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RESUMEN

Glaesserella parasuis es una bacteria gram negativa pequefia, miembro de la familia
Pasteurellaceae, que requiere del factor V (nicotidamina adenina dinucleétido) para crecer
en cultivo. Es la causante de la Enfermedad de Glasser, la cual genera poliserositis en
cerdos en etapa de recria. Hasta la fecha, presenta 15 serotipos que van de un alto rango
de virulencia a ser no virulentos. En este estudio se llevo a cabo la caracterizacion y la
tipificacion de la bacteria, a partir de casos clinicos de cerdos. Las cepas/muestras fueron
tomadas de granjas y criaderos porcinos ubicados en las provincias de Cérdoba, Santa
Fe, Buenos Aires, San Juan y Entre Rios y fueron procesadas y cultivadas en agar
sangre. Luego, se comprobd la virulencia de Glaesserella parasuis y qué serotipos se
presentan mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Por ultimo, se
realiz6 un analisis de frecuencia y correlacion entre cepas virulentas y no virulentas, y los

serotipos encontrados.

Se determind que el serotipo mas frecuente fue el 1 seguido por 5y 12, 4 y en menor
frecuencia los serotipos 13 y 7. Se aislaron mayor cantidad de cepas en Cordoba, Buenos
Aires y Santa Fe, y menor cantidad en Entre Rios y San Juan. Es decir, que se descubri6
una mayor y nueva circulaciéon de serotipos en distintas provincias, no descripto en

trabajos anteriores.

La informacion obtenida a partir de este estudio de Glaesserella parasuis permite conocer
en profundidad la bacteria que causa pérdidas econdmicas significativas en la industria
porcina en todo el mundo. Asimismo, genera un precedente de la circulacion y prevalencia
de ésta en nuestro pais, otorgando nuevas herramientas y estrategias para el diagnostico
y la elaboracion de vacunas autoctonas para el tratamiento y prevencién de la

enfermedad de Glasser.
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1.1. Historia

Los cerdos representan el 36 % del total de carne producida a nivel mundial. La
produccion porcina (animal) esta presente en todos los continentes, y la salud, es uno de
los factores mas importantes de productividad, rentabilidad y bienestar animal en
produccion porcina (Costa-Hurtado et al. 2020).

La produccion de cerdos en Argentina comienza a transitar un camino de oportunidades
que la llevaran al desarrollo y a la consolidacion, lo cual implica enfrentar desafios y
amenazas. En 2002, luego de la devaluacion de la moneda, las condiciones
macroecondmicas para la produccion porcina mejoraron considerablemente,
especialmente por el encarecimiento del cerdo importado y el mejoramiento de los precios
internos en términos reales. Esto permitido que se vislumbrara una clara recuperacion de la
actividad porcina (Brunori 2013).

En los ultimos afios, los sistemas de produccion del sector vivieron un proceso de
transformacion. Si bien los sistemas de produccion de pequefia y mediana escala
productiva (10 a 200 madres) son los que prevalecen en el pais, se ha producido un
importante aumento en el numero de productores de mayor escala (100 madres),
convirtiendose en empresas tecnificadas de mayor eficiencia productiva (Brunori 2013).

La adopcién de nuevas tecnologias de produccion para las piaras de alto nivel de salud y
la emergencia de nuevos sindromes respiratorios ha contribuido al aumento en el
predominio y gravedad de la enfermedad de Glasser (Straw 2000). Esta enfermedad,
causada por Glaesserella parasuis, esta asociada a cerdos de 4 a 12 semanas y se

caracteriza patolégicamente por poliserositis y poliartritis fibrinosas.

1.2. Caracteristicas de Glaesserella parasuis

Glasser (1910) fue el primero en describir la asociacién de un bacilo gram negativo
pequefio con la serositis y artritis fibrinosa del cerdo (Straw 2000).

Inicialmente, el agente causal fue identificado como Haemophilus suis por Hjarre y
Wramby (1943) y como Haemophilus influenza suis por Lecce (1960). Luego, el nombre
cambi6é a Haemophilus parasuis en base a la demostracion de que el microorganismo no
requeria factor X (hemina y otras porfirinas) para su crecimiento (Straw 2000).
Actualmente, Haemophilus parasuis ha sido renombrado en el NCBI como Glaesserella




parasuis (G. parasuis) (Lin et al. 2019).

G. parasuis es una bacteria gram negativa pequefia, miembro de la familia
Pasteurellaceae, que requiere del factor V (nicotidamina adenina dinucleétido, NAD) para
crecer en cultivo (Zimmerman 2012). Esta bacteria es residente del tracto respiratorio
superior de los cerdos (Zhang etal. 2019) y posee una considerable heterogeneidad
genotipica entre cepas (Straw 2000) .

Microscopicamente, las células de G. parasuis son pequefias y pleomdérficas variando
entre cocobacilos aislados de cadenas largas, delgadas y filamentosas (Straw 2000).
Comunmente, son aisladas de secreciones nasales de cerdos sanos y de los pulmones
de cerdos con neumonia. También, las muestras mas adecuadas para un posible
aislamiento son fragmentos de las membranas serosas inflamadas, exudados pericardico,
toracico y abdominal, sangre del corazén y liquido cefalorraquideo de animales afectados
por la forma aguda de la enfermedad y que no hayan recibido ningun tipo de medicacién
antibacteriana durante, al menos, los 7 dias previos a la toma de muestras (Lopez 2011).
Estas bacterias pueden ser cultivadas en agar chocolate o agar sangre. Junto al agar
sangre se cultiva una estria de Staphylococcus epidermidis, mostrando el crecimiento en

satélitosis caracteristico (Zimmerman 2012).

Figura 1 G. parasuis en Placa de Petri (A) y Tincion de Gram (B).

Fuente: Foto cedida por el grupo de Sanidad Animal de INTA Marcos Juarez.




1.3. Epidemiologia

Historicamente, la enfermedad de Glasser ha sido considerada una enfermedad
esporadica de los cerdos jovenes afectados por el estrés (Straw 2000). También, se
manifiesta de forma caracteristica después del destete, se asocia con la pérdida de
anticuerpos de origen materno y la presencia endémica de la bacteria en los rebafios
(Howell et al. 2015). Sin embargo, el cuadro epizootiolégico en piaras libres de patdégenos
especificos (LPE) o de alto nivel de salud, que representan una poblacion
inmunoloégicamente no estimulada es muy diferente. La introduccién de G. parasuis puede
producir una enfermedad sistémica de alta morbilidad y mortalidad, que afecta a cerdos
en cualquier fase de produccién (Straw 2000).

El papel de esta bacteria en la enfermedad respiratoria del cerdo es aun mas
problematico. La colonizacion de G. parasuis asociado con enfermedades como rinitis
purulenta es predisponente para otros patdégenos viricos y bacterianos (Straw 2000).
Recientemente, se observé que la coinfeccion por G. parasuis con otros patégenos, como

circovirus, Streptococcus suis (SS) y Pasteurella multocida (Pm) (Liu etal. 2017),

conducen a un aumento de mortalidad en los cerdos.

Fuente: Foto cedida por el grupo de Sanidad Animal de INTA Marcos Juarez.




En varios estudios se descubri6 que hay una asociacion entre los distintos serotipos
aislados a partir de la poliserositis y la virulencia (Straw 2000).

La prevalencia de los diferentes serotipos es distinta en cada pais. En Argentina estan
presentes los serotipos 4 y 5 (Lépez 2011), en Japon, Alemania, Estados Unidos, Canada

y Australia los serotipos prevalentes son 5, 4 y 13 (Straw 2000).

1.4. Patogenicidad y serotipos

La existencia de serotipos fue descripta por primera vez por Bakos y col. (1952) (Straw
2000) . Hasta la fecha, G. parasuis presenta 15 serotipos que van de un alto rango de
virulencia a ser no virulentos. Los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 12, 13, 14 y 15 son
virulentos y los serotipos 6, 7, 9 y 11 no virulentos (Olvera et al. 2012). En los pulmones,
las cepas no virulentas de G. parasuis pueden ser eliminadas por fagocitosis por
macrofagos. Por el contrario, las cepas virulentas de G. parasuis pueden evitar la
fagocitosis por macrofagos alveolares, probablemente debido, al menos en parte, a la
produccion de la capsula. En presencia de anticuerpos opsonicos, las cepas virulentas se
vuelven susceptibles a la fagocitosis por los macréfagos y luego se destruyen (Costa-
hurtado y Aragon 2013).

Antiguamente, se creia que la serovariedad de G. parasuis producia antigenos
termoestables, como el antigeno del polisacarido capsular (CPS) y el lipopolisacarido
(LPS) o lipooligosacarido (LOS), de una manera dependiente de la cepa. Hay muchos
genes ubicados en el locus CPS (Aiging et al. 2017). La mayoria de los serotipos pueden
distinguirse por las variaciones de secuencia que codifican la capsula bacteriana, excepto
los serotipos 5y 12 (Liu et al. 2016). El serotipo 5 se encuentra entre los aislados mas
epidémicos y conduce a una alta mortalidad y morbilidad en los cerdos, causando
enormes pérdidas economicas en la industria porcina mundial. En otro estudio posterior,
se investigd la cadena mas virulenta del serotipo 5, que dilucidd mecanismos de
inflamaciéon mediado por varias cascadas de sefalizacion inflamatoria (Yue et al. 2019).
Recientemente, se disefid un nuevo cebador, H12, que es de gran utilidad para la
deteccion del serotipo 12, pudiéndolo diferenciar del 5 (Aiging et al. 2017).

La identificacién de factores de virulencia en G. parasuis podria mejorar enormemente la

diferenciacion entre cepas y permitiria el disefio de nuevas vacunas para prevenir

10



enfermedades (Costa-hurtado y Aragon 2013). Sin embargo, dado a que no se cuenta con
demasiada informacion acerca de antigenos protectores y factores de virulencia, es
improbable que cualquier bacteria proporcione inmunidad cruzada contra todas las cepas

de importancia etioldgica en la poblacion porcina (Straw 2000).

1.5. Cuadros patolégicos en produccion porcina

Cuando el huésped sufre una situacion de estrés ambiental o inmunidad reducida, G.
parasuis puede extenderse a los pulmones y causar neumonia o incluso entrar en la
circulacién sanguinea e invadir multiples tejidos para causar la enfermedad de Glasser
sistémica (Wang etal. 2018). Los lechones muestran lesiones caracteristicas de
poliserositis fibrinosa y ocasionalmente neumonia catarral purulenta, en el examen de
autopsia (post mortem). En casos donde los animales estan cronicamente afectados,
pueden mostrar reduccion, crecimiento y lesiones de poliserositis fibrinosa en la necropsia
(Costa-Hurtado et al. 2020). Las membranas sinoviales aparecen inflamadas y pueden
poseer un gruesa capa de fibrina que en ocasiones se desprende y se inserta entra las
superficies articulares (Lopez 2011). También, hay presencia de lesiones macroscépicas
(endocarditis valvular, peritonitis, artritis, hiperemia meningea, meningitis supurativa,
pericarditis sero-hemorragica) aunque en los casos peragudos pueden no observarse
lesiones macroscopicas (Zielinski 2006).

Ademas, los signos clinicos incluyen pirexia y apatia seguidas por inapetencia y anorexia,
luego pueden aparecer disnea, dolor, cojera, temblor, cianosis y muerte (Straw 2000). Las
lesiones septicémicas consisten en petequias o equimosis en el higado, rindn y meninges
(Straw 2000).

Esta enfermedad produce que la respiracion en los cerdos se vuelva superficial y
ligeramente acelerada, observandose con cierta frecuencia tos y descargas nasales. A
nivel de orejas, hocico, abdomen y extremidades es posible la deteccion de areas de
cianosis debidas a un fallo en la circulacion periférica. En ciertas ocasiones, se aprecia
conjuntivitis y edema subcutaneo en parpados y orejas. Una o varias articulaciones en un
mismo animal pueden inflamarse, apareciendo cojera (Lopez 2011).

Los animales enfermos tienen dolor, éste se manifiesta en forma de chillidos, rechinar de

dientes y arqueamiento dorsal. A medida que el cuadro evoluciona, la respiracion se hace
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dificultosa, algunos cerdos llegan a vomitar, hay resistencia al movimiento y pueden
aparecer sintomas nerviosos indicativos de meningitis como temblores, incoordinacion,
pedaleo, convulsiones y opistdétonos, con desenlace generalmente fatal, aunque la muerte
puede aparecer también subitamente (Lopez 2011).

Cuando la infeccion se da en reproductores que no han tenido contacto previo con G.
parasuis, el cuadro anterior puede verse complicado con abortos y repeticiones

achacables a la fiebre y a la pérdida de la condicién corporal (Lopez 2011).

1.6. Diagnodstico

El diagndstico de la enfermedad comienza en la granja, en la historia de la piara, con la
observacion de signos clinicos, seguidos de un diagnéstico patologico (Costa-Hurtado
et al. 2020).

Las necropsias deben realizarse no sélo en cerdos con signos clinicos y lesiones graves,
sino también en los cerdos en la fase aguda de la enfermedad, antes de la administracion
de antibidticos (Straw 2000).

Aunque son laboriosas las técnicas bacterioldgicas para el diagndstico de rutina, son
usadas con éxito, técnicas de dilucidn seguida de plaqueo en medios de cultivo selectivo
que contiene antibidticos para cultivar G. parasuis en grandes cantidades a partir de
muestras respiratorias (Straw 2000).

La serotipificacion de G. parasuis, nos ayuda a comprender la epidemiologia de la
enfermedad y a controlar la prevalencia del serotipo (Aiqing et al. 2017), asi como también
favorecer el desarrollo de vacunas (Lin et al. 2019).

Se han descripto diferentes técnicas, para la serotipificacion del agente, entre ellas es el
test de inmunodifusién usando antigenos autoclavados (Zanolli Moreno et al. 2011) que
fue reemplazado por los ensayos de hemaglutinacién indirecta (IHA) (Lin et al. 2019). Este
ultimo, esta basado en elegir la reaccion de aglutinacion mas fuerte como el resultado
principal, pero esto puede depender de la interpretacion visual del trabajador, por lo que
se introduce el error humano en la prueba (Howell etal. 2015). Existen otros
inconvenientes como la dificultad de producir sistematicamente antisueros especificos
contra varias cepas de referencia, la variacion en las condiciones de crecimiento o las

tasas de crecimiento entre aislamientos, el numero muy pequefio de laboratorios que
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actualmente realizan esta prueba y la repetibilidad. Estas dificultades hacen que IHA sea
poco confiable y dificil de realizar. Sin embargo, aument6é la proporcién de cepas
tipificables de un 60% a un 80% con respecto a la inmunodifusion (Howell et al. 2015).
Mas tarde, se aplicaron novedosas técnicas moleculares como PCR (Reaccién en cadena
de la Polimerasa), que fue de gran utilidad por su rapidez y eficacia. En esta técnica se
usan cebadores para amplificar genes especificos de serotipos, siendo éste el método
mas eficaz y rapido para la identificacion y diferenciacion de serotipos (Aiging et al. 2017).
También, se emplearon algunas variantes de PCR como ERIC-PCR, la Reaccién en
cadena de la Polimerasa Consenso Intergénica Repetitiva Enterobacteriana, es un
método de genotipado basado en secuencias repetidas de enterobacterias conjugadas
(Zhao et al. 2018). Esta consta en la amplificacién de las secuencias de ADN a través de
la PCR, usando cebadores especificos para cada tipo de secuencia. El polimorfismo
detectado resulta de la variabilidad en la repeticion de dichas secuencias y de la distancia
entre copias contiguas, causadas por inserciones o deleciones del ADN. Usando estas
secuencias ha sido posible, discriminar serotipos estrechamente relacionados de la
misma especie, y grupos de cepas no relacionadas clonalmente, ya que poseen un gran
poder discriminatorio (Lépez-Ramirez et al. 2018). Esta técnica demostrd ser capaz de
tipificar todos los aislamientos segun el origen y serotipo en un corto periodo de tiempo y
a bajo costo (Zanolli Moreno et al. 2011). El genotipado molecular por ERIC-PCR es mas
rapido y menos costoso que otras técnicas de tipificacion para generar informacion sobre
la similitud genética de cepas bacterianas. Los cebadores ERIC-PCR estan disefiados
para poder unirse a secuencias repetidas en bacterias como Escherichia coli y luego
amplificar las distancias entre esos cebadores unidos a secuencias repetidas. Se espera
que las variaciones en la ubicacion y el numero de secuencias ERIC entre cepas de E.
coli no relacionadas den como resultado diferencias en el numero y tamafio de los
productos de la PCR, lo que da como resultado diferencias en los patrones de bandas
cuando los productos se separan por electroforesis (Talaat et al. 2020).

Otra variante muy utilizada es la Multiplex PCR (mPCR) basada en la incorporacion de
varios cebadores dentro de un tubo de reaccion para amplificar los fragmentos genémicos
de muchos patégenos o como en este caso la deteccién simultdnea de muchos serotipos.
La aplicacion de esta técnica minimizo los tiempos y redujo los costos de los reactivos, y

también, minimiz6 posibles fuentes de error de laboratorio. La mPCR es una estrategia
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validada para la deteccion rapida y la identificacion precisa (Huang et al. 2018). Ademas,
es transferible a un laboratorio de diagndstico molecular con equipo basico, y se puede
realizar en ADN crudo derivado directamente de colonias bacterianas (Howell et al. 2015).
Actualmente se siguen utilizando los métodos tradicionales, como también estos nuevos
métodos moleculares.

Las técnicas antes mencionadas se han desarrollado para otras bacterias basadas en los
genes implicados en la biosintesis de estructuras de polisacaridos extracelulares, como
los LPS o las capsulas, y es probable que estos sean los componentes dominantes de los
antigenos serotipados para G. parasuis. En un analisis de la primera secuencia completa
del genoma de G. parasuis se identificd una regién de biosintesis de polisacarido de 14 kb
que se propuso para codificar el antigeno O. Mas tarde se propuso que este locus de
capsulas grupo 1 basado en la presencia de los homdlogos de los genes wza, wzb y wzc
es el responsable de una considerable variacién especifica de serotipos. Ademas, se
descubrié que existe una fuerte asociacion entre la presencia de loci de capsulas y de los

serotipos (Howell et al. 2015).

1.7. Tratamiento y prevencion

Ante un brote agudo de la enfermedad de Glasser, se impone la rapida instauracion de
una terapia antibidtica. La lista de antimicrobianos recomendados por la mayoria de los
autores incluye penicilina, amoxicilina, ampicilina, ceftiofur, cefquinoma, oxitetraciclina,
doxiciclina, etc, colocando a la penicilina como el antibidtico de primera eleccion, posicidon
de la que progresivamente ha ido siendo desplazada por los demas antibidticos debido a
la creciente incidencia de resistencias (Lopez 2011). En muchas circunstancias, se
realizan tratamientos continuos de varios meses después de un brote, a los lotes de
cerdos susceptibles para asegurar su recuperacion completa. No obstante, es motivo de
preocupacion que se genere resistencia a los antimicrobianos por el uso prolongado de
estos medicamentos. En China y Espafia se ha informado de resistencia a los
antimicrobianos en G. parasuis, donde la mayoria de las cepas son resistentes a
enrofloxacino y trimetoprim (Howell et al. 2015). Por este motivo en China, los farmacos
de eleccion son la tilmicosina y el florfenicol para la prevencion y el tratamiento de las
infecciones por G. parasuis (Zhang et al. 2019).
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El método para controlar la enfermedad de Glasser es generar un programa de
vacunacion, donde hay que tener en cuenta la inmunidad maternal, ya que es efectiva
frente al desafio por G. parasuis. Esta inmunidad dura entre 4 y 5 semanas (Lépez 2011).
La vacunacion de las cerdas es menos laboriosa y pretende aumentar el nivel de
anticuerpos en el calostro que deben tomar los lechones (Cerda-Cuéllar et al. 2010). Por
lo que en casos precoces, es decir, en lechones de edades inferiores a las 6 semanas, se
recomienda la vacunacion de sus madres, mientras que cuando la enfermedad aparece a
partir de esa edad, esta indicada la vacunacién de los lechones (Lépez 2011).

Las vacunas en muchos casos no son eficaces y esto puede deberse a la falta de
proteccion cruzada para la cepa o los serotipos involucrados en el proceso de la
enfermedad (Straw 2000).

En Argentina existe la inmunizacién con la vacuna Hiprasuis Glasser, la cual consta de
bacterinas, que proporcionan una protecciéon dependiente de serovariedad, en este caso
frente al serotipo 1y 6. Es segura, eficaz, econdmicamente viable y reduce la mortalidad y
morbilidad de cerdos infectados (Zeng etal. 2013). No posee contraindicaciones.
Asimismo, los resultados indican que el nivel de anticuerpos en el calostro es mayor
(medido indirectamente por el nivel de anticuerpos en lechones en 3 dias de edad) y
refleja, que es mejor el efecto de la vacunacion de la cerda que los anticuerpos séricos
(Cerda-Cuéllar et al. 2010). Por lo tanto, la vacunacién de las madres no solo reduce la
colonizacion del tracto respiratorio superior de los lechones, sino también la variabilidad
de las cepas de G. parasuis que los colonizan. Esta reduccién del transporte de G.
parasuis en cerdos pequefios podria ser el mecanismo subyacente para controlar la
enfermedad mediante la vacunacion sus madres (Cerda-Cuéllar et al. 2010).

Como conclusion los programas de control deben incluir vacunacion, tratamiento contra
antibiodticos, pero también deben ocuparse de las practicas de manejo para reducir o
eliminar otros agentes patdgenos respiratorios, restringir la edad del destete y el flujo de

animales, y eliminar la mezcla de cerdos en todas las etapas de produccién (Straw 2000).

1.8. Glaesserella parasuis en Argentina

La importancia del estudio sobre G. parasuis se debe a que, la Enfermedad de Glasser

causa pérdidas econdmicas significativas en la industria porcina en todo el mundo (Liu
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et al. 2016).

En Argentina, esta confirmada la presencia de la especie (Zielinski y Blackhall, 1997),
aunque no se han realizado exhaustivos estudios epidemioldgicos para determinar su
difusion (Zielinski 2006). A su vez, cabe sefialar que solo existen vacunas contra el
serotipo 4 y 5, por tanto si se utilizara esta vacuna en granjas infectadas contra los
serotipos 15 y 7, resultarian ineficaces ya que no existen las reacciones cruzadas
inmunoldgicas entre serotipos. De alli el interés de conocer el serotipo que infecta a cada
granja, estudio que actualmente y salvo la remisién de los aislamientos al extranjero, no
se realiza en el pais (Zielinski 2006).

Por lo tanto, es de gran importancia averiguar la circulacion de los diferentes serotipos de
la bacteria en nuestro pais. Asimismo, generar vacunas autoctonas a partir del

conocimiento de los serotipos circulantes.
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2.1. Hipotesis

En Argentina se encuentra mas de un serotipo de la bacteria Glaesserella parasuis en

cerdos.

2.2. Objetivo general

Caracterizar Glaesserella parasuis a partir de aislados de casos clinicos de cerdos.

2.3. Objetivos especificos

e Confirmar la presencia de Glaesserella parasuis en los aislados de casos clinicos

de cerdos, a partir de gen especie-especifico por PCR.
e Tipificar las cepas en cuanto a los diferentes serotipos.

e Determinar la correlacion de los serotipos con la virulencia de las cepas, las

estaciones del afio y a lo largo de los afos.

e Evaluar la distribucion de los serotipos por regiones en Argentina.
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3.1. Descripcion de las cepas

Se trabajé con 75 cepas de G. parasuis, aisladas a partir de casos clinicos de cerdos en
etapa de recria. Dichas cepas fueron identificadas por técnicas bacterioldgicas a partir de
muestras obtenidas de criaderos porcinos ubicados en la provincia de Cérdoba, Santa Fe
y Buenos Aires. El trabajo de laboratorio se realizd6 en la Estacion Experimental INTA

Marcos Juarez, Ruta 12 km 3.

3.2. Aislamiento bacterioldgico y extraccion de ADN

Los aislados provienen de muestras de cerdos sintomaticos como pulmones, liquido
pleural, liquido peritoneal y liquido pericardico. La siembra se realiz6 sobre el medio de
cultivo agar sangre con estria de Staphylococcus epidermidis, la cual aporta factor V al
medio, las colonias tienen un crecimiento en forma de satélitosis a 37°C grados en la
estufa de cultivo.

Para la extraccion del ADN, se utilizé el método de boiling (Howell et al. 2015). Primero se
tomé a las bacterias desde el agar sangre, se las depositdé en un Eppendorf con 300 ul de
H20 Ultra Pura. Luego, se las sometié a un bafio térmico a 100°C por 10 minutos, luego
se colocaron los mismos tubos a -20°C por 2 minutos. Una vez pasado este proceso los
tubos se centrifugaron a 10000 rpm por 4 minutos. Por ultimo, se tomé 100 ul del
sobrenadante en tubos estériles nuevos para el almacenamiento de las muestras de ADN
hasta su uso (Howell et al. 2015).

Para verificar la calidad de la extracciéon de ADN, se evalud la concentracion de cada

muestra en el NanoDrop 8000 Thermo Scientific.

3.3. Reaccion de PCR

Se caracterizO al agente patdogeno por sus serotipos siguiendo la reaccion de PCR
descripta por Howell et al. (2015). Para ello, se puso a punto la técnica. Se utilizé un gen
especie especifico en cada muestra analizada (Howell et al. 2015).

Se realizaron PCR para cada uno de los serotipos.

Los tubos de reaccion contuvieron 6,5 pl de Master Mix Promega, 0,5 pl de primer
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(especie especifico y de los serotipos 1, 2, 3,4,5y 12,6, 7, 8,9, 10, 11, 13, 14 y 15), 3 ul
de ADN, 0,5 pl MgCl2,13,2 pl de Ultra Pura H20 y 0,2 ul de Taq Pegasus en un volumen
final de 25 pl. Los ciclos constaron de un inicio a 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de
94 °C por 30 seg, 58 °C por 45 seqg, 72 °C por 1 min y una extension final de 72 °C por 5
min. Se empleod el termociclador Applied Biosystems Veriti 96 well.

Se us6 como control negativo H20 pura y ADN de Escherichia coli; y como control
positivo G. parasuis “Nagasaki” serotipo 5 (cepas de referencia cedido por Dr. MARCELO

GOTTSCHALK, Full time professor, Département de pathologie et microbiologie, Faculté

de médecine vétérinaire, Université de Montréal (Canadd)).

Tabla 1. Genes de tipificacion mencionados por Howell et al. (2015).

Gen Forward Primer Reverse Primer Serotipo Tarjet | Tamafio pb
funB CTGTGTATAATCTATCCCCGATCATCAGC GTCCAACAGAATTTGGACCAATTCCTG 1 180
WzX CTAACAAGTTAGGTATGGAGGGTTTTGGTG GGCACTGAATAAGGGATAATTGTACTG 2 295
glyC CATGGTGTTTATCCTGACTTGGCTGT TCCACATGAGGCCGCTTCTAATATACT 3 650
wciP GGTTAAGAGGTAGAGCTAAGAATAGAGG CTTTCCACAACAGCTCTAGAAACC 4 320
wewK CCACTGGATAGAGAGTGGCAGG CCATACATCTGAATTCCTAAGC 5012 450
gltl GATTCTGATGATTTTTGGCTGACGGAACG | CCTATTCTGTCTATAAGCATAGACAGGAC 6 360
funQ CTCCGATTTCATCTTTTCTATGTGG CGATAAACCATAACAATTCCTGGCAC 7 490
scdA GGAAGGGGATTACTACTACCTGAAAG CTCCATAGAACCTGCTGCTTGAG 8 650
funV AGCCACATCAATTTTAGCCTCATCA CCTTAAATAGCCTATGTCTGTACC 9 710
funX GGTGACATTTATGGGCGAGTAAGTC GCACTGTCATCAATAACAATCTTAAGACG 10 790
amtA CCATCTCTTTAACTAATGGGACTG GGACGCCAAGGAGTATTATCAAATG 11 890
gltP GCTGGAGGAGTTGAAAGAGTTGTTAC CAATCAAATGAAACAACAGGAAGC 13 840
funAB GCTGGTTATGACTATTTCTTTCGCG GCTCCCAAGATTAAACCACAAGCAAG 14 730
funl CAAGTTCGGATTGGGAGCATATATC CCTATATCATTTGTTGGATGTACG 15 550
HPS_219690793 ACAACCTGCAAGTACTTATCGGGAT TAGCCTCCTGTCTGATATTCCCACG todos 275

También, se realiz6 PCR para evaluar la virulencia de las muestras. Se utilizaron los
genes de virulencia descriptos por Olvera et al. (2012).

Los tubos de reaccion contuvieron 6,5 pl de Master Mix Promega, 1 ul de primer, 5 ul de
ADN, 0,5 ul MgCl2, 9,8 pl de Ultra Pura H20 y 0,2 ul de Taq Pegasus en un volumen final
de 25 pl. Los ciclos constaron de un inicio a 94 °C por 5 min, seguido por 30 ciclos de
94 °C por 30 seg, 52 °C por 45 seg, 72 °C por 30 seg y una extension final de 72 °C por 7

min.

Tabla 2. Genes de virulencia vtaA mencionados por Olvera et al. (2012).

Primer Secuencia Tamafno en pb
V-AVF AAATATTTAGAGTTATTTGGAGTC

VIR-R AATATACCTAGTATAATACTAGACTTAAAAG 190
AVIR-R CAGAATAAGCAAAATCAGC 222
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3.4. Revelado e interpretacion

Se realizé electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer 1X TBE con 5% SYBR Safe
dye y se dejo correr a 100V, 45 minutos. Luego, se visualizé en el trans-iluminador UV
TFX-20M. Por ultimo, se realizo la interpretacion de los resultados (Howell et al. 2015).

Figura 3. Revelacion gel de agarosa con genes especificos de G. parasuis.

Called2.3.4.5.6_7 .8 9 10 11 12 13 14 15 16 M

- -

|0 o

Se utilizé un marcador molecular de 100 pb (calle M). Las bandas positivas representan el

gen especie-especifico de G. parasuis de 275 pb.

3.5. Analisis estadistico

Se realizaron analisis de tablas de frecuencias y graficos para conocer las distribuciones
de las variables. Luego se utilizaron tablas de contingencias utilizando el test exacto de
Fisher para conocer si algunas de las variables como provincia, estacion del afio y afos,
estaban relacionadas a los serotipos encontrados. Se utilizaron los software SAS version
2020 e Infostat version 2020.
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RESULTADOS



Los ADNs extraidos a partir de la coleccion de cepas, fueron analizados por NanoDrop,
presentando buena calidad.

Los resultados que se obtuvieron a partir de las PCR realizadas para detectar G. parasuis,
los serotipos y virulencia fueron:

De las 75 cepas 67 dieron positivas para G. parasuis, es decir un 89,3%. Solo 8 de las
restantes dieron negativas, un 10,6%. De las cepas positivas, solo 6 quedaron sin tipificar.

Grafico 1. Grafico de tortas donde se muestran las frecuencias de los serotipos.
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Grafico 2. Gréafico de barras donde se muestra las frecuencias de los serotipos.
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Se encontraron 5 serotipos. El serotipo 1 en mayor prevalencia con un 41% (25 cepas
positivas), el serotipo 5y 12 presentd 17 cepas positivas (25%), el serotipo 4 en un 16%
(10 cepas positivas), el serotipo 13 presentd 5 cepas positivas (8%) y el serotipo 7 con
menor prevalencia en un 7% (4 cepas positivas. Los demas serotipos no fueron
encontrados.

Grafico 3. Gréfico de barras donde se muestran los serotipos vy la virulencia.

SEROTIPO VS VIRULENCIA

Total

[4]

Avirulento Virulento

Se observé que 57 de las cepas dieron positivo para genes de virulencia. Dichas cepas
correspondieron con 4 de los serotipos (1, 4, 5 y 12, 7) que se encontraron y son
virulentos. Solo 4 cepas fueron avirulentas y se correspondié con el serotipo 7, que es
avirulento.
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Grafico 4. Gréfico de barras donde se muestran las cepas seqgun su lugar de aislamiento.

Frecuencia de aislamientos por Provincias

~ Total

Buenos Aires Cdrdoba Entre Rios San Juan Santa Fe

La mayor cantidad de cepas, se observo en Cérdoba (27 cepas), luego Buenos Aires (22
cepas) y Santa fe (21 cepas); y en menor frecuencia en Entre Rios (4 cepas) y San Juan
(1 cepa).

Grafico 5. Gréafico de columna agrupada donde muestra los serotipos distribuidos por
provincias.

Serotipos por Provincias

¥ Buenos Aires

® Cordoba

® Entre Rios
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Las cepas positivas para el serotipo 1, fueron aisladas en distintas provincias como
Buenos Aires, Cérdoba, Entre Rios, San Juan y Santa Fe. En el caso del serotipo 4, 5y
12, corresponden a aislamientos de Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe. Mientras que el
serotipos 7 solo se hallé en cepas aisladas de Cérdoba y en el caso del serotipo 13, solo
fueron de Buenos Aires.

Grafico 6. Grafico de analisis de correspondencia multiples de los serotipos vs. estacion
del ano.
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Se observo una significancia (p=0.02) en test de Fischer, asociando el aislamiento del
serotipo 1 con el invierno y el serotipo 13 y 7 con primavera, a su vez la época de verano
se asocia mas con el serotipo 5/12 (Anexo).

1
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Grafico 7. Grafico de columna agrupada donde muestra las frecuencias de los serotipos
vs. afos.
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Grafico 8. Grafico de linea apilada con marcadores donde muestra las frecuencias de los
serotipos vs. afos.
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En el grafico se puede observar, que en el correr de los afios casi todos los serotipos se
mantienen presentes y hay una variabilidad de ellos en el transcurso del tiempo (Anexo).

Grafico 9. Grafico de andlisis de correspondencia multiples de los serotipos vs. las
provincias.
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Se observé una significancia (p=0,01) en test de Fischer, asociando los aislamientos del
serotipo 4 con la provincia de Santa Fe, los serotipos 5/12 y 7 con la provincia de
Cérdoba, el serotipo 13 con Buenos Aires y el serotipo 1 con la provincia de San Juan
(Anexo).
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Figura 4. Mapa con la distribucién de los serotipos por afios en Argentina.
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En el mapa se puede apreciar la distribucion de las cepas aisladas que corresponde con

la regidbn pampeada del pais.
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DISCUSION



En base a los resultados obtenidos podemos decir que de 67 de las 75 muestras dieron
positivas para G. parasuis, es decir un 89,3%. Mientras que 8 de las muestras fueron
negativas. Esto puede deberse a una confusion de diagnostico dentro de las cepas
fastidiosas, ya que desde la bioquimica bacteriolégica su interpretacion suele ser
dificultosa (Gutierrez et al. 1993).

De las 67 positivas, solo quedaron 6 sin tipificar, eso se puede deber a la calidad del ADN
0 bien que hubo una variacion a nivel de los serotipos y con los primers no pudo ser
reconocido. En un futuro, se podria hacer una secuenciacion de dichas muestras para

evaluar lo antes mencionado o bien, descubrir un nuevo serotipo.

En estudios previos llevados a cabo en Argentina, los serotipos predominantes eran el 5,
4, 12 y 13, este ultimo en menor frecuencia, como menciona Lépez (2011). En este
trabajo, contrariamente con esos resultados, los serotipos prevalentes sonel 1,5y 12, 4,7
y 13. Esto significa que hubo un aumento de la variabilidad de los serotipos con el correr

de los anos.

Cabe sefialar que en Argentina solo existen vacunas contra algunos de los serotipos. Las
mismas, son importadas desde otros paises, por lo tanto, no cubren todos los serotipos
existentes en Argentina, resultando ineficaz en algunas granjas. Esto es asi, ya que no
existen las reacciones cruzadas inmunoldgicas entre serotipos. De alli la importancia de
conocer el serotipo que infecta a cada granja, estudio que actualmente y salvo la remisién

de los aislamientos al extranjero (Zielinski 2006), no se realiza en el pais.

Comparado con otros paises como Japén, Alemania, Estados Unidos, Canada y Australia
los serotipos prevalentes eran 5, 4 y 13 (Howell et al. 2015). Actualmente, aparecen dos
nuevos serotipos, el 1 y 7, los demas serotipos coinciden con los otros paises y se
mantienen en el tiempo, es decir, que siguen siendo prevalentes o siguen apareciendo a

pesar de los afos.

De los serotipos encontrados, solo el 7 es un serotipo avirulento y es debido a esto que

solo 4 cepas fueron avirulentas. El resto de las cepas (57) fueron virulentas.

En Argentina, esta confirmada la presencia de G. parasuis, aunque no se han realizado

exhaustivos estudios epidemiolédgicos para determinar su difusion (Zielinski 2006). A partir
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de este trabajo, se observo distribucion de las cepas y de los serotipos con respecto a las
provincias de Argentina. Las cepas se aislaron predominantemente en Buenos Aires,
Cdrdoba y Santa Fe, y en menos preponderancia en Entre Rios y San Juan. Las cepas
positivas para el serotipo 1, fueron aisladas en distintas provincias como Buenos Aires,
Coérdoba, Entre Rios, San Juan y Santa Fe. En el caso del serotipo 4, 5y 12, las cepas
fueron aisladas en Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe. Mientras que el serotipos 7 solo se
hall6 en cepas aisladas de Cérdoba y en el caso del serotipo 13, solo fueron de Buenos

Aires.

En el pais, es un descubrimiento que la mayoria de los aislamientos ocurren en otofio y
primavera. Es decir que, la aparicién de G. parasuis es mayoritariamente en el cambio de
estacion, y cuando las piaras son mas susceptibles al cambio climatico. Gracias al test
Fischer (Grafico 6) se descubridé que las distintas estaciones de afio se asocian mas con
un serotipo. Es decir los aislados del serotipo 1 se relaciona con el invierno y los del

serotipo 13y 7 con primavera y los del verano se asocia mas con el serotipo 5/12.

Otro descubrimiento (Grafico 7) fue encontrar asociaciones a largo plazo, es decir desde
2005 hasta el 2021 los serotipos encontrados se mantuvieron presentes en el pais y
fueron variando a lo largo del tiempo. Esto puede deberse a la comercializacion porcina,
es decir por el ingreso de nuevas variedades genéticas porcinas al pais, haciendo que
aumente la variabilidad de los serotipos y que aumente la frecuencia de ellos. Al no ser
una enfermedad zoondtica ni de denuncia obligatoria por disposiciones nacionales, no se

realizan los testeos y controles para detectar la presencia de G. parasuis.

En el gréfico 9 se asociaron los aislamientos del serotipo 4 con la provincia de Santa Fe,
los serotipos 5/12 y 7 con la provincia de Coérdoba, el serotipo 13 con Buenos Aires y el
serotipo 1 con la provincia de San Juan. Estas asociaciones son una novedad ya que es
un tema en crecimiento, lo que amplia el conocimiento que tenemos de G. parasuis y su
distribucién en el pais. Este tema ya se estudié6 ampliamente en China, donde encontraron
la distribucion de la bacteria en el noreste, norte, este, centro, sur y suroeste de su pais

(Zhao et al. 2018) y también a lo largo de los afios.
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En base a la figura 4 en el mapa podemos visualizar que las cepas corresponden a la
region pampeana de la Argentina. Dicha distribucién ocurre porgue es una zona donde

hay mayor cantidad de granjas y donde ocurre la comercializacion porcina (Brunori 2013).
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CONCLUSION



En este trabajo podemos concluir que:

e EIl 89,6% de las muestras fueron positivas para G. parasuis. Solo el 10,6% dieron
negativas.

e Se encontraron 5 serotipos (1, 4, 5y 12,7 y 13) en Argentina.

e De las cepas aisladas 57 fueron virulentas y 4 no, estas ultimas corresponden a
cepas positivas para el serotipo 7.

e Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe son las provincias con mayor cantidad de
cepas aisladas.

e Se encontr0 que en los cambios de estacion hay mayor cantidad de cepas
aisladas. Los aislados del serotipo 1 se relaciona con el invierno y los del serotipo
13y 7 con primavera y los del verano se asocia mas con el serotipo 5/12.

e Se encontrd asociacion de los aislamientos del serotipo 4 con la provincia de Santa
Fe, los serotipos 5/12 y 7 con la provincia de Cérdoba, el serotipo 13 con Buenos
Aires y el serotipo 1 con la provincia de San Juan.

e Las cepas aisladas tienen una distribucién en la region pampeana del pais.

Por altimo, la informacion obtenida sienta precedente para continuar haciendo diagnostico
de G. parasuis. También, se buscara en el futuro incorporar una vacuna autéctona que

incluya serotipos circulantes de nuestro pais.
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ANEXO



Datos estadisticos:

Tabla de serotipo por estacién

serotipo

Frecuencia
Esperada
Pct fila

1,00

13,00

4,00

5,12

7,00

Total

estacion

Invierno

4
3.5294
26.67

0.2353
0.00

1.1765
60.00

2.3529
10.00

0.7059
0.00

Otofio

5.2941
46.67

0.3529
0.00

1.7647
20.00

3.5294
40.00

1.0588
0.00

12

Primavera

3.0882
20.00

0.2059
100.00

1.0294
20.00

2.0588
0.00

0.6176
66.67

Verano

1
3.0882
6.67

0
0.2059
0.00

1.0294
0.00

2.0588
50.00

0.6176
33.33

Total

15

10

34

Estadisticos para latabla de serotipo por estaciéon

Estadistico

Chi-cuadrado

Chi-cuadrado de ratio de verosimilitud

Chi-cuadrado Mantel-Haenszel

Coeficiente Phi
Coeficiente de contingencia

V de Cramer

DF

12

12

WARNING: 95% de las celdas tienen una cantidad menor
que 5. Puede que chi-cuadrado no sea un test valido.

Test exacto de Fisher

Tabla de probabilidad (P)

Pr<=P

Valor

22.2687

23.8927

4.4247

0.8093

0.6291

0.4672

<.0001

0.0211

Tamafo de la muestra =34

Prob

0.0346

0.0210

0.0354
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Tabla de serotipo por provincia

serotipo provincia

Frecuencia

Esperada Buenos Entre San Santa

Pct fila Aires Cérdoba = Rios Juan Fe Total

1,00 10 5 4 1 5 25
9.0164 8.6066 1.6393  0.4098 | 5.3279
40.00 20.00 16.00 @ 4.00 20.00

13,00 5 0 0 0 0 5
1.8033 1.7213 0.3279 0.082 1.0656
100.00 0.00 0.00 0.00 0.00

4,00 2 3 0 0 5 10
3.6066 3.4426 0.6557  0.1639 2.1311
20.00 30.00 0.00 0.00 50.00

5,12 5 9 0 0 3 17
6.1311 5.8525 1.1148 0.2787 | 3.623
29.41 52.94 0.00 0.00 17.65

7,00 0 4 0 0 0 4
1.4426 1.377 0.2623 0.0656 @ 0.8525
0.00 100.00 0.00 0.00 0.00

Total 22 21 4 1 13 61

Estadisticos paralatabla de serotipo por provincia

Estadistico DF Valor Prob
Chi-cuadrado 16 31.2268 0.0126
Chi-cuadrado de ratio de verosimilitud = 16 33.5726 0.0062
Chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 0.0100 0.9202
Coeficiente Phi 0.7155

Coeficiente de contingencia 0.5819

V de Cramer 0.3577

WARNING: 80% de las celdas tienen una cantidad menor
que 5. Puede que chi-cuadrado no sea un test valido.

Test exacto de Fisher
Tabla de probabilidad (P) | <.0001

Pr<=pP 0.0140

Tamafio de la muestra = 61
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