierro denominada
“multocidina” (Flossmann et al, 1985; Hu et al., 1986). Otro método de
captacion de hierro es el realizado a través de las proteinas de exterior de
membrana, que se unen a glicoproteinas, como la transferrina o la lactoferrina,
logrando de esta manera internalizar el hierro (Cox et al., 2003). Ademas,
existen ciertas proteinas bacterianas que se unen a la hemoglobina y a
complejos de la misma, utilizando el grupo hemo como fuente de hierro (Cox et
al.,, 2003). Los tipos capsulares B y E de P. multocida que afectan a ganado
bovino son capaces de unirse a la transferrina y a la hemoglobina (Veken et al.,
1994), pero los de tipo A (aviares) Unicamente a hemoglobina (Ogunnariwo et
al., 1991; Cox et al., 2003). El grupo hemo y la hemoglobina son, por lo tanto, la
mayor fuente de hierro para la multiplicacion de P. multocida in vivo (Cox et al.,
2003).

La captacion y el transporte del hierro estan mediados por el sistema
TonB, en el que se requiere los productos que codifican los genes exbB, exbD y
tonB, que aporta energia para la translocacion del hierro a través de la
membrana (Braun, 1995; Wandersman y Stojiljkovic, 2000; Bosch et al,
2002a). Al unirse moléculas que contienen hierro se produce un cambio
conformacional en receptores externos de membrana permitiendo la
internalizacion de las mismas (Ratledge y Dover, 2000). Los genes exbB, exbD 'y
tonB contribuyen a la infeccion por P. multocida, transcribiéndose cada uno de
forma independiente, estando su expresion regulada a través de los niveles de
hierro (Braun, 1995; Bosch et al., 2002a). Se han determinado diferencias en la
adquisicion de hierro dependiendo del serotipo (Fuller et al., 2000) e incluso
diferencias dentro del mismo serotipo (Veken et al., 1994; Veken et al., 1996).
Por otro lado, se ha demostrado que en P. multocida los mutantes en los genes
del sistema TonB son menos virulentos (Bosch et al., 2002a), al igual que ocurre

en otras especies bacterianas (Jarosik et al., 1994; Pradel et al., 2000).

Las proteinas de uniéon a la hemoglobina son las denominadas HgbA y
HgbB, codificadas por los genes hgbA y hgbB, respectivamente, y cuya
expresion esta regulada por el hierro (Bosch et al.,, 2002b). Ninguna de ellas
juega, aparentemente, papel alguno en la virulencia, pero si en la supervivencia

y en el crecimiento de P. multocida (Bosch et al., 2002b; Cox et al., 2003). La
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proteina HgbA esta ampliamente distribuida en aislados de diversas especies
animales, y esta presente en todos los serotipos (Bosch et al., 2002b), por lo que
también se ha sugerido su determinacion como método de diagnodstico para la
deteccion de este microorganismo. La proteina HgbB es una proteina de
membrana externa dependiente del sistema TonB, homoéloga a una proteina de
H. influenzae que presenta actividad de uniéon a hemoglobina y al complejo
hemoglobina-haptoglobina (Jin et al.,, 1996; Ren et al., 1998; Jin et al., 1999;
Morton et al., 1999; May et al., 2001; Cox et al.,, 2003). Dicha proteina fue
clonada y caracterizada en P. multocida de tipo capsular A de origen aviar (Cox
et al.,, 2003). Se ha observado que el gen hgbB esta conservado en muchas

cepas aviares y bovinas (Cox et al., 2003).

En cuanto a la existencia de proteinas de unién a la transferrina en
esta especie bacteriana so6lo se ha descrito hasta ahora una, denominda TbpA,
cuando normalmente son dos (Tbpl y Tbp2) en los miembros de las familias
Pasteurellaceae y Neisseriaceae. Ademas no posee una gran homologia con
ninguna de ellas (Gray-Owen y Schryvers, 1996; Ogunnariwo y Schryvers,
2001). Se trata de una proteina transmembrana, homologa a proteinas
receptoras de sideréforos que median el transporte de hierro a través de la
membrana externa, dependiente de la energia que proporciona el sistema TonB
(Gray-Owen et al., 1995; Ogunnariwo y Schryvers, 2001). La proteina TbpA no
esta presente en todas las cepas de P. multocida, s6lo se ha detectado en
algunos aislados de muestras clinicas de bovinos, bufalos, ovinos y caprinos
(Ewers et al., 2006). Se ha especulado que el gen tbpA pueda ser un factor de
virulencia importante en procesos respiratorios de ovinos y bovinos
(Ogunnariwo y Schryvers, 2001) y en especial en la patogénesis de la septicemia

hemorragica (Ewers et al., 2006).

1.9.1.5. Adhesinas.

La colonizacion de los tejidos del hospedador por las bacterias Gram
negativas es facilitada por varios tipos de adhesinas, una de las cuales es la
fimbria tipo 4 (pili), de naturaleza proteica (Heckels, 1989; Strom y Lory, 1993).
Las fimbrias son apéndices largos y filamentosos clasicamente asociadas a la
patogenicidad y a la colonizacién de superficies epiteliales del hospedador
(Heckels, 1989; Virji et al., 1992; Virji et al., 1993; Tennent y Mattick, 1994). La

expresion de este tipo de fimbrias se ve incrementada en condiciones de

33



INTRODUCCION

microaerofilia, lo que podria significar que facilitaria el acoplamiento a
superficies mucosas del hospedador in vivo (Ruffolo et al.,, 1997). En P.
multocida la fimbria tipo 4, codificada por el gen ptfA (Doughty et al., 2000), es
un factor importante en la adhesiéon a células del epitelio del tracto respiratorio
superior (Glorioso et al., 1982). En un principio su presencia fue demostrada
Unicamente en algunas cepas aisladas de cerdos con RAP (Isaacson y Trigo,
1995). Mas tarde, PtfA fue identificada, purificada y caracterizada por Ruffolo et
al. (1997) en diferentes tipos capsulares (A, B y D). Asimismo se ha demostrado
su presencia en variantes capsuladas y acapsuladas (Rebers et al.,, 1988;

Isaacson y Trigo, 1995).

Otro tipo de adhesina es la hemaglutinina filamentosa PfhA, codificada
por el gen pfhA. Posee una estructura similar a la hemaglutinina de Bordetella
pertussis, que desarrolla una funcion importante en la colonizacion del tracto
respiratorio, favoreciendo la adhesion a su epitelio (Kimura et al., 1990; Mooi et
al., 1992), hecho que también se ha sugerido en el caso de P. multocida (Tatum
y Briggs, 2005). Mutaciones del gen pfhA en P. multocida ocasionan una
disminucion significativa en la virulencia (Fuller et al., 2000). Se ha indicado
que pfhA podria conferir resistencia al suero al ser similar a la proteina P76 de
Haemophilus somnus, en el que ha sido demostrado dicho efecto (Cole et al.,
1993), aunque no todos los autores estan de acuerdo (Tatum y Briggs, 2005).
Ewers et al. (2006) demostraron que el gen pfhA estaba presente en el 100% de
los aislados de tipo capsular B y E, aproximadamente en la mitad de los
aislados de tipo capsular A y F, y en raras ocasiones en el tipo capsular D
(4,8%). Ademas, estos autores destacaron una asociaciéon significativa entre el

cuadro clinico (septicemia hemorragica) y la posesion de este gen en bovidos.

1.9.1.6. Neuraminidasas.

Los genes nanH y nanB codifican para dos sialidasas (NanH y NanB,
respectivamente), cuya funcién es liberar el acido sialico de diferentes
compuestos del hospedador como, por ejemplo, glicoproteinas y glicolipidos
para, de este modo, utilizarlos como fuente de carbono (Mizan et al., 2000;
Harper et al., 2006). Ademas participan en la virulencia ya que descubren
receptores de las células de las membranas mucosas del hospedador y/o
reducen las defensas del mismo (Corfield, 1992; Sanchez et al., 2004; Harper et

al., 2000). La presencia de ambas sialidasas puede aumentar la capacidad
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infectiva de P. multocida, ya que tienen diferencias en especificidad hacia el
sustrato y distinto rango de pH, lo que les permite adherirse e invadir diferentes
hospedadores (que poseen distintos tipos de mucosa) y tejidos con gran eficacia
(Mizan et al., 2000). La mayoria de los aislados de P. multocida producen ambas
sialidasas, estando conservadas y ampliamente distribuidas en todos los
serotipos (Scharmann et al.,, 1970; Drzeniek et al., 1972; White et al.,, 1995;
Mizan et al., 2000; Sanchez et al., 2004). Se ha evidenciado su presencia en los
tipos capsulares A, B, D y E (Schimmel y Sachse, 1993). En otros organismos
las neuraminidasas se han asociado a la virulencia (Drzeniek et al., 1972), pero
esta funcion no esta clara en P. multocida (Muller y Krasemann, 1974; Rimler y

Glisson, 1997; Mizan et al., 2000).

1.9.1.7. Superoxidodismutasas.

Los genes sodA y sodC codifican para dos proteinas superoxido-
dismutasas de exterior de membrana, SodA y SodC, respectivamente. Existen
indicios de que éstas juegan un papel en la interaccion de la bacteria con el
hospedador, protegiéndola de los radicales libres de oxigeno y contribuyendo,
por lo tanto, al desarrollo de enfermedad (Kroll et al.,, 1995). Las secuencias del
gen sodA presentan una mayor divergencia que los genes del ARNr 16S
correspondientes entre especies, por lo que su utilizacion como diana puede ser
un buen método de diagnostico para diferenciar especies relacionadas (Gautier
et al., 2005).

1.9.1.8. Otros factores.

Otros factores asociados a la virulencia son: hialuronidasas, presentes en
aislados de tipo capsular B de septicemia hemorragica en ganado bovino (Carter
y Chengappa, 1980); plasmidos, algunos de los cuales estan relacionados con la
resistencia a antimicrobianos (Hirsh et al.,, 1985; Cote et al.,, 1991; Rosenau et
al.,, 1991; Chaslus-Dancla et al., 1995) y lipopolisacaridos, implicados en la

inflamacion y posterior shock endotoxico (Ferri et al., 2002).
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1.9.2. Patologias en diferentes especies animales.

1.9.2.1. Aves.

En aves P. multocida produce célera aviar, enfermedad muy frecuente,
que afecta a aves salvajes y domésticas y que tiene una importancia econémica
mundial (Rimler y Glisson, 1997; Christensen y Bisgaard, 2000). Esta
enfermedad ha sido reconocida y asociada a las aves desde hace mas de 200
anos (Samuel et al., 2006). Desde entonces se han resenado brotes en una gran
variedad de especies aviares y en distintos lugares del mundo (Gray, 1913;
Friend, 1999; OIE, 2004; Samuel et al., 2006). Se trata de la enfermedad
infecciosa mas importante en aves acuaticas en Norte América (Friend, 1999),
causando la muerte de miles de animales cuando se producen brotes
importantes (Price y Brand, 1984; Friend, 1999; Samuel et al, 2006). En
Espana esta enfermedad no supone un problema grave, ya que ha sido
desplazada por la implantacion de medidas higiénico-sanitarias y terapéuticas,
aunque de vez en cuando aparezcan brotes agudos (Perea, 2005).

El célera aviar es causado por diferentes tipos capsulares y somaticos de
P. multocida (Rhoades y Rimler, 1990b), aunque en la mayoria de los casos
agudos de enfermedad estan implicados aislados de tipo capsular A y serotipo 1
(Wilson et al.,, 1993; Rimler y Glisson, 1997; Shivachandra et al., 2005).
Tampoco es inusual hallar aislados de tipo capsular F y, en ocasiones, de tipo
capsular D (en algunos casos toxigénicos), tipo capsular B y aislados no tipables
(Carter, 1967; Rhoades y Rimler, 1987; Rhoades et al., 1992; Wilson et al.,
1993; Davies et al., 2003b; Shivachandra et al, 2005). Ademas, también es
frecuente aislar los serotipos 3, 4 y 3,4 (Ireland et al., 1989; Blackall et al.,
1998; Gunawardana et al.,, 2000). Respecto a los biovares en los que se han
clasificado los aislados aviares de P. multocida, linicamente se han realizado
estudios en Australia, siendo el biovar 3 el mas frecuente y estando implicados
muchos otros con menor frecuencia (1, 2, 5, 8, etc.), lo que determina una
elevada diversidad (Fegan et al., 1995; Blackall et al., 1998).

La subespecie multocida es la mas prevalente de las tres subespecies
descritas en los aislados de aves, mientras que las subespecies septica y
gallicida se aislan con mucha menor frecuencia (Snipes et al., 1990; Fegan et

al., 1995; Blackall et al., 1995).
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La mayoria de autores destacan una elevada heterogenicidad genética en
los aislados obtenidos de aves (Blackall et al., 1998; Petersen et al., 2001;
Muhairwa et al., 2001b; Amonsin et al., 2002; Davies et al., 2004; Shivachandra
et al., 2007), aunque se ha especulado que, en ocasiones, s6lo unos pocos
clones son los causantes de la mayoria de los casos de enfermedad (Pedersen et
al., 2003; Davies et al., 2003b; Davies et al., 2004), e incluso que hay ciertos
clones que presentan especificidad hacia una especie hospedadora (Amonsin et
al., 2002).

La epidemiologia de la enfermedad es bastante compleja, dependiendo la
gravedad de la misma de numerosos factores como la especie de ave
hospedadora, su edad y linea genética, estado sanitario (estrés, otras
enfermedades concomitantes, inmunosupresion), factores de manejo (densidad
animal, cambios bruscos de temperatura, etc.), ademas de la cepa bacteriana y
factores ambientales (Christensen y Bisgaard, 1997; Muhairwa et al., 2000;
Pedersen et al., 2003).

Se presenta generalmente como una enfermedad hiperaguda que cursa
con bacteriemia generalizada, de alta morbilidad y mortalidad, pero, también,
con forma crénica y sintomas clinicos y lesiones relacionadas con infecciones
localizadas (OIE, 2004). Al parecer, las aves portadoras (domésticas y salvajes)
juegan un papel fundamental en la transmisién y en el mantenimiento de esta
enfermedad, habiéndose demostrado que P. multocida se encuentra en la
mucosa de faringe, traquea y cloaca de animales asintomaticos (Curtis y
Ollerhead, 1981; Samuel et al., 1997; Muhairwa et al., 2000; Glisson et al.,
2003). Ademas, parece ser que las aves migratorias pueden extender la
enfermedad, transmitiendo la bacteria a las aves domésticas (Christensen et al.,
1998). Se pueden afectar todas las especies de aves, aunque los pavos son
especialmente susceptibles (Rhoades y Rimler, 1990b; Matsumoto et al., 1991).

La forma de transmision mas frecuente es mediante el contacto directo
ave-ave, aunque el agente puede distribuirse, ademas, por medio de jaulas,
sacos de comida, zapatos y equipo, por ejemplo (Rhoades y Rimler, 1993). Esta
enfermedad parece que no se transmite, sin embargo, a través del huevo (Boyce
et al., 2004). El canibalismo es también, una importante via de transmision, ya
que esta bacteria puede estar presente en muchos tejidos de las aves muertas
(Friend, 1999; Samuel et al., 2006). Cuando se presenta un brote, el
medioambiente, especialmente el agua, actiia como fuente de contaminacion,

sobre todo en poblaciones densas (Wobeser, 1992; Chaslus-Dancla et al., 1996;
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Botzler, 2002). Ademas, en condiciones favorables, P. multocida sobrevive
durante largos periodos de tiempo en sedimentos, especialmente pantanosos

(Price y Brand, 1984; Backstrand y Botzler, 1986; Botzler, 1991).

1.9.2.2. Ganado bovino.

La septicemia hemorragica producida por P. multocida es una
enfermedad grave que afecta principalmente al ganado bovino y al bufalo (Bain
et al., 1982). Se trata de un proceso endémico en muchos lugares de Asia,
siendo considerada como una de las patologias economicamente mas
importantes en la producciéon animal en el sudeste asiatico (Townsend et al,
1997a). También esta presente en muchas regiones de Africa (Carter y De Alwis,
1989). En Europa se han descrito algunos brotes pero, excepto en Italia, no hay
notificacion oficial que lo confirme (OIE, 2005). En Espana no hay datos sobre
la existencia de esta enfermedad.

La septicemia hemorragica fue descrita por primera vez por Bollinger en
1878. En esta enfermedad estan implicados Ginicamente los tipos capsulares B
y E, serotipo 2 en ambos casos, de P. multocida subsp. multocida, aunque, en
ocasiones, han sido asociados otros serotipos (Carter y De Alwis, 1989; Rhoades
y Rimler, 1992; Rimler y Wilson, 1994; Rimler, 1996). Se han aislado cepas de
tipo capsular B en Asia, Africa, Europa y, en raras ocasiones, en Norteamérica,
mientras que el tipo capsular E se encuentra, inicamente, implicado en brotes
en Africa central (Rimler, 1978). En Egipto se han podido encontrar ambos
serotipos (Shigidi y Mustafa, 1979). En general, se ha destacado la existencia de
una marcada homogeneidad genética en los aislados de casos de septicemia
hemorragica (Chaslus-Dancla et al., 1996; Townsend et al., 1997a; Townsend et
al., 1997b; Dabo et al., 1999; Davies et al., 2004).

Se han encontrado diferencias en la susceptibilidad entre distintas
especies animales, siendo los bufalos los mas susceptibles (De Alwis y
Vipulasiri, 1980; De Alwis et al., 1990; De Alwis, 1992). En otras especies
animales, como el cerdo, se han descrito ocasionalmente brotes en diferentes
paises (Bain, 1963; Murty y Kaushik, 1965; Bain et al., 1982; Verma y Saxena,
1987; OIE, 2005). Ademas existen menciones de esta enfermedad en cabras (De
Alwis, 1992), elefantes (De Alwis y Thambithurai, 1965; De Alwis, 1982;
Wickremasuriya y Kenderagama, 1982), bisontes (Carter, 1982), caballos y
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burros (Pavri y Apte, 1967) mientras que los perros, pollos y patos parecen ser
resistentes (Bain et al., 1982).

En esta enfermedad P. multocida actia como patégeno primario (De
Alwis, 1992), produciendo bacteriemia aguda (Roberts, 1947; Bain, 1963). Se
considera que la principal via de transmision es el contacto directo entre
animales (OIE, 2005). En regiones endémicas los animales portadores suelen
ser la fuente de infeccion al ser introducidos en un rebano libre de esta
enfermedad (Mohan et al.,, 1968; Wijewanta y Karunaratne, 1968; Carter y De
Alwis, 1989; De Alwis et al., 1990). Las condiciones de elevada temperatura y
humedad que se producen durante los monzones en Asia son Optimas para la
supervivencia de este microorganismo, siendo por ello frecuentes los brotes en

estas épocas (De Alwis, 1992).

1.9.2.3. Conejos.

P. multocida afecta también a los conejos, produciendo abcesos y mastitis
(Rideau et al., 1992), y representando el patéogeno respiratorio mas importante
en aquellos animales empleados en laboratorio (Manning, 1982). La pasterelosis
que se produce en estos animales es muy contagiosa, afectando principalmente,
al tracto respiratorio superior, pudiendo causar la muerte del animal (DeLong y
Manning, 1994). En la mayoria de las ocasiones se aislan cepas de tipo capsular
A o D (DeLong y Manning, 1994) y, a veces, de tipo capsular F (Jaglic et al.,
2008).

1.9.2.4. Humanos.

La pasterelosis es considerada como una enfermedad zoondtica, aunque
generalmente las consecuencias no son graves para el hombre (Weber et al.,
1984; Felix et al.,, 2003; O'Neill et al.,, 2005; laria y Cascio, 2007). No se ha
demostrado que la infeccion pueda transmitirse de un humano a otro, ni que el
agua y/o alimentos puedan ser fuentes de infeccion (Weber et al., 1984). Lo mas
frecuente es que las infecciones se produzcan a consecuencia de mordiscos y/o
aranazos de perros y, sobre todo, de gatos, pero también de otros animales
como ratas, leones, panteras, conejos, etc. (Hubbert y Rosen, 1970; Weber et
al., 1984). También se ha descrito la infeccion mediante el mero lamido de

mascotas en piel danada o aparentemente intacta (Raffi et al.,, 1987; Rollof et
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al., 1992), inhalacion del agente o, incluso, sin contacto aparente con animales
(Johnson y Rumans, 1977; Weber et al., 1984; Kumar et al., 1990). Estos
procesos son causados por las subespecies multocida y septica, ya que son las
que se encuentran con mayor frecuencia en mucosas de perros y gatos (Hirsh et
al., 1990; Ganiere et al., 1993; Mohan et al.,, 1997; Muhairwa et al., 2001b). Se
ha estimado que el 66% de los perros y el 90% de los gatos son portadores de
este microorganismo, por lo que no es de extranar que tras un
mordisco/aranazo de estos animales se produzca la infecciéon de la herida y,
normalmente, la formacion de abcesos que se pueden llegar a complicar, dando
lugar a tenosinovitis, artritis, osteomielitis, celulitis, etc. (Weber et al., 1984). En
pacientes inmunodeprimidos, P. multocida actia como patégeno oportunista y
puede llegar a producir infecciones graves. En pacientes con alteraciones
respiratorias, el microorganismo coloniza el pulmoén, pudiendo producir
neumonia, empiema y abcesos pulmonares (Weber et al., 1984). En ultimo caso
se pueden producir septicemias graves, normalmente en pacientes que
presentan disfuncion hepatica y, en general, inmunodeprimidos (recién nacidos,
ancianos, enfermos de SIDA...), dando lugar, entre otros procesos, a peritonitis,
endocarditis, abcesos en cerebro y meningitis (Weber et al., 1984).

Por otra parte, se ha sugerido que la colonizacion y/o infeccion del tracto
respiratorio en el hombre por P. multocida pueda ser debida a la exposicion al
ganado porcino (Avril et al.,, 1990; Donnio et al., 1991; Donnio et al.,, 1999),
siendo habitual encontrar portadores de P. multocida entre personas en
contacto con cerdos con y sin PMT (Avril et al., 1990). Por lo tanto, las personas
en contacto con estos animales (operarios, veterinarios, ganaderos, etc.) y,
especialmente, las que tienen alguna enfermedad pulmonar o inmunosupresion
de algun tipo, son las mas susceptibles a padecer algiin tipo de pasterelosis.
Ademas, los aislados toxigénicos rara vez son aislados de las complicaciones de

mordiscos y aranazos (Donnio et al., 1991; Holst et al., 1992).

1.9.2.5. Ganado porcino.

P. multocida afecta al sector ganadero porcino de cria intensiva industrial,
estando ampliamente distribuida por todo el mundo y siendo responsable de
significativas pérdidas econémicas (Blackall et al., 2000; Pijoan, 2006; Fuentes,

20009).
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Este microorganismo esta implicado como agente etiologico en dos
importantes patologias porcinas, la RAP y los procesos neumonicos,
produciendo ocasionalmente cuadros clinicos sistémicos (Chanter y Rutter,
1989; Zhao et al., 1992; Townsend et al., 1998b; Rubies et al.,, 2002; Pijoan,
2006).

1.9.2.5.1. Procesos neumonicos.

Las enfermedades respiratorias son los problemas sanitarios mas
comunmente observados en cualquier parte del mundo donde se explote el
cerdo, especialmente en las areas de finalizacion en los sistemas de produccion
intensivos (Bochev, 2007; Ramis et al., 2009; Fuentes, 2009). P. multocida
parece cumplir un papel destacado en el desarrollo de neumonias, a pesar de
que la mayoria de autores indica que acttia de manera oportunista (Pijoan et al.,
1983; Pijoan et al, 1984; Zhao et al., 1992; Pijoan, 2006; Ross, 2006). La
pasterelosis neumonica es, de hecho, una de las enfermedades mas comunes y
que generan mas pérdidas econdmicas en la cria intensiva del ganado porcino
(Pijoan, 2006). Estas pérdidas economicas vendrian ocasionadas por una
elevada mortalidad, deficiente ganancia de peso, mala conversion alimenticia,
aumento en el niumero de dias en los que los cerdos llegan a matadero, excesivo
gasto en medicamentos y alto nimero de decomisos en matadero (Fuentes,
2009).

o Epidemiologia

La epidemiologia de P. multocida aun no esta totalmente definida. Este
organismo esta presente en practicamente todas las piaras, pudiendo ser
aislado de las fosas nasales y de las tonsilas de individuos sanos (Townsend et
al., 2000; Palzer et al.,, 2008). Ademas, dicha bacteria se aisla frecuentemente
de pulmones neumoénicos (Morrison et al., 1985; Pijoan y Fuentes, 1987; Hoie et
al.,, 1991) y de sanos (Hoie et al., 1991). Debido a que pueden existir diferencias
entre las cepas de Pasteurella se considera necesario realizar una
caracterizacion de las mismas, para, de este modo, discriminar las cepas
individualmente y asi poder dilucidar si existen diferencias entre las mismas y
en su virulencia (Rubies et al., 2002).

Pese a que la ruta mas probable de infeccion es la via directa oronasal

(Baekbo y Nielsen, 1988; Zhao et al., 1993; Pijoan, 2006), también se ha
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descrito la transmision de P. multocida mediante aerosoles, aunque su
importancia parece ser relativa (Thomson et al., 1992). Ademas, la transmision
también puede producirse de forma vertical (Pijoan, 2006). Las fuentes externas
del organismo incluyen ratones y roedores (Rosen, 1975). Los pollos también
han sido descritos como posibles reservorios, aunque, actualmente, el contacto
entre ambas especies animales no es muy probable debido a los modernos
sistemas de produccion, al menos en los paises desarrollados (Rosen, 1975;

Pijoan, 20006).

P. multocida raramente se aisla en pureza de pulmones que presentan
neumonia, siendo frecuente el que se combine con otros agentes bacterianos
y/o viricos formando parte del denominado complejo respiratorio porcino (CRP)
(Gois et al.,, 1975; Morrison et al., 1985; Straw, 1986; Halbur, 1996; Marco,
2009). Este complejo es el resultado no so6lo de la accion de una variedad de
agentes infecciosos, sino que incluye también otros factores, como son el medio
ambiente, manejo, factores genéticos, etc. (Thacker, 1997; Bochev, 2007; Marco,
2009). Por ejemplo, la elevada densidad de poblacion porcina en un ambiente
cerrado facilita la transmision aérea de patdogenos entre distintas naves de las
granjas (Donham, 1991) y dentro de las mismas (Flori et al., 1995). Ademas, los
cerdos en las granjas de cria intensiva generalmente son reagrupados y
mezclados, sufriendo altos niveles de estrés y, por ello, desarrollando un estado
de inmunosupresion temporal, lo que facilita también la adquisicién y
propagacion de enfermedades (Serenson et al., 2006; Fuentes, 2009). Las
condiciones inadecuadas de higiene, manejo y ambientales pueden afectar en
gran medida al estado sanitario de los animales, hecho que también predispone
a los cerdos al desarrollo de problemas respiratorios (Thacker y
Thanawongnuwech, 2002; Bochev, 2007). A pesar de ser considerado un
patogeno secundario, P. multocida es uno de los agentes implicados en el CRP
que se aisla con mas frecuencia, siendo en muchas ocasiones la bacteria

mayoritaria (Buttenschon y Rosendal, 1990; Von Altrock A., 1998).

En la mayoria de los casos se ven implicadas cepas de tipo capsular A
(Pijoan et al., 1984; Buttenschon y Rosendal, 1990; Vena et al.,, 1991; Choi et
al., 2001), lo que podria explicarse debido a que la capsula de acido hialurénico
presente en los aislados de este tipo dificulta la fagocitosis por macroéfagos
alveolares (Maheswaran y Thies, 1979; Pijoan y Trigo, 1990; Zhao et al., 1992).

Ademas existen estudios, realizados mediante técnicas de adherencia in vitro,
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que senalan una mayor afinidad del tipo capsular A por células pulmonares
porcinas que el tipo capsular D (Vena et al., 1991). A pesar de ello, no es
infrecuente encontrar cepas de tipo capsular D implicadas en este tipo de
procesos (Schimmel y Erler, 1991), existiendo indicios de que dicho tipo
capsular puede colonizar el tracto respiratorio superior, pero no puede
sobrevivir en pulmoén y causar dano en este 6érgano (Pijoan y Trigo, 1990). Asi, a
pesar de que, de manera general, exista una mayor proporciéon de aislados de
tipo capsular A frente a los de tipo capsular D, obtenidos de casos de neumonia,
existen variaciones segun el pais y el estudio. Por ejemplo, en Dinamarca todos
los aislados de pulmones neumonicos fueron clasificados dentro del tipo
capsular A (Fussing et al., 1999); en Brasil el 92% de las cepas de pulmén
fueron asignadas al tipo capsular A y el resto al tipo capsular D (Moreno et al.,
2003); en Corea el 87% de los aislados de neumonia en cerdos se clasificaron en
el tipo capsular A, 4% en el tipo capsular D y el resto fueron no tipables (Choi et
al.,, 2001); en USA Zhao et al. (1992) destacaron que el 97,2% de los aislados
neumonicos eran de tipo capsular A y en otro trabajo el grupo de Pijoan (1984),
indico que este porcentaje era del 87,5%, siendo el resto de aislados de tipo
capsular D en ambos casos; en Inglaterra y Gales se encontré un 75% de los
aislados de tipo capsular A, un 23% de tipo capsular D, un 1% de tipo F y un
1% de aislados no tipables (Davies et al., 2003a); en Alemania, sin embargo,
llamé la atencién una proporcion similar de ambos tipos capsulares en los
casos de neumonia (Ewers et al., 2006). Por ultimo, en Espana, Rubies et al.
(2002) destacaron que en pulmones con lesiones neumonicas obtenidos en
matadero casi la totalidad de los aislados pertenecian al tipo capsular A, siendo
Unicamente un 2% del tipo capsular D, al igual que en el estudio de Vera-
Lizarazo (2008), en el que el 99% de los aislados también neumonicos eran de

tipo capsular A.

En casos agudos de neumonia raramente esta implicado el tipo capsular

B (Pijoan, 20006) ni el tipo capsular F (Davies et al., 2003a).

Por otra parte, las cepas de P. multocida implicadas en procesos
neumonicos generalmente carecen de la PMT (Pijoan et al., 1983; Pijoan et al.,
1984; Zhao et al.,, 1992; Rubies et al.,, 2002; Davies et al., 2003a). A pesar de
ello, no es extrano encontrar en estos procesos la presencia de cepas
toxigénicas, tanto del tipo A como del tipo D (Lariviere et al., 1992; Zhao et al.,

1992; Zhao et al., 1993; Djordjevic et al., 1998; Rubies et al., 2002). Pijoan et al.
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(1984), describieron esta tendencia general, ya que de los aislados de pulmones
neumonicos solo un 26% presentaban la PMT (la mayoria de tipo capsular D).
En Corea se demostré que mas del 85% de los aislados implicados en neumonia
carecian de la PMT (Choi et al., 2001). Zhao et al. (1992), encontraron en USA
un porcentaje muy escaso de cepas toxigénicas (13%) en neumonia en cerdos
(todas de tipo capsular D). En Brasil, Moreno et al. (2003), encontraron s6lo un
aislado toxigénico de las 59 cepas de pulmén estudiadas. En Espana, Rubies et
al. (2002), describieron que de 218 aislados obtenidos de pulmones, ninguno
present6 la PMT, mientras que Vera-Lizarazo (2008) hallé un porcentaje del 20%
de aislados toxigénicos.

Los estudios publicados sobre las subespecies y los biovares de P.
multocida asociadas a ganado porcino son muy escasos. Ademas, en muchos de
estos trabajos no se especifica si los aislados de P. multocida se han obtenido de
animales sanos o enfermos, o no diferencian los que provienen de casos de
neumonia y/o de RAP. A pesar de ello, se pueden extraer algunas conclusiones
de estos trabajos. La subespecie que se aisla con mayor frecuencia, al igual que
en las demas especies animales, es multocida, en ocasiones gallicida y rara vez
septica (Blackall et al., 1997; Jamaludin et al., 2005; Leotta et al., 2006b).
También, al igual que ocurre en las demas especies animales, el biovar 3 es el
que tiene mayor representacion en cerdos, seguido del 2 y, en ocasiones, del 8 y
el 12, siendo el resto de los biovares aislados de manera mucho menos
frecuente (Blackall et al., 1997; Blackall et al., 2000; Bowles et al.,, 2000;
Jamaludin et al., 2005; Leotta et al., 2006b). Como ejemplo se puede destacar
un trabajo realizado en 150 aislados de P. multocida obtenidos de cerdos en
Australia, en el que la gran mayoria de las cepas fueron clasificadas en la
subespecie multocida (91%) y el 9% restante en la subespecie gallicida. Ademas,
estos aislados se clasificaron en 7 biovares diferentes, representando el biovar 3
la gran mayoria (67%) (Blackall et al., 1997).

Los escasos estudios de tipado genético que incluyen aislados
procedentes de cerdos con neumonia sefnalan una elevada heterogenicidad
genética (Djordjevic et al., 1998; Moreno et al., 2003), aunque, en ocasiones en
poblaciones cerradas, estos procesos son causados por una cepa epidémica

(Zhao et al., 1992; Blackall et al., 2000).
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. Patogénesis

El papel primario de P. multocida como agente etiologico de este tipo de
procesos es ampliamente discutido. La mayoria de los autores senalan que P.
multocida necesitaria una infeccion primaria causada por otros
microorganismos (Pijoan y Ochoa, 1978; Pijoan y Fuentes, 1986; Fuentes y
Pijoan, 1987; Ciprian et al., 1988). Parece que en condiciones normales las
defensas del animal (aparato mucociliar y macréfagos alveolares,
principalmente) son capaces de controlar la invasion por P. multocida (Thacker,
1997). So6lo cuando se produce una alteracion del sistema respiratorio se puede
producir una invasion activa por este microorganismo (Thacker, 1997; Boyce et
al., 2004). La combinacion de infecciones viricas y bacterianas,
inmunodepresion (estrés) y otros factores ambientales (Collier, 1968; Carter,
1973), predisponen, por lo tanto, al desarrollo de la pasterelosis neumoénica. El
dano previo del pulmén puede deberse a agentes quimicos como, por ejemplo,
elevados niveles de amoniaco (Neumann et al., 1987a; Neumann et al., 1987b)
y/o a la invasion previa por otros microorganismos, como ya se indico
anteriormente (Pijoan y Fuentes, 1986; Fuentes y Pijoan, 1987; Ciprian et al,
1988). Entre estos agentes destaca Mycoplasma hyopneumoniae (Ciprian et al.,
1988; Amass et al.,, 1994; Brockmeier et al., 2001; Palzer et al.,, 2008), virus de
la Pseudorrabia (Fuentes y Pijoan, 1986; Fuentes y Pijoan, 1987; Carvalho et al.,
1997), virus de la Influenza Porcina (Serenson et al.,, 2000), virus de la Peste
Porcina Cldasica (Pijoan y Ochoa, 1978; Pijoan et al., 1980), adenovirus (Kasza et
al., 1969), virus de Aueszky (Ciprian et al., 1988) y Actinobacillus
pleuropneumoniae (Palzer et al., 2008). En el caso de M. hyopneumoniae se ha
demostrado que este agente produce necrosis de cilios (Zielinski y Ross, 1993) y
que este dafio es el que facilita la invasion posterior por P. multocida (Ross,
1999). En el caso de la infeccion por el virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductor Porcino existe controversia, ya que no se ha determinado
claramente que dicho virus predisponga a la infeccion por P. multocida

(Carvalho et al., 1997; Brockmeier et al., 2001).
o Signos clinicos

La sintomatologia producida en por P. multocida es variable,
dependiendo, fundamentalmente, del tipo capsular que lo produce y del estado
sanitario del animal. Asi, la forma clinica aguda esta principalmente asociada a

las cepas de tipo capsular B, es poco frecuente, y nunca se ha descrito en
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Europa ni Norteamérica (Murty y Kaushik, 1965; De Alwis, 1992; Townsend et
al., 1998b). Los animales presentan disnea, respiraciéon dificultosa,
contracciones repentinas del abdomen, postracion y fiebre alta (mas de 42,2°
C), oscilando la mortalidad entre el 5% y el 40% (Pijoan, 2006). La forma
subaguda esta asociada con las cepas que producen pleuritis, que generalmente
son de tipo capsular A no toxigénicas (Djordjevic et al., 1998). Clinicamente esta
forma de enfermedad es muy similar a la pleuroneumonia causada por A.
pleuropneumoniae, aunque raramente desemboca en muerte repentina (Pijoan,
2006). Sin embargo, la forma créonica es la mas comun, formando parte de
sindrome del CRP. Afecta normalmente a los animales en las ultimas etapas de
cria o en la entrada a cebo (16 a 22 semanas) (Pijoan, 2000). Se caracteriza por
tos ocasional, disnea, pedaleo, retraso en el crecimiento, malabsorcion y fiebre
baja o inexistente, aunque muchas veces cursa de forma asintomatica (Thacker
et al., 2001). La muerte es muy poco comun y, cuando sucede, es consecuencia
de un choque endotoéxico y de un fallo respiratorio (Pijoan, 2006). Sin embargo,
se pueden observar con cierta frecuencia alteraciones en los indices productivos
(disminucion en la ganancia diaria media de peso, aumento en los indices de
conversion, desigualdad en el tamano y peso de los animales, etc.) (Pijoan,
2006; Bochev, 2007).

. Lesiones

Las lesiones provocadas se limitan a la cavidad toracica y son similares a
la mayoria de neumonias de origen bacteriano. En muchas ocasiones las
lesiones estan superpuestas a aquellas producidas por M. hyopneumoniae

(neumonia enzooética) (Pijoan, 2006; Bochev, 2007).

Por regla general se observa una consolidacion anteroventral del pulmoén
(Figura 2), con espuma en la traquea, y en ocasiones se producen adhesiones,
abcesos y pericarditis (Chanter y Rutter, 1989; Pijoan, 2006). Existe una clara
linea de demarcacion entre el tejido sano y el tejido afectado, que presenta una
decoloracion que va desde el rojo al verde grisaceo, dependiendo del curso de la

infeccion (Ross, 1999; Pijoan, 2006).
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Figura 2. Pulmoé6n de cerdo consolidado.

Las adherencias pleurales a la pared toracica son muy comunes y la
pleura presenta un aspecto translticido y seco. La observacion de esta lesion es
util para distinguir la pasterelosis de la pleuroneumonia causada por A.
pleuropneumoniae en la que la pleura presenta un aspecto huimedo, con
adherencias amarillentas e infiltrados masivos de fibrina (Pijoan, 2006; Taylor,
2006).

Histologicamente se observa una bronconeumonia exudativa lobular, con
infiltraciéon de neutroéfilos polimorfonucleares en bronquios, bronquiolos y
alveolos, ademas de acompanarse de pérdida de epitelio y establecimiento de

fibrina (Pijoan, 2006).
o Diagnéstico

Al no ser las lesiones causadas por P. multocida patognomonicas no se
pueden utilizar como Unico criterio para establecer un diagnoéstico. Por lo tanto,
se debe tener en cuenta la sintomatologia, la historia clinica (brotes, compra de
animales, alteraciones en el manejo, etc.) y confirmar el diagnéstico mediante el

aislamiento del organismo (Pijoan, 2006; Taylor, 2006; Bochev, 2008).

El diagnéstico diferencial ha de incluir: virus Influenza, A.
pleuropneumoniae, B. bronchiseptica, Salmonella cholerasuis e infecciones por M.

hyopneumoniae, entre otros.
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° Tratamiento

El tratamiento de las infecciones por P. multocida con antimicrobianos es
normalmente dificultoso o infructuoso. Esto es debido, por un lado, a la
dificultad para alcanzar una concentracion adecuada de antimicrobiano en un
pulmoén con consolidacion y, por otro, a la distribucion y diseminacion de
resistencias bacterianas, que han condicionado la prohibicion del uso de ciertos

compuestos en la cria del cerdo (Pijoan, 2006; Ferri et al., 2002).

P. multocida es susceptible in vitro a muchos antimicrobianos (Gutiérrez-
Martin y Rodriguez-Ferri, 1993), aunque, se citdo anteriormente, cada vez con
mas frecuencia aparece un mayor numero de resistencias, estando incluso bien
documentada la existencia de cepas multirresistentes (Chang y Carter, 1976;
Yamamoto et al.,, 1990; Vera-Lizarazo et al.,, 2006). En Espana, por ejemplo, se
han incrementado las resistencias a ciertos tipos de sulfamidas y oxitetraciclina
(Vera-Lizarazo et al.,, 2006), siendo recomendado el uso de ceftiofur, florfenicol,
y enrofloxacina para el tratamiento de infecciones causadas por P. multocida
subsp. multocida en ganado porcino (Gutiérrez-Martin y Rodriguez-Ferri, 1993).
Ademas, los beta-lactamicos (penicilina y ampicilina) suelen demostrar también
buena actividad frente a P. multocida en diferentes paises (Raemdonck et al.,
1994; Salmon et al., 1995; Stephens et al., 1995). En la practica se suelen
formular combinaciones de distintos antimicrobianos que son administrados de

forma parenteral o con el alimento (Bousquet et al., 1998; Ferri et al., 2002).
. Prevencion

La gran complejidad de los problemas respiratorios en el ganado porcino
de cria intensiva complica la lucha frente a esta patologia. La prevencion es
fundamental, ya que la terapia antimicrobiana es, normalmente, inefectiva y
cuando es efectiva puede no resultar rentable. Normalmente lo mas eficaz es
aplicar cambios en el manejo, que suelen ir dirigidos a reducir los problemas
respiratorios en general, sin atender a las diferentes etiologias (Pijoan, 2006;
Segrenson et al., 2006; Taylor, 2006; Bochev, 2008; Fuentes, 2009). Estos
cambios deben dirigirse a modificar el ambiente que rodea a los cerdos y a
reducir la posibilidad de propagacion de las bacterias. Por lo tanto, se ha de
mejorar la ventilacién, controlar la emision de gases (oxigeno, didxido de
carbono, amoniaco -orina y heces-, monéxido de carbono, sulfuro de hidrégeno
-agitacion de purines-, controlar la temperatura y la humedad (50-70%), reducir

en lo posible el polvo (pienso y animales) y aplicar una adecuada limpieza y
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desinfeccion (Pijoan, 2006; Serenson et al., 2006; Taylor, 2006; Bochev, 2008;
Fuentes, 2009). La mayoria de los desinfectantes comunes son eficaces) (Straw,
1986; Thacker, 1997; Pijoan, 2006). Otras medidas adecuadas para el control
de los procesos respiratorios son: destete precoz segregado (muy eficaz,
probablemente porque consigue controlar las infecciones producidas por M.
hyopneumoniae, impidiendo la transmisiéon vertical de madre a lecho6n, sistema
todo dentro-todo fuera, produccion en ciclo cerrado (en la que se minimiza la
compra de animales), evaluacion del estado sanitario de los cerdos antes de
introducirlos en una nueva granja y someterlos a cuarentena, reduccion de la
mezcla y de la densidad de animales (disminuyendo, de esta manera, el estrés y
la probabilidad de transmision de la enfermedad), reduccion del tamano de los

recintos y naves, etc. (Straw, 1986; Thacker, 1997; Pijoan, 2006).

Ademas de todas las medidas citadas anteriormente, se deben controlar
también otros patégenos mediante vacunaciones y/o tratamientos profilacticos

(Martinez y Prieto, 2007).

Debido a los problemas que tienen las vacunas existentes frente a la
pasterelosis, el uso de vacunas comerciales no es muy efectiva (Pijoan, 2006).
Por ejemplo, las fabricadas a partir de bacterinas sélo producen proteccion
limitada frente a serotipos homoélogos y las vacunas vivas atenuadas pueden
resultar peligrosas, ya que en ocasiones revierte su virulencia (Heddleston y
Rebers, 1968; Heddleston y Rebers, 1972; Heddleston y Rebers, 1974; Thurston
et al., 1992; Burns et al., 2003). Los estudios genéticos de identificacion de
nuevos inmunogenos y estudios de expresion de factores de virulencia in vivo
en P. multocida, ademas de caracterizar los aislados de P. multocida tienen
importancia en el desarrollo de vacunas eficaces (Adler et al., 1999; Fuller et al.,

2000; Hunt et al., 2001b; Al-Hasani et al., 2007).

Por otro lado, debido a la gran diversidad genética que presenta esta
bacteria, la aplicacion de autovacunas (vacunas inactivadas elaboradas a partir

de cepas aisladas de cada explotacién) supone una alternativa razonable.

1.9.2.5.2. Rinitis atrofica progresiva (RAP).
o Epidemiologia

Descrita inicialmente en Alemania (Franque, 1830), la RAP es una

enfermedad muy importante en la cabana ganadera porcina en todos los paises
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con cria intensiva (Jordan et al., 2003; OIE, 2007). Esta patologia rara vez
produce la muerte, pero tiene un elevado impacto economico, ya que reduce
significativamente el indice de crecimiento en los cerdos afectados (Switzer y

Farrington, 1975; Runnels, 1982; Rutter, 1985; OIE, 2007).

Se trata de una enfermedad altamente contagiosa y de etiologia
multifactorial, comprendiendo componentes hereditarios nutricionales, medio
ambientales y agentes infecciosos (B. bronchiseptica y P. multocida) (Switzer,
1956; Elias y Hamori, 1976; Giles et al.,, 1980; Rutter, 1981; Runnels, 1982;
Backstrom y Hoefling, 1982; Voets, 1982; Nielsen et al.,, 1986). La forma mas
grave de la enfermedad la causan las cepas toxigénicas de P. multocida,
combinadas o no con B. bronchiseptica, denominandose Rinitis Atroéfica
Progresiva (RAP), mientras que cuando B. bronchiseptica actia sola, la
enfermedad se denomina Rinitis Atrofica No Progresiva (RANP) (de Jong, 2006).
Los factores ambientales y de manejo pueden agravar la enfermedad (de Jong,

2006; OIE, 2007).

La capacidad de P. multocida de causar RAP esta asociada a la
produccion de la PMT (Apartado 1. 9. 1. 2.). Asi, esta demostrado que las cepas
que no producen la toxina no causan RAP (Pedersen y Barfod, 1981; Rutter y
Rojas, 1982; Bowersock et al., 1992), y sb6lo aquellas cepas capaces de
producirla van a poder inducir la degeneracion progresiva del tejido del cornete
nasal (Eamens et al., 1988; Djordjevic et al., 1998), caracteristica de la RAP.
Ademas, como se cité anteriormente, el tipo capsular asociado a esta
enfermedad es el tipo D (de Jong, 1980; Eamens et al., 1988; Lariviere et al.,

1992; Davies et al., 2003a).

Los animales portadores que no desarrollan la enfermedad son un riesgo
muy importante para el mantenimiento y la diseminacion de la enfermedad,
siendo frecuente la deteccion de animales portadores en granjas sin historial de
enfermedad o con formas leves de la misma (Chanter y Rutter, 1989; Perea,
2005). Ademas, se ha aislado P. multocida toxigénica de ratas, ratones, conejos,
terneros, perros, gatos y pavos (Kielstein, 1986; Nielsen et al., 1986),
representando estas especies animales, por lo tanto, también una posible fuente
de transmision. El contacto suele ser directo y el patégeno se transmite via
oronasal (Runnels, 1982; de Jong, 2006). En explotaciones libres se asocia la
aparicion de esta enfermedad a la compra de cerdos portadores (Perea, 2005; de

Jong, 2006).
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Los estudios de tipado genético destacan, por lo general, una elevada
homogeneidad en las cepas causantes de RAP (Harel et al.,, 1990; Djordjevic et
al., 1998; Fussing et al., 1999). Esta limitada diversidad genética es mas
acusada en ciertos paises como Australia, que ha estado libre de esta
enfermedad hasta 1984, mientras que en EEUU y otros paises de Europa esta
enfermedad se ha diseminado durante mas tiempo y existe, por lo tanto, mayor

variabilidad (Gardner et al., 1994).
. Patogénesis

Para que P. multocida colonice la mucosa nasal normalmente debe
producirse un dano previo (Elling y Pedersen, 1985). Este dano lo pueden
causar, por ejemplo, irritantes quimicos (acido acético) y otros patégenos como
B. bronchiseptica (Perea, 2005). Estos factores inducen modificaciones en el
epitelio nasal y en la produccion de mucus, formando un ambiente idoneo para
la colonizacion por P. multocida (Runnels, 1982; Gagne y Martineau-Doize,
1993; Perea, 2005; de Jong, 2006). Es entonces cuando se producen los efectos
daninos de la PMT, aunque se desconoce exactamente su mecanismo de accion
(Perea, 2005). Se ha sugerido también que el efecto sobre la inmunomodulaciéon
que produce la PMT es muy importante para la virulencia (Jordan et al., 2003).
La gravedad de los procesos depende, ademas, de otros factores como la
presencia de otros microorganismos y determinados factores ambientales
(Runnels, 1982; Chanter y Rutter, 1989; Gagne y Martineau-Doize, 1993;
Hamilton et al., 1999; de Jong, 2006). Por ejemplo, la producciéon intensiva, el
hacinamiento, una alta tasa de reposicion, la mezcla de lotes, las condiciones
ambientales (temperatura y humedad), el estrés, otros patégenos implicados,

etc., pueden contribuir a la severidad del proceso (de Jong, 2006; OIE, 2007).
o Sintomas

El cerdo afectado por RAP presenta entre otros signos clinicos:
estornudos, tos, deformaciéon del hocico, atrofia de cornetes, desviacion del
tabique, exudado seroso (normalmente unilateral), que llega a ser
mucopurulento y hemorragico, obstrucciones de conductos lagrimales, fiebre,
etc. (Chanter y Rutter, 1989; de Jong, 2006). En cursos crénicos se producen
estriaciones de la jeta. Ademas se reduce la ganancia diaria de peso y se
aumenta el indice de conversion, produciéndose retraso en el crecimiento de los

animales (Chanter y Rutter, 1989).
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. Lesiones

Las lesiones se caracterizan por el desarrollo de una rinitis con atrofia
grave y no regenerativa (Chanter y Rutter, 1989; de Jong, 2006). La jeta se
acorta y deforma, atrofiandose los cornetes nasales (de Jong, 2000) (Figuras 3 y
4). Si es muy grave la ingesta de alimento puede verse dificultada. Los
principales cambios histolégicos son la infiltracion de neutroéfilos
polimorfonucleraes en los bronquios, bronquiolos y alvéolos, asi como la
pérdida del epitelio y la deposicion de fibrina (Elling y Pedersen, 1985; Chanter
y Rutter, 1989).

Figura. 3. Cerdo con RAP en el que puede apreciarse la desviaciéon de la jeta.

Foto cedida por Mateo del Pozo.
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Figura. 4. Atrofia nasal de cornetes nasales tipica de procesos de RAP en un

corte transversal de la jeta. Foto cedida por Elena Vizcaino.

o Diagnéstico

El diagnostico clinico es sencillo pues los signos suelen ser evidentes.
Ademas, se debe tener en cuenta el historial de la granja, considerando la
entrada de nuevos animales y el movimiento de los mismos. Se ha de realizar
un diagnéstico diferencial con la rinitis necrotica que produce Fusobacterium
necrophorum junto con otros microorganismos. En dicha patologia también se
produce distorsion facial, pero al corte se revela normalmente una masa de

tejido necrético de mal olor (Perea, 2005).

La atrofia de cornetes se observa seccionando las jetas mediante un corte
transversal en matadero o mediante el uso de radiografia y tomografia (Done,
1976), pudiéndose medir de manera subjetiva (Runnels, 1982) u objetiva (Gatlin

et al., 1996).

La diferenciacion de cepas toxigénicas de las no toxigénicas es
fundamental para el diagnostico y el control de la RAP (OIE, 2007). El
diagnéstico definitivo se realiza mediante la deteccion del agente etiologico, y/o
de la PMT (OIE, 2007). Para detectar la PMT se han utilizado muchos tipos de
ensayos siendo, actualmente, las técnicas ELISA y PCR las mas extendidas, al
tratarse de métodos rapidos, sensibles, especificos y no implicar el uso de

animales de laboratorio, entre otras razones (Foged et al., 1988; Weber et al.,
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1993; Nagai et al., 1994; Lichtensteiger et al., 1996; Kamp et al.,, 1996; Donnio
et al., 1999; Choi y Chae, 2001).

. Tratamiento

Clasicamente se han utilizado antimicrobianos como la oxitetraciclina y
las sulfonamidas para tratar esta enfermedad (Rutter, 1985; de Jong, 1999),
aunque se puede utilizar una amplia variedad de los mismos, tales como
penicilinas, gentamicina, cefalosporinas, eritromicina y kananmicina (Fales et

al., 1990).
. Profilaxis

Para prevenir la aparicion y contagio de la enfermedad, al igual que
ocurre en los procesos respiratorios, es fundamental el control de las medidas
de manejo, pudiéndose aplicar las mismas que se citaron anteriormente

(Apartado 1. 9. 2. 5. 1))

Actualmente se vacuna de forma rutinaria en las granjas de cria
intensiva de cerdos frente a los agentes que producen RAP. Asi encontramos en
el mercado diferentes vacunas en las que se suelen asociar anacultivos de B.
bronchiseptica y toxoide de P. multocida acompanadas, o no, de anacultivos de
este Ultimo microorganismo (de Jong, 2006). Es muy importante vacunar a las
madres para que transmitan inmunidad pasivamente a lechones (calostro), que
es la inmunidad mas importante en lechones destetados (Perea, 2005; OIE,
2007). Cuando las madres no han sido vacunadas los lechones se vacunan a las
5-7 semanas de edad. Recientemente se ha desarrollado una vacuna modificada
genéticamente con la que se han obtenido muy buenos resultados (To et al,

2005).

Mediante todas las medidas citadas anteriormente, la deteccion y la
eliminacion de portadores, y manteniendo las vacunaciones se puede llegar a

erradicar la RAP (Maes et al., 2000; Stark, 2000).

1.9.2.5.3. Procesos septicémicos.

La septicemia producida por P. multocida es un proceso muy poco
frecuente en cerdos (Verma, 1988; Mackie et al.,, 1992; Townsend et al.,, 1998b;
Pijoan, 2006). Se han descrito algunos brotes de septicemia aguda producidos

por aislados de tipo capsular B en la India (Murty y Kaushik, 1965; Pillai et al.,
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1986; Verma y Saxena, 1987), en Sri Lanka (Gamage et al., 1995) y en Vietnam
(Townsend et al.,, 1998a). Se ha sugerido que las cepas que producen septicemia
en cerdos proceden del ganado vacuno (Townsend et al.,, 1998a). En Australia,
sin embargo, se han visto implicados el tipo capsular A (Cameron et al., 1996) y

el tipo capsular D no toxigénico (Mackie et al., 1992).

En el caso del brote producido por el tipo capsular A la septicemia se
asocid a una neumonia inicial causada por P. multocida subsp. gallicida
(Cameron et al., 1996; Mackie, 1996), de la que se derivé una bacteriemia
generalizada (Dungworth, 1993). Esto es posible en condiciones que
comprometen el sistema inmune del hospedador, como pueden ser estrés a una

infecciéon primaria o concurrente con otras bacterias o virus (Dungworth, 1993).
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OBJETIVOS

Las patologias respiratorias son, actualmente, uno de los principales
problemas sanitarios y econémicos en los sistemas de cria intensiva de ganado
porcino. En el CRP estan implicados multitud de factores como son el manejo,
la genética, diferentes patogenos (bacterias y virus) etc. Dentro de los agentes
bacterianos, y a pesar de ser considerado un patogeno secundario, P. multocida
se aisla con una elevada prevalencia siendo, en ocasiones, el agente
mayoritario. Ademas, este microorganismo da lugar a los procesos de RAP

(cepas toxigénicas) y, en ocasiones, a procesos septicémicos.

Considerando la relevancia que P. multocida tiene en el desarrollo de
distintas enfermedades en el ganado porcino, y teniendo en cuenta que no son
muchos los trabajos dedicados a su estudio, consideramos importante conocer
las caracteristicas de dicho microorganismo en la cabana ganadera de nuestro

pais.

El objetivo global de la presente memoria de tesis doctoral fue el de
caracterizar los aislados de P. multocida obtenidos a partir de diferentes

muestras (principalmente de pulmon) de cerdos de diversas regiones de Espana.
Los objetivos concretos fueron los siguientes:

. Aislamiento e identificacion de cepas de P. multocida a partir de lesiones
neumonicas y de otras localizaciones organicas en el ganado porcino.
. Caracterizacion fenotipica de los aislados, incluyendo la determinaciéon

de la subespecie, el biovar y el tipo capsular.
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o Determinacion de la presencia/ausencia de determinados factores
asociados a virulencia, incluyendo la PMT, genes asociados con la adquisicion
del hierro, proteinas de exterior de membrana, sialidasas, neuraminidasas y
adhesinas.

° Caracterizacion genética de los aislados mediante PFGE y evaluacion de

la diversidad genética de los mismos.
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MATERIAL Y METODOS

3.1. Aislados de P. multocida.

En total se estudiaron 205 aislados pertenecientes a la especie P.
multocida, que fueron obtenidos a partir de muestras de diferentes 6rganos y
tejidos de ganado porcino, recogidas en el curso de procedimientos de rutina
diagnéstica en el Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET), de la
Universidad Complutense de Madrid. Las muestras se clasificaron como
neumonicas cuando procedian de pulmones que presentaban lesiones,
septicémicas cuando procedian de organos diferentes al pulmoén (corazon,
cerebro, ganglio, etc.) o cuando se hubieron obtenido de cualquiera de estos
organos y de pulmon y por ultimo las procedentes de casos de RAP. El estudio
se realizo entre los anos 2001 y 2006 en 8 empresas productivas intensivas (47
explotaciones) de ganado porcino distribuidas en diferentes areas geograficas de

Espana.

En este estudio se incluyeron, ademas, diferentes cepas de referencia,
todas pertenecientes a la especie P. multocida subspecie multocida, reflejadas en
la Tabla 4.
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Tabla 4. Cepas de referencia de P. multocida subsp. multocida.

Coleccion Nomenclatura Tipo capsular PMT

10322 NCTCT A -

10323 NCTC B -
NCTC

] ] 10324 NCTC C (antiguo) -

(National Collection of Type Cultures)

10325 NCTC D -

10326 NCTC E -

National Animal Disease Center P4679 F -
CECT

4325 CECT D +

(Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo)

T Cepa tipo

3.2. Conservacion de los aislados.

Para la conservacion de los aislados se partia de cultivos puros de 48
horas de incubacion en agar sangre. Todos los aislados fueron conservados en

medio de congelacion, por duplicado, a -20° C y —-80° C.
El medio de congelacion estaba compuesto por:

10 g de caldo triptona (Oxoid)

20 g de leche descremada en polvo

80 ml de glicerina (Panreac)

320 ml de agua destilada

Una vez disueltos los componentes por agitacion, el medio se esterilizaba
a 110° C durante 10 minutos y se distribuia en tubos estériles en volimenes de
1,5 ml.

Cada aislado se identificaba mediante un ntmero correlativo. A esta
referencia le correspondia una clave compuesta por una combinaciéon de letras y
numeros. Esta clave se ha codificado siguiendo los criterios descritos a

continuacion.

Primera cifra: empresa (1-8). Subindice: nimero de animal (orden cronolégico).
Letra: representando cada una de ellas una muestra diferente, tal y como se
indica a continuacién: P, pulmén; Z, corazén; T, tonsila; B, bazo; C, cerebro; F,
liquido cefalorraquideo; G, ganglio; A, liquido articular; X, liquido toracico y D,

origen desconocido. Dos ultimas cifras: ano de aislamiento.
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Ej: 32204, corresponde a un aislado obtenido del corazon del animal

numero 2 de la empresa productiva 3, obtenido en el afio 2004.

3.3. Identificacion de especie.

3.3.1. Identificacion morfologica y bioquimica.

Para proceder a la identificacion morfolégica y bioquimica los aislados
fueron descongelados y resembrados por agotamiento en Columbia agar sangre
(Biomerieux). Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37° C. Una vez
obtenidos cultivos puros se procedia a su identificacién. Esta fue realizada en
base a las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias (tincion
de Gram), ademas de mediante las pruebas bioquimicas incluidas en la galeria
multisustrato API 20E (Biomerieux) y otras realizadas de manera convencional

[catalasa, oxidasa, motilidad y crecimiento en agar McConckey (Biomerieux)].

3.3.2. Identificacion molecular.

Se utiliz6 la técnica de PCR para confirmar que los aislados pertenecian a
la especie P. multocida. En primer lugar se realizé la extraccion de ADN
hirviendo dos colonias en 100 pl de agua Mili-Q en un bafo maria a 100° C
durante 10 minutos. El extracto se conservo congelado a -20° C y se utilizo para
todas las reacciones de PCR que se detallaran en los capitulos siguientes. Todos

los cebadores fueron sintetizados por Roche Diagnosis.

Los cebadores utilizados en el caso de la PCR especifica de especie, asi
como las condiciones de la misma fueron los descritos por Townsend et al.
(1998). Se amplificé el fragmento KMT1, tinico en P. multocida, utilizando los
iniciadores indicados en la Tabla 5, obteniéndose un producto de amplificacion

de 460 pb.

Tabla 5. Cebadores de PCR especifica de especie.

Nombre cebador Secuencia de cebadores (5°- 37)
KMTI1T7 ATCCGCTATTTACCCAGTGG
KMT1SP6 GCTGTAAACGAACTCGCCAC

65



MATERIAL Y METODOS

Como control positivo se utilizo la cepa de referencia NCTC 10322.

La mezcla de PCR se llevé a cabo en un volumen final de 25 ul. Las
cantidades utilizadas se detallan en la Tabla 6, mientras que las condiciones de

la reaccion se describen en la Tabla 7.

Tabla 6. Volumenes empleados en la PCR especifica de especie.

Reactivos Volumen

Agua bidestilada estéril (Sigma) 14,9 ul
Tampoén 10X con MgCl, (25 mM)(Biotools) 2,5 ul
Deoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) (250 pl/ 10 mM) (Biotools) 0,5 ul
Cebadores (20 uM) 1 pl de cada uno
Taq DNA polimerasa (0.5 U) (Biotools) 0,1l

ADN extraido Sul

Total 25 pul

Tabla 7. Condiciones de PCR de especie P. multocida.

Fase Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95° C 5 minutos
Desnaturalizacién 95°C 30 segundos
Hibridacion 30ciclos 55°C 30 segundos
Elongacion 72°C 30 segundos
Elongacion final 72° C 10 minutos

Las amplificaciones se realizaron en todos los casos en un termociclador
modelo Mastercycler Gradient (Eppendorf). La visualizacién de los productos de
PCR se efectu6 en geles de agarosa al 2% en TAE 1x con bromuro de etidio (1
mg/ml) en transiluminador de luz ultravioleta. Como marcadores de peso

molecular se utilizaron los de 100 pb y 1 Kb (Biotools).

Cada amplificacion realizada, ademas, incluyé un control negativo, que
contenia todos los reactivos excepto el ADN problema, sustituyendo estos 5 pl

con agua destilada estéril.
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3.4. Identificacion de subespecie.

La clasificacion de los aislados en las diferentes subespecies (P. multocida
subsp. multocida, P. multocida subsp. gallicida y P. multocida subsp. septica) se
realizo en base a las pruebas de acidificacién del sorbitol y dulcitol (Mutters et
al., 1985a). La prueba del sorbitol esta incluida en la galeria multisustrato API
20E, pero debido a su importancia en la clasificacion de las diferentes
subespecies, se confirmé realizandola también de manera convencional, de la
misma manera que el dulcitol. La preparacion se realizéo anadiendo en un litro
de agua destilada 15 gramos de indicador Rojo Fenol (Difco) y S gramos del
azUcar [sorbitol (Sigma) y dulcitol (Merck)]. Se dispensé en tubos de ensayo (5
ml), que se autoclavaron a 110° C durante 10 minutos. Cada tubo era inoculado
con 2-3 gotas de una solucion bacteriana densa y se incubo a 37° C. Los

resultados fueron leidos a las 24 y 48 horas.

Segun el patron de acidificacion de estos dos azucares, los aislados se
clasificaron en una de las tres subespecies, tal y como se describe en la Tabla 2

(Apartado 1.2.).

3.5. Determinacion de biovar.

La determinacion de los biovares de P. multocida se efectu6 en base a los
resultados obtenidos en las pruebas de acidificacion del sorbitol y dulcitol,
(Apartado 3.4.), ademas de las pruebas de utilizacion de la urea, acidificacion de
la maltosa, arabinosa, lactosa, trehalosa, xilosa, galactosa y la prueba de ODC

(Fegan et al., 1995; Blackall et al., 1997).

En la tira multisustrato API 20E (Biomerieux) se pudieron determinar la
actividad ODC y la acidificacién del sorbitol y de la arabinosa, asi como la
hidroélisis de la urea. La prueba de la ODC (Sigma), ademas, fue preparada de
manera tradicional para proceder a su confirmacion, ya que segun bibliografia
(Fegan et al., 1995; Blackall et al., 1997; Hunt et al.,, 2001b), y la experiencia
propia, es una prueba clave para la clasificacion de los aislados en los
diferentes biovares. Los demas azucares también fueron preparados en tubo de
ensayo de manera convencional, de la misma manera que se detalldo para el
sorbitol y el dulcitol en el apartado 3. Estos azGicares fueron maltosa (Panreac),
D (+) xylosa (Panreac), D (+) glucosa (Panreac), D (+) trehalosa (Sigma), lactosa

(Panreac), y L (+) arabinosa (Calbiochem). La prueba ODC fue preparada
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suspendiendo 9 gramos de caldo de ODC en un litro de agua destilada. Se
dispenso en tubos de ensayo y se esterilizaron autoclavandolos a 121° C
durante 15 minutos. Esta prueba se incubo en anaerobiosis y los resultados

fueron leidos a las 24h, 48 h y a los 7 dias.

Una vez realizadas todas las pruebas (patron de utilizacion de aztcares, y
produccion de ureasa y ODC) se clasifico cada aislado en un biovar

determinado, segun se detalla en la Tabla 3 (Apartado 1.7.1.1.).

3.6. Determinacion del tipo capsular.

La determinacion de los tipos capsulares (A, B, D, E y F) se realizo en
base a la técnica de PCR descrita por Townsend et al. (2001). La metodologia fue
similar a la descrita por estos autores pero con la variacion de que en nuestro
estudio fueron realizadas las técnicas de PCR de manera independiente, en
lugar de una PCR multiple, como indican en su trabajo. En todos los casos se
incluyeron las cepas de referencia de los tipos capsulares para corroborar su
especificidad. En la Tabla 8 se detallan genes, cebadores y tamafio de

fragmentos de ADN amplificados (amplicones).

Tabla 8. Cebadores utilizados en las PCR de tipos capsulares de P. multocida.

Tipo 9‘*“ LT Secuencia de cebadores (5°- 3) Ta.m ano
capsular diana cebador amplicon (pb)
A hyaD- CAPA-FWD TGCCAAAATCGCAGTCAG L044
hyaC  CAPA-REV TTGCCATCATTGTCAGTG
CAPD-FWD TTACAAAAGAAAGACTAGAGACCC
D bcbD 657
CAPD-REV CATCTACCCACTCAACCATATCAG
CAPB-FWD CATTTATCCAAGCTCCACC
B dcbF 760
CAPB-REV GCCCGAGAGTTTCAATCC
CAPE-FWD TCCGCAGAAAATTATTGACTC
E ecbd 511
CAPE-REV GCTTGCTGCTTGATTTTGTC
CAPF-FWD AATCGGAGAACGCAGAAATCAG
F febD 851
CAPF-REV TTCCGCCGTCAATTACTCTG

Las cantidades de la mezcla de PCR fueron las mismas que las que se
utilizaron en la PCR de especie (Tabla 6), exceptuando pequenas modificaciones,

realizadas para optimizar la reaccion. Asi, en las PCR de los tipos capsulares A,
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B y F, en lugar de 5 ul de ADN s6lo se anadieron 3 ul, y en el tipo capsular E, 2
ul. La cantidad de agua se incrementé en un volumen de 2 ul y 3 ul

respectivamente.

Las condiciones de PCR fueron, también, las mismas que se utilizaron en
la PCR especifica de especie (Tabla 7), exceptuando variaciones en la
temperatura de hibridacion, realizadas para optimizar la reaccion, tal y como se
indica en la Tabla 9. En cada una de las PCR se utiliz6 un control positivo
distinto (Tabla 9). Ademas, el tiempo de elongacion en los ciclos de PCR (72° C)
fue de 60 segundos en el caso del tipo capsular A, a diferencia del resto de tipos

capsulares, en los que fue de 30 segundos.

Tabla 9. Temperaturas de hibridacién y controles positivos utilizados en las PCR de

tipos capsulares de P. multocida.

Tipo capsular T2 hibridacion Control positivo
A 61°C NCTC 10322
D 59° C NCTC 10325
B 58°C NCTC 10323
E 55°C NCTC 10326
F 59° C P 4679

3.7. Deteccion de factores de virulencia.

3.7.1. PMT (Toxina dermonecrotica).

3.7.1.1. Deteccion mediante PCR.

La presencia/ausencia del gen toxA, que codifica para la PMT fue
determinada mediante la aplicacion de una PCR descrita previamente por
Davies et al. (2003), que estaba basada en la PCR realizada previamente por
Lichtensteiger et al. (1996), pero con modificaciones en los cebadores y en la
temperatura de hibridacion. La PCR amplific6 un fragmento de 1854 pb. La
secuencia de los iniciadores empleados se indica en la Tabla 10, mientras que

las condiciones de la PCR se detallan en la Tabla 11.
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Tabla 10. Cebadores de la PCR del gen toxA.

Nombre cebador Secuencia de cebadores (5°- 3)
TOX-FWD CGTGAACTGCGTACTCAA
TOX-REV AAGAGGAGGCATGAAGAG

Tabla 11. Condiciones de PCR de gen toxA.

Fase Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién inicial 95° C S minutos
Desnaturalizacion 94° C 30 segundos
Hibridaciéon 40ciclos S7°C 30 segundos
Elongacion 72° C 1 minuto
Elongacion final 72° C 10 minutos

El control positivo utilizado en esta PCR fue la cepa de referencia CECT

4325 (tipo capsular D, PMT +).

Los volumenes de la mezcla fueron los mismos que los utilizados en la

PCR de especie (Tabla 6).

3.7.1.2. Deteccion mediante ELISA.

La presencia de la PMT de P. multocida fue confirmada en todos los
aislados estudiados mediante una técnica de ELISA “sandwich” especifica para
la PMT. Para ello se utiliz6 el kit DAKO PMT ELISA de DakoCytomation

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Brevemente, las cepas analizadas fueron sembradas en placas de Agar
Sangre, procediendo a su incubacion durante toda la noche a 37°C. Tras este
periodo se anadieron 2 ml de agua destilada estéril a cada una de las placas,
recogiendo las colonias mediante arrastre con un asa de Drigalsky. El contenido
se pas6 a un tubo eppendorf con una pipeta estéril, transfiriéndose 200 ul de
cada una de las muestras a los pocillos de preparacion de los extractos (White
Strips), por duplicado, donde fueron incubados durante toda la noche a 37°C
con el fragmento Fab” de anticuerpos de conejo frente a PMT conjugado con

peroxidasa. Por otro lado, se transfirieron 50 ul del conjugado anti-PMT a otra
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placa (Clear Immunostrips) cuyos pocillos estan pre-tapizados con un anticuerpo
monoclonal anti-PMT. En los controles positivos y negativos, ademas, se
anadieron 50 ul antigeno patron y agua destilada, respectivamente, mientras
que en los pocillos para el analisis de las muestras se anadié la misma cantidad
de los extractos que fueron incubados en los pocillos de preparacion, en todos
los casos por duplicado. Se procedi6 a incubar la placa a temperatura ambiente
durante 2 horas. Posteriormente, tras lavar las placas, se anadieron 100 ul del
substrato realizando una incubacién a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 10 minutos. La reaccion se detuvo anadiendo 100 ul de solucion de
parado a cada uno de los pocillos. Finalmente se procedi6é a la lectura de las

placas a 490 nm.

Mediante esta técnica se analizaron todos los aislados, la cepa de
referencia NCTC 10325 (tipo capsular D, PMT negativa) y la cepa CETC 4325

(tipo capsular D, PMT positiva), esta ultima utilizada como control positivo.

3.7.1.3. Secuenciacion.

En este estudio se realizo una secuenciacion por partes del gen toxA,
debido al gran tamano del mismo [4.321 pb) (Petersen, 1990)]. Se amplificaron 4
fragmentos (T1-T4), disenniando para ello iniciadores internos, y, posteriormente,
se procedido a unir estas secuencias parciales para obtener, finalmente, la

secuencia completa de dicho gen (Figura 5).

T4

—————
ToxA-FIN-F ToxA-FIN-R
T _ _
* Ta
|
ToxAINI-F ToxA-INI-R ‘ ‘
TOX-FWD TOX-REV
o = m”
|
TDX—E;—F R1

ToxA-F1 ToxA-F2 ToxA-F3

Gen toxA

Figura 5. Esquema de la amplificacion y secuenciacion del gen toxA de P.

multocida.
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Se secuenciaron dos aislados de tipo capsular A. El aislado 8;NO6,
procedente de un cerdo con RAP y el aislado 1,6P01, procedente de un cerdo
que presentaba neumonia. Para ello se diseniaron los iniciadores necesarios con
la ayuda de programas informaticos (OLIGO v6.0 y MEGA 4.1), en base a la
secuencia de la toxina de un aislado de P. multocida de tipo capsular D incluida
en la base de datos publica (GeneBank) con el numero de acceso X51512. Dicha

secuencia, asi como los iniciadores utilizados, son mostrados a continuacion

(Figura 6).
>X51512
1 aacaagggaaaatagctagattagacgatatcgataatatcataaataatatttaaaaat
—» ToxA-INI-F ——»
61 tacgccccttgacctagaggggcttttttattacatcaaaaaaataaacccaaacactgc

121 gaatgtttggggttttatttataaccaaaatacattaatatgtttattaagtaagcatta
181 tcttactttaggaataaactaacatagaggttatggatatgaaaacaaaacattttttta
E— TOX-EXT-F ——»
241 actcagattttactgtaaaaggaaaaagtgccgatgaaatttttagaagattgtgtactg
301 atcatcctgacaagcaattaaacaatgtaaaatggaaagaagtttttattaatcgttttg
361 gtcagatgatgctagatactcctaatccgagaaagattgtagaaaaaattattaatgaag
421 ggcttgaaaaacaaggcctgaaaaatatagatcctgaaactacatatttcaacatttttt
481 catcttctgacagctccgatgggaacgtttttcattataactctttatcagaatcctatc
<4— ToXA-INI-R¢—
541 gagttactgatgcctgcctaatgaatatttttgtggagcgttattttgatgattgggact
601 tgctaaatagcttagccagtaatggaatatattcagtaggaaaagaaggagcttattatc
661 ctgatcatgattatggtccagaatataaccctgtttggggaccaaacgaacaaatttacc
721 attctagagtgattgcagatatcctttatgctcgctccgtatgggatgaatttaaaaaat
781 acttcatggagtattggcaaaaatatgctcagctttataccgaaatgttatctgatacat
841 ttcttgcaatggctattcagcaatatacacgacaaacgcttactgatgaaggctttctta
—» *TOXA-FI—»
901 tggtttgtaacacatattatggcaataaggaagaagttcaaataactctactagatatct
961 atggatacccttccactgatataatttgtatagagcaaaaagggcttcctactcctaaag
1021 tgatactttacattcctggaggaacacaaccatttgttgaatttcttaatacagatgatc
1081 tgaaacaatggattgcatggcatttaaaagataacaaacatatggtccgattccgcaaac
1141 atttctcgctaaaacaacgtcaggaaggagaaacgtttacaggtatagataaagcacttc
1201 aatatattgcagaagagtcccctgaatggcctgccaataaatacatcctttataatccga
1261 cacatttagaaacagaaaatttatttaacatcatgatgaagcgaacagaacagcggatgc
1321 ttgaagatagtgatgtacagattagatcaaattcagaagctacccgtgactatgctcttt

1381 cattactcgaaacctttatttcacagttatctgcaatagatatgttagtaccagcagtag

1441 gtatcccaattaattttgccctatcagctacagcattaggacttagctcggatattgtag
—» *TOXA-F2 ——»
1501 ttaatggagattcatatgaaaagagaaaatatggaattgggtccttagtgcaatctgcat
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1561 tattcacaggaattaatcttattccagttatttcggaaaccgcagaaattttatcttctt
1621 tctctagaacagaagaagatattccagcttttttcactgaagaacaagctttagctcaac
1681 gctttgaaatagtagaagaagaattacattctatctcacctgatgatcctcctcgagaaa
1741 ttactgacgaaaatttacataaaattcgtctggtacgtcttaacaatgaaaatcaacctt
1801 tagttgtgttacgaagattaggaggaaataaatttatcagaatcgagcctataacattcc
1861 aggaaataaaaggttctttagtaagtgaagttataaatccagtgactaataaaacgtact
1921 acgtaagcaatgctaaactattagggggctctccttatagtcctttccgtattggattag
1981 aaggtgtttggacaccagaggtattaaaagcaagagcttccgttattggaaagcctattg
2041 gagaatcatataaaagaatattagccaaactacaaagaatacataacagtaatatcttag
2101 atgagcgacaaggtttaatgcatgaactcatggagcttattgatctttatgaagaatcgc
2161 aaccttcttcagagcgtttgaatgcttttcgtgaactgcgtactcaattagaaaaagcgc
—» TOX-FWD—»
2221 tttatcttcctgaaatggaagcattaaaaaaacaaatactacagattcctaacaaaggtt
2281 ctggtgccgctcgatttttacttcgtacagccatgaatgaaatggctggaaaaaéZ;;;g
<+—ToxA-R1€—
2341 aaagcacggctgatttaatacgctttgccttgcaagatacagtaatttcagcgccttttc
2401 gcggatatgctggtgcgattccagaggcaatagactttcctgtaaaatatgtaatagaag
2461 acatatctgtatttgataaaatacagacaaattactgggaacttcctgcttatgaaagct
2521 ggaacgaaggaagtaatagccgattactgcctggtttgttacgtgaatcgcaaagcaagg
2581 ggatgttaagtaagtgtcgtatcatagaaaatagcctttatattggacatagctatgaag
2641 aaatgttttacagcatttctccatattcaaaccaggttggagggccttatgaattatatc
2701 ctttcacttttttcagtatgcttcaagaagtacaaggtgatttaggatttgagcaggcct
2761 ttgccacacgtaactttttcaatactcttgtttctgatcgactatccttaatggaaaata
—> *ToxA-F3———»
2821 cgatgttacttacagaaagttttgattatacaccttgggatgctatttatggagatatta
2881 attatgatgaacaatttgctgcaatgtctattaatgaacgcatagaaaaatgtatgaata
2941 cctatagaggtgtggcattccaaaactcttcaaaaagtattgactttttcctaaataatc
3001 taaccacattcattgataatggactaaccgaaattgctatatctgatttaccgtatgata
3061 ttgtgcaacaagaaatctctcaattcttacaaggaagtaatgaatggaaaacacttgatg
3121 ccatgttatttaacttagataaaggagatattaatggtgctttcagaaagcttctgcaat
3181 cagcaaaagataataatataaaatttagagctatagggcattcagataattctgttccgce
3241 catttaataacccttataagtctttatattataaaggaaatataatagctgaagcaattg
3301 aaaaactagatcgagaaggtcaaaaatttgttgtatttgctgatagttctctgctcaaca
3361 gcacgcctgggacaggtcgtcctatgccaggactagttcaatatttaaaaataccagcaa
3421 ctgtagtagatagcgatggtgcatggcaatttcttccagatgtagcttcaagcagagttc

3481 ctattgaagttacagagttagaaaattggcaagtcttaactcctccacaaggtaagattc

3541 ttggattaaagcaatttaagttaacggcaggttttccaacagaacaaagtcgcttacctc
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3601 ttttagagaattcggtttctgaagatttaagggaagaattaatgcaaaagattgatgcaa
3661 taaaaaatgatgtgaaaatgaatagtttagtgtgtatggaagctggctcttgtgattcag
3721 taagccctaaggtagctgcccgtcttaaagatatggggttagaagctgggatgggtgett
3781 ctattacctggtggagacgtgaaggcgggatggaattttcacatcagatgcatactactg
—» ToxA-FIN-F—»
3841 cttcctttaaatttgctggtaaagagtttgccgtggatgcttcacatttacaatttgtac
3901 acgaccaattagatacaactatcctgatactacctgtagatgattgggctttagaaatag
3961 ctcaaagaaatcgggctattaatccttttgtggaatatgttagtaaaacaggaaacatgt
4021 tagcactcttcatgcctcctcttttcacaaagcctcgcttaacaagagcactataactaa
<4— TOX-REV +——
4081 ttaaaaactgtattaaagccttatattataaggctttaattttctttcaagaattattaa
4141 gtagaagaatcaaaatcaatgagatagataaaatcaaatgttattaccaatacaactttc

4201 ttaagtatactttttgaattttttgcgttaataaatttataatacccttaactcaataaa

4261 agaagttattgagaagtttaaatcttgtgagcaagatgaagatataatttcagcaatcga
<4— TOoXA-FIN-R ¢—

4321 tcttattagcgcttcatatagaagggctgtggatgcagtggaacaaagattcggttctag

Figura 6. Secuencia del gen toxA de la cepa X51512 e iniciadores utilizados para

la secuenciacién de este gen.

La secuencia de los cebadores utilizados, asi como su posicion en el gen
toxA y el tamano del fragmento amplificado, se reflejan en la Tabla 12. Los

cebadores internos se senalan mediante un asterisco.
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La PCR del segmento T3 fue la misma que la de la detecciéon del gen toxA
(Apartado 3.7.1.1.), utilizandose los mismos voliumenes y condiciones de PCR.
En el caso de los segmentos T1, T2 y T4 se utilizaron los volumenes de PCR

descritos en la Tabla 13.

Tabla 13. Volumenes utilizados en las PCR de los segmentos T1, T2 y T4.

Reactivos Volumen

Agua bidestilada estéril (Sigma) 19,1 wl
Tampon 10X con MgCl, (25 mM)(Biotools) 2,5 ul
Deoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) (250 pl/ 10 mM) (Biotools) 1pl
Cebadores (20 uM) 0,6 pl de cada uno
Taq DNA polimerasa (1 U) (Biotools) 0,2ul

ADN extraido 1l

Total 25 ul

Las condiciones de estas PCR fueron, de nuevo, las mismas que las

utilizadas en la PCR de deteccion del gen toxA (Tabla 11).
Purificacion

El producto de cada PCR (ADN amplificado) fue purificado utilizando el
kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN GmbH), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Este protocolo consta de una serie de pasos que incluyen diversas
centrifugaciones con diferentes tampones, pasando la muestra por una
columna con un filtro. En la columna, en presencia de sales y a un determinado
pH, el ADN se adsorbe a la superficie de la membrana de la columna de
purificacion silica-gel, pasando los contaminantes a través de la columna. Las
impurezas se eliminan mediante sucesivos lavados con otro tampén y
finalmente se eluye el ADN purificado con un tampén especifico en un
eppendorf (1,5 ml), manteniéndose congelado a -20° C de temperatura. Este

ADN purificado se utilizara para su posterior secuenciacion.
Secuenciacion

Para secuenciar el ADN purificado se utilizé6 un secuenciador automatico
modelo ABI PRISM 3730 DNA (Applied Biosystems) (Centro de Investigaciones
Biologicas, Madrid, Espana).
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Analisis y evaluacion de los resultados.

Las secuencias fueron alineadas mediante el software ClustalW
(http:/ /www.ebi.ac.uk/clustalw). Tras efectuar el analisis de las secuencias,
éstas fueron comparadas con las incluidas en las bases de datos GeneBank.
Para ello se utilizé el programa FASTA (Pearson, 1994) y el software BLAST
(www.pubmed/BLAST/nucleotide).

3.7.2. Otros factores de virulencia.

Ademas de la capsula y la PMT, se detectaron los siguientes genes que

codifican para factores asociados a virulencia:

Factores asociados a la adquisicion de hierro: tbpA, complejo exbBD-tonB, hgbA

y hgbB.

Proteinas de exterior de membrana y porinas: ompH, oma87 y psl (P6).
Neuraminidasas: nanHy nanB.

Superoxidodismutasas: sodA y sodC.

Hemaglutinina filamentosa: pfhA.

Fimbria tipo 4 (pili): ptfA

Para determinar la presencia/ausencia de estos genes se utilizo la técnica
de PCR. En la Tabla 14 se muestran los genes amplificados en cada una de las
PCR, asi como la secuencia de los cebadores que amplifican el segmento

detectado, el tamano del mismo (pb) y el articulo de referencia.
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En algunos casos se optimizé la reaccion para amplificar varios

fragmentos en una sola PCR, desarrollando varias PCR multiples. Realizamos

un total de 8 técnicas de PCR, 4 de ellas simples y 4 multiples, denominandolas

mediante numeros romanos (I-VIII). Los genes amplificados en cada una de

ellas, asi como las condiciones de PCR, se especifican en la Tabla 15.

Tabla 15. Condiciones de PCR para los factores de virulencia

Condiciones de PCR*

T* (° C)/tiempo (segundos)

PGE e Genes .No Desnaturalizacion Hibridaci6én Elongacion
PCR ciclos

I ompH 30 94/30 57/30 72/60

II psl 25 94/30 50/40 72/60

I DptA 30 94/30 55/30 72/60

S6IV tbPA 25 94 /30 60/30 72/30

\Y nanH+pfhA 25 94/30 56/30 72/30

VI hgbA+hgbB 25 94/30 56/30 72/45

VII sodA+sodC 25 94 /30 55/30 72/40
exbBD-tonB+

VIII 25 94/30 60/45 68/40
oma87+nanB

* En todos los casos se realizé6 una desnaturalizacion inicial a 95° C durante 5 minutos

y una elongacion final a 72° C durante 10 minutos.

Las cantidades de los componentes de la mezcla de cada PCR (para un

volumen final de 25 pl), asi como las cepas de P. multocida utilizadas como

controles positivos, se indican en la Tabla 16.

Tabla 16. Controles positivos y cantidades de la mezcla de PCR para los factores

de virulencia.

PCR

Controles positivos

Cantidades de la mezcla de PCR (en pl).

Agua Tampén dNTPs Cebadores T ad. ADN
polimerasa
I NCTC 10322 17,8 2,5 0,5 1 0,2 2
II NCTC 10322 17,8 2,5 0,5 1 0,2 2
111 NCTC 10322 17,8 2,5 0,5 1 0,2 2
v NCTC 10323 17,8 2,5 0,5 1 0,2 2
\Y NCTC 10324 15,8 2,5 0,5 1 0,2 2
VI NCTC 10324 17,0 2,5 0,5 0,7 0,2 2
VII NCTC 10322 15,8 2,5 0,5 1 0,2 2
VIII NCTC 10322 13,8 2,5 0,5 1 0,2 2
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3.8. Caracterizacion molecular: PFGE.

Se empleo6 la técnica de Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE, Pulsed
Field Gel Electrophoresis), ya que, en el caso de la especie P. multocida se ha
establecido como la técnica “gold standard” para su caracterizacion molecular
(Goering, 1993). Esta técnica tiene como objetivo la obtencion de patrones
legibles de bandas (denominados PFPs, pulsed-field profiles) caracteristicos de
cada aislado obtenidos mediante la utilizacion de una determinada enzima de

restriccion.
Principio de la técnica

El PFGE es un sistema de tipado genético que se basa en el analisis del
ADN cromosomico. Basicamente consiste en la fragmentacion del genoma
bacteriano mediante enzimas de restriccion. Posteriormente se realiza una
electroforesis multidireccional con pulsos eléctricos de diferente duracion, que
permite (ya que el tiempo que requieren los fragmentos para reorientarse es

proporcional a su tamano) la separacion de fragmentos de hasta 10 Mb.
Esta técnica consta de los siguientes pasos:

1. Extraccion y purificacion del ADN en condiciones que permitan

resultados reproducibles.

2. Digestion del ADN mediante endonucleasas que reconocen unas pocas

secuencias diana.

3. Electroforesis del producto de digestion en condiciones de cambio de la

direcciéon del campo eléctrico.
Protocolo:

Se sigui6 el protocolo descrito por Téllez (2003) para la caracterizacion de
aislados de Salmonella, pero incluyendo algunas modificaciones, tal y como se
describe a continuacion. A partir de cultivos puros de 24 horas de incubacion
en agar sangre, se tomaban 2-3 colonias con un asa de platino, que eran
inoculadas en un tubo universal que contenia 2 ml de infusion cerebro corazéon
(BHI) (Difco) y se incubaban a 37° C durante toda la noche. Posteriormente se
realizaban 3 lavados con 2 ml de tampén de lavado (TE1X) (Tris-HCl 1M, EDTA
0,5M, Agual Milli-Q, pH 8), mediante centrifugaciones a 4000 rpm durante 10

minutos a 4° C. Para la preparacion de los bloques se resuspendia el sedimento
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anteriormente citado en tampon TE 1X hasta obtener una transmitancia del
20% en el colorimetro. De esa suspension se tomaban 200 ul a los que se
anadian 10 pl de proteinasa K (Roche Applied Science) (20 mg/ml). La agarosa
MP (Roche) se preparaba a una concentracion del 1% en tampon TE 1X,
manteniéndola en bano maria (60° C) hasta su uso. En el momento de la
preparacion de los bloques se anadian 25 pl de SDS (10% sodium dodecyl
sulphate) (Panreac) (preparado en bafio maria a 55-56° C). Pasados los 30
minutos del choque térmico, se anadian 200 ul de la agarosa al microtubo
(relacion 1:1) y se mezclaba con la suspension bacteriana. Tras la
homogenizacion, se dispensaban 200 pl de esta mezcla en los moldes especificos
para PFGE (dos bloques por aislado), que se mantenian a 4° C durante, al
menos, 20 minutos para facilitar la solidificacion. Para producir la lisis
bacteriana se preparaba el tampoén de lisis (Tris CIH 1M, EDTA 0,5M, N-L-Sark
10%, Agua Mili-Q) y se anadia proteinasa K (25 pl) en concentracion de 1
mg/ml. Posteriormente se dispensaban 2 ml del tampoén en un tubo universal y
se procedia a desmoldar los bloques en la solucion. Los tubos universales se
incubaban durante 2 horas a 56° C y en agitacion. Pasado este tiempo se
procedia a eliminar el tampon de lisis y se realizaban 2 lavados con agua estéril
Mili-Q y 4 lavados de 10 minutos de duracion, cada uno (a 4° C) con tampon TE
1X. Tras este proceso se procedia a la restriccion enzimatica de los bloques de
ADN de P. multocida utilizando para ello la enzima Bspl (Fermentas MBI) a 37°
C durante 16 horas, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se emple6 como
marcador de peso molecular una cepa de Salmonella del serotipo Braenderup
H9812, digerida mediante la enzima de restriccion Xbal (MBI Fermentas). Se
eligio esta enzima por ser la que ofrece unos mejores resultados y
discriminacion en PFGE. Ademas, se anadi6 un marcador de peso molecular
(Mid Range PFG Marker, BiloLabs) para determinar el tamano de las bandas
obtenidas. Para la adecuada separacion de los fragmentos de ADN se preparo
un gel de agarosa MP al 1% en tampon TBE 0,5X y se colocaron los bloques de
ADN inmersos en €l. Antes de comenzar la electroforesis se vertian 2,200 ml de
tampon TBE 0,5X en la cubeta de electroforesis (Bio-Rad) para que recirculara y
disminuyera la temperatura hasta 14° C. El gel se desmoldaba del soporte y se
introducia en la cubeta de electroforesis, seleccionandose los parametros para
la realizacion de la electroforesis en un aparato de sistema CHEF-DRII system
(Bio-Rad). Se aplicaron pulsos de 1-30 segundos durante 22 horas a 6V y con

un angulo de inclinacién de 120°. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se
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tenia por inmersion en una solucion de bromuro de etidio (1 pg/ml). El tiempo
de inmersion era variable y dependia del estado de la solucion. El exceso de
bromuro de etidio del gel era eliminado posteriormente mediante inmersion de
éste en un bano de agua destilada. El gel se visualizaba y fotografiaba en un
transiluminador Fluor-S (BioRad). La comparacion de los perfiles de PFGE
(PFPs) se realizo visualmente. Para la interpretacion de los datos y realizacion

del dendrograma se utilizé el programa informatico Bionumerics.

El grado de diversidad genética (DG) fue hallado dividiendo el nimero de

pulsotipos obtenidos entre el nimero total de aislados analizados.

3.9. Analisis estadistico.

Las significacion estadistica de las diferencias observadas en los distintos
parametros estimados se evalu6 aplicando el test de chi-cuadrado y el método
exacto de Fisher utilizando los programas de analisis estadisticos SPSS12.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) y PEPI 4.0 (Computer Program for Epidemiologist,
J.H. Abramson and P.M. Gahlinger).
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4.1. Identificacion de especie.

4.1.1. Identificacion morfolégica y bioquimica.

Todos los aislados presentaron un aspecto macroscopico similar en
medio agar-sangre Columbia (Biomerieux), formando colonias grandes, de color
blanquecino, muy mucosas y de olor caracteristico. En la tincion de Gram se
observaron bacilos cortos que presentaron una bipolaridad tipica. Ninguno de
ellos creci6 en agar McConckey (Biomerieux), no produjeron hemolisis y
resultaron positivos a la prueba de la oxidasa (reaccion débil) y de la catalasa.
Todas estas caracteristicas eran indicativas de que los aislados podrian
pertenecer al género Pasteurella, aunque se necesitaron mas pruebas para
llegar a determinar la especie. Por lo tanto, para realizar la identificaciéon de los
aislados se utiliz6 la galeria de pruebas bioquimicas API 20E, ya que es un
sistema rapido y sencillo de realizar y, que se indica como util para identificar
los aislados pertenecientes a P. multocida y que ha sido utilizada en estudios
similares (Buttenschon y Rosendal, 1990; Bisgaard et al.,, 1991b; Leotta et al.,
2006D).

De los 205 aislados sospechosos de pertenecer a la especie P. multocida,
(por sus caracteristicas macroscopicas, microscopicas y pruebas bioquimicas
basicas), 161 (78,5%) fueron identificadas por la galeria multisustrato API 20E

como P. multocida con buena identificacion (nivel excelente, muy bueno, bueno
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y bueno en la especie). El resto de aislados (n=44, 21,5%) se identificaron como
pertenecientes a otras especies bacterianas o a P. multocida pero con niveles de
identificacion no fiables (desde inaceptable a buena identificacion en el género).
18 aislados (8,7%) fueron asignados a otras especies, siendo 13 de ellos
identificados como Pasteurella pneumotropica/ Mannheimia haemolytica y S
como pertenecientes al grupo de las bacterias no fermentadoras (Non-fermenter
spp.). Al no ser ninguno de nuestros aislados hemoliticos descartamos la
posibilidad de que fueran pertenecientes a la especie M. haemolytica. El resto,
un 12,7% de los aislados (n=26), fueron identificados como P. multocida pero no

con buena identificacion (Tabla 17).

Tabla 17. Relacion de las especies identificadas mediante API 20E, grado de

identificacién de esta galeria comercial y porcentajes de las mismas.

Nivel de N° Porcentaje N° total Porcentaie
Especie identificacion total por nivel de por or espe che
API 20E identificacion | especie P P
Excelente 110 53,6%
Muy buena 7 3,4%
Buena 11 5,3%
Buen{i en la 33 16,0%
€Specie
P. multocida Buena en el o 187 91,2%
Género % Dot
ol 15 7,3%
discriminacién
Dudoso 8 3,9%
Inaceptable 1 0,4%
Buena 7 3,4%
Buena en Género 3 1,4%
P. pneumotropica ézzitrible en 1 0,4% 13 6,3%
e 2 0,9%
discriminacion
Bacterias no D'ebﬂ. ' » 5 2,4% 5 2,4%
fermentadoras discriminacion
Total | 206 | 206 |

Este resultado suponia que no todos los aislados sospechosos de

pertenecer a la especie P. multocida, eran bien identificados mediante el sistema
API 20E por lo que, posteriormente, se realizaron pruebas bioquimicas de
manera convencional y una técnica molecular (PCR) (Apartado 4.1.2.) para

confirmar la identificacion de todos los aislados.

Por otra parte, se observé una gran variedad de perfiles bioquimicos en

nuestros aislados (26 diferentes), como se detalla en la Tabla 18. Este resultado
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era predecible dada la naturaleza heterogénea de P. multocida y estan descritas
multitud de variedades bioquimicas dentro de la especie (Heddleston, 1976;
Bisgaard y Falsen, 1986; Biberstein et al., 1991; Fegan et al.,, 1995; Blackall et
al., 1997).

Tabla 18. Relacion de todos los perfiles bioquimicos y nivel de identificacién

obtenidos mediante API 20E.

> 5
Identificacion Perfil bioquimico N .total GO . N“.’el de. z
aislados identificacion
0044565 1 Inaceptable
0044124 2
Débil discriminacion
0144124 13
0042024 1
0041524 1
0141520 1 Dudoso
0145520 4
0340524 1
0140104 1
Buena en Género
P. multocida 0040120 1
0040124 6 Muy buena en Género
0140124 33 Buena en Especie
0040024 7
Buena
0140004 4
0104524 1 Muy buena
0040524 15
0044524 8
0140520 4 Excelente
0140524 38
0144524 45
0000024 2 Débil discriminacion
3 0100024 1 Aceptable en Género
P. pneumotropica =
0100124 3 Buena en Género
0000124 6
Buena
0000125 1
Bacterias no 0000004 5 Débil discriminacién
fermentadoras
Toltal | A

Sin embargo, al analizar los datos en detalle se puede observar que
existen ciertos perfiles prevalentes, y que 4 de ellos agrupan el 64% de los
aislados, tal y como ha sido detallado en la Tabla 18. Asi el perfil que se obtuvo
con mayor frecuencia (21,9%) fue el representado por el codigo numeérico

0144524, que identifica a los aislados como P. multocida con excelente nivel de
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identificacion. Este perfil incluye un resultado positivo para las pruebas ODC,
indol, oxidasa y la oxidacion de la glucosa, el manitol, el sorbitol y la sacarosa.
El segundo perfil mas comun (18,5%) fue el perfil 0140524, que representa a
aislados de P. multocida identificados también con un nivel excelente. La tinica
diferencia es que estos aislados no oxidan la glucosa. En tercer lugar (16,0%)
aparece el perfil 0140124 (buena identificacion en la especie), aislados que no
oxidan la glucosa ni el sorbitol y, por ultimo, el perfil 0040524 (excelente

identificacion), que incluye a un 7.3% de los aislados.

Los aislados identificados como pertenecientes a la especie P. multocida

(91,2% de los aislados) presentaron caracteristicas comunes:

. Pruebas bioquimicas positivas (95-100%) en todos los aislamientos:
produccion de indol (IND), la prueba de la utilizacion de la D-sacarosa (SAC) y la

prueba de la valoracién de la enzima citocromo-oxidasa (OX).

. Pruebas bioquimicas negativas (95-100%) en todos los aislamientos:
valoracion de la actividad de la enzima f5-galactosidasa (ONPG), valoracion de la
actividad de la enzima lisina decarboxilasa (LDC), actividad enzimatica de la
arginina-dihidrolasa (ADH), wutilizacion del citrato (CIT), producciéon de
sulfhidrico (H2S), actividad enzimatica de la ureasa (URE), actividad enzimatica
de la enzima triptofano desaminasa (TDA), pruebas de utilizacion del inositol
(INO), L-ramnosa (RHA), L-arabinosa (ARA), amigdalina (AMY), D-melobiosa
(MEL), hidrolisis de la gelatina (GEL) y prueba de produccion de acetoina (VP).

. Pruebas bioquimicas variables:

» La actividad enzimatica de la Ornitina decarboxilasa (ODC) fue positiva

en un 77,5% de los casos.
= Un 63,6% de los aislados utilizo el D-sorbitol.

* En el caso de la utilizacion de la D-glucosa se obtuvo un 39,5% de

resultados positivos.
= El192,5% de los aislados utilizé el D-manitol.

Cinco aislados fueron clasificados por la galeria comercial API 20E como
pertenecientes al grupo de las bacterias no fermentadoras, todos con un nivel
de identificacion de discriminacion débil. Se trata de aislados que Uinicamente

fueron positivos a la prueba de la citocromo-oxidasa.
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En 13 ocasiones se identifico a los aislados como pertenecientes a la
especie P. pneumotropica (en un 3,4% con buen nivel de identificacion). La
diferencia fundamental con los aislados identificados como P. multocida era que
todos ellos eran negativos a la prueba de produccion de indol, prueba
fundamental en la diferenciacién de ambas especies, segiun el Manual Bergey's
de Bacteriologia Sistematica (Olsen et al., 2005). Ademas, 4 de los aislados
fueron negativos a la prueba de la ODC, uno fue positivo a la prueba de
utilizacion del D-manitol y, finalmente, otro uno fue positivo también a la

prueba de la amigdalina.

Estos resultados preliminares de identificacion bioquimica fueron
tomados con cautela ya que, como se detallaba en la bibliografia consultada, la
identificacion mediante estas pruebas resulta en ocasiones problematica en el
caso de la especie P. multocida. Ello es debido a la gran variabilidad existente en
los perfiles bioquimicos, hecho que puede llevar a confusion en la delimitacion e
identificacion de las especies y subespecies dentro del género Pasteurella

(Heddleston, 1976; Bisgaard, 1993; Petersen et al., 1998).

En este estudio se encontraron variaciones en pruebas clave de
identificacién, como son la ODC y el indol, hecho ya destacado en
investigaciones previas (Christensen et al., 2004a). En el caso del indol se
observaron 27 aislados (13,1%) negativos a esta prueba, lo que indicaba, a
priori, que no pertenecian a la especie P. multocida, ya que clasicamente se
considera que esta especie es, salvo excepciones, positiva a la prueba del indol
(Heddleston, 1976; Buttenschon y Rosendal, 1990; Hunt et al.,, 2001a; Olsen et
al., 2005). En el caso de la prueba de la ODC mas de la mitad de los aislados
fueron negativos (n=149, 72,6%), resultado superior a lo descrito previamente,
ya que las variantes negativas suelen ser mucho menos frecuentes (Snipes et
al., 1988b; Bisgaard et al., 1991b; Zhao et al., 1995; Blackall et al., 1997,
Bowles et al., 2000; Bosch et al., 2004), siendo lo usual los aislados ODC
positivos (Carter, 1984; Buttenschon y Rosendal, 1990; Hunt et al., 2001a).

Debido a estos resultados inusuales se procedio a realizar la prueba de la
ODC y la del indol de manera convencional (pruebas bioquimicas en tubo de
ensayo) en todos estos aislados. Ademas se incluyeron el sorbitol y el dulcitol,
ya que servirian mas adelante para la clasificacién de los aislados en una de las

tres subespecies descritas de P. multocida (Mutters et al., 1985a).
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Después de analizar los resultados observamos una gran diferencia entre
las pruebas convencionales y el sistema comercial API 20E, como se detalla en
las Tablas siguientes (Tablas 19a, b y c¢). En el caso del dulcitol no pudimos
realizar la comparacién entre los resultados de ambos métodos ya que esta

prueba no estaba incluida en la galeria API 20E.

Tabla 19. Resultados obtenidos en las pruebas convencionales en tubo de ensayo y

en las pruebas de la galeria comercial API 20E de:

a) Ornitina decarboxilasa (ODC)

API 20E

ODC + ODC -
Prueba OoDC + 149 56 205
convencional en ODC - 0 0 0
tubo

149 56 205

b) sorbitol (SOR)

API 20E

SOR + SOR -
Prueba SOR + 118 87 205
convencional en SOR - 0 0 0
tubo

118 87 205

c) indol (IND)

API 20E

IND + IND -
Prueba IND + 158 27 205
convencional en IND - 0 0 0
tubo

158 27 205

Tal y como reflejan las Tablas anteriores, existe una falta de correlacion
en los resultados obtenidos en la prueba incluida en la galeria comercial API
20E y en la prueba convencional. En el caso de la ODC, un 27,3% de los

aislados resultaron negativos por el sistema comercial API y positivos en la
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prueba convencional. En el caso del sorbitol este porcentaje fue del 42,4% y en
el del indol del 13,2%. Estos resultados indican una alta discrepancia entre
ambas pruebas, hecho que ya destacaron otros trabajos previos (Collins et al.,
1981; Bisgaard et al, 1991b; Hunt et al., 2001b; Boot et al., 2004; Vera-
Lizarazo et al., 2008), lo que puede suponer un problema para el diagnoéstico
clinico, ya que puede dar lugar a una identificacion erronea de los aislados

pertenecientes a la especie P. multocida.

En el medio convencional todos los aislados resultaron positivos a las
pruebas ODC, sorbitol e indol. Este resultado es mas coherente, ya que las
variantes negativas de estas pruebas son mucho menos frecuentes en aislados
de P. multocida (Blackall et al.,, 1997; Townsend et al.,, 1998a; Jamaludin et al.,
2005). Sustituyendo los resultados de estas pruebas por las que se habian
obtenido en la galeria API 20E, ose obtuvieron nuevos perfiles bioquimicos que
se correspondian con nuevas identificaciones. Estos datos se reflejan en la

Tabla 20.

Tabla 20. Resultados obtenidos mediante la galeria comercial API 20E y la
combinacién con las pruebas convencionales en tubo de ensayo (nuevos perfiles,

identificaciones y niveles de los mismos).

. ‘s Nivel Perfil Nuevo .
Identificacion . . A . P Nuevo nivel de Nueva
(API 20E) Lot G L G e G perfil identificacion | identificacion
(API 20E) (API 20E) | bioquimico
Inaceptable 0044565 0144565 Inaceptable
Débil 0044124 0144524
discriminacion Excelente
0144124 0144524
0042024 0142424
0041524 0141524
. Dudoso 0141520 0141520 Dudoso
P. multocida s
P. multocida
0145520 0145520
0340524 0340524
0140104 0140504 Muy buena
Buena en
Gé
eneto 0040120 | 0140520
Muy buena en
, 0040124 0140524 Excelente
Género
Buena en 0140124 | 0140524
Especie
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. . Nivel Perfil Nuevo .
Identificacion . . o . P, Nuevo nivel de Nueva
(API 20E) ientitlcscicayBicauimice st identificacion | identificacion
(API 20E) (API 20E) | bioquimico
0040024 | 0140424 S
Especie
Buena B
0140004 | 0140404 uena en
Género
Muy buena 0104524 0144524
0040524 0140524
P. multocida
0044524 0144524
Excelente
Excelente 0140520 0140520
0140524 0140524
P. multocida
0144524 0144524
_ Débil 66500004 | 0140424
discriminacion Buena en
E .
Acil;,table 1 | 0100024 | 0140424 specie
P. pneumotropica CHEIO
Buena en 0100124 | 0440524 Dudoso
Género
0000124 0140524 Excelente
Buena
0000125 0140525 Dudoso
Bacterias no ‘ Depll » 0000004 0140404 Bu?na en
fermentadoras discriminacion Género

NOTA: los numeros en rojo indican los cambios en el coédigo numérico que refleja el perfil
bioquimico de los aislados segun los resultados de las pruebas convencionales de ODC, sorbitol e
indol.

Si se tenian en cuenta los nuevos resultados de identificacion bioquimica
(pruebas del sorbitol, ODC e indol de forma convencional), las identificaciones
variaban. De este modo, todos los aislados se clasificaron como P. multocida.
Del total de aislados un 89,1% fueron clasificados con una buena identificacion
(nivel excelente, muy bueno y bueno en la especie), lo que, comparando con los
datos anteriores de la galeria API 20E (78,3%), suponia un aumento
considerable de aislados de P. multocida identificados correctamente.
Disminuyeron a su vez el numero de aislados que presentaban niveles de
identificacién no fiables, y no se encontré ninguan aislado que fuera clasificado

como otra especie bacteriana (Tabla 21).

Estos datos confirmaron que para realizar una identificacion rutinaria de
P. multocida las galerias API 20E pueden suponer una buena opcion, y en el

caso de que existan dudas sobre el resultado se puede recurrir a la realizacion
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de ciertas pruebas bioquimicas de forma convencional (especialmente ODC,

sorbitol, indol) para, de este modo, confirmarlo.

Tabla 21. Niveles de identificacion de P. multocida obtenidos mediante las

pruebas convencionales en tubo de ensayo.

. Nuevo nivel de ° Porcentaje por nivel de
Especie q : oz N° total q ; s
identificacion identificacion

Excelente 172 83,9%

Muy buena 1 0,4%

. Buena en la Especie 10 4,8%

L e Buena en el Género 9 4,3%
Dudoso 12 5,8%

Inaceptable 1 0,4%

Total 205

4.1.2.Identificacion molecular.

La identificacion bioquimica de todos los aislados como pertenecientes a
la especie P. multocida fue confirmada mediante una PCR especifica de especie
(Townsend et al.,, 1998a) que detectaba el fragmento KMT1, obteniéndose una
banda de 460 pb (Figura 7).

460 pb

Figura 7. Gel de PCR de especie P. multocida. Linea 1, marcador de peso
molecular (100 pb); linea 2, control positivo (cepa de referencia NCTC 10322); linea 3,

control negativo; linea 4, E. coli; Lineas 5-13, aislados de P. multocida.

Los 205 aislados fueron positivos a la prueba de la PCR; por lo tanto esta
técnica puede ser considerada como 6ptima para identificar los aislados de P.
multocida, ya que clasifico el 100% de los aislados como pertenecientes a esta
especie de forma clara. Sin embargo, algunas de las pruebas incluidas en el API
20E, junto con pruebas bioquimicas convencionales, son utiles para diferenciar

las diferentes subespecies y/o biovares.
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Esta técnica de PCR fue evaluada en varios estudios, siendo considerada
como la mejor opcion para la identificacion de aislados de P. multocida,
demostrando una gran sensibilidad y especificidad (Hunt et al., 2000).
Clasicamente esta PCR parecia presentaban ciertos problemas, ya que los
aislados de la especie Pasteurella canis biovar 2 también otorgaban resultados
positivos (Christensen et al.,, 2004a). Este microorganismo, ademas, ha sido
aislado de muestras de cerdos (Schimmel y Sachse, 1993) y esta estrechamente
relacionado con P. multocida (Townsend et al.,, 1998a; Townsend et al., 2001;
Mbuthia et al.,, 2001; Miflin y Blackall, 2001). Sin embargo, Christensen et al.
(2004), mediante estudios de secuenciacion del gen del ARNr 16S y de
hibridacion de ADN-ADN, reclasificaron el biovar 2 de la especie P. canis como
perteneciente a P. multocida, por lo que se resolvieron las dudas sobre la
especificidad de esta PCR y, por lo tanto, se considera esta técnica como una

prueba util y altamente especifica para identificar P. multocida.

4.2. Identificacion de subespecie.

Los 205 aislados de nuestro estudio fueron identificados a nivel de
subespecie como P. multocida subsp. multocida, ya que resultaron positivos a
la prueba del sorbitol y negativos a la del dulcitol (ambas pruebas realizadas en

tubo de ensayo).

Existen pocos trabajos que clasifiquen los aislados de P. multocida en una
de las tres subespecies: gallicida, multocida y septica. La mayoria de los
estudios se han realizado en aves, ademas de en ganado bovino (Madsen et al.,
1985; Hirsh et al., 1990; Snipes et al., 1990; Buttenschon y Rosendal, 1990;
Bisgaard et al., 1991a; Bisgaard et al., 1991b; Korbel et al.,, 1992; Mohan et al.,
1994; Fegan et al., 1995; Pedersen et al., 2003). En cerdos s6lo se han realizado
estudios en Zimbabwe (Mohan et al., 1994) y en Australia (Cameron et al.,

1996; Blackall et al., 1997).

La clasificacion de los aislados de P. multocida en las tres subespecies
descritas por Mutters et al. (1985) se realizo en base a la produccion de acido a
partir del sorbitol y dulcitol. A pesar de que existen estudios que ponen en duda
la utilidad de estas pruebas para la diferenciacion de las tres subespecies y que
se han sugerido otras pruebas para ello (alfa-glucosidasa y secuenciacion de

genes housekeeping, por ejemplo) (Petersen et al.,, 1998; Kuhnert et al., 2000;
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Petersen et al.,, 2001; Muhairwa et al., 2001a; Hunt et al., 2001a), ninguna de
ellas es totalmente fiable y, el cualquier caso, la utilizacion del dulcitol y del
sorbitol son las pruebas que se describen en el ultimo Manual de Bergey's de
Bacteriologia Sistematica (2005) (Olsen et al, 2005) y las que se han realizado
en la mayoria de estudios epidemiolégicos sobre P. multocida y, por lo tanto, son

las que se han utilizado en este trabajo.

Teniendo en cuenta Unicamente los resultados obtenidos en la galeria
comercial API 20E, todos los aislados fueron negativos al dulcitol y un gran
porcentaje de aislados (42,4%), ademas, lo fueron a la prueba del sorbitol. En el
caso de no utilizar ninguno de los azucares, estos aislados serian clasificados
como P. multocida subespecie septica. Se trata de un hallazgo inesperado
considerando que las muestras procedian de ganado porcino, siendo esta
subespecie aislada en muy raras ocasiones en esta especie animal (Varga et al.,
2007), aunque su aislamiento es habitual en muestras procedentes de aves
salvajes, perros, y, sobre todo, gatos (Baldrias et al.,, 1988; Dziva et al., 2001;
Petersen et al., 2001; Muhairwa et al., 2001b; Christensen et al., 2005). Por otra
parte, la utilizacion de las pruebas bioquimicas realizadas de manera clasica
determiné que todos los aislados utilizaban el sorbitol. Esto determiné que
todos ellos se clasificaron como pertenecientes a P. multocida subespecie
multocida (sorbitol positivo, dulcitol negativo), resultado mas légico puesto que
esta subespecie ha sido senalada por distintos autores como la mas
frecuentemente aislada (independientemente de la forma clinica) a partir de
ganado porcino (Blackall et al., 1997; Blackall et al.,, 2000; Bowles et al., 2000;
Dziva et al., 2001; Jamaludin et al., 2005).

4.3. Caracterizacion.

4.3.1. Biovares.

En nuestro trabajo, los 205 aislados de P. multocida fueron
caracterizados en 3 biovares (1, 2, y 3) de los 14 descritos en los trabajos de
Blackall et al. (1997) y Fegan et al. (1995) (Tabla 3, Apartado 1.7.1.1.). La mayor
frecuencia de aislamiento fue de aislados encuadrados en el biovar 3 (119

aislados, 58,0%), seguida por el biovar 2 (81 aislados, 39,5%). Unicamente 5

95



RESULTADOS Y DISCUSION

aislados (2,4%) se caracterizaron como biovar 1. Estos resultados se reflejan en

la Figura 8.

Distribucion de biovares (n=205)

Biovar 1

2%'

Biovar2

Biovar 3 40%

58%

Figura 8. Distribucién de biovares de P. multocida aislados.

Son muy pocos los trabajos publicados en los que se haya realizado una
caracterizacion fenotipica exhaustiva de los aislados de P. multocida
clasificandolos en los diferentes biovares descritos. Los primeros estudios de
biotipado en P. multocida se realizaron con aislados procedentes de aves en
Australia (Fegan et al, 1995; Blackall et al, 1995). En sus trabajos se
detallaron 10 biovares diferentes en los 110 aislados de P. multocida obtenidos.
Mas adelante el mismo grupo de trabajo caracterizo 150 aislados procedentes
de cerdos y ademas de hallar algunos de los biovares encontrados en aves,
describieron otros nuevos (hasta el biovar 14) (Blackall et al., 1997). Estos
trabajos se limitaron a realizar la caracterizacion fenotipica de los aislados, sin
tener en cuenta, por ejemplo, el estado salud/enfermedad del animal del que se
obtenian las muestras, el tipo capsular al que pertenecian los aislados o la
presencia o no de determinados factores de virulencia, no pudiendo asociar, por
lo tanto, determinados biovares a alguna/s de estas caracteristicas. Mas
adelante se realizaron algunas investigaciones mas sobre biotipado de P.
multocida, en combinacién con técnicas moleculares en Vietnam (Townsend et
al., 1998a), Australia (Bowles et al.,, 2000), Nueva Zelanda (Jamaludin et al.,
2005) y Argentina (Leotta et al., 2006b). En Europa uUnicamente tenemos
constancia de un estudio reciente realizado en Hungria en el que se
determinaron los biovares de aislados de P. multocida obtenidos de ganado

porcino (ademas de determinar el tipo capsular y la presencia de la PMT) (Varga
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et al., 2007). En cuanto a nuestro pais se refiere se ha defendido recientemente
una tesis en la que se determinaron los biovares de P. multocida en aislados
obtenidos de pulmones neumonicos de cerdos de diferentes regiones de Espana

(Vera-Lizarazo, 2008).

En nuestro trabajo se observé un numero limitado de biovares en los
aislados de P. multocida presentes en el ganado porcino analizado. Este hecho
confirma los resultados previos obtenidos en Espana, donde se hallaron los
biovares 2 y 3 principalmente (Vera-Lizarazo, 2008), pero contrasta con los
datos obtenidos en otros paises en los que se han realizado estudios similares
en cerdos como, por ejemplo, Australia y Nueva Zelanda (Blackall et al.,, 1997;
Townsend et al.,, 2000; Blackall et al.,, 2000; Bowles et al., 2000; Jamaludin et
al., 2005) y Hungria (Jamaludin et al., 2005; Varga et al.,, 2007), donde
encontraron una mayor diversidad de biovares (hasta 8 diferentes). En estos
trabajos se hall6 un gran nimero de aislamientos que fueron clasificados en los
mismos biovares que en nuestro estudio, siendo el biovar 3 el mayoritario en
todas las ocasiones, seguido del biovar 2. En Australia y Nueva Zelanda
aislaron, ademas, frecuentemente los biovares 12 y 8 (subespecie gallicida),
biovares que no encontramos entre nuestros aislados, mientras que el biovar 1
y otros fueron aislados en menor proporciéon (Blackall et al., 1998; Bowles et al.,
2000; Jamaludin et al., 2005). En Hungria, tras el biovar 3 y el 2, se aislaron
los biovares 12, 13, 7 y, en menor proporcion, el 6, el 8 y el 4 (Varga et al,
2007). En Espana, ademas de los bivares 2 y 3, se detecté de forma anecdotica

(0,6%) el biovar 13 (Vera-Lizarazo, 2008).

Existe una mayor variedad de biovares en aislados de P. multocida de
aves, especie en la que se han encontrado hasta 10 biovares diferentes (Fegan et
al., 1995; Blackall et al., 1998).

El predomino de aislados del biovar 3 en nuestro estudio entra dentro de
lo esperado, ya que es el mas comun en los aislados de P. multocida subsp.
multocida tanto en cerdos (Blackall et al., 1997; Townsend et al.,, 1998a; Bowles
et al., 2000; Jamaludin et al.,, 2005; Leotta et al., 2006b), como en aves (Fegan
et al., 1995; Blackall et al.,, 1997; Leotta et al.,, 2006b). El porcentaje de aislados
de biovar 3 que se obtuvieron en nuestro estudio (58%), sin embargo, fue
inferior al senalado en el estudio similar realizado en cerdos de Espana (81%)
(Vera-Lizarazo, 2008), asi como de otros paises: 67-80% en Australia (Blackall

et al., 1997; Blackall et al.,, 2000; Bowles et al., 2000), 68% en Hungria (Varga
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et al.,, 2007), 71,5% en Nueva Zelanda (Jamaludin et al., 2005) y 90% en
Argentina (Leotta et al., 2006b).

El biovar 2 también ha sido aislado en ganado porcino, tal y como se
senalé anteriormente, en Australia (Blackall et al., 1997; Bowles et al.,, 2000),
Nueva Zelanda (Jamaludin et al., 2005) y Hungria (Varga et al., 2007), asi como
en aves en Australia (Fegan et al.,, 1995; Blackall et al., 1998), representando
siempre un porcentaje mucho menor (desde un 10% a un 23%) al que se
encontré en nuestra investigacion (39,5%), destacando, ademas, que este
resultado es casi el doble al descrito en el trabajo de Vera-Lizarazo (2008) en

nuestro pais.

Por lo tanto, los biovares 2 y 3 son los mayoritarios dentro del ganado
porcino espanol, aunque la proporcion de cada uno de ellos varia segun el

estudio realizado.

El biovar 1 representa en nuestro trabajo un porcentaje muy escaso de
la totalidad de aislados, al igual que ocurre en otros paises (Australia y
Argentina) donde se han realizado estudios en cerdos (Blackall et al.,, 1997;
Bowles et al.,, 2000; Leotta et al.,, 2006b). En Europa parece ser que es la
primera vez que se ha aislado este biovar en cerdos, ya que en los estudios
realizados en Hungria y en Espana no se encontré ningun aislado de P.
mulltocida perteneciente al biovar 1 (Varga et al., 2007; Vera-Lizarazo, 2008). En
estudios realizados en aves este biovar tiene una mayor representacion (Fegan

et al., 1995; Blackall et al., 1998).

En cuanto al estudio de la distribucion de los biovares en las diferentes
empresas productivas, se tuvo en cuenta sélo aquellas en las que el nimero de
aislados era igual o mayor a 10 (empresas n° 1, 2, 3 y 8). En una misma
empresa pudieron detectarse aislados de biovares diferentes. Los biovares 2 y 3
aparecian en todas las companias, mientras que el biovar 1 Gilnicamente se aislo
en las empresas n° 1 y n® 3. Los resultados se muestran en la Tabla 22 y la

Figura 9.
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Tabla 22. Numero de aislados de cada biovar en las distintas empresas

productivas.
Empresa Nbia;:;ardlo s Nbia;:;ardzc:) s Nbia;:;ardg s N° aislados total
1 2 (1,5%) 52 (39,4%) 78 (59,1%) 132
2 0 (0,0%) 3 (13,0%) 20 (86,9%) 23
3 3 (12,0%) 18 (72,0%) 4 (16,0%) 25
8 0 (0,00%) 2 (20,00%) 8 (80,00%) 10
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Figura 9. Distribucion de los diferentes biovares en las empresas de produccién.

El biovar 3 fue el mas frecuentemente aislado en todas las empresas,
excepto en la n® 3. Los porcentajes de aislamiento de este biovar variaban en
cada una de ellas (Figura 9), representando un 59,1% en la empresa n° 1, un
86,9% en la empresa n® 2 y un 80% en la empresa n° 8, siendo Gnicamente de

un 16% en la empresa n° 3.

En cuanto al biovar 2, éste representaba un porcentaje menor que el del
biovar 3 en todas las empresas productivas, excepto en la n® 3, siendo de un
39,4% en la n° 1, un 13,0% en la n° 2 y un 20% en la n°® 8. Destaca el
porcentaje tan elevado (72%) de aislados de biovar 2 en una de las empresas
productivas (la n° 3), que constaba de dos granjas de madres situadas en el
Noroeste de Espana y de los cebaderos que recibian cerdos de estas
explotaciones, ubicados en Castilla Leon. Al no disponer de otras muestras de
las mismas regiones, no es posible determinar si la mayor prevalencia de este

biovar tenia alguna asociacion con la zona geografica, o era debido a otras
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causas como pudieran ser el sistema de manejo, el origen de los animales,
incidencia de otras enfermedades, profilaxis y tratamientos antimicrobianos,

etc.

Respecto a la forma clinica, el 55,8% de los aislados procedentes de
pasterelosis neumonica y el 59,7% de los aislados procedentes de pasterelosis
sistémica se clasificaron en el biovar 3, mientras que el 43,4% y el 34,7%,
respectivamente, lo fueron en el biovar 2. Analizando estos datos se puede
observar que no hay diferencias significativas (IC= 95%) entre ambos procesos y

los biovares 2 y 3.

Pasterelosis neumonica Pasterelosis sistémica

biovar1l
Pt o
0,7%

biovar2
. 43%

Figura 10. Distribucion de los diferentes biovares en los procesos de pasterelosis

biovar 1
5%

biovar 2
35%

sistémica y pasterelosis neumonica.

De casos de RAP tnicamente fueron obtenidos 4 aislados, todos ellos
clasificados en el biovar 3. No se pudieron obtener conclusiones sobre la
asociacion del biovar 3 con estos procesos debido al escaso numero de aislados,

y a no haber hallado otros estudios de biotipado en muestras obtenidas de RAP.

Respecto al biovar 1, en los procesos septicémicos se encontraron 4 de
los cinco aislados de este biovar, lo que puede significar una asociacion entre la
presentacion de septicemia o una mayor virulencia de aislados de P. multocida
de este biovar, aunque debido, de nuevo, al escaso numero de aislados no se

pudo extraer una conclusion definitiva (Figura 10).

No se pudo determinar, por lo tanto, una especial asociacion en cuanto al
desarrollo de procesos clinicos producidos por P. multocida biovar 2 y biovar 3,
siendo demasiado escaso el numero de aislados del biovar 1 como para obtener
conclusiones. Por lo tanto, es necesario ampliar las investigaciones de
caracterizacion epidemiologica para confirmar si existe o no asociacion entre
determinados biovares de P. multocida y el desarrollo de determinadas

enfermedades.
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Ademas de nuestro trabajo, el unico estudio que resenaba el proceso
clinico del que se obtuvieron los aislados de P. multocida y se determinaba el
biovar fue el realizado en Argentina por Leotta et al. (2006b), en el que
obtuvieron muestras de 10 cerdos que presentaban procesos neumoénicos y
todos los aislados fueron caracterizados en el biovar 3, excepto uno que fue
caracterizado como biovar 1. De nuevo son pocos aislados, pero se confirma la
presencia de los biovares 3 y 1 en procesos neumonicos, al igual que en nuestro
trabajo, con la diferencia de que en su caso ningan aislado fue del biovar 2. En
los trabajos en los que las muestras se habian obtenido a partir de animales
aparentemente sanos (Townsend et al.,, 2000; Jamaludin et al.,, 2005) no se
observaron diferencias significativas respecto a los biovares hallados en

nuestras investigaciones.

4.3.2. Tipo capsular.

Los 205 aislados de P. multocida fueron  caracterizados,
fundamentalmente, en los tipos capsulares A y D (162 y 38 aislados
respectivamente), siendo uUnicamente 5 los aislados pertenecientes al tipo
capsular F (Figura 11). Estos resultados coinciden con estudios anteriores,
siendo usual encontrar los tipos capsulares A y D en cerdos tanto sanos
(Lariviere et al., 1992; Jamaludin et al., 2005), como enfermos (Iwamatsu y

Sawada, 1988; Djordjevic et al., 1998; Dziva et al., 2000; Dziva et al., 2001).

Tipos capsulares {n=205)

F
VZ%

79%

Figura 11. Distribucion de los aislados en los tipos capsulares de P. multocida.
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Para realizar la determinacion de los tipos capsulares de P. multocida (A,
B, D, E y F), antiguamente se realizaban pruebas de inhibicion de la
hemaglutinacion (Carter, 1955), desarrollandose, mas tarde, las pruebas de la
hialuronidasa para detectar el tipo capsular A (Carter y Rundell, 1975), y de la
acriflavina para detectar el tipo capsular D (Carter y Subronto, 1973). Estos
eran métodos laboriosos y que no eran capaces de tipar todos los aislados
(Rimler y Rhoades, 1989b). Gracias al avance de las técnicas moleculares, se
pudo desarrollar una técnica de PCR maultiple que determinaba los diferentes
tipos capsulares, resultando un método mas rapido, fiable, sensible y altamente
especifico (Townsend et al., 2001). Ademas, se ha demostrando su utilidad para
la caracterizacion de aislamientos tanto de aves, como de ovinos y porcinos
(Davies et al., 2004). Esta fue la técnica elegida para clasificar nuestros aislados
en los diferentes tipos capsulares. Sin embargo, no se realizdo esta técnica de
manera multiple como fue descrita en el trabajo original (Townsend et al,
2001), sino que se desarrollaron las técnicas de PCR de manera individual para
cada tipo capsular, teniendo en cuenta los tipos capsulares mas frecuentes que
se esperaban encontrar. De este modo, se realiz6 en primer lugar la PCR para
determinar el tipo capsular A (Figura 12), ya que la mayoria de aislados
procedian de muestras de cerdos de procesos respiratorios, y éste era,
previsiblemente, el tipo capsular que era mas probable encontrar (Pijoan et al.,
1983; Pijoan et al.,, 1984; Iwamatsu y Sawada, 1988; Zhao et al.,, 1992;
Djordjevic et al., 1998). A los aislados que no eran de este tipo capsular se les
realizo una PCR para determinar el tipo capsular D (Figura 13), el segundo tipo
capsular hallado con mayor frecuencia en muestras de ganado porcino (Zhao et
al.,, 1992; Jamaludin et al., 2005), después el tipo capsular F (Figura 14),
posteriormente el tipo capsular B (Figura 15), y, finalmente, el tipo capsular E
(Figura 16) (Moreno et al., 2003; Davies et al., 2003a). Los resultados obtenidos

confirmaron esta prevision.
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1500 pb

1044 pb 1000 pb

Figura 12. Tipo capsular A. Gel de PCR Linea 1, control negativo; linea 2,
control positivo (cepa de referencia NCTC 10322); Lineas 3 y 4, cepas de P. multocida

aisladas; linea 5, E. coli; linea 6, marcador de peso (3000 pb).

700 pb _

600 pb __ 657 pb

Figura 13. Tipo capsular D. Gel de PCR Linea 1, marcador de peso (1000 pb);
linea 2, control positivo (cepa de referencia CETC 4325); linea 3, control negativo; linea

4, E. coli; Lineas 5 y 6, cepas aisladas de P. multocida.

851 pb

Figura 14. Tipo capsular F. Gel de PCR. Lineas 1-5, aislados de P. multocida;
linea 6, cepa de referencia NCTC 10322 (tipo capsular A); linea 7, cepa de referencia
NCTC 10323 (tipo capsular B); linea 8, E. coli; linea 9, control negativo; linea 10,
marcador de peso (1000 pb).

103



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 15. Tipo capsular B. Gel de PCR. Linea 1, marcador de peso (1000pb);
linea 2, cepa de referencia NCTC 10322 (tipo capsular A); linea 3, control positivo (cepa
de referencia NCTC 10323); linea 4, cepa de referencia NCTC 10324 (tipo capsular B);

linea 5, control negativo.

6 7 4B 8. 10011

511 pb

Figura 16. Tipo capsular E. Gel de PCR. Linea 1, marcador de peso (1000pb);
linea 2, cepa de referencia NCTC 10322 (tipo capsular A); linea 3, cepa de referencia
NCTC 10323 (tipo capsular B); linea 4, cepa de referencia NCTC 10324 (tipo capsular
B); linea 5, cepa de referencia NCTC 10325 (tipo capsular D); linea 6, control positivo:
cepa de referencia NCTC 10326 (tipo capsular E); lineas 7-9 aislados de P. multocida;

linea 10, E. coli; linea 11, control negativo.

Una vez determinado el tipo capsular de todos los aislados se pudo
observar que el tipo capsular A era el mas frecuente, representando un 79%
del total de los aislados. Este no fue un resultado sorprendente, ya que este tipo
capsular es el mas frecuente en todo tipo de hospedadores, incluyendo a los
cerdos (Pijoan et al., 1983; Pijoan et al., 1984; Bisgaard et al., 1991b; Rhoades
et al., 1992; Christiansen et al.,, 1992a; Dziva et al., 2001; Choi et al., 2001;
Davies et al., 2003a; Christensen et al., 2005). Estos datos estan de acuerdo
con otro estudio muy similar, realizado también en Espana (concretamente en
Cataluna), en el que clasificaron la mayoria de los aislados (97,7 %) de P.

multocida como pertenecientes a dicho tipo capsular (Rubies et al., 2002).
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Se detectaron aislados de tipo capsular A en todas las empresas
productivas. En las 4 empresas con un numero de aislados mayor de 10, el
tipo capsular A fue el predominante en 2 de ellas, concretamente el 91% en la
n° 1y el 84% en la n° 3, pertenecieron a este tipo. En las otras dos empresas
los porcentajes fueron menores (13% en la empresa n°® 2 y 40% en la empresa
n° 8), siendo, por el contrario, la mayoria de aislados de tipo capsular D (Tabla

23 y Figura 17).

Tabla 23. Distribucion de aislados de P. multocida de los diferentes tipos

capsulares en las empresas de produccion.

N° aislados tipo  N° aislados tipo  N° aislados tipo

Empresa N° aislados total

capsular A capsular D capsular F
1 121 (91,7%) 9 (6,8%) 2 (1,5%) 132
2 3 (13,0%) 20 (86,9%) 0 (0,0%) 23
3 21(84,0%) 1 (4,0%) 3 (12,0%) 25
8 4 (40,0%) 6 (60,0%) 0 (0,0%) 10
P
140 ﬂ
120 {7
100
ﬁ 20 : 1 u Tipo capsular F
% 60 Tipo capsular D
% 40 // Tipo capsular A
@ 7 m ﬂ
E 20+
2 0 |74 f l//
empresa empresa empresa empresa
1 2 3 8

Figura 17. Distribucién de los tipos capsulares en las empresas de produccién.

Por su parte, los aislados de tipo capsular D (38 aislados, 18,5%) fueron
aislados de animales de 6 empresas productivas, no siendo encontrado en las
empresas n° 5y n° 6. En la empresa n° 8, el tipo capsular D represento el 60%.
Esta empresa habia tenido casos de RAP, lo que podria ser una explicacion de
la mayor prevalencia del tipo capsular D, (Pijoan et al., 1984; Foged et al., 1988;
Lariviere et al., 1992). Sin embargo, la mayor frecuencia de aislados de tipo

capsular D fue obtenida en la empresa n® 2, representando la gran mayoria de
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los aislados (86,9%) (Figura 17 y Tabla 23). Curiosamente ninguna muestra de
esta empresa procedia de casos de RAP, habiéndose aislado un 56,2% de
aislados de procesos neumonicos y un 43,4% de procesos septicémicos. La
empresa n° 2 es de ciclo cerrado (una Unica granja), por lo que podria ser que el
movimiento limitado de animales haya propiciado el mantenimiento de cepas
prevalentes, agrupados genéticamente (85% de las cepas encuadradas el
subcluster A3), como se describe en otros estudios y como se detallara mas

adelante (Apartado 4. 3. 6.).

En cuanto a los biovares en los que se clasificaban los aislados de tipo
capsular A, la mitad pertenecieron el biovar 3 y la otra mitad al biovar 2. Los
aislados de tipo capsular D fueron, sin embargo, todos del biovar 3. La tnica
referencia que encontramos en la bibliografia que presentaba datos de tipo
capsular asociados al biovar, fue un estudio realizado en Vietnam en cerdos que
presentaban pasterelosis sistémica (Townsend et al., 1998b). Estos autores
encontraron que los aislados de tipo capsular D y los de tipo capsular B
estaban siempre asociados al biovar 3 y, sin embargo, los aislados del tipo
capsular A pertenecian a los biovares 3, 8 y 11. Por lo tanto nuestros resultados
corroboran que la diversidad de biovares se presenta Uinicamente en el tipo

capsular A.

Respecto a los procesos clinicos se encuentra distribucién similar de
tipos capsulares A y D, tanto en procesos sistémicos (75% tipo capsular A y
19,4% tipo capsular D), como en neumonicos (82,8% tipo capsular A 'y 16,4%
tipo capsular D), destacando, pese al escaso numero de aislados, la mayor
proporcion de aislados de tipo capsular F en procesos sistémicos (5,5%), que en

neumonicos (0,7%), como puede observarse en la Figura 18.

Pasterelosis neumonica Pasterelosis sistémica
tipoF tipo F
. 0,7% 6%
tipo D 5
16% tipe D
tipo A tipo A

83% 75%

Figura 18. Distribucion de los diferentes tipos capsulares en los procesos de

pasterelosis neumoénica y de pasterelosis sistémica.
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Se pueden observar, por lo tanto, que los aislados tanto de tipo capsular
A como de tipo capsular D se distribuyen de manera similar, sin que existan
diferencias estadisticamente significativas entre ambos (IC=95%), entre los
principales procesos clinicos. El tipo capsular A ha sido asociado clasicamente a
procesos neumonicos en ganado porcino, siendo el tipo capsular D mucho
menos frecuente (Pijoan et al., 1984; Fussing et al., 1999; Davies et al., 2003a).
De hecho, existen estudios, demostrados mediante técnicas de adherencia in
vitro, que indican una mayor afinidad del tipo capsular A por células
pulmonares porcinas que el tipo capsular D (Vena et al, 1991). Ademas,
aunque el papel de P. multocida como patogeno en el desarrollo de neumonia no
ha quedado demostrado de forma concluyente, existen trabajos que indican que
aislados de tipo capsular D pueden invadir el pulmoén pero no sobrevivir en €l
facilmente, al contrario que aislados de tipo capsular A, que gracias a su
capsula de acido hialurénico evaden la fagocitosis (Maheswaran y Thies, 1979;

Pijoan y Trigo, 1990; Zhao et al., 1992).

En cuanto a los procesos septicémicos, el mayor porcentaje de aislados
fueron clasificados en el tipo A, hecho a destacar, ya que Gnicamente tenemos
constancia de un brote producido por este tipo capsular en Australia (Cameron
et al., 1996). Los casos de procesos septicémicos producidos por P. multocida en
cerdos son esporadicos y, generalmente, estan implicadas cepas de tipo
capsular B y E (De Alwis, 1992; Gamage et al.,, 1995; Townsend et al., 1998b;
Dziva et al.,, 2001) y en algin caso de tipo capsular D (Mackie et al., 1992;
Mackie, 1996). Hemos de senalar, sin embargo, que los casos resefiados en la
literatura parecen referirse a procesos clinicos agudos que implican a un
numero importante de animales, mientras que la mayoria de nuestros aislados
no procedian de brotes agudos de enfermedad. Por lo tanto, habria que ampliar
los estudios para determinar el papel que juegan las cepas de P. multocida en

los procesos clinicos septicémicos en ganado porcino.

En los procesos de RAP, 3 de los 4 aislados fueron del tipo capsular D y
uno solo del tipo capsular A. A pesar de la limitada representacion de aislados
obtenidos de esta enfermedad, el predominio del tipo capsular D sobre el tipo
capsular A fue un hallazgo esperado, ya que, como se indicé previamente, la
asociacion del tipo capsular D con la RAP es un hecho ampliamente demostrado
(de Jong y Akkermans, 1986; Eamens et al., 1988; Foged, 1988; Lariviere et al.,
1992; Sakano et al., 1992a).
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Respecto al tipo capsular F, fueron muy pocos los aislados encontrados
de este tipo (n=5) (Figura 5), todos ellos caracterizados como biovar 1. Fueron
aislados en 2 granjas en dos anos diferentes. De los cinco aislados, 3 procedian
de animales de una misma granja (2 aislados del mismo animal -de pulmén y
corazon-), muestreados el mismo dia. Los otros dos aislados pertenecian a otra
empresa, y fueron tomados también en el mismo momento de un animal con

pasterelosis sistémica y de otro animal que presentaba un proceso neumonico.

El haber encontrado tan pocos aislados del tipo capsular F puede
considerarse como un hallazgo normal, ya que este tipo capsular no es muy
comun. Fue descrito por primera vez en 1987 en pavos en California (Rimler y
Rhoades, 1987), y suele estar asociado a aislados de P. multocida de aves
(Rhoades y Rimler, 1987; Rimler y Rhoades, 1987; Wilson et al.,, 1993; Davies et
al.,, 2003b). En el caso del ganado porcino el tipo capsular F no es habitual,
representando en todos los casos un bajo numero de aislados (Moreno et al.,
2003; Davies et al.,, 2003a; Varga et al.,, 2007). Ademas, no se ha encontrado
ninguna referencia sobre el aislamiento de este tipo capsular en la cabana
porcina espanola, por lo que ésta parece ser la primera descripcion del tipo
capsular F en P. multocida en este pais. La primera referencia de este tipo
capsular en ganado porcino es en un estudio realizado en Brasil (Moreno et al.,
2003), en el que se caracterizaron 3 aislados (2 de cerebro y uno de tejido
subcutaneo) como tipo capsular F. En el mismo afio, en otro trabajo realizado
en Inglaterra y Gales (Davies et al., 2003a), se obtuvieron dos aislados de dicho
tipo capsular de muestras de cerdos que presentaban neumonia Yy,
posteriormente, en el ano 2007 en Hungria se obtuvo otro aislamiento de este
tipo (Varga et al., 2007). Todas las muestras procedian de casos clinicos
(también neumonia y septicemia), y el tipo capsular F tenia una escasa
representacion en relacion a los tipos capsulares A y D, al igual que ocurre en
nuestro estudio. En nuestro caso, la gran mayoria de aislados (80%) procedian
de casos de pasterelosis sistémica, y tan s6lo un 20% de procesos neumonicos
(Figura 18), por lo que se puede pensar en una mayor asociacion de este tipo
capsular a los procesos septicémicos, aunque haya que recordar, de nuevo, el
escaso numero de aislados de este tipo capsular, que no permite obtener

conclusiones claras.

En cuanto al origen del tipo capsular F en mamiferos, algunos autores

han sugerido una transferencia horizontal o un cambio de especificidad de
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hospedador. Como ejemplo baste mencionar un caso de P. multocida de tipo
capsular F obtenido en terneros, en el que se exponia la hipotesis de un origen
aviar de los aislados de este tipo, ya que estos animales habian sido
estabulados donde previamente lo habian sido aves (Jones et al.,, 1988),
presentando sintomas clinicos similares a los asociados al tipo F en aves
(sinusitis, conjuntivitis) (Jones et al., 1988; Davies et al., 2003b; Davies et al.,
2004). Ademas, recientemente se han descrito casos en ovejas (Watson y
Davies, 2002; Davies et al., 2003c), ganado bovino y gatos (Ewers et al., 20006),
aunque en estos trabajos no se discutia el posible origen y/o transmision del
tipo capsular F. En nuestro caso concreto desconocemos el historial de la granja

no pudiendo, por lo tanto, realizar ningan tipo de hipoétesis.

Por otra parte, todos los aislados caracterizados en nuestro estudio como
tipo capsular F fueron del biovar 1. En los pocos estudios que describen este
tipo capsular, no se determiné el biovar, por lo que sus resultados no pueden
ser comparados con los nuestros. Harian falta mas estudios para comprobar si
todos los aislados de tipo capsular F son siempre del biovar 1 o, por el
contrario, pueden ser de varios biovares, tal y como ocurre con el tipo capsular

A.

En nuestro estudio ningln aislado pertenecié al tipo capsular B ni al
tipo capsular E, resultado légico ya que estos tipos capsulares se asocian
normalmente a procesos de septicemia hemorragica en ganado bovino y bufalo
(Bain et al., 1982; Carter y De Alwis, 1989; De Alwis, 1992; Wilson et al., 1992).
El tipo capsular B, ademas, ha sido aislado en raras ocasiones en aves
(Rhoades y Rimler, 1987) y en algun caso en cerdos (Murty y Kaushik, 1965;
Wilson et al., 1992; Gamage et al.,, 1995; Townsend et al., 1998b; Dziva et al.,

2001), pero nunca en Europa.
4.3.3. Presencia de toxina dermonecrotica.

La presencia de la PMT fue evidenciada en 16 de los 205 aislados de P.
multocida analizados en este estudio (Tabla 24), lo que supone el 7,8% del total

de aislados.
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Tabla 24. Aislados de P. multocida que presentan la PMT.

Aislado Explotacion Tipo capsular Biovar Proceso clinico
1,4P0O1
1,2,P01 XI
1,6P01
157P02
XIX
150P02 A Pasterelosis neumonica
15,P02
—_— XXVI
15,P02
13P01 XV 3
164P02 v
141702 XX Pasterelosis sistémica
8,P06 Pasterelosis neumonica
87,D06 D
8sD06 XLV
e RAP
8:N06 A
89NO6 D
5;P04 XLI A Pasterelosis neumonica

Nota. La codificacion de los aislados se corresponde con:

Primera cifra: empresa (1-8). Subindice: numero de animal (orden cronolégico). Letra:
representando cada una de ellas una muestra diferente como se indica a continuacién: P,
pulmoén; Z, corazén; T, tonsila; B, bazo; C, cerebro; F, liquido cefalorraquideo; G, ganglio; A,

liquido articular y X, liquido toracico. Dos ultimas cifras: afio de aislamiento.

La deteccion de éstos aislados toxigénicos se realizé mediante una técnica
molecular (PCR, Apartado 3.7.1.1.) y una técnica inmunologica (ELISA,
Apartado 3.7.1.2.).

Mediante la técnica de PCR se detecto el fragmento del gen toxA, del
tamano esperado de 1856 pb (Davies et al.,, 2003a), tanto en los 16 aislados
previamente citados, como en la cepa de referencia NCTC 4325 (control

positivo), como puede observarse en el ejemplo presentado en la Figura 19.
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2000 pb————p
1856 pb

1000 Pb ——p

Figura 19. Gel de PCR de PMT de P. multocida. Linea 1, marcador de peso (3000
pb); linea 2, control positivo (cepa de referencia NCTC 4325); lineas 3 y 4, aislados de P.

multocida; linea 5, control negativo.

La técnica de ELISA otorgé resultados positivos en los mismos casos

que la PCR.

Los aislados de P. multocida que presentan la PMT no se pueden
diferenciar mediante pruebas bioquimicas o mediante caracteristicas
morfologicas de los aislados no toxigénicos. Si se puede, sin embargo, detectar
la presencia de la PMT mediante varios métodos como son: ensayos biologicos
que incluyen el cultivo celular (Pennings y Storm, 1984; Rutter y Luther, 1984;
Chanter et al.,, 1986; Eamens et al., 1988; Amigot et al., 1998), pruebas en piel
de cobaya (de Jong y Akkermans, 1986) y ensayos de letalidad en raton (Pijoan
et al., 1984); ensayos inmunolégicos como ELISA (Foged et al.,, 1988), ensayos
de hibridacién por colony-blot (Magyar y Rimler, 1991) y Western-blot (Nagai et
al., 1994) y técnicas moleculares de PCR (Kamps et al.,, 1990; Nagai et al., 1994;
Lichtensteiger et al., 1996; Donnio et al., 1999; Hunt et al.,, 2000), PCR anidada
(Choi y Chae, 2001) y sondas de ADN (Kamps et al., 1990).

Entre todo este tipo de ensayos se eligieron las técnicas de PCR y ELISA,
ya que son métodos no excesivamente laboriosos, que no implican la utilizacién
de animales de laboratorio y que han demostrado ser eficaces en estudios
previos (Foged et al., 1988; Nagai et al, 1994; Lichtensteiger et al.,, 1996;
Amigot et al., 1998). El gen cromosomico toxA, que codifica la PMT presenta un
grado de conservacion elevado, por lo que este gen es una buena diana para

identificar los aislados toxigénicos mediante PCR, siendo ésta una técnica
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eficaz, ademas de ser rapida y econémica (Buys et al.,, 1990; Lax et al.,, 1990;
Petersen, 1990). Por otra parte, varios estudios han demostrado la utilidad de la
técnica de ELISA para detectar la PMT de P. multocida (Foged et al., 1988;
Amigot et al., 1998; Finco-Kent et al., 2001).

En nuestro trabajo existi6 una concordancia del 100% entre los
resultados obtenidos tras la deteccion de la PMT mediante la técnica de ELISA y
aquellos obtenidos mediante la técnica de PCR, siendo todos los resultados
coincidentes, tanto positivos como negativos. Por lo tanto, cualquiera de los dos
métodos de deteccion aplicados en nuestro estudio supone una buena opcion
para evidenciar la presencia de la PMT en esta especie bacteriana. La técnica de
PCR es mas rapida y menos laboriosa que la técnica ELISA (el protocolo
constaba de una incubacién overnigth). Por otra parte, mediante la técnica
ELISA se puede determinar si ademas de poseer el gen toxA, los aislados de P.
multocida lo expresan, mientras que la técnica de PCR sélo detecta el gen, sea
funcional o no (Register y Dejong, 2006). Nuestros resultados mostraron que
todos los aislados que poseian el gen de la PMT lo expresaban, resultados que
coinciden con lo descrito por la mayoria de autores en estudios similares

(Lichtensteiger et al., 1996; Amigot et al., 1998).

La baja prevalencia (7,8%) de aislados toxigénicos en las explotaciones de
ganado porcino muestreadas, limitandose a unas pocas granjas, coincide con
estudios previos, siendo habitual hallar una baja prevalencia de cepas
toxigénicas en aislados de P. multocida obtenidos de cerdos, en el caso de que
no procedan de procesos de RAP (Gardner et al.,, 1989; Fussing et al., 1999;
Vera-Lizarazo, 2008).

Clasicamente se ha asociado la presencia de la PMT con los procesos de
RAP y con el tipo capsular D (de Jong, 1980; Rutter y Rojas, 1982; Eamens et
al., 1988; Gardner et al., 1994; Ewers et al., 2006). En nuestro caso no pudimos
obtener mas que 4 aislados procedentes de casos de RAP (probablemente debido
a largas campanas de vacunacion, ademas de eutanasias selectivas realizadas
en nuestro pais), presentando todos ellos la PMT, y perteneciendo 3 al tipo

capsular D y 1 al tipo capsular A (Tabla 24).

Por otra parte, en los procesos neumonicos es frecuente hallar aislados
de tipo capsular A no toxigénicos (Pijoan et al., 1984; Pijoan y Fuentes, 1987;
Iwamatsu y Sawada, 1988; Zhao et al.,, 1992; Djordjevic et al., 1998). En

nuestro estudio corroboramos estos datos, ya que de todos los aislados
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procedentes de pasterelosis neumonica (128 aislados), Gnicamente 11 (8,5%)
presentaron la PMT y todos excepto uno fueron caracterizados como del tipo
capsular A (Tabla 10). Igualmente en el estudio realizado en Cataluna por
Rubies et al. (2002), la mayoria de los aislamientos de cerdos (todos procedentes
de casos de neumonia) fueron caracterizados como tipo capsular A (97,7%) y
ninguno presenté la PMT. En el trabajo de Vera-Lizarazo (2008) realizado con
muestras de pulmoén de cerdos procedentes de Castilla y Leén, Cataluna y
Cantabria, la mayoria de aislados fueron también clasificados en el tipo
capsular A (99,1%), siendo Ginicamente un 19,9% positivos a la deteccion de la
PMT mediante PCR, todos ellos de tipo capsular A. Estos resultados coinciden
con la mayoria de los autores, quienes describieron que la PMT suele estar en
baja proporcion en casos de procesos neumonicos en ganado porcino (Djordjevic

et al., 1998; Choi et al., 2001).

En los escasos trabajos descritos sobre pasterelosis sistémica en ganado
porcino se ha estudiado en muy pocas ocasiones la presencia de la PMT,
reflejando que dicha toxina no suele estar asociada a este tipo de procesos
(Mackie et al.,, 1992; Mackie, 1996). En nuestro caso, de los 72 aislados
obtenidos de procesos septicémicos, Gnicamente uno de ellos present6 la PMT,
lo que indicaba una prevalencia muy baja (1,4%), dato que confirmaba lo

descrito por los autores citados anteriormente.

Respecto a nuestros aislados de P. multocida de tipo capsular F, ninguno
de ellos presenté dicha toxina, resultado que coincide con la bibliografia previa

(Moreno et al., 2003; Davies et al., 2003a)

4.3.4. Secuenciacion de la PMT.

Las PMTs de los dos aislados de tipo capsular A seleccionados en nuestro
estudio (126P01 y 8 NO6) eran idénticas, ya que presentaban una similaridad del
100% en la secuencia del gen toxA. Ademas, ambas PMTs mostraban una
similaridad de mas del 99,8% con las secuencias publicadas de PMTs de cepas
de tipo capsular D. La mayor semejenza se halloé con las secuencias con numero
de acceso AF240778, AJS566110, X52478, las cuales presentaban cada una una
base diferente al resto de cepas. La cepa X51512 diferia en 4 nucleétidos, la
cepa AY864768 diferia en 6 nucleotidos y la cepa AY965266 en 7. En la Tabla

25 se detalla la base que cambia en cada aislado respecto a la base que se
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presenta en las demas cepas (base mayoritaria) y la posicion en la que se

encuentra este cambio.

La tGinica manera de demostrar que la PMT de ambos tipos capsulares era
idéntica era realizando la secuenciacion total del gen que la codifica (toxA)
(Frandsen et al., 1991). En el caso del tipo capsular A no se encontro constancia
de que éste trabajo se hubiera llevado a cabo previamente, ya que Gnicamente
se habia secuenciado una region del gen toxA del,5-kb (Nagai et al., 1994), por
lo que en nuestro trabajo se decidio realizar la secuenciacion completa de este
gen en dos aislados de tipo capsular A, comparandolos con las secuencias

completas de aislados de tipo capsular D.

Tabla 25. Variacion de nucleétidos y su posicion en la secuencia del gen toxA.

Base

er s Cambio de base Posicion
mayoritaria

AF240778 1856

AJ566110 606

X52478 2776

1128

1129

X51512 9541

2542

264

1683

1772

AY864768 2086

3303

3376

1112

1450

1805

AY965266 2339

3368

3554

S (|| Q> |Q3 > QIR Q||| > | >
[elioliellelielieltdizl[oliolrdielieliolieliollelrdlell9

3983

Como se puede observar en la Tabla 25, las variaciones en la secuencia
de nucléotidos eran minimas respecto a un total de 4381 pb (Lax et al., 1990).
Se demostro, por lo tanto, que el gen toxA presentaba un alto grado de
conservacion, independientemente del tipo capsular de P. multocida (A o D).
Este resultado coincidia y confirmaba trabajos previos, que indicaban que la

PMT de cepas de ambos tipos capsulares debia ser similar o idéntica (de Jong y
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Akkermans, 1986; Rimler, 1987; Foged et al., 1988; Frymus et al., 1989;
Frandsen et al., 1991; Nagai et al., 1994; Donnio et al., 1999) .

Las modificaciones que suponian estos cambios de nucleotidos,
implicaban en algunos casos variaciones en la secuencia de aminoacidos. Tal y
como se detalla en la Tabla 26, se aprecia la variacion en esta secuencia de la
PMT en 1 aminoacido en los aislados AJ566110 y X52478, en 2 aminoacidos en
los aislados X51512 y AY965266 y en 5 aminoacidos en el aislado AY864768.

Tabla 26. Variacion de aminoacidos y su posicién en la secuencia del gen toxA.

Aminoacido Cambio de

P o] posicion
mayoritario aminoacido
AJ566110 Asparagina Histidina 130
X52478 Fenilalanina Tirosina 853
Alanina Arginina 304
X51512 Alanina Arginina 775
AY965266 Acido aspértico Acido glu“cémico 298
Isoleucina Treonina 411
Lisina Glutamina 16
Fenilalanina Leucina 489
AY864768 Asparagina Serina 623
Lisina Acido glutamico 1029
Glicina Valina 1053

Ademas, las escasas variaciones en los aminoacidos de la PMT (en total la
toxina consta de 1285 aminoacidos) no implicaban a zonas importantes de
actividad de dicha toxina, descritas previamente por otros autores (Petersen,
1990; Pullinger et al., 2001; Busch et al., 2001). Por lo tanto, parece poco
probable que estas variaciones afecten a su funcionalidad, hecho que corrobora
estudios previos en los que se habian comparado la PMT de cepas de tipos
capsulares A y D, poniendo en evidencia que en ambos casos las actividades
biologicas eran similares (letal para ratones, necrosis en dermis de cobaya,
cambios histolégicos en cornetes nasales, etc.) (de Jong y Akkermans, 1986;
Foged et al., 1987; Foged et al.,, 1988; Frandsen et al., 1991), que presentaban
idéntico patron de hibridacion del gen toxA al ADN cromosomico, que tenian la
misma masa molecular (143 kDa) y que tenian las mismas propiedades

inmunolégicas (Rimler, 1987; Frymus et al.,, 1989; Frandsen et al., 1991).

La evidencia de que uUnicamente existe una PMT, igual en todos los
aislados independientemente del tipo capsular, es un dato valioso

fundamentalmente para el diagnoéstico y profilaxis de la RAP. De este modo es
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posible diseniar métodos fiables de deteccion de la PMT, asi como disenar
vacunas frente a los aislados toxigénicos que fueran eficaces para prevenir los

procesos causados por P. multocida independientemente de su tipo capsular.

4.3.5. Presencia de otros factores de virulencia.

En nuestra investigacion efectuamos la deteccion de algunos factores
posiblemente asociados a la virulencia de P. multocida, y que fueron descritos
en un estudio bastante completo, realizado por Ewers et al. (2006) en Alemania,
pero modificando la metodologia de trabajo (Apartado 3.7.2.). En lugar de
realizar técnicas de PCR simples para cada uno de los genes, en algunos casos
se desarrollaron PCR multiples que detectaban varios genes a la vez. Se
utilizaron en todos los casos los mismos cebadores que se describian en el
articulo, pero se modificaron las cantidades de la mezcla de PCR y las
condiciones de la misma para optimizar las reacciones. Se realizaron 4 PCR
simples ya descritas y se disenaron, ademas, 4 PCR multiples, que amplificaban
2 genes en los tres primeros casos y tres genes en el ultimo caso (Tabla 27 y

Figuras 20-24).

Tabla 27. Técnicas de PCR realizadas para detectar la presencia de genes

asociados a virulencia.

Denominacion PCR Genes Figura

I ompH 14

II psl 15

III ptfA 16

IV tbPA 17

\'/ nanH+phfA 18

VI hgbA+hgbB 19

VII sodA+sodC 20

VIII exbBD-tonB+oma87+nanB 21

Las Figuras siguientes muestran ejemplos del resultado de la aplicacion
de estas técnicas de PCR en algunos aislados de P. multocida, incluyendo
también, cepas de referencia, controles negativos y, en ocasiones, otras especies

bacterianas, tales como Haemophilus parasuisy E. coli.
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438 pb (ompH)

Figura 20. Gel de PCRI. Gen ompH. Linea 1, marcador de peso (1000 pb); linea
2, control positivo (cepa de referencia NCTC 10322); linea 3, cepa de referencia NCTC
10323; linea 4, cepa de referencia NCTC 10324; linea 5, cepa de referencia NCTC
10326, lineas 6-8, aisladas de P. multocida.

(psl) 439 pb

Figura 21. Gel de PCR II. Gen psl. Linea 1, marcador de peso (1000 pb); linea 2,
control positivo (cepa de referencia NCTC 10322); linea 3, cepa de referencia NCTC
10323; linea 4, cepa de referencia NCTC 10324; linea 5, cepa de referencia NCTC
10326, lineas 6-12, aisladas de P. multocida; linea 13 H. parasuis; linea 14, E. colj

linea 15, control negativo.

488 pb (ptfA)

Figura 22. Gel de PCR III. Gen ptfA. Linea 1, marcador de peso (1000 pb); linea
2, control positivo (cepa de referencia NCTC 10322); linea 3, cepa de referencia NCTC
10323; linea 4, cepa de referencia NCTC 10326; lineas 5 y 6, aisladas de P. multocida;

linea 7, control negativo.
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720ph (tbpA)

Figura 23. Gel de PCR IV. Gen tbpA. Linea 1, marcador de peso (1000 pb); linea
2, cepa de referencia NCTC 10322; linea 3, control positivo (cepa de referencia NCTC
10323); linea 4, cepa de referencia NCTC 10326; lineas 5y 6, aisladas de P. multocida;

linea 7, control negativo.

361 pb (nanH)

275 pb (pfhA)

Figura 24. Gel de PCR V. Genes nanHy pfhA. Linea 1, marcador de peso (1000
pb); linea 2, control positivo (cepa de referencia NCTC 10324); linea 3, cepa de
referencia NCTC 10322; linea 4, cepa de referencia NCTC 10325; lineas 5-11y 13,

aisladas de P. multocida; linea 12, E. coli; linea 14, control negativo.

1 2 3 45 6 7 8 9 10101313 14 15 16 17 18 19 20 21 2 29
“ng e

| B S S S S S S S T e T ..
TSNS 120pb (hgha)

Figura 25. Gel de PCR VI. Genes hgbB y hgbA. Linea 1, marcador de peso
(1000 pb); linea 2, control positivo (cepa de referencia NCTC 10324); linea 3, cepa de
referencia NCTC 10323; linea 4, cepa de referencia NCTC 10326; lineas 5-28, aisladas

de P. multocida; linea 29, control negativo.
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230 pb (SodC)

Figura 26. Gel de PCR VII. Genes sodA y sodC. Linea 1, marcador de peso
(1000pb); linea 2, control positivo (cepa de referencia NCTC 10323); linea 3, cepa de
referencia NCTC 10322; linea 4, cepa de referencia NCTC 10324; linea 5, cepa de
referencia NCTC 10324; lineas 6-10, cepas de P. multocida aisladas.

1184 ph [TonB)

349 pb [Fma8T

SBS ph (NamB)

Figura 27. Gel de PCR V. Genes exBD-tonB, oma87 y nanB. Linea 1, marcador

de peso (1000 pb); linea 2, control positivo (cepa de referencia NCTC 10322); linea 3,
cepa de referencia NCTC 10323; linea 4, cepa de referencia NCTC 10324; linea 5, cepa
de referencia NCTC 10326, lineas 6, 7, 9 y 10, aisladas de P. multocida; linea 8, E. coli

linea 11, control negativo.

Como se muestra en las Figuras anteriores, tanto las PCR simples ya
descritas, como las multiples puestas a punto en este trabajo, resultaron ser
técnicas eficaces para la deteccion de los genes de P. multocida asociados a
virulencia, logrando, ademas, mediante estas ultimas agilizar y economizar el
trabajo. No se encontraron amplificaciones inespecificas (en ningun caso se
observo producto amplificado en los aislados de H. parasuis, o E. coli, por
ejemplo) y en las PCR multiples se diferenciaron con claridad las bandas que
resultaban de amplificar los diferentes genes de virulencia, sin que hubiera

lugar a confusion en la deteccion de los diferentes productos de amplificacion.
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Una vez determinada la utilidad de estas PCRs, se analizaron los
resultados obtenidos para cada uno de los genes asociados a virulencia en

nuestros aislados de P. multocida (Tabla 28).
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Como se puede apreciar en la Tabla 28, los genes encontrados en el 100% de los
205 aislados de P. multocida analizados deen este estudio fueron: psl, ompH,
oma87, ptfA, nanB, nanH, tonB, hgbA, sodA y sodC. Ninguno de los aislados
presento6 el gen tbpA y Unicamente se encontr6 variabilidad en el caso de los
genes pfhA y hgbB, ya que estaban presentes en un 40,5% y 60,5% de los

aislados estudiados, respectivamente

o El gen psl codifica para la proteina exterior de membrana de actividad
porina llamada Psl, que es muy similar a la proteina P6 de H. influenzae, bien
estudiada y caracterizada (Kasten et al., 1995). Esta proteina posiblemente esté
implicada en la adhesion inespecifica, entre otras funciones (Ewers et al., 2004).
El 100% de los aislados analizados resultaron ser psl positivos, al igual que
ocurrio en el estudio de Ewers et al. (2006), independientemente de la especie
animal estudiada y en el de Vera-Lizarazo (2008) en ganado porcino. Ademas,
estudios previos ya indicaban que este gen estaba ampliamente distribuido en

todos los serotipos de P. multocida (Kasten et al., 1995).

o Los genes ompH y oma87 codifican para proteinas de membrana externa
implicadas en las relaciones con el hospedador, estando involucradas, por
ejemplo, en el transporte de determinadas moléculas (porinas), exponiendo
epitopos en la superficie (responsables de la inmunidad cruzada), confiriendo
antividad antifagocitaria, etc. (Truscott y Hirsh, 1988; Confer, 1993; Dabo et al.,
1997; Lin et al., 2002; Davies et al., 2003b). Estos genes estaban presentes en
el 100% de los aislados. Este dato coincide con los estudios de Vera-Lizarazo
(2008) y de Ewers et al. (2006), en el que unicamente encontraron excepciones
en aislados obtenidos de muestras de aves, ya que un 5% de los mismos carecia
del gen. Curiosamente eran los aislados no capsulados los que carecian de este
gen. Al estar esta proteina intimamente asociada a la membrana y exterior de la
célula podrian haberla perdido al perder la capsula. Ninguno de nuestros
aislados de P. multocida carecia de capsula, por lo que no es extrano que no se
haya encontrado ningtin aislado oma87 negativo. A parte de este caso, el resto
de los estudios indicaban que éstas proteinas normalmente estan conservadas
en las especies bacterianas, expresandose en todos los serotipos de P. multocida

(Ruffolo y Adler, 1996; Vasfi et al., 1996; Luo et al., 1999).

) En el caso de los genes nanH y nanB, ambos estaban presentes en todos
los aislados estudiados. El gen nanB también fue detectado en todos los

aislados del estudio de Ewers et al. (2006) y de Vera-Lizarazo (2008). El gen
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nanH, sin embargo, presentaba variaciones respecto a la especie animal de la
que se habian obtenido los aislados de P. multocida (Ewers et al., 2006). En el
caso de los cerdos era un porcentaje muy elevado, de un 98,1%, muy similar al
obtenido por Vera-Lizarazo (2008) (97,7%) y en nuestro estudio. En el resto de
especies animales oscilaba la prevalencia desde un 53,3% en ovejas a un 100%
en bufalo, aunque en la mayoria de los casos estaba presente entre un 83,3% y
un 100% de los aislados (Ewers et al., 2006). Estudios previos ya indicaban una
elevada presencia y alto grado de conservacion del gen nanH en aislados de P.

multocida en aves (Mizan et al., 2000) y conejos (Sanchez et al., 2004).

Las sialidasas codificadas por ambos genes estan relacionadas con la
adhesion celular, ya que desenmascaran receptores de hospedador y reducen la
eficacia de sus defensas, afectando especialmente a las membranas mucosas
(Corfield, 1992). Existen pequenas diferencias entre las especificidades de cada
una de la proteinas (NanH y NanB) que pueden aumentar la capacidad invasiva
de P. multocida (Mizan et al., 2000), por lo que la combinacion de ambos
factores de virulencia parece ser importante para colonizar el tracto respiratorio
del hospedador, de una forma mas eficaz que con uno sélo de ellos. Parece, por
lo tanto, que la gran mayoria de los aislados de P. multocida que infectan a los
cerdos poseen ambas sialidasas, lo que facilita la colonizacion del tracto

respiratorio de los mismos.

) Los genes sodA y sodC «codifican para dos proteinas
superoxidodismutasas de exterior de membrana que parecen estar implicadas
en la virulencia de P. multocida, y cuya funcion principal es permitir la
adherencia a la célula del hospedador (Boyle y Finlay, 2003). No parece haber
discusién en que se encuentran siempre presentes en los aislados de este
microorganismo, dato corroborado por su presencia en el 100% de aislados de
P. multocida analizados en nuestro trabajo, asi como en el realizado por Ewers

et al. (2006) y por Vera-Lizarazo (2008).

o El gen ptfA codifica la proteina PtfA de P. multocida (fimbria tipo 4), que
es un importante elemento de adhesion a las células del hospedador en
bacterias Gram negativas (Glorioso et al.,, 1982). En nuestro estudio se detecto
este gen en todos los aislados, al igual que hicieron Ewers et al., (2006) y Vera-
Lizarazo (2008) en aislados obtenidos de ganado porcino. Asimismo
confirmaban los resultados obtenidos por Ruffolo et al (1997), quienes

destacaron una amplia distribucion del gen ptfA en aislados de P. multocida
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independientemente del tipo capsular. También en este caso existian ligeras
variaciones en algunas especies animales, descritas por Ewers et al. (2006), ya
que la presencia de este gen en los aislados obtenidos de ganado bovino fue de

un 99%, mientras que en ganado ovino fue del 86,7%.

o El locus de los genes ebxB, exbD y tonB codifica para proteinas que
forman parte del complejo TonB que, basicamente, esta implicado en el
metabolismo del hierro. Proporciona energia para la absorcion y el transporte de
este mineral, esencial para la supervivencia y crecimiento de de P. multocida
(Gray-Owen y Schryvers, 1996; Bosch et al., 2002a). De nuevo observamos una
coincidencia total en nuestros resultados de deteccion de este locus del
complejo tonB (100% positivos) con los resultados obtenidos por Ewers et al.
(2006) y Vera-Lizarazo (2008) en cerdos. La unica excepcion que encontraron

dichos autores fue en aves ya que el 5% de los aislados no poseian este gen.

. El gen thbpA codifica una proteina transmembrana de union a la
transferrina que media el transporte de hierro a través de la membrana externa
(Gray-Owen et al.,, 1995; Gray-Owen y Schryvers, 1996; Ogunnariwo y
Schryvers, 2001). Normalmente en las familias Pasteurellaceae y Neisseriaceae
existen dos proteinas (TbpA y TbpB) implicadas en esta funcion (Gray-Owen y
Schryvers, 1996). Sin embargo, en P. multocida sélo se ha evidenciado la
existencia de la proteina TbpA en algunos aislados de muestras clinicas de
rumiantes (Veken et al., 1994; Ogunnariwo y Schryvers, 2001; Ewers et al.,
2006). Por ello no fue sorprendente que ninguno de nuestros aislados
presentara este gen, al igual que en los aislados de origen porcino estudiados

por Ewers et al. (2006) y Vera-Lizarazo (2008).

. El gen hgbA codifica la proteina de unién a la hemoglobina para adquirir
hierro a partir de sustratos del hospedador (Bosch et al., 2002b). Esta presente
en la totalidad de nuestros aislados, tal y como ocurre en los estudiados por
Vera-Lizarazo (2008), siendo, ademas, muy similar al indicado por Ewers et al.
(2006) en ganado porcino (prevalencia del 98,1%). En las demas especies
animales este gen también esta conservado, presentando sélo ligeras
variaciones, ya que oscila desde un 87,5% en perros hasta un 100% en bufalos,
ovejas, conejos y humanos (Ewers et al, 2006). Otros estudios ya habian
indicado previamente que este gen estaba ampliamente distribuido en P.
multocida de diferentes serotipos y aislados de distintas especies animales, y se

sugeria que era esencial para la viabilidad de esta bacteria (Bosch et al., 2002b).
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Todos los genes mencionados anteriormente (excepto el gen tbpA) estan
presentes en todos los aislados, independientemente del tipo capsular y del
proceso clinico del cual estaban obtenidos, corroborando de este modo el
estudio de Ewers et al. (2006). A diferencia de ello encontramos variaciones en

los genes pfhA 'y hgbB, datos que se analizan a continuacion.

o El gen pfhA codifica para la proteina PfhA, que es una hemaglutinina
filamentosa (Ward et al.,, 1998a; Sato y Sato, 1999). Encontramos en este caso
una amplia variacion en la presencia de este gen entre nuestros aislados ya que
Unicamente 83 de ellos lo presentaban, es decir, un 40,5% del total. Estos
resultados son muy similares a los obtenidos por Vera-Lizarazo (2008), quien
hall6 una prevalencia del 46,8% del gen pfhA en aislados obtenidos de
pulmones de cerdos que presentaban lesiones neumonicas. Ewers et al. (2006),
también observaron que no todos los aislados de P. multocida resultaban pfhA
positivos, detallando, ademas, grandes variaciones entre las diferentes especies
animales. Este gen estaba presente en el 37,5% del total de sus aislados, siendo
detectado, por ejemplo, en el 100% de las muestras de bufalos, llegando a
representar Unicamente un 6,5% del total de aislados en pequenos rumiantes y
estando ausente en aislados de origen humano. En cerdos este gen estuvo

presente en el 21,2% de sus aislados (la mitad de los nuestros).

Es de destacar que en nuestro trabajo la gran mayoria de aislados pfha
positivos fueron clasificados como tipo capsular A y fueron asignados al biovar
2, excepto 2 aislados que fueron clasificados como tipo capsular F y pertenecian
al biovar 1. No se encontré ningun aislado de tipo capsular D ni perteneciente al
biovar 3 que presentara este gen, ni tampoco ningun aislado toxigénico phfA

positivo (Tabla 29).

Tabla 29. Prevalencia del gen pfhA en los diferentes biovares de P. multocida aislados.

pfhA + pfhA - total
Biovar 1 2 (40%) 3 (60%) S
Biovar 2 81(100%) 0 (0%) 81
Biovar 3 0 (0%) 119 (100%) 119
205

Esta parece ser la primera descripcion de la asociacion de un
determinado factor de virulencia con un biovar concreto en P. multocida, ya que

no se han realizado investigaciones previas que combinen ambos datos.
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En cuanto a la significacion que la presencia de este gen pudiera tener,
se ha demostrado que esta implicado en fenémenos de inmunomodulacion y
cuya funcién principal es la adhesion a células del tracto respiratorio (Kimura et
al., 1990; Mooi et al., 1992; Ward et al.,, 1998a; Sato y Sato, 1999), pero no se
ha encontrado en nuestro estudio ningin tipo de asociacion con las diferentes

patologias en ganado porcino (neumonia, septicemia o RAP).

. El gen hgbB esta implicado en el transporte y la captacion del hierro,
aunque parece ser menos eficiente que hgbA, por lo menos en H. influenzae
(Cope et al, 2001). A pesar de que estaba descrito que el gen hgbB estaba
ampliamente distribuido en aves y bévidos (Cox et al., 2003), en nuestro estudio
observamos que la presencia de este gen no era constante en los aislados de P.
multocida, resultados que coincidian con el de Ewers et al. (2006). La
prevalencia de este gen en su estudio era bastante alta (77,9% de media
general), encontrandose en un maximo de 100% de las cepas aisladas de
humanos y conejos y un minimo de un 57,7% en pequenos rumiantes (Ewers et
al., 2006; Vera-Lizarazo, 2008). En el caso del ganado porcino, estos autores
hallaron un 86,5% de aislados hgbB positivos, frente al 60,5% de aislamientos
positivos detectados en nuestro estudio, resultado muy similar de nuevo al

estudio de Vera-Lizarazo (2008), quien hallé un 60% de prevalencia de este gen.

De nuevo encontramos una asociacion significativa del gen hgbB con el
biovar, en este caso con el biovar 3, ya que todos los aislados de este biovar
eran hgbB positivos y, sin embargo, ningun aislado de biovar 2 presentaba este
gen. En el caso del biovar 1, éste gen estaba presente en los 5 aislados
obtenidos (Tabla 30), indicando que se deberian ampliar los estudios para
determinar si este gen presenta también una asociaciéon significativa con este

biovar.

Tabla 30. Presencia del gen hgbB en los diferentes biovares de P. multocida.

hgbB + hgbB - total
Biovar 1 5 (100%) 0 (0%) S)
Biovar 2 0 (0%) 81(100%) 81
Biovar 3 119 (100%) 0 (0%) 119
205

Como ya se ha indicado anteriormente, el gen hgbB esta implicado en la
adquisicion de hierro dentro de la célula hospedadora, al igual que el gen hgbA,

presente éste en todos los aislados de P. multocida. Por lo tanto, parece que en
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las cepas de P. multocida poseer ademas del gen hgbA, el gen hgbB podria
aumentar la capacidad de adquirir hierro y, por lo tanto, aumentar la viabilidad
y supervivencia de los aislados que posean este gen. Esta podria ser una de las
razones de la mayor prevalencia de aislados de biovar 3 frente a aislados de
biovar 2, ya que éstos ultimos carecen de este gen. Sin embargo, esto no seria
una explicacion en el caso del biovar 1, ya que es un biovar muy poco
prevalente a pesar de presentar en todos los casos el gen hgbB, aunque podrian

estar implicados otros factores.

En nuestro caso hemos de destacar la fuerte asociacion negativa
estadisticamente significativa (p=0.000) entre los genes hgbBy pfhA (Tabla 31),
dato que concuerda con la investigacion de Ewers et al. (2006) quienes
destacaban, también, una asociacion negativa significativa entre ambos genes

en ganado porcino y bovino (p=0.000).

Tabla 31. Prevalencia de la combinacion de los genes hgbB y pfhA en los diferentes

biovares de P. multocida aislados.

pfhA +/ hgbB+ pfhA-/ hgbB- pfhA+/ hgbB- pfhA -/ hgbB+ Total

Biovar 1 2 (40%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (60%) 5

Biovar 2 0 (0%) 0 (0%) 81(100%) 0 (0%) 81

Biovar 3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 119 (100%) 119
205

Por otra parte, no detectamos en el mismo aislado el gen toxA y el gen
PpfhA en ninguna ocasion, resultado similar al publicado por Ewers et al. (2006),
quienes destacaron una asociacion negativa significativa entre ambos genes
(p=0.040). Sin embargo hemos de tener en cuenta que nuestros aislados que
presentaban el gen toxA eran todos del biovar 3 y, quiza, la ausencia del gen

PpfhA sea debido a este hecho y no a la presencia/ausencia del gen toxA.

4.3.6. Caracterizacion molecular: PFGE.

Los estudios de caracterizacion molecular llevados a cabo en P. multocida
han sido realizados principalmente en aves (Kim y Nagaraja, 1990; Wilson et al.,
1993; Petersen et al., 2001; Olson y Wilson, 2001; Davies et al., 2003b). En el
caso del ganado porcino la mayoria de los trabajos se han llevado a cabo en
casos de RAP (Harel et al.,, 1990; Gardner et al.,, 1994; Fussing et al., 1999;

Donnio et al., 1999), existiendo algunos articulos sobre procesos neumonicos
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(Zhao et al., 1993; Blackall et al., 2000; Rubies et al., 2002; Vera-Lizarazo,
2008) y septicémicos (Townsend et al., 1998b; Blackall et al., 2000).

Tal y como se detallo anteriormente (Apartado 1.7.2.), la técnica de
electroforesis de campo pulsado (PFGE) esta descrita como el sistema de tipado
“gold standar’ para la caracterizacion molecular de P. multocida (Goering, 1993;
Barbier et al., 1996). Esta técnica presenta una elevada tipabilidad y poder
discriminatorio aplicada a la caracterizacion de este patdogeno, asi como una
buena reproducibilidad (Pedersen et al., 2003), siendo estos parametros
superiores a los obtenidos con otras técnicas de tipificacion molecular, tales
como REA, ribotipado, RAPD y REP-PCR (Gunawardana et al., 2000). Esta
técnica ademas ha sido utilizada para la caracterizacion de aislamientos de P.
multocida en distintas especies animales (Aalbaek et al.,, 1999; Gunawardana et
al., 2000; Pedersen et al., 2003), e incluso en aislados humanos (Blackwood et
al.,, 1996). Sin embargo, los estudios realizados en los que se ha analizado la
relacion entre aislados de este patdégeno en ganado porcino mediante dicha
técnica molecular son escasos (Donnio et al., 1999; Leotta et al.,, 2006b; Vera-
Lizarazo, 2008). Asimismo, la experiencia previa de nuestro grupo de trabajo
con otros patdgenos bacterianos como por ejemplo Lactococcus garvieae (Vela et
al., 2000), Streptococcus suis (Vela et al., 2003) o Pseudomonas anguilliseptica
(Blanco et al., 2002), habia sido muy satisfactoria utilizando la técnica de PFGE,

demostrando ésta ser una técnica util en estudios de caracterizaciéon molecular.

Debido a todo lo senalado anteriormente, resultaba interesante realizar
un estudio de caracterizacion genética de aislados de P. multocida de ganado
porcino en Espana utilizando la técnica de PFGE. Ademas, segiin los datos que
obran en nuestro poder, en nuestro pais Unicamente existen (hasta lo que
nuestro conocimiento se refiere) dos tesis doctorales en las que se utiliz6 las
técnicas REA y PFGE para la caracterizacion molecular de aislados de P.

multocida en cerdos (Rubies et al., 2002; Vera-Lizarazo, 2008).

Todas las cepas analizadas en este estudio (205 aislados de campo y 6
cepas de referencia) fueron caracterizadas mediante la técnica PFGE, utilizando
la endonucleasa de restriccion Apal (Bspl). Esta enzima de restriccion utilizada
fue seleccionada ya que, segun estudios previos, es la mas adecuada para la
caracterizacion de P. multocida al producir bandas claras y bien separadas y ser
los patrones facilmente interpretables (Donnio et al., 1999; Gunawardana et al.,

2000; Lainson et al., 2002; Pedersen et al., 2003).
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Todos los aislados fueron tipables, resultando 69 PFPs diferentes (1-69),

que presentaron entre 8 y 13 bandas bien definidas de 22 a 492 kb (Figura 28).

Figura 28. Perfiles genéticos obtenidos por PFGE representativos de los aislados de P.
multocida subsp. multocida tras la digestion del ADN bacteriano con el enzima de
restriccién Apal. Lineas 1, 8, 17 y 27, Salmonella serotipo Braenderup H9812; linea 2,
aislado 140CO02; linea 3, aislado 14;Z02; linea 4, aislado 1;P01; linea 5, aislado 155P02;
linea 6, aislado 163PL0O2; linea 7, aislado 157/P02; linea 9, aislado 1¢sP02; linea 10,
aislado 160Z02; linea 11, aislado 153P02; linea 12, aislado 53P04; linea 13, aislado
151Z03; linea 14, aislado 1,P01; linea 15, aislado 157P03; linea 16, aislado 174P02; linea
18, aislado 36P04; linea 19, aislado 144Z02; linea 20, aislado 1107Z03; linea 21, aislado
1101Z03; linea 22, aislado 1;5P01; linea 23, aislado 144Z02; linea 24, aislado 1;:6P04;
linea 25, aislado 1::;5PLO3; linea 26, aislado 1115Z03.

En nuestro estudio la técnica de PFGE demostro poseer un elevado poder
discriminatorio, ya que permitio diferenciar entre aislamientos que mostraban
idénticas caracteristicas fenotipicas, como eran el tipo capsular, biovar y
presencia o no de toxina. Hecho logico ya que la técnica de PFGE tiene un

elevado poder discriminatorio (Arbeit, 1995).

La relacion de los perfiles genéticos obtenidos, asociada con el biovar, el
tipo capsular, la presencia/ausencia de los genes toxA, pfhAy hgbB, asi como el

numero de aislados analizados se presenta en la Tabla 32.
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Tabla 32. Clasificacion de los aislados de P. multocida subsp. multocida estudiados,
segun su perfil genético (patron PFGE), biovar, tipo capsular, presencia/ausencia de los

genes toxA, pfhAy hgbB.

Referencia aislados l?;g;;l Biovar ca';isl::;ar toxA | pfhA | hgbB ais:: ‘:ios
16P0O1, 1,5P01 1 3 A - - + 2
198P03 2 3 A - - + 1
1105P03, 1105203, 1106P03 3 3 A - - + 3
1105A03 4 3 A - - + 1
118P01, 120201, 139CO02,
183P03, 157P03, 15sP03,
1100P03, 1101Z03, 1102P03, S 3 A - - + 13
1100P03, 1:10P03, 1:11A03,
46T04
1100P0O3 6 3 A - - + 1
1103P03, 1104Z03 7 F - + + 2
120PO1, T4P03, 1.4P03 G I O N N N .
CECT 4325 9 3 D + - + 1
eI w0 | s | b |||+ e
NCTC 10325 11 3 D - - + 1
e N I I R R I
87D06 13 3 D + - +
8,P06, 8sD06, 80NO6 14 3 D + - + 3
1114203, 1116P04 15 3 D - - +
éi;;%%s’ 1:15P03, 1:15Z03, 16 3 D ) _ + 4
134P02, 134202, 152P03,
185P03, 24P02, 25P02, 25202,

o i U T I I N R
219P04, 323P04, 44P04,

70,G04, 84P06, 8:0P06

214P03 18 3 D - - + 1
210P03 19 3 D - - + 1
164P02 20 3 A + - + 1
101p0s, 3.P0%, acp0s &pos | 2L | O | A |- | - |7
7,P04 22 3 A - - + 1
199203 23 3 A - - + 1
1:14P01, 197P03, 1107203 24 3 A - - + 3
5.P04 25 3 A - - + 1
61202 26 3 A - - + 1
54P04 27 3 A - - + 1
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Referencia aislados l?;:;;;l Biovar caglsl::;ar toxA | pfhA | hgbB aisf:\ :1os
4,P04 28 3 A - - + 1
130P01,190P03, 19;P03,
156PO3 29 3 A - - + 4
121P01, 140202, 144202,
167P02, 170P02, 170202,
171P02, 172202, 177Z03, 30 3 A - - + 14
173P03, 19oP03, 196Z03,
1:12P03, 17:3C03
1:18204 31 3 A - - + 1
140P02 32 3 A - - + 1
16sB02 33 3 A - - + 1
127P01, 135C02, 140CO02,

133202, 133P02, 137202, 34 3 A - - + 8
160C02, 169P02

1:17,G04 35 3 A - - + 1
150P02 36 3 A - - + 1
312P04 37 3 A - - + 1
NCTC 10323 38 3 B - - + 1
NCTC 10326 39 3 F - - + 1
NCTC 10324 40 13 B - + + 1
15:P02, 13,P02, 195P03 41 2 A - + - 3
1,P0O1, 15Z01, 19Z01, 1,0P01,

1::Z01, 1,,P01, 1,3Z01,

1,6P01, 1,7P01, 1,0P01,

150P01, 123P01, 133C02,

136P02, 142P02, 145,Z02, 42 2 A - + - 28
143202, 145P02, 146P02,

147P02, 145P02, 163P02,

165P02, 173P02, 176203,

179P03, 15:Z203, 3:7,P04

627203 43 2 A - + - 1
33P04, 320G04, 320P04,

321P04, 3,,P04, 5,P04 44 2 A - " i 6
1:5P01 45 2 A - + - 1
156P02, 170Z03 3:4P04,

3.5P04, 316P04, 8,P06 46 2 A - i i 6
3:P04, 35P04, 3,P04, 35P04,

35P04, 310P04, 313P04 47 2 A ] ’
3,P04, 3::T04 48 2 A - + - 2
4;P04, 8sP06 49 2 A - + - 2
1,3P01, 16:P02 50 2 A - + - 2
NCTC 10322 51 2 A - + - 1
153P02, 162P02 52 2 A - + - 2
166P0O2 53 2 A - + - 1
154P02, 154G03, 154P03 54 2 A - + - 3
6,P03 55 2 A - + - 1
207202, 2,7,P04 56 2 A - + - 2
180203 57 2 A - + - 1
28702 58 2 A - + - 1
1,PO1 59 2 A - + - 1
318P04, 3137204, 310204 60 F + - + 3
158P02 61 2 A + 1
175B03, 175203 62 2 A - + - 2
45P04 63 2 A - + - 1
155P02 64 2 A - + - 1

—
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Referencia aislados l;f‘;g;;l Biovar c aglsl::;ar toxA | pfhA | hgbB ais::l:i.os
1,P01 65 2 A - + - 1
160202, 156G03 66 2 A - + - 2
15P01 67 2 A - + - 1
1,P01 68 2 A - + - 1
4,P04 69 2 A - + - 1

CODIFICACION:

Primera cifra: empresa (1-8). Subindice: nimero de animal (orden cronolégico). Letra:
representando cada una de ellas una muestra diferente como se indica a continuacion:
P, pulmoén; Z, corazéon; T, tonsila; B, bazo; C, cerebro; F, liquido cefalorraquideo; G,
ganglio; A, liquido articular; X, liquido toracico y D, origen desconocido. Dos ultimas

cifras: ano de aislamiento.

Tal y como se muestra en la Tabla 32, cada una de las cepas de
referencia fue caracterizada en un perfil tnico (PFPs 9, 11, 38, 38, 40 y 51). En
cuanto a los 205 aislados de campo analizados, éstos fueron clasificados en 63
PFPs, lo que suponia una DG de un 0,33. De todos los aislados analizados, 37
(18,0%) representaban perfiles Unicos. Observamos por lo tanto, que los
aislados de P. multocida subsp. multocida analizados presentaban una

heterogeneidad moderada.

La DG que presenta P. multocida es variable segin el proceso clinico que
produce en las diferentes especies hospedadoras. Por ejemplo, se evidencia una
marcada homogeneidad genética, tipica, en la mayoria de las ocasiones, de
patogenos primarios (Selander y Musser, 1990), en casos de RAP en cerdos
(Harel et al., 1990; Nielsen y Rosdahl, 1990; Gardner et al., 1994; Djordjevic et
al., 1998; Fussing et al, 1999) y en los casos de septicemia hemorragica en
ganado bovino (Johnson et al, 1991; Wilson et al, 1992; Townsend et al.,
1997a; Townsend et al., 1998b). Por otra parte, en los procesos de célera aviar
se ha descrito, generalmente, una mayor heterogenicidad (Snipes et al., 1989;
Christiansen et al.,, 1992b; Wilson et al., 1993; Wilson et al., 1995; Djordjevic et
al., 1998; Blackall et al., 1998; Davies et al., 2003b; Shivachandra et al., 2007).
Sin embargo, en los procesos neumonicos en ganado porcino existe cierta
controversia. Asi, determinados estudios previos describen una limitada
diversidad genética (Harel et al., 1990; Zhao et al.,, 1992; Fussing et al.,, 1999;
Blackall et al., 2000; Bowles et al., 2000; Rubies et al., 2002) y se ha llegado a
sugerir que diferentes subpoblaciones de P. multocida especialmente virulentas

eran las causantes de estos procesos respiratorios (Davies et al.,, 2003b). Sin
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embargo, otros autores habian destacado que los aislados de P. multocida
presentaban una heterogenicidad considerable utilizando diferentes técnicas de
tipado como REA, ribotipado, analisis de restriccion de fragmentos y analisis de
plasmidos (Buttenschon y Rosendal, 1990; Djordjevic et al., 1998). Estas
discrepancias podrian ser explicadas en base a diferencias en las técnicas de
tipificacion molecular (que poseen distinto poder discriminatorio) o bien a la
procedencia de los aislados que puede sesgar el estudio como por ejemplo, si se
muestrean poblaciones reducidas o sistemas de produccion cerrados, en casos

de brotes agudos de enfermedad etc. (Bowles et al., 2000).

En nuestro estudio, en el caso de neumonia porcina, el grado de DG es
moderado, coincidiendo este resultado con el reciente trabajo de Vera-Lizarazo
(2008) en el que se obtuvo una DG similar a la nuestra (0,30), utilizando
también PFGE. Sin embargo, en Cataluna, Rubies et al. (2002) describieron un
grado de DG mucho menor (0,07) en aislados de P. multocida obtenidos de
muestras de ganado porcino que presentaban neumonia. Esta gran diferencia
podria explicarse debido al menor poder discriminatorio de la técnica REA frente
a la de PFGE (Pedersen et al., 2003) y/o a que estos autores muestrearon
animales de una Unica piramide productiva de ciclo cerrado. En este tipo de
sistemas de produccion no es extrano hallar unos pocos patrones genéticos que
predominan sobre el resto y se mantienen a lo largo del tiempo, describiéndose
un grado de DG limitada (Blackall et al., 2000; Bowles et al., 2000). En nuestro
estudio, ademas de utilizar una técnica de tipado genético de mayor poder
discriminatorio, los aislados se habian obtenido de diversas regiones geograficas
y de diferentes empresas (con diversos sistemas de produccion y manejo),

hechos que pueden explicar la mayor variabilidad genética.

La relacion genética entre los aislamientos de P. multocida subsp.
multocida basada en los perfiles de restriccion generados mediante UPGMA tras
la digestion del ADN con el enzima Apadl es presentada en el dendograma simple

mostrado en la Figura 29.
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Figura 29. Dendograma que muestra las relaciones genéticas entre los 211 aislados de
P. multocida subsp. multocida realizado en base al analisis de grupos UPGMA de los 69
PFPs obtenidos después de la digestion del ADN bacteriano con la enzima de restriccion

Apal.
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En el dendograma generado se observaron claramente 2 grupos genéticos
principales, A y B, con una similaridad entre ellos de un 45% (Figura 29). El
grupo A, que incluia 121 aislados de campo y 2 cepas de referencia (58,2% del
total de aislados), podia ser subdividido en 3 subgrupos principales (con una
similaridad del 59%), denominados Al (21 cepas), A2 (44 cepas) y A3 (48 cepas),
mientras que el grupo B estaba formado por 84 aislados de campo y 4 cepas de
referencia (41,7% del total de aislados) y se subdividia (con igual similaridad) en

los subgrupos prinipales B1 (74 cepas) y B2 (11 cepas).

Los 123 aislados incluidos en el grupo genético A fueron clasificados en
35 PFPs diferentes (DG=0,28). Estos aislados se habian obtenido a lo largo de
todos los afios de estudio y procedian de todas las empresas productivas
muestreadas. Practicamente todos los aislados del biovar 3 (98,3%) (excepto 2
situados en el grupo genético B), se ubicaron en este grupo, 81 de ellos de tipo
capsular A y los 38 restantes de tipo capsular D, ademas de 2 aislados de
biovar 1 (de tipo capsular F) y 2 cepas de referencia (NCTC 10325 y CETC
4325). En este grupo se incluyeron todos los aislados de nuestro estudio que

presentaban la PMT (tanto de tipo capsular A como de tipo capsular D).

Por otro lado, en el grupo genético B se situaron 88 aislados (41,7%), 4 de
ellos cepas de referencia (NCTC 10322, NCTC 10323, NCTC 10324 y NCTC
10326), que se clasificaron en 32 perfiles genéticos diferentes (DG=0,36). Todas
las empresas productivas, excepto la n°® 7, estuvieron representadas en este
grupo y los aislados fueron obtenidos también a lo largo de todos los anos de
muestreo. La totalidad de los aislados de biovar 2 estuvieron ubicados en este
grupo genético, la mayoria de ellos de tipo capsular A (excepto 3 aislados de tipo
capsular F, biovar 1, y 2 cepas de referencia de tipo capsular B, de los biovares

3y 13).

Por lo expuesto anteriormente, se puede destacar que existia una
asociacion estadisticamente significativa entre el biovar 3 y el grupo genético A,
y entre el biovar 2 y el grupo genético B (Fig. 29). Ninguno de los biovares
compartio, en ningun caso, el mismo PFP. Parecia claro, por lo tanto, que
ambos biovares formaban subpoblaciones clonales diferentes dentro de P.
multocida subsp. multocida, y que se diferenciaban, ademas, en al menos dos
factores de virulencia (hgbB y pfhA). Esta especial agrupacion de los diferentes
biovares de P. multocida ya habia sido resaltada en estudios previos, aunque

utilizaran diferentes técnicas de tipificacion a las utilizadas en este trabajo, y
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fueran realizadas en diferentes especies animales. Por ejemplo, Blackall et al.
(1998) en un estudio epidemiologico realizado en Australia en aves domésticas
utilizando la técnica de MLEE, observaron que aislados de diferentes biovares se
podian asociar a grupos especificos. Al igual que en nuestro caso, los biovares 2
y 3 aparecian claramente separados y, sin embargo, el biovar 1 estaba
distribuido en ambos grupos genéticos (Blackall et al.,, 1998). En el mismo ano
se realizd otro trabajo de caracterizacion de P. multocida en ganado porcino,
utilizando esta vez la técnica de REP-PCR, en el que también se destacé una
asociacion entre tipo REP y biovar (Townsend et al., 2000). Mas tarde, Bowles et
al. (2000), también en Australia, estudiando aislados de P. multocida obtenidos
de cerdos mediante la técnica de ribotipado agruparon los diferentes biovares y
sugirieron que los aislados de biovar 2 podian formar un grupo genético
diferenciado dentro de la especie P. multocida subsp. multocida. Finalmente, en
Espana Vera-Lizarazo (2008), mediante PGFE, también observé una relacion

entre biovar y grupo genético.

El grado de DG detectado en nuestro estudio fue moderado, tanto en el
biovar 3 como en el 2. De este modo, los aislados de biovar 3 (n=124), fueron
caracterizados en 34 PFPs diferentes (DG=0,28). El1 PFP mas frecuente fue el n°
17, representado por 20 aislados (16,2%), seguido por el PFP n°® 5, con 13
aislados (10,5%) y el PFP n°® 30 con 14 aislados (11,3%). Todos los aislados de
biovar 2 (n=82) se distribuyeron en 27 PFPs diferentes (DG=0,32). El mas
prevalente fue el PFP n°® 42, con 28 aislados (34,5%). Analizando estos datos se
puede determinar que no existen diferencias estadisticamente significativas
(IC=99%) entre la DG de los biovares 2 y 3. Este resultado no coindice con
estudios previos en los que se habia destacado que el biovar 3 presentaba una
elevada DG, mayor que la de los demas biovares, mas limitados genéticamente

(Townsend et al., 1998a; Blackall et al., 2000; Leotta et al., 2006b).

Dentro de cada uno de los grupos genéticos principales se puede destacar
la asociacion de las cepas en diferentes subgrupos (A1-A3 y B1-B2)
principalmente en funcion de su origen (Fig. 29, Tabla 32), resultados que
concuerdan con los obtenidos por otros autores (Townsend et al, 1997a;
Gunawardana et al., 2000; Varga et al., 2007; Vera-Lizarazo, 2008). Asi, dentro
del subgrupo genético A2 se situaron el 86,9% de los aislados obtenidos en la
empresa de produccion n° 2 y el 70% de los de la empresa n°® 8, mientras que en

el subgrupo B1 se ubicaron el 84% de los aislados de la empresa n°® 3 (Fig. 29,
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Tabla 32). En el resto de subgrupos se encontraron principalmente las cepas de
la empresa n° 1, distribuyéndose el 15,1% de cepas de ésta en el subgrupo
genético Al, 29,5% en el A3, 32,5% en el B1 y 6,8% en el B2. Estas diferencias
podrian ser explicadas en base a que esta compania constaba de multitud de
granjas receptoras que tenian diferentes sistemas de manejo, estaban situadas
en diferentes localizaciones y se muestrearon durante diferentes anos, en
contraste, por ejemplo, a la empresa n°® 2, de ciclo cerrado y representada por

una unica granja.

Por otra parte se puede observar que en el subgrupo A2 se concentraron
la mayoria de los aislados (76,3%) de tipo capsular D, estando mas de la mitad
de ellos (52,6%) representados por un unico perfil genético (PFP n°® 17). Sin
embargo, la mayoria de aislados de tipo capsular A (162 aislados) estaban
ampliamente distribuidos por todo el dendograma, incluyéndose en todos los
subgrupos genéticos. Este resultado coincide con lo destacado por otros autores
quienes indicaron que existia una mayor heterogeneidad de los aislamientos de
tipo capsular A, frente al resto de los tipos capsulares (Dziva et al., 2001; Davies
et al., 2003b; Leotta et al., 2006b). No se trata de un hecho extrano ya que el
tipo capsular A se aisla de un rango mas amplio de hospedadores y causa
diferentes manifestaciones clinicas, mientras que los demas tipos capsulares
tienden a ser mas especificos respecto a la especie hospedadora y proceso
clinico (Dziva et al., 2001; Davies et al., 2003b; Ewers et al., 2006; Jordan et al.,
2006; Leotta et al, 2006b). Por ejemplo, Davies et al. (2003) realizaron un
estudio en Inglaterra y Gales en P. multocida aisladas de aves, hallando una
asociacion clara entre los diferentes tipos capsulares y los tipos OMP. Aislados
de tipo capsular B, D y F, asi como los no tipables, estaban asociados a tipos
OMP especificos y representaban grupos clonales bien definidos, mientras que
aislados de tipo capsular A estuvieron clasificados en una gran variedad de
tipos OMP (Davies et al., 2003b). En el caso concreto del ganado porcino, en
Brasil se llevo a cabo un estudio de caracterizaciéon molecular muy similar al
nuestro, pero utilizando la técnica de SE-AFLP en cerdos que presentaban
neumonia, RAP y septicemia resefando, igualmente, una elevada
heterogeneidad en los aislados de tipo capsular A frente a la mayoria de los
aislados de tipo capsular D de cavidad nasal y productores de toxina que se
agrupaban en el mismo grupo genético (Moreno et al.,, 2003). Por otro lado,
aislados de distintos tipos capsulares no fueron caracterizados en ningun caso

en el mismo perfil genético en nuestro estudio, coincidiendo con lo citado por
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Harel et al. (1990), aunque en ocasiones se ha senalado la clasificacion de los
tipos capsulares A y D en el mismo perfil genético (Donnio et al., 1999; Vera-

Lizarazo et al., 2008).

A pesar de la variedad de PFPs hallada, existian algunos patrones que
destacaban sobre los demas debido a su mayor prevalencia. Asi, por ejemplo,
hay cuatro perfiles (PFP n°® 5, 17, 30 y 42) que agrupan el 35% de todos los
aislados (Tabla 32). El PFP mas frecuentemente aislado fue el n® 42 que estaba
representado por 28 aislados (13,6% del total de aislados de campo) ubicados
en el subgrupo genético B1. Todos ellos fueron clasificados en el tipo capsular A
y en el biovar 2 y ninguno de ellos era toxigénico. Salvo una excepcion, el total
de estos aislados se habia obtenido en la empresa de produccién n°® 1 (en 8
explotaciones diferentes) a lo largo de los 4 afios de muestreo. El segundo PFP
mas frecuente fue el n® 17, incluido en el subgrupo genético A2, y en el que
fueron clasificados un total de 20 aislados (9,7%). En este caso, todos eran del
tipo capsular D, biovar 3, y ninguno presentaba la PMT. Aunque mas de la
mitad de estos aislados (55%) pertenecian a una Unica empresa de produccion
(la n° 2), también se detectaron aislados con este perfil en otras 4 empresas en
todos los anos excepto en el 2001. Es decir, era un perfil que se distribuia
ampliamente en distintas empresas (que tenian diferentes sistemas de
produccion) situadas en diversas localizaciones geograficas. El tercer PFP mas
frecuente fue el n° 30 que incluia 14 aislados (6,8%), y el cuarto PFP fue el n° 5,
que incluia 13 aislados (6,3%). Ambos perfiles estaban situados en el grupo
genético A, e incluian aislados de tipo capsular A, biovar 3, no toxigénicos. La
mayoria de aislados de ambos perfiles pertenecian a la empresa n° 1, dato
légico, ya que era la empresa que tenia, con gran diferencia, la mayor

representacion en nuestro estudio.

Destaca, por lo tanto, la presencia de ciertos PFPs prevalentes que se
habian obtenido de diferentes empresas de produccion a lo largo de los
diferentes anos del estudio, y que fueron clasificados en diferentes biovares y
tipos capsulares (Tabla 32, Fig. 29), lo que indica que su mayor prevalencia no
esta asociada a ninguna de estas caracteristicas. La existencia de cepas
prevalentes ya habia sido descrita previamente, ya que existian determinados
ribotipos y patrones de restriccion que predominaban y se asociaban a procesos
de neumonia (Zhao et al.,, 1992; Bowles et al.,, 2000; Rubies et al., 2002; Vera-
Lizarazo et al., 2008) y a RAP en ganado porcino (Gardner et al.,, 1994; Fussing
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et al.,, 1999). Algunos autores resefian la permanencia de estas cepas en el
tiempo (Christensen et al.,, 1998; Pedersen et al., 2003), resultado que
concuerda con nuestro estudio, como por ejemplo en el caso del PFP n°® 42,
aislado desde el ano 2001 al 2004 en la empresa de produccion n° 1. En otros
patogenos respiratorios porcinos también han sido destacados perfiles genéticos
mas prevalentes, como el caso de S. suis (Vela et al.,, 2003), asi como en otras
bacterias como Lactococcus garvieae (Vela et al., 2000) o Listeria monocytogenes
(Vela et al.,, 2001). Se ha sugerido que estas cepas predominantes podrian ser
variantes mas virulentas, que serian las responsables de la mayoria de los casos
clinicos (Selander y Musser, 1990; Mogollon et al., 1991; Torremorell y Pijoan,
1998; Vela et al.,, 2003). Estos resultados no se confirman en nuestro caso, ya
que no se hallaron diferencias en los factores de virulencia estudiados en los
PFPs prevalentes sobre el resto. Por lo tanto habria que buscar otras causas
como podrian ser la presencia de factores de virulencia desconocidos o la
influencia de la naturaleza de la propia produccion porcina (Blackall et al,
2000; Bowles et al., 2000; Rubies et al., 2002), como ya se indic6 anteriormente.
Por ejemplo, en nuestro estudio, el PFP n® 17 fue un patron prevalente en la
empresa n° 2 (empresa de ciclo cerrado) que se mantenia a lo largo del tiempo,
lo que podria implicar que este perfil genético fuera mas virulento (factores
desconocidos) y/o sobreviviera mas facilmente en el ambiente/hospedador,
aspecto favorecido por este tipo de sistema de produccion, en el que es mas facil
que exista uno o unos pocos perfiles genéticos predominantes (Zhao et al,

1992; Rubies et al., 2002).

Respecto a los principales procesos clinicos, entre los aislados de
procesos neumonicos (n=127) se detectaron 50 PFPs diferentes (DG=0,39) que
estaban situados en los dos grupos genéticos principales (56,6% en grupo Ay
43,3% en el grupo B) (Tabla 32 y Fig. 29). En el caso de aislados de procesos
septicémicos se observdé un grado de DG muy similar (0,41) ya que fueron
hallados 30 PFPs diferentes en los 72 aislados obtenidos en animales que
presentaban este proceso clinico (61,1% en grupo Ay 38,8% en grupo B) (Tabla
32 y Fig. 29). No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas
(IC=99%) entre la DG de los aislados independientemente del proceso clinico.
Incluso se encontraron ejemplos de perfiles genéticos compartidos entre
aislados procedentes de casos de neumonia y RAP (PFP n° 14), y entre ambos y
los de procesos de septicemia (PFP n°® 12). En la mayoria de los casos, los

perfiles que incluian mas de un aislamiento (19 perfiles) se encontraban
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igualmente representados tanto por aislados obtenidos de procesos neumonicos
como septicémicos, clasificados en los tipos capsulares A y D de P. multocida y
los biovares 2 y 3, sin diferencias entre los principales factores de virulencia
estudiados. Por lo tanto, parece que ciertas cepas, independientemente de su
tipo capsular, biovar y presencia/ausencia de factores de virulencia, son
capaces de producir neumonia y septicemia en el cerdo. Como se citd en
parrafos anteriores, en referencia a los casos de neumonia, la mayoria de
autores senalan que P. multocida actiia como patégeno secundario formando
parte del CRP, hecho que explican, por un lado debido a la elevada DG y, por
otro, a que se aisla en muchas ocasiones combinada con otros agentes viricos o
bacterianos (Buttenschon y Rosendal, 1990; White et al., 1990; Zhao et al,
1992; Gardner et al.,, 1994; Djordjevic et al., 1998). En nuestro caso en el 39%
de las ocasiones P. multocida se aislo junto con otras bacterias (principalmente
S. suis, A. pleuropneumoniae y H. parasuis). Sin embargo, la DG fue moderada y
un 60% de las cepas fueron aisladas en cultivo puro, representados por 38 PFPs
diferentes, de los que un 26,3% se compartieron con aislados septicémicos.
Algunos autores han indicado que pueden existir cepas de P. multocida que
actuarian como patégenos primarios (Davies et al.,, 2003b), incluso otros han
indicado que a partir de procesos neumoénicos puedan desencadenarse procesos
septicémicos (Buttenschon y Rosendal, 1990; Dungworth, 1993). Por ejemplo,
Dungworth et al. (1993) describieron que la pasterelosis neumonica es una
enfermedad primaria del pulmén que puede asociarse a bacteriemia o
septicemia, como ocurre en el caso de otras neumonias producidas por
diferentes bacterias. También Buttenschon et al (1990) caracterizaron
genéticamente aislados de P. multocida de tipo capsular A implicados en un
proceso septicémico, demostrando que los aislados obtenidos de rifiones de
cerdos enfermos presentaban los mismos PFPs que los aislados de los mismos
animales obtenidos de pulmoén, concluyendo que eran diseminados a través de
la sangre desde el origen principal en el pulmén. Nuestro estudio parece
confirmar que ciertas cepas, independientemente del tipo capsular y biovar,
bajo determinadas circunstancias, son capaces de diseminarse desde el pulmon

a otros organos y/o tejidos del hospedador.
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CONCLUSIONES

Primera

Pasteurella multocida subsp. multocida fue la Ginica subespecie aislada a
partir de las muestras clinicas analizadas en el presente estudio, confirmando el
predominio de esta subespecie como responsable de procesos clinicos en el

ganado porcino.

Segunda

El sistema de identificacion comercial API 20E puede resultar util para la
identificacién rutinaria de la especie P. multocida. Sin embargo, su eficacia
mejora considerablemente cuando se complementa con la realizacion de ciertas
pruebas de manera tradicional, concretamente la decarboxilacion de la ornitina,

produccion de indol y produccion de acido a partir del sorbitol.

Tercera

La gran mayoria de aislados, tanto de procesos neumonicos como
septicémicos, pertenecieron al tipo capsular A (79%), carecian de la toxina
dermonecroética (92%) y se vincularon a un numero limitado de biovares (1, 2 y
3). A pesar de que el biovar 3 fue el mas prevalente, representando el 58% del
total de aislados analizados, destaco la elevada prevalencia del biovar 2 (40% de

los aislados) en relacion a estudios previos en Espana y resto de paises.
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Cuarta

El hecho de que aproximadamente la cuarte parte (23%) de los perfiles
de restriccion obtenidos por PFGE incluyeran tanto aislados pulmonares como
de otras localizaciones organicas, sugiere que al menos algunas de las cepas de
P. multocida asociadas a procesos neumonicos tendrian la capacidad de

diseminarse e infectar a otros tejidos u érganos.

Quinta

La totalidad de los aislados de P. multocida presentaron los genes
asociados a virulencia ompH, oma87, psl, nanH, nanB, tonB, hgbA, sodAy sodC.
Sin embargo, la presencia de los genes pfhA (que codifica para una
hemaglutinina filamentosa) y hgbB (implicado en la captacion del hierro) estuvo

asociada a los biovares 2 y 3, respectivamente.

Sexta

Los aislados clinicos de P. multocida, tanto de casos de neumonia como
de septicemia presentaron una diversidad genética moderada, detectandose
ciertos perfiles prevalentes distribuidos ampliamente por las diferentes
localizaciones geograficas y piramides productivas, teniendo la capacidad de

persistir a lo largo del tiempo.

Séptima

Los aislados de los biovares 2 y 3 se asociaron mediante PFGE en dos
grupos claramente definidos. Este resultado, junto con las diferencias halladas
en los genes pfhA y hgbB sugieren que ambos biovares representan poblaciones

de P. multocida diferenciadas a nivel genético.
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RESUMEN

Pasteurella multocida es una bacteria comensal del tracto respiratorio que
puede dar lugar a diferentes patologias en distintas especies animales en todo el
mundo. En el ganado porcino es el agente responsable de los procesos de rinitis
atrofica progresiva (RAP) y de procesos neumonicos, formando parte del
complejo respiratorio porcino, que es causa de importantes problemas
sanitarios y econémicos en las explotaciones de cria intensiva. Ademas, en

ocasiones, puede dar lugar a procesos septicémicos.

Se trata de una especie muy heterogénea en la que se distinguen tres
subespecies (multocida, gallicida y séptica), 13 biovares (1-10 y 12-14), 5 tipos
capsulares (A, B, D, E y F) y 16 serotipos (1-16). Se han descrito diferentes
genes posiblemente asociados a virulencia, algunos de los cuales tienen una

prevalencia variable en las cepas de P. multocida.

El principal objetivo de nuestro estudio fue el de caracterizar fenotipica y
genéticamente aislados de P. multocida obtenidos a partir de diferentes
muestras, principalmente neumonicas, de ganado porcino de varias empresas

productivas distribuidas por diferentes regiones de Espana.

Se identificaron 205 aislados mediante el empleo de métodos bioquimicos
(API 20E) y moleculares (PCR), confirmandose que pertenecian a la especie P.
multocida.. Se determiné que existian diversos patrones bioquimicos, siendo
algunos prevalentes, agrupando, de este modo, en 4 de ellos el 64% de los

aislados.
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Mediante diferentes pruebas bioquimicas se determiné que todos los
aislados pertenecian a la subespecie multocida, siendo clasificados en un escaso
numero de biovares (1, 2 y 3). De ellos el biovar 3 fue el que se hallé6 con una
mayor prevalencia, resultado esperado, seguido del biovar 2 que, sin embargo,
representaba una proporcién considerablemente mayor (40%) a la hallada en

estudios previos.

La determinacion del tipo capsular mediante PCR permiti6é clasificar la
mayoria de aislados en el tipo A (79%), siendo el resto de los tipos capsulares D
(18,5%) y F (0,02%). Por otra parte, se detecto la presencia de la toxina
dermonecroética (PMT) en unicamente 16 aislados (7,8%). Estos resultados
entran dentro de lo esperado, ya que la mayoria de las muestras procedian de
procesos neumonicos en los que, generalmente, estan implicadas cepas de tipo
capsular A que carecen de la PMT. Ademas, la secuenciacion del gen que
codifica para la PMT de dos aislados de tipo capsular A, permiti6 comprobar que

ésta era practicamente idéntica a la del gen de cepas de tipo capsular D.

Respecto a la presencia de determinados genes asociados a la virulencia
se demostro, utilizando para ello PCR simples y multiples, que la mayoria de
ellos estaban presentes en todos los aislados. Asi, los genes psl, ompH, oma87,
PptfA, nanB, nanH, tonB, hgbA, sodA y sodC estuvieron presentes en el 100% de
los aislados, mientras que el gen tbpA no se encontré en ninguno de ellos. Sin
embargo, la prevalencia de los genes pfhA y hgbB fue variable (40% y 60%,
respectivamente) y curiosamente estuvieron asociadas al biovar. De este modo
todos los aislados del biovar 2 poseian el gen pfhA y los de biovar 3 tenian el gen

hgbB.

Por ultimo, se utiliz6 la técnica de electroforesis en campo pulsado
(PFGE), calificada como el métodod gold estdndar para la caracterizacion
molecular de cepas de P. multocida. Mediante dicho procedimiento se pudieron
clasificar los 205 aislados en 69 patrones diferentes, lo que suponia una
diversidad genética moderada (0,31). A pesar de la variabilidad de perfiles de
PFGE se pudo destacar la presencia de ciertos patrones prevalentes que se
distribuian por las diferentes empresas productivas y regiones geograficas,
permaneciendo a lo largo del tiempo. Ademas, se evidenciaron dos grupos
genéticos (con una similiaridad del 45%), diferenciandose claramente la

poblacion de cepas del biovar 2 de la poblacion de cepas del biovar 3.
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SUMMARY

Pasteurella multocida is a commensal microorganism of the upper
respiratory tract which is able to produce different diseases in several animal
species worldwide. In swine is the agent responsible of the progressive atrophic
rhinitis (PAR) and pneumonic processes, being implicated in the porcine
respiratory complex, which causes significant health and economic problems in
the intensive production systems. Moreover, it can lead to septicaemic processes

under certain circumstances.

P. multocida is a very heterogeneous species with three subspecies
(multocida, gallicida and septica), 13 biovars (1-10 and 12-14), 5 capsular types
(A, B, D, E and F) and 16 serotypes (1-16). Different genes probably associated
with virulence have been described, some of which have a variable prevalence

among strains of P. multocida..

The main aim of present study was to characterize phenotypically and
genetically isolates from P. multocida obtained from different samples, mainly
from pneumonic processes, from pigs of several companies widely distributed in

different regions of Spain.

A total of 205 isolates were identified by biochemical (API 20E) and
molecular (PCR) methods, confirming that they belonged to the species P.
multocida. It was determined that different biochemical patterns existed, some

of them more prevalent, thus bringing together 4 of them 64% of the isolates.

When the commercial identification system was complemented
performing different biochemical tests all isolates were classified into the
multocida subspecies, and were assigned into a limited number of biovars (1, 2

and 3). Of these, biovar 3, as expected, was found to have the higher prevalence
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followed by biovar 2 (40%). The prevalence of this biovar was higher compared

with previous studies.

The capsular type determined by PCR allowed the classification of most
isolated as type A (79%), while the other isolates were of capsular type D
(18.5%) and F (0.02%). On the other hand, Pasteurella multocida toxin (PMT)
was only detected in 16 isolates (7.8%). These results were not surprising,
because most of the samples came from pneumonic processes, which generally
involve capsular type A strains lacking the PMT. Furthermore, the determined
sequence of the PMT encoding gene of two capsular type A isolates were almost

identical to that of capsular type D strains.

Regarding the presence of certain genes associated with virulence, it was
demonstrated, by simple and multiplex PCR, that most of them were present in
all isolates. Thus psl, ompH, oma87, ptfA, NanB, nanH, TonB, hgbA, sodA and
sodC genes were present in the 100% of the isolates, while the tbpA gene was
not found in any of them. However, the prevalence of genes pfhA and hgbB was
variable (40% and 60% respectively) and were associated with the biovar. Thus,
the presence of the genes pfhA and hgbB were associated with isolates of biovar

2 and biovar 3, repectively.

Finally, P. multocida isolates were characterized by the pulsed-field
electrophoresis (PFGE). This technique is considered as the gold standard
method for molecular characterization of P. multocida strains. By this method it
was possible to classify the 205 strains in 69 different PFGE patterns, indicating
a moderate genetic diversity (0.31). Despite the variability of PFGE profiles, it
was also noted the presence of certain prevalent patterns that were distributed
in the different production companies and geographical regions, remaining
during time. In addition, at a genetic similarity of 45%, the isolates of biovar 2

and 3 clustered in two different well defined genetic groups.
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