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DIAGNOSTICO DE MYCOPLASMA SUIS CON TECNICAS CONVENCIONALES Y

DE BIOLOGIA MOLECULAR. SU RELACION CON CIRCOVIRUS PORCINO TIPO 2

PALABRAS CLAVES: Mycoplasma suis, cerdos, circovirus porcino tipo 2, anemia.

RESUMEN

La hemoplasmosis porcina (HP), es una enfermedad de distribucion mundial
producida por Mycoplasma suis, que provoca anemia hemolitica en los cerdos. El
objetivo del trabajo fue realizar el diagndstico de M. suis, a través de estudios
hematoldgicos y de técnicas de biologia molecular asi como determinar su relacion
con circovirus porcino tipo 2 (PCV-2). El estudio incluyd 482 cerdos de distintas
categorias provenientes de 30 establecimientos. Ademas se realizaron estudios
anatomopatolégicos e inmunohistoquimicos (IHQ) en 44 animales positivos a M.
suis, que murieron en el periodo de estudio. Los mismos presentaban signologia
asociada a PCV-2. Se obtuvieron datos productivos, sanitarios y de manejo de cada
uno de los establecimientos. Por ultimo se realizé un analisis exploratorio de los
datos recolectados mediante software de dominio publico Epilnfo™, Epidat versién
4.0. Mediante los resultados del estudio hematoldégico se pudo observar anemia en
el 59,7% de animales, siendo el 34% positivos a M. suis. Las categorias mas
afectadas fueron lechones y recria. En los frotis tefiidos con May Grinwald-Giemsa se
observé un mayor porcentaje de animales positivos a M suis con respecto a la
coloracion de Naranja de Acridina. La técnica de PCR disehada para detectar M.
suis permitio identificar un 36% de animales positivos. Mediante la técnica de PCR

para PCV-2, se pudo identificar un 31,7% de animales positivos en el total de la



poblacion. Se observo que el 8,7% de los animales infectados naturalmente con M.
suis eran también PCV-2 positivos. Mediante la técnica de IHQ se pudo demostrar
inmunomarcacion positiva para PCV-2 en el 70,5% de los casos sospechosos PCV-
2-AD en las muestras provenientes de animales no vacunados y positivos a M. suis.
Se concluye que los estudios hematoldgicos brindan informacion sobre la presencia de
la bacteria como también de las alteraciones en la morfologia celular sanguinea. Hasta
donde sabemos, y segun la bibliografia consultada, este seria el primer disefio y
puesta a punto de una técnica de PCR especifica para M. suis realizada en nuestro
pais. Estas técnicas son una herramienta de diagndstico relativamente rapidas y
junto con la signologia clinica permiten tomar medidas preventivas y/o de tratamiento

en las granjas porcinas.



DIAGNOSTIC THE MYCOPLASMA SUIS WITH CONVENTIONAL TECHNIQUES
AND MOLECULAR BIOLOGY. YOUR RELATIONSHIP PORCINE CIRCOVIRUS

TYPE 2

KEY WORDS: Mycoplasma suis, pigs, porcine circovirus type 2, anemia.

SUMMARY

Swine hemoplasmosis (SH) is a worldwide disease caused by Mycoplasma suis,
which brings hemolytic anemia in pigs. The aim of this work was to make the
diagnosis of M. suis through hematological studies and molecular biology techniques
as well as to determine their association with porcine circovirus type 2 (PCV-2). A
total of 482 pigs samples of different categories were taken from 30 pig farms.
Besides, anatomo-pathological and immunohistochemistry (IHC) studies were
performed in 44 dead animals during the period, with signology associated with PCV-
2 and positive to M. suis. On each farms production, health and management data
were taken. However, an exploratory analysis of the collected data was performed by
using public domain software Epilnfo™, Epidat version 4.0. Hematological results
showed anemia in 59.7% of the animals where 34% were positive to M. suis. The
most affected categories were piglets and preweaning pigs. On smears stained with
May Grinwald-Giemsa, a higher percentage of animals positive to M. suis was
observed, regarding orange acridine staining. The PCR technique designed to detect
M. suis presented an overall prevalence of 36% of positive animals. The PCR
technique to detect PCV-2 presented of 31.7% of positive animals in the total

population. It was observed that 8.7% of naturally infected with M. suis animals were



also PCV-2 positive. The IHC test confirmed 70.5% of suspected cases PCV-2-AD,
M. suis positive unvaccinated animals. In conclusion the hematological studies
provide information about bacteria presence, as well as changes in blood cellular
morphology. To our knowledge, and according to the literature, this would be the first
design and development of specific PCR technique for M. suis help in Argentina.
Techniques used in this work are relatively a quick tool to be applied for diagnosis.
These data along with the clinical symptoms, allow taking treatment and preventive

measures in pig farms.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1.- Infeccién por Mycoplasma suis en el cerdo: una actualizacién

La hemoplasmosis porcina (HP), anemia infecciosa de los cerdos o llamada
anteriormente, eperithrozoonosis porcina es una enfermedad de importancia
mundial, que causa anemia hemolitica en los cerdos y produce grandes pérdidas
econdmicas (Ritzmann y col., 2009; Stadler y col. 2014).

El agente etiologico de la enfermedad, es la bacteria Mycoplasma suis, antes
denominada Eperythrozoon suis. Su presentacion clinica puede ser aguda o cronica.
La primera se manifiesta principalmente en lechones y se caracteriza por fiebre,
ictericia y anemia con baja morbilidad y alta mortalidad, asi como una mayor
predisposicion a los problemas respiratorios y digestivos (Gwaltney y col., 1995;
Machuca y col., 1999; Gaunt y col., 2000). La segunda, se manifiesta en forma
asintomatica con leve ictericia y anemia en los recién nacidos, retardo en el
crecimiento en los animales en engorde y baja performance productiva en el pie de
cria, por infecciones entéricas y respiratorias, probablemente debido a la supresion
de las funciones de los linfocitos T (Anziani y col., 1986; Gresham y col., 1996;
Henderson y col., 1997; Zachary y col., 1985). En reproductores esta asociada a
fallas reproductivas tales como ciclos irregulares, anestro y fallas en la concepcién
(Zinn y col., 1983).

En los ultimos anos se ha reportado la infeccion por M. suis en cerdos

silvestres en Europa. En cambio en cerdos domeésticos, ademas del continente



mencionado, se hallé en Estados Unidos, América del Sur y Asia (Guimaraes y col.
2007; Ritzmann y col. 2009; Yuan y col. 2009; Hoelzle y col. 2010).

La primera descripcion de la infeccion se realizé en Estados Unidos en 1930
(Hoelzle y col., 2014), donde se reportaron casos de anemia e ictericia en los cerdos.
Entre los afos 1950 y 1963 Splitter identific6 a estos microorganismos como los
responsables de producir anemias hemoliticas en cerdos, los clasific6 como
rickettsias y los denomind E. suis (Neimark y col., 2001).

En 1975, Smith y Tamra realizaron un trabajo de diagndstico con la prueba de
inhibicién de la hemaglutinacion (IHA), donde revelaron que entre el 15-40% de los
cerdos de Estados Unidos estaban infectados con M. suis. Mas tarde se observé que
la prevalencia detectada con esta técnica no era real, debido a que se obtenian
resultados con un alto porcentaje de falsos negativos (Baljer y col., 1989).

En 1984, Kreier y Ristic mencionaron a M. suis o E. suis como el
microorganismo mas grande de las bacterias hemotréficas (Neimark y col., 2001). En
el siguiente ano, Zachary y col., comenzaron a trabajar en el disefio del modelo
experimental de la infeccion de M. suis, donde se observo el pico de parasitemia en
los animales esplenectomizados y recaidas en los cerdos portadores. Mas tarde
Heinritzi y col., en 1990 siguieron trabajando con el modelo experimental de Zachary
con algunas modificaciones (Hoelzle y col., 2014). Zulty y col., en (1990); Schmidt y
col., (1992) reportaron la presencia de crioaglutininas en el pico de bacteriemia. En
ese mismo afno, Hsu y col., comenzaron a desarrollar pruebas de ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) para la deteccién de M. suis. Gwaltney y
col.,, (1993); Oberst y col., en 1993; Gwaltney y col., (1995) trabajaron en la

deteccion de M. suis mediante sondas KSU-2 de hibridacion en muestras



provenientes de animales infectados experimentalmente, obteniendo alta
sensibilidad en sus resultados.

Rikihisa y col., en 1997 reportaron que la secuencia del gen 16S ARNr de
“Candidatus Mycoplasma haemosuis” de Taiwan era idéntica a la de “Candidatus
Mycoplasma haemosuis” de lllinois.

Messick y col., 1999 desarrollaron una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la identificacion de M. suis. Hoelzle y col., en el 2003 trabajaron en el
desarrollo de extraccion y analisis del ADN en cerdos infectados experimentalmente,
debido a que hasta ese momento solo estaba disponible en el banco de datos la
informacion de secuencia de un fragmento de 1436 pb del gen ribosomal 16S de M.
suis cepa lllinois y de 1374 pb del gen 16S de M. suis cepa Zachary (Rikihisa y col.,
1997; Messick y col., 1998; Messick y col., 1999).

En el ano 2007d Hoelzle y col., disefaron la técnica reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (QPCR), amplificando genes codificantes de la proteina
msg1 de M. suis, con el fin de utilizarla en el monitoreo del tratamiento con
antibidticos en la infeccion aguda. En Alemania, en el ano 2009, Ritzmann y col.,
determinaron con la misma técnica una prevalencia de M. suis de 13,9% en cerdos
de 20-30 kg y 40,3% en 79 granjas en ese pais. Este estudio expuso que M. suis
estaba subdiagnosticado, causando pérdidas econdémicas en la industria porcina.
Ambos autores utilizaron una qPCR de alta sensibilidad y especificidad, pero con la
desventaja de no poder ser utilizada como diagndstico de rutina en todos los
laboratorios, debido al mayor costo y complejidad del equipo necesario para las

determinaciones.



En el ano 2011, Oehlerking y col., lograron determinar el tamafio del genoma
por secuenciacion en la cepa M. suis KI3806 de 709,270 pb. Ese mismo afo
Messick y col., publicaron el genoma de la cepa M. suis str. lllinois de 742,431 pb.
Los ensayos de PCR convencional disponibles hasta el momento fueron probados
solo en animales de experimentacion con resultados dispares y de baja repetibilidad
y no como herramienta diagnéstica de rutina. Guimaraes y col., en ese mismo afo,
desarrollaron otra técnica de gPCR TagMan, con el fin de poder ser utilizada como
meétodo de rutina, observandose 7,5 % de animales positivos a M. suis en Indiana.
Con métodos similares se determind una prevalencia de 80% en Brasil, 86% en
China y 5% en Japdn (Yuan y col., 2009; Watanabe y col., 2012).

En Argentina se describié por primera vez la presencia de M. suis en la
provincia de Santa Fe en 1986 en un cerdo con diagnéstico presuntivo de neumonia
(Kloster y col.,, 1985; Anziani y col., 1986). En el afio 1999, Machuca y col.,
describieron un brote de eperitrozoonosis en la provincia de Buenos Aires en cerdos
criados en forma semi-intensiva. El mismo se caracteriz6 por retraso en el
crecimiento y aumento en la mortandad en las categorias de desarrollo y
terminacion, observandose M. suis en frotis sanguineos tefidos con May Griinwald-
Giemsa también en otras categorias como madres y lechones. En el 2002 Arauz y
col., reportaron la transmision del microorganismo por via transplacentaria, a través
de estudios hematoldgicos de madres y lechones de pocas horas de vida.

En el afo 2004, Pereyra y col.,, evaluaron 285 muestras de sangre
provenientes de las provincias de Santa Fe, Coérdoba y Buenos Aires, por PCR
convencional, los resultados mostraron que el 65% eran positivas a M. suis, con una

distribucién del 56,4%; 70,8% y 83,6% respectivamente. Y en el 2006 Pereyra y col.,



describieron casos clinicos en donde M. suis y circovirus porcino tipo 2 (PCV-2) se
manifestaban en forma conjunta. Se obtuvieron datos clinicos y epizootiolégicos de
tres granjas: la granja uno de cerdos de terminacion, la granja dos y tres de
criaderos al aire libre, de madres y ciclo completo. Se realizaron estudios
anatomopatoldgicos, hematologicos, bacteriolégicos e histopatologicos. En los
estudios hematoldgicos de los animales con sintomatologia, observaron valores de
hematocrito inferiores al valor de referencia de la especie. Se observaron en los
frotis, formas cocoides compatibles con M. suis. Este estudio comunica por primera
vez la coexistencia de M. suis y sindrome multisistémico de adelgazamiento
postdestete (SMAP), una de las entidades asociadas a la infeccion por PCV-2
(PCVAD) (Pereyra y col., 2004; Segalés y col., 2004; Segalés y col., 2012).

En casos de campo M. suis y el SMAP pueden manifestarse simultaneamente
en una granja; inclusive con la posibilidad de que esta asociacion produzca cuadros
clinicos mas severos. Es importante confirmar la presencia de M. suis en casos de
SMAP e incluir la antibioticoterapia adecuada para poder prevenir infecciones
secundarias (Pereyra y col., 2009). En el afo 2006, Arauz y col., reportaron el
diagndstico de M. suis como causa de pérdida de peso en lechones lactantes. En el
2011 Pereyra y col., evaluaron la sensibilidad (S) y especificidad (E) mediante las
técnicas de Inmunofluorescencia indirecta (IFl) y de PCR, obteniendo una S=98% y

E=95% con la técnica de PCR y una S=68% y E=78% con la técnica de IFI.

1.2.- Agente etiolégico en los cerdos

Segun la ultima actualizacion del “Subcomité de Taxonomia de los Mollicutes”

2003, este microorganismo hoy se incluye dentro de la familia Mycoplasmataceae,
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geénero Mycoplasma, junto con otras bacterias hemotroficas. (Neimark y col., 2001;
Neimark y col., 2002; Cerda, 2007). Se caracteriza por ser altamente especializado y
pertenece al grupo de los hemoplasmas no cultivables. Es pleomorfico, de un
tamano de 0,2 a 2,5 ym de diametro. Se observan en forma de coco-bacilos o de
anillos basofilos, adheridos a la superficie de los eritrocitos porcinos en los frotis
sanguineos (Messick y col., 2004). Hasta el momento M. suis., y el resto de los
micoplasmas hemotréficos no se han podido cultivar. Si bien se han realizado varios
intentos, todos han fracasado (Hoelzle y col., 2014). La investigacion del
microorganismo siempre se realizd en animales esplenectomizados, infectados
experimentalmente con sangre proveniente de un animal enfermo, para intentar
reproducir la enfermedad. Si bien en cultivos celulares se pudo mantener a los
microorganismos, hasta ahora no se ha logrado que se dividan en estas condiciones
(Nonaka y col., 1996; Schreiner y col., 2012a).

En el afo 1950, Splitter habia reportado dos microorganismos en cerdos E.
suis y E. parvum. Durante muchos afios se pensd que era una sola especie que
cambiaba de forma y tamafio a medida que maduraba (Splitter y col., 1950; Pereyra
y col., 2004).

En el 2011 mediante el analisis de un cluster genético se identificé a E.
parvum como un micoplasma distinto del resto. El mismo se consider6 el
hemoplasma mas pequefo de todas las especies hemotroficas de un tamafo
aproximado 0,2-0,5 ym con un cromosoma circular de 564,395 pb. Este estudio
permitié6 diferenciar a las dos especies mediante su morfologia y patogenicidad
(Watanabe y col., 2011). En el aio 2013, luego de la secuenciacion del genoma del

E. parvum se lo clasific6 como una especie diferente de M. suis y se lo denominé
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formalmente M. parvum (Do Nascimento y col. 2013; Do Nascimento y col., 2014).
En los frotis sanguineos, estos se observaban como cocos bacilos infectando pocos
eritrocitos y se caracterizaban por ausencia de signos clinicos, aun en animales
esplenectomizados, mientras que M. suis causaba en el cerdo bacteriemia,
icteroanemia, pudiendo llevar a la muerte en la presentacion aguda de la

enfermedad (Do Nascimento y col. 2014).

1.3.- Patogenia

Los mecanismos de patogenicidad son complejos y genéticamente aun no se
conocen, debido a que no se pueden hacer cultivos in vitro, por tal razén se evaluan
a través de animales de experimentacion (Hoelzle y col., 2014).

La anemia hemolitica producida en los cerdos por M. suis puede ser leve-
moderada o severa, dependiendo de la carga bacteriana en el hospedador. Las
anemias hemoliticas también pueden clasificarse en intra o extravasculares. Si bien
la mayoria de las anemias son el resultado de una combinacion de ambas, siempre
hay una que predomina, siendo interesante conocer el sitio donde se produce la
destruccion celular (Gaunt SD, 2000; Pintos, col., 2006).

En la hemdlisis intravascular, los eritrocitos son destruidos dentro de la
circulacion, liberando hemoglobina al plasma donde es eliminada por el higado o
excretada por los rifiones. Al cabo de 2 a 3 dias se observa un aumento de la
concentracion media de la hemoglobina corpuscular (CMHbC), con la consiguiente
hemoglobinuria, que es cuando la cantidad de hemoglobina libre supera la
haptoglobina disponible, sobrepasando la capacidad de reabsorcion tubular renal, e

hiperbilirrubinemia, cuando se excede la capacidad del higado de eliminar la
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hemoglobina del plasma con un aumento de la bilirrubina indirecta o no conjugada.
Los disturbios donde a veces ocurre una hemdlisis intravascular significativa incluyen
anemias inmunomediadas las que involucran inmunoglobulina M (IgM), dafio
oxidativo y alteraciones microangiopaticas. En la mayoria estas condiciones, no
obstante, la destruccién de los glébulos rojos (GR) toma lugar primariamente
mediante el incremento de la fagocitosis (Gaunt SD, 2000; Scodellaro y col, 2006).

En las anemias hemoliticas extravasculares, los eritrocitos dafados son
secuestrados a nivel de las células del sistema fagocitico mononuclear (SFM) del
higado y bazo, donde, en ocasiones éstas células eliminan parcialmente la
membrana del eritrocito (fragmentos) y otras veces causan la destruccion celular
total o acortan la vida media del GR (Pintos y col, 2006; Hoelzle y col., 2008; Felder
y col., 2012; Sokoli y col., 2013; Hoelzle y col., 2014).

Si bien inicialmente los estudios ultraestructurales revelaron la deformacién de
los eritrocitos infectados sin dafio celular (Pospichil y Hoffmann 1982, Portiansky y
col., 2004), en investigaciones recientes se observa que los micoplasmas se
adhieren a la membrana del eritrocito con deformacion e invaginacion del mismo.
Esta interaccion eritrocito-microorganismo produce un dafio irreversible en el glébulo
rojo, dando como resultado una hemdlisis extravascular. Asimismo, esta union es
necesaria para la replicacién celular (Groebel y col., 2009; Hoelzle y col., 2014).

Si bien no esta del todo claro el proceso de adhesion, hasta ahora se conocen
dos adhesinas encargadas de la union microorganismo-célula: MSG1 y a enolasa.
La primera tiene una funcién enzimatica participando en el catabolismo de los
carbohidratos y la segunda es una proteina de adhesion de los micoplasmas a los

eritrocitos. La primer enzima identificada fue la MSG1, esta enzima es una
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deshidrogenasa gliceraldehido-3-fosfato (GAPDH) que cataliza la conversién de
gliceraldehido-3-fosfato a D-glicerato 1,3-bifosfato durante la glucdlisis. También
esta enzima cumple su funcién en la superficie del eritrocito ayudando a la adhesién
junto con la a enolasa. Esta ultima cataliza la reaccion de 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato, que se localiza en la superficie de la membrana celular. Los
anticuerpos anti-MSG1 y los anti- a enolasa bloquean la funcion de adhesién. Esto
demuestra que ambas enzimas juegan un papel importante en la patogénesis de
esta enfermedad (Hoelzle y col., 2007d; Schreiner y col., 2012a-b; Felder y col.,
2012).

La proteina P97 se encuentra también junto con MSG1 y a enolasa en la
adhesion de M. suis-eritrocito, aunque no se pudo determinar su concentracion
durante la fase aguda de la infeccion (Felder y col., 2012). Esta proteina también se
encuentra presente en Mycoplasma hyopneumoniae pero solo cumpliria su funcién
como fijacién luego de la adhesion.

Con el analisis del genoma se pudieron encontrar otras tres proteinas
relacionadas con la adhesion: MgpA, MgpB y MgpC. En M. suis solo se pudo
observar MgpA en la infeccion aguda (Hoelzle y col., 2014). Hasta el afio 2009 se
sabia que los eritrocitos presentaban en su membrana receptores para las proteinas
de adhesion de micoplasmas y que estos se podian encontrar libres en el plasma o
adheridos a la superficie de las células blanco, no encontrandose en forma
intracelular. Groebel y col., en el 2009 describieron por microscopia electronica que
si bien los microorganismos se pueden hallar libres en el plasma, adheridos a la
superficie de los eritrocitos, también se pueden encontrar en forma intracelular

mediante invaginacion del GR hasta la formacion de vacuolas (semejante al



14

mecanismo de invaginacion de otros microorganismos como por ejemplo:
Plasmodium falciparvum y Bartonella baciliformis (Benson y col., 1986; Haldar y
Mohandas, 2007).

Con el andlisis gendmico, aun no se han podido observar los factores
responsables de la deformacién e invaginacion y formacién de las vacuolas
intracelulares. Conocer que M. suis se encuentra en forma epicelular e intracelular
ayudara elegir el antibiotico adecuado en el control o prevencion de la infeccion.

Este analisis, sugiere un nuevo mecanismo de inducciéon de la anemia
producida por M. suis donde se observa que este microorganismo compite por los
nutrientes como: glucosa, inosina, hipoxantina, NADH y NADPH. Esta situacion,
lleva a un estrés oxidativo con la consiguiente muerte celular de los eritrocitos,
aunque todavia no estd muy claro como M. suis capta estos nutrientes (Guimaraes y
col., 2011a).

La adhesion, invaginacion y dafio en la membrana del GR descripto
anteriormente son semejantes a las de la eriptosis normal. Las caracteristicas
fisicas de la eriptosis son: reduccion celular, con formacion de ampollas,
microvesiculacion, activacién de proteasas y liberacion de fosfatidilserina fuera de la
célula, reconocimiento de los macréfagos a los eritrocitos y la fagocitosis
correspondiente (Felder y col., 2011; Hoelzle y col., 2014). La tasa de eriptosis y su
frecuencia esta directamente relacionada con la virulencia de la cepa del
microorganismo presente. Por todo lo expuesto, la eriptosis podria reducir la
bacteriemia y por consiguiente prevenir la proliferacion de M. suis en sangre en
cerdos infectados con cepas de baja virulencia y que cursan con anemia leve-

moderada (Felder y col., 2011). A pesar del analisis comparativo de las secuencias
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de las dos cepas de M. suis (M. suis KI3806 y M. suis lllinois), no se han identificado
genes que puedan codificar factores de virulencia o en la lisis directa de los
eritrocitos M. suis KI3806 y M. suis lllinois. Los micoplasmas y los eritrocitos
infectados se unen a las células endoteliales en forma individual o formando
microcolonias “biofilm”, produciendo modificaciones en la membrana endotelial. La
formacion de microvellosidades contribuye a la alta adherencia de los micoplasmas,
con disminucién del flujo sanguineo, modificacién en la membrana y alteracién en la
coagulacion. Los signos clinicos que se observan junto con la anemia son:
coagulopatias, trombosis vascular y diatesis hemorragica (Hoelzle y col., 2014).

Por todo lo expuesto, la patogenia de la enfermedad producida por M. suis es
compleja. ElI microorganismo presenta factores patogénicos bien desarrollados,
capaces de inducir signos clinicos e infecciones persistentes ciclicas. La anemia es
el signo mas destacado en esta enfermedad. Hasta el momento los mecanismos
patogénicos de esta enfermedad se pueden dividir en dos categorias: el primero se
basa en la interaccion directa de adhesion, invasién y captacion de nutrientes entre
el microorganismo y los eritrocitos y el segundo responde a la respuesta
inmunoldgica mediada por los autoanticuerpos IgM e inmunoglobulina G (IgG) que

inducen a la lisis de los GR, produciendo anemia hemolitica (Hoelzle y col. 2014).

1.4.- Inmunopatologia

Los mecanismos inmunopatoldgicos juegan un papel importante en la anemia
durante la infeccion en los cerdos, tanto en las anemias hemoliticas intra vy
extravasculares. Durante la interaccion entre M. suis y la membrana eritrocitaria se

produce la liberacion de antigenos extrafos por el sistema inmune. Se producen asi
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autoanticuerpos (aglutininas frias del tipo de las IgM), que se unen a los eritrocitos
de los animales infectados. Las crioaglutininas son las responsables de los efectos
observados en la infeccion aguda de los cerdos, como cianosis y necrosis periférica
en el extremo de las orejas donde la temperatura es menor. Cuando la sangre
vuelve a la circulacion central se revierte la aglutinacion quedando los GR
susceptibles al SFM. Las crioaglutininas estan presentes en la infeccion aguda en
los cerdos y en las infecciones cronicas con baja carga bacteriana y con picos de
bacteriemia. La unién de autoanticuerpos IgM a los eritrocitos infectados induce a la
activacion de la coagulacion intravascular diseminada iniciando el efecto de cascada
con la activacion del complemento C3b, produciendo anemia hemolitica. Los
eritrocitos infectados se eliminan de circulacién principalmente en bazo y por el SFM
dando una hemodlisis extravascular con aumento de la bilirrubina indirecta. En las
anemias leves con presentacion de infecciones agudas, las IgG inducen destrucciéon

de GR (hemadlisis intravascular) (Felder y col., 2010; Hoelzle y col., 2014).

1.5.- Signologia clinica

La enfermedad en su presentacién aguda cursa con fiebre, debilidad, anemia
hemolitica, hipoglucemia, cianosis con necrosis periférica en el extremo de las
orejas, coagulopatias, trombosis vascular y diatesis hemorragica. En su presentacién
cronica cursa con infecciones intercurrentes subclinicas, anemia en lechones de
maternidad, retraso en el crecimiento en recria y engorde, en las hembras, fallas
reproductivas (Hoelzle y col., 2014), disgalactia (Strait y col., 2012), alteracion de la

conducta maternal, asi como la presentacién de abortos y natimortos (Henry y col.,
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1979; Brownback y col., 1981; Zinn y col.,, 1983; Heinritzi y col., 2000;
Weissenbacher-Lang y col., 2012).

La enfermedad también incluye otros sindromes como aumento de la
incidencia de infecciones respiratorias y digestivas en todas las categorias,
especialmente en recria y terminacion. Aunque M. suis esta ampliamente distribuido
en la poblacién porcina, son necesarios ciertos factores de riesgo para que se
manifieste la infeccion. Se considera que existe asociacién entre la aparicion de
enfermedades producidas por hemoplasmas y la existencia de enfermedades
virales, neoplasicas e inmunomediadas.

En los cerdos se han observado casos asociados a infecciones por virus de la
peste porcina clasica, estreptococosis, toxoplasmosis y en criaderos, SMAP vy
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRSS) (Henry y col., 1979; Pereyra y
col., 1990; Heinritzi y col., 2000; Messick y col., 2004; Pereyra y col., 2004). En
felinos, especie donde también se observa una micoplasmosis similar a la del cerdo,
existen varios trabajos que mencionan la asociacién entre las infecciones producidas
por hemoplasmas y las enfermedades virales, neoplasicas e inmunomediadas,
principalmente (Neimark y col., 2002; Messick y col., 2004; Willi y col., 2005; Willi y

col., 2006; Willi y col., 2007; Campos Aquino y col., 2014; Hoelzle y col., 2014).

1.6.- Diagnéstico
Debido a que M. suis no se puede cultivar, el diagndéstico de la infeccién se
realiza sobre la base del cuadro epidemioldgico, los signos clinicos, los estudios

anatomopatolégicos, hematoldgicos y bioquimicos.
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Si bien, como se describe en la introduccion, los métodos mas utilizados de
diagndstico son PCR y qPCR. Zhang y col., 2012 usaron la técnica de ELISA para la
deteccion de M. suis en la manifestacion aguda de la enfermedad. Con una
sensibilidad del 92% y una especificidad del 100%. En forma contemporanea se
realizé un analisis de proteomas mediante la técnica de espectrometria de masas,
para identificar las proteinas de M. suis durante la infeccion aguda. Se comprobo
que del 65,3% de proteinas que presenta M. suis (cepa lllinois) y del 65,9% (cepa
K1_3806) solo 6,3% fueron identificadas en este analisis. Este estudio se hizo para
poder entender el ciclo de la patogénesis y de vida de M. suis en cultivos in vitro
(Felder y col., 2012).

En China en el afio 2013 mediante estudios inmunocromatograficos
trabajaron con muestras de plasma de cerdos como diagnostico rapido y sencillo de
identificacion de M. suis. Los resultados demostraron baja sensibilidad diagnéstica,
no reemplazando los métodos de ELISA y PCR (Meng y col., 2014). Dietz y col., en
el (2014) desarrollaron una técnica de qPCR para identificar M. suis en la fase
temprana de la infeccion. Ademas, en ese mismo afio se desarrollaron técnicas de
ensayos multiplex microbead (MIA), donde se observd que esta técnica era mas
sensible y especifica que la prueba de IHA y gPCR, ya que proporcioné ademas una
evaluacion simultanea de la respuesta de los anticuerpos frente a los antigenos de

M. suis (Guimaraes y col., 2014).

1.7.- Tratamiento y prevencion

Para el tratamiento de esta infeccion las tetraciclinas han sido utilizadas para

reducir la bacteriemia y reducir los signos clinicos mas severos de la enfermedad,
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sin embargo no logran eliminar completamente al microorganismo. Los animales que
sobreviven a la enfermedad habiendo cursado con anemia aguda, pueden seguir
como portadores de M. suis una vez finalizado el tratamiento (Splitter y col., 1957;

Heinritzi y col., 2000; Pereyra y col., 2011).

Actualmente se utiliza la oxitetraciclina inyectable para los cerdos de cuadros
agudos y en el alimento para el resto del lote (Pereyra y col., 2011). Asimismo,
sugieren para disminuir la disgalactia administrar clortetraciclina en la alimentacion a
una dosis de 22 mg/kg/dia durante dos semanas en cerdas gestantes primerizas y
dejar de administrar tres semanas antes del parto (Strait y col., 2012).

La tilosina y la enrofloxacina también han sido utilizadas en el tratamiento de
las diferentes micoplasmosis. La tilosina ha sido utilizada en la eperitrozoonosis de
los terneros esplenectomizados y esta indicada en la micoplasmosis de los cerdos.
La enrofloxacina se considera efectiva en el tratamiento de la neumonia producida
por M. hyopneumoniae y se utilizé con éxito en la hemoplasmosis felina producida
por M. haemofelis, pero no es efectiva para M. suis, tal como se comprobé en los
cerdos infectados esplenectomizados y en los de campo. La tilosina se utiliza en 3
dosis diarias de 10 mg/kg IM, y enrofloxacina 2 dosis de 5 mg/kg IM cada 12 h
(Pereyray col., 2010).

Las medidas de profilaxis y soporte que se deberian incluir en el manejo de

las granjas porcinas son:

- Seleccion de antibidticos de acuerdo al tipo de granja y cantidad de
animales/granja con respecto a la via de administracion, forma de presentacion de

la enfermedad (aguda o crénica) y tratamientos de antibiéticos previos.
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- Uso de material descartable y estéril (jeringas y agujas).

- Lavado y desinfectado del instrumental contaminado (bisturis, pinza para

descolmillar y tijeras manuales o de cauterizacion para corte de colas).

- Desinfeccion frecuente dentro y fuera de las salas, pisos y paredes.

- Control de vectores hematéfagos principalmente en verano y otofio (Song., y col

2014).

- Control de perros, gatos, ovejas, dentro de las granjas porcinas. Por posibles

coinfecciones con otros patégenos.

- Evitar en animales de terminacion la sobrepoblacion por corral que conlleva al

canibalismo (Pereyra, 2010).

- Control de roedores e insectos (Song y col., 2014).

- Incorporacion al plantel de animales libres de M. suis evaluados por la técnica de

PCR.

- Realizar controles periédicos mediante los signos clinicos y hematolégicos (Stadler

y col., 2014).

1.8.- Relacion entre M. suis y PCV-2

Actualmente, existe muy poca informacion sobre la relacion entre M. suis 'y
PCV-2 (Pereyra y col., 2006; Watanabe y col., 2012). Este virus se describié por
primera vez en 1974 como un contaminante de la linea celular PK-15 obtenida a
partir de rindn de cerdo (Tischer y col., 1982). Inicialmente se consider6 como no

patogeno (Tischer y col., 1986). En el afio 1998, aislaron una variante del PCV en
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cerdos afectados por el SMAP (Allan y col., 1999a; Allan y col., 1999b; Ellis y col.,
1998), se caracterizaba por retraso en el crecimiento, incremento de la mortalidad,
ictericia 'y lesiones microscopicas caracteristicas en multiples o6rganos,
principalmente en dérganos linfoides. (Clark, 1997; Rosell y col., 1999). La
secuenciacion de los dos virus mostré una divergencia genética significativa y de ahi
que posteriormente el Comité Internacional de Taxonomia de los Virus sugirio llamar
al PCV no patégeno como circovirus porcino tipo 1 (PCV-1) y a la otra variante
asociada con la enfermedad clinica como circovirus porcino tipo 2 (PCV-2) (Segalés
y col., 2012). El PCV-2 pertenece al género Circovirus, familia Circoviridae, es un
virus pequeio, de unos 17 nm de diametro, simetria icosaédrica, no envuelto y con
genoma ADN circular de wuna sola cadena con polaridad negativa de
aproximadamente 1757 pb (Mankertz y col., 2000).

El PCV-2 es, dentro de los virus ADN, el de mayor capacidad de mutar
(1.2x10'3/sitio/aﬁo) sumado a que su circulacion en una poblacion con alta presién
inmune promovera la apariciéon de nuevas variantes, siendo de esperar cambios en
su patogenicidad y el resurgimiento cuadros clinicos patoldgicos.

Segun el consorcio de PCVD (www.pcvd.net) se propuso utilizar una
clasificacion unificada de la nomenclatura de PCV-2 de acuerdo a la secuencia del
ORF2.

Sobre esa base, genotipicamente el PCV-2 se clasificé en:

a) PCV-2a (el genotipo inicial).
b) PCV-2b (relacionado con la presentacion de alta morbimortalidad en USA a

partir del 2005).


http://www.pcvd.net/
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c) PCV-2c (solo detectado en estudio retrospectivo en Dinamarca y sin circulacion
en condiciones de campo hasta su reciente identificacion en cerdos silvestres
en el pantanal de Brasil) (Giovanni y col., 2015).

d) PCV-2d (cuyo origen se remonta a Suiza en 1998). A su vez se lo divide en
PCV-2d-1 y PCV-2d-2. Su prevalencia es mayor en Asia y ahora en América
del Norte. Otras variantes incluyen genotipo PCV-1/2 (Gagnon y col. 2010).

Estudios recientes realizados en China demuestran la coinfeccion en cerdos
con SMAP por mas de un genotipo (Zhai y col 2014).

En Argentina se identificé en el afio 2000 PCV-2b y recientemente PCV-2d
(Sarradel y col., 2004; Pereda y col., 2011).

En la infeccion por PCV-2, 1 de cada 10 cerdos manifiestan entidad clinica.
Los cerdos asintomaticos desarrollan una efectiva inmunidad humoral y celular que
producira una baja carga viral o la eliminacién del virus. La respuesta inmune
adaptativa aparece a las 3 semanas post-infeccion a través de los anticuerpos
neutralizantes contra epitopes de la capsula viral (Kekarainen y col., 2015). La
deteccién de anticuerpos neutralizantes 3 semanas post-exposicién al virus es la
medicidn mas importante para evaluar la proteccién y su no presencia indicaria la
incapacidad de eliminar el virus.

Dentro de PCV-AD, la presentacién sistémica de mayor prevalencia e impacto
econdmico a nivel mundial es el SMAP. Es una enfermedad multifactorial, en la que
la infeccidn por PCV-2 por si solo no induce SMAP, se requiere de la coinfeccion por
otros virus en particular Torque Teno Virus en porcinos 1y 2 (TTV 1y 2) (Teixeira 'y

col., 2015; Nieto y col., 2015).
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Siendo el cerdo su hospedador natural. La ruta oro-nasal y la via vertical de la
madre a la progenie son las vias predominantes de exposicion al virus, siendo muy
eficiente la transmisién horizontal entre los cerdos. Se ha reproducido
experimentalmente por esta via, tanto la infeccion como la enfermedad. La
transmision vertical de PCV-2 también ha sido documentada demostrandose la
transmision transplacentaria del virus (Segalés y col., 2012).

Afecta a cerdos de 6 y 15 semanas de edad (Ambrogi y col, 2005; Segalés y
col. 2005). La morbilidad es de 4-30% y mortalidad 4-20% (Segalés y Domingo.,
2002). Se caracteriza por pérdida de peso, palidez de la piel, distrés respiratorio,
diarrea y ocasionalmente ictericia. Entre los hallazgos anatomopatoldégicos mas
importantes se encuentra la linfoadenomegalia generalizada. Los pulmones se
pueden encontrar edematosos, no colapsados y de consistencia firme. El higado
puede encontrarse agrandado y en la corteza renal pueden hallarse focos blanco
grisaceos (rindn a manchas blancas) (Rosell y col., 1999).

En la infeccidon subclinica (IS-PCV-2) se observa menor ganancia diaria de
peso (GDP), ausencia de signos clinicos, ausencia de lesiones macroscopicas, sin
lesiones histologicas o bien leves en tejido linfoide, caracterizadas por una
despoblacién linfoidea, y asociada a una baja carga viral en los tejidos. En
infecciones subclinicas se sugiere realizar técnicas de PCR para poder detectar
PCV-2 (Segalés y col. 2014).

Otras presentaciones incluyen:

- Cuadros reproductivos (ER-PCV-2). La presentacion clinica mas comun es el
incremento de fetos momificados y natimortos durante el parto. La manifestacion

clinica de la infeccion por PCV-2 en la cerda es muy variable, por lo tanto la
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infeccion por PCV-2 debe estar incluida en el diagndstico diferencial de cualquier

problema reproductivo (Krakowa y col. 2009; Chae, 2005).

- Sindrome de dermatitis y nefropatia porcino (SDNP). Puede afectar tanto a cerdos
de desarrollo y engorde, aunque su prevalencia es muy baja (Segalés y col.
1998). Esta presentacion ha sido descripta en nuestro pais (Machuca y col.,
2000). La lesién caracteristica del SDNP es una vasculitis necrotizante sistémica
que afecta principalmente piel y riidn (Insarralde y col.,, 2010). Los animales
afectados gravemente (especialmente a nivel de rifidn) suelen morir a los pocos
dias después de la aparicidn de los signos clinicos. (Segalés y col. 2014). A pesar
de que existe una serie de circunstancias que asocian al PCV-2 con el SDNP,
todavia no se establecido una relacion causal entre el agente y la enfermedad.
Desde que se usan masivamente las vacunas frente a PCV-2, la prevalencia del

SDNP ha disminuido hasta niveles practicamente indetectables.

- Enfermedad pulmonar (EP-PCV-2) y enfermedad entérica (EE-PCV-2) (Cino-Ozuna
y col. 2011; Segalés y col., 2012). Aunque en la bibliografia se suele incluir estas
dos enfermedades dentro del grupo de las PCVAD, la sintomatologia respiratoria
y digestiva encontrada en estas enfermedades también puede estar presente en
el SMAP (Opriessnig y col, 2007), diferenciandose mediante estudios histolégicos

e inmunohistoquimicos de pulmoén, intestino y tejidos linfoides.

En la actualidad se controlan las PCV-AD clinicas mediante vacunacioén frente
a PCV-2. Estas vacunas han logrado disminuir la signologia clinica, la carga viral, las
lesiones microscopicas, con el aumento de la GDP y del consumo alimentario (CA)

pero la infeccion persiste en forma subclinica (Segalés y col. 2005). La mayoria de
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los cerdos que se infectan, lo hacen de forma subclinica, traduciéndose en una
menor GDP, esto se hace evidente cuando se comparan animales vacunados y no

vacunados en granjas con infecciones subclinicas (Young y col. 2011).

El virus tiene gran capacidad de mutar semejante a un virus ARN y esta
caracteristica mas el plus de la presién inmune por vacunacion hace que aparezcan
nuevos mutantes/variantes que diferiran en su patogenicidad. Como resultados de
estos estudios se comprobd que las poblaciones de PCV-2 que circulan en las
granjas son muy variables y esa diversidad varia en granjas vacunadas vs no
vacunadas. Asi mismo se ha reportado la presencia de ADN de PCV-2 en materia
fecal de humanos, médula 6sea de bovinos, roedores, muestras de agua, mosca
doméstica y en mosquitos (Li y col., 2010, Zhai y col., 2014).

Debido a que la infeccién por PCV-2 es ubicua, el diagnostico no se puede
basar solamente en la deteccion del agente o de los animales seropositivos.

El diagndstico de las enfermedades asociadas a PCV-2 debe estar basado en
tres criterios basicos: presencia de signos clinicos, presencia de lesiones
compatibles con PCV-2 con deteccion del virus dentro de estas lesiones (Segalés y
col., 2005) y deteccién del virus o su genoma mediante técnicas de hibridacién, IHQ
0 qPCR de los tejidos. Si bien existe una clara correlacion entre la cantidad de PCV-
2 observada en tejidos y la gravedad de las lesiones linfoides microscépicas en
SMAP, la diferencia principal entre animales con infeccion clinica y subclinica es la
carga viral por gramo de tejido de PCV-2 en los mismos.

Las técnicas de qPCR permiten la cuantificacion del PCV-2 en tejidos y/o
suero siendo muy utilizadas en el diagnostico de dicha enfermedad. Estas técnicas

son utiles a nivel poblacional pero no a nivel individual por su alto costo, es por eso
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que se deben combinar criterios clinico-patologicos para llegar al diagndstico de la
infeccion producida por PCV-2 (Olvera y col., 2004). Aunque se ha trabajado
bastante con técnicas serologicas para la deteccidon de anticuerpos a PCV-2
(Segalés y Domingo, 2002), con la implementacién de la vacuna la gran mayoria de
los animales son seropositivos, por lo tanto estos anticuerpos son de utilidad en la
observacion de la dinamica de anticuerpos frente a PCV-2 durante el seguimiento de
un programa vacunal, en el desarrollo de estudios epidemioldgicos y en la
evaluacion de la interferencia de la inmunidad materna con la vacunacién (Fort y
col., 2009).

Desde el 2007, se vienen utilizando con éxito vacunas comerciales en granjas
de todo el mundo (Kekarainen y col., 2010). La utilizacion masiva de estas vacunas
ha contribuido al control del desarrollo de la enfermedad clinica, hasta el punto en
que hoy en dia estos casos se presentan en contadas ocasiones. A pesar de ello, la
infeccion subclinica por PCV-2 es habitual en granjas comerciales y también se
presentan nuevos casos en animales vacunados, compatibles con SMAP. En estos
casos el veterinario clinico debe evaluar qué criterio diagnostico utilizar en las
granjas porcinas.

Las vacunas vigentes hoy en dia son las siguientes: a) vacunas a
subunidades (Bl, MSD); b) vacuna PCV-1 con el ORF2 del PCV-2 (quimera
inactivada) (Zoetis) y; ¢) vacuna con el virus entero inactivado (Merial). Todas
reducen la carga viral, la replicacién viral en 6rganos, la reduccion de las lesiones de
SMAP, la mortalidad, el descarte y el aumento GDP. Todas se basan en el genotipo

PCV-2a.
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Estudios recientes con una vacuna PCV-2b mostré ser mas efectiva que la
PCV-2a en coinfeccion con PCV-2a y PCV-2b; PRRS y parvovirus (Opriessing y col.,
2013). En condiciones de campo los cerdos vacunados y con infeccién subclinica se
mantienen infectados por PCV-2 y varian en su carga viral. Los macréfagos
derivados de monocitos permanecen activos y son capaces de cumplir con su
funcién. Sin embargo en cerdos con alta carga viral (sobreinfeccion) reducen su
capacidad fagocitica y los hace mas susceptibles a las infecciones bacterianas
secundarias. En infecciones subclinicas la vacunacion favorece un mayor peso a las
18 y 24 semanas asi como un aumento de la GDP sin diferencias en la mortalidad.
La vacunacion de las hembras previo al servicio aumenta la tasa de parto, el numero
de lechones nacidos vivos, su peso a las 3 semanas asi como el numero de cerdos
destetados.

En un futuro cercano se prevé el desarrollo de vacunas polivalentes contra los
diferentes genotipos pero en la actualidad y en condiciones de campo todas las

vacunas son efectivas para los subtipos PCV-2b y PCV-2d.



28

OBJETIVOS

Objetivo General

» Estudiar, en distintos establecimientos de explotacion porcina de la provincia
de Buenos Aires, tanto en sistemas intensivos como semi-intensivos, la

relacion entre M. suis y la presencia de PCV-2.

Objetivos particulares
Seccion 1
» Evaluar mediante estudios hematolégicos con distintas coloraciones la
presencia de M. suis, asi como la caracterizacion del tipo de anemia y/o
alteraciones en las concentraciones bioquimicas sanguineas.
v Coloracion de May Griinwald-Giemsa.
v Coloracion de Naranja de Acridina.
Seccion 2
» Realizar estudios de PCR para la deteccion de M. suis en muestras de
sangre.
v Disefo de los primers M. suis especie-especifico.
v Estandarizacion de la técnica de PCR:
- Disefno de primers universales para hemoplasmas.
- Estudio experimental en cerdos para la obtencién de controles
positivos y negativos de M. suis.
v" Procesamiento de las muestras de las granjas involucradas en el

estudio.
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Seccion 3
» Realizar estudios de PCR para la deteccion de PCV-2 en muestras de sangre
y su relacidon con M. suis.
v Disefo de los primers PCV-2 especie-especifico.

v Relacién entre M. suis y PCV-2.

Seccion 4
» Realizar estudios anatomopatologicos e inmunohistoquimicos de los animales
seleccionados para el diagnodstico de infeccidn por M. suis y PCV-2, en

muestras de bazo y linfonddulos respectivamente.
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SECCION 1

Evaluaciéon de la presencia de M. suis mediante estudios hematolégicos con
distintas coloraciones, caracterizaciéon del tipo de anemia y/o alteraciones en

las concentraciones bioquimicas sanguineas

1.- MATERIALES Y METODOS
1.1.- Caracteristicas de los establecimientos sujetos a estudio
Se estudiaron 30 establecimientos, localizados en la provincia de Buenos

Aires. Se elabord una planilla ad hoc donde se registraron los datos productivos y
sanitarios de cada una de las granjas en estudio, de acuerdo a los datos obtenidos
en entrevistas personales con los médicos veterinarios asesores de dichas granjas y
de los propios productores. Para ordenar los datos de las granjas se caracterizaron las
variables como se explica a continuacion:
Produccion:

e Tipo de explotacion: (1) Intensiva (Gl), (2) Semi-intensiva (GSl).

e Ciclo: (1) un sitio, (2) dos sitios.

¢ Alimentacion: (1) Produccién propia; (2) comercial; (3) subproductos; (4) mixtas.

e Destino: (1) venta de lechones; (2) capones; (3) reposicion de reproductores.

e Manejo reproductivo: (1) monta natural, (2) inseminacion artificial.

¢ Plan sanitario con vacuna contra PCV-2: (1) SI, (2) NO.

e Asesoramiento veterinario: (1) Sl, (2) NO.

¢ Antecedentes y/o signos clinicos de M. suis.: (1) S, (2) NO.

¢ Antecedentes y/o signos clinicos de PCV2: (1) SI, (2) NO.
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Instalaciones:
e Sistema de Ventilacion
1) Regular: ventilacion abierta sin control en todas las salas.
2) Buena: ventilacion mediante tela mosquitera solo en sala de maternidad.
3) Muy buena: ventilacion mediante tela mosquitera, ventiladores de pared y
control mediante sensores de temperatura y humedad de todas las salas.
Higiene:
1) Regular: se lavan las salas sin desinfeccion 1 vez por semana (el dia de
movimiento de animales de una sala a otra).
2) Buena: se lavan las salas y se desinfectan, el dia de movimiento de animales
de una sala a otra.
3) Muy buena: idem anterior. Ademéas control de vectores hematéfagos y

roedores.

1.2.- Animales utilizados en el estudio

El estudio de este trabajo se realiz6 de acuerdo a la accesibilidad de cada
granja, segun manejo interno. Para realizar el muestreo el criterio de seleccion se
basé en elegir animales al azar, en las categorias de: maternidad (desde el primer
dia de vida al destete 21+7 dias de vida); recria (desde el destete 2117 dias hasta
los 7017 dias de vida); desarrollo (desde los 70+7 dias de vida hasta los 85+2 dias
de vida); terminacién (desde los 85+2 dias de vida hasta los 165 dias de vida) y
hembras reproductoras (primerizas y adultas hasta 4 parto), con y sin signologia
clinica a M. suis. El numero de animales por categoria, tanto de Gl como GSI de la

provincia de Buenos Aires se exponen en la Tabla1.
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Tabla 1. Total de animales muestreados por categoria en Gl y GSI.

Categorias GI" GsI?®
Maternidad (madres) 48 59
Maternidad (lechones) 99 14
Recria 99 42
Desarrollo 36 33
Terminacién 20 32
Subtotal 302 180
Total 482

M granjas intensivas y © granjas semi-intensivas.

1.3.- Estudio hematolégico

Se realizaron hemogramas de un total de 482 muestras de sangre de las
categorias nombradas en la Tabla 1. Las muestras de sangre se obtuvieron
mediante venopuncion de la vena cava craneal, utilizando agujas 18G x 2”7, 21G x
1” (segun categoria de animal) y jeringas estériles de 5 ml. Se extrajo 1 ml de sangre
con acido etilen diamina tetracético (EDTA) como anticoagulante de eleccion,
respetando la relacibn sangre/anticoagulante. Cada tubo fue identificado
individualmente. Las muestras se mantuvieron refrigeradas a 4°C hasta su
procesamiento dentro de las 24 h de su extraccion.

Para el procesamiento de las muestras se utiliz6 un Contador Celular
Semiautomatico Sysmex F820, para realizar el hemograma. Con el mismo se
obtuvieron los siguientes parametros:

e Hematocrito (%)

e Dosaje de la concentracion de hemoglobina (g/dl)
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e Recuento de eritrocitos (10%/ul)

e Recuento de leucocitos (10°/ul)

e indices hematimétricos: volumen corpuscular medio (VCM);
hemoglobina corpuscular media (HbCM) y concentracién media de
hemoglobina corpuscular (CMHbC)

e Recuento de Plaquetas (10%/l)

Todos los valores de hematocrito realizados con el contador celular se
corroboraron manualmente en una microcentrifuga como control de calidad de
rutina. También se midieron los soélidos totales a través de un refractometro. Por
ultimo se realizé el frotis sanguineo para la obtencion de la formula leucocitaria
relativa (FLR), en la cual se expresa en porcentaje el resultado obtenido de cada
leucocito (neutréfilos en banda, neutréfilos segmentados, eosinodfilos, basdfilos,
linfocitos y monocitos), observando cien células y también se calculo la formula
leucocitaria absoluta (FLA), matematicamente a partir de la relacién entre el
porcentaje de cada tipo de leucocito de la FLR y el recuento total de GB expresada
en microlitros. Ademas se observo la presencia de alteraciones morfolégicas de las

células sanguineas y la presencia o ausencia de M. suis.

1.3.1.- Realizacién de los frotis sanguineos

Se realizaron en todas las muestras procesadas, por duplicado y fueron
tefiidas con MGG. A efecto de realizar la comparacion de las dos coloraciones: A)
MGG vy B) NA, se utilizaron 100 frotis sanguineos al azar para la identificacion de

M. suis.
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A) Coloracion de MGG
Los extendidos sanguineos fueron tefiidos con MGG, debido a que es la

técnica de eleccion que se utiliza en hematologia.

Técnica: coloracion de MGG.

A los frotis secos previamente rotulados, se los cubrié con el colorante de May
Grinwald (Merk®) durante 5 min. Luego se les agrego solucion buffer (pH 7,5) sin
lavar el colorante anterior por 5 min mas. Pasado ese tiempo se lavo con agua de la
canilla y se cubrieron con el colorante Giemsa (Merk®) diluido (por cada ml de buffer
2 gotas de Giemsa), durante 20 min. Por ultimo se lavaron y dejaron secar a
temperatura ambiente hasta su lectura. Todos los frotis fueron observados con un

microscopio Nikon ECLIPSE E400, a (1000X).

B) Coloracion NA

Inicialmente se realizé la coloracion de acuerdo al protocolo de Darzynkiewez

(Criswell y col., 1998).

Técnica: coloracion de NA.

Solucion A: 0,1 ml triton X-100 (Sigma®); 8 ml 1.0 M HCI; 0,877 g NaCl y agua
destilada hasta llegar a un volumen final de 100ml y soluciéon B: 37 ml 0.1 M acido
citrico; 63 ml 0.2 M Na; HPO4 (pH 6.0); 0,877 g NaCl; 34 mg EDTA sal disddica y
0,6 ml NA (naranja de acridina 1 mg/ml). Fueron refrigeradas hasta su uso y
protegidas de la luz.

Una vez preparadas las soluciones, se homogeneizaron en un tubo khan

(siempre protegido de la luz), 400 pl solucion A + 1,2 ml solucion B y 300 ul de



35

sangre. Y se incubaron a 4°C durante 30 min. Luego se realizaron frotis con esta
solucion final y se dejaron secar hasta su observacion.

Como no se obtuvieron buenos resultados en la observacion de frotis en primera
instancia con este protocolo, se realizaron algunas modificaciones de los siguientes

parametros antes de la comparacion con MGG:

1) tiempo transcurrido desde la extraccidn de la muestra de sangre hasta el

procesamiento: menora 2 h; 6 h; 12hy 24 h.

2) fijacion de los frotis: con metanol o sin metanol

3) modo, tiempo y temperatura de incubaciéon en oscuridad de las soluciones

para la coloracion:

- coloracion sobre extendidos sanguineos a 21°C; 4°C y 37°C y durante 30

min; 1 h; 6 h; 12 h y 24 h.

-coloracion en tubos khan a 21°C; 4°C y 37°C y durante 30 min; 1 h; 6 h; 12 h

y 24 h.

Todos los frotis tefiidos con la coloracion de NA fueron observados mediante

un microscopio de Epifluorescencia Olympus BH-2.

1.3.2.- Determinacién del porcentaje de reticulocitos corregido

En todas las categorias de cerdos en donde el valor de hematocrito se
encontré por debajo del valor de referencia se realizd el recuento de reticulocitos
mediante la técnica del campo al décimo con la coloracion de Azul Brillante de Cresil

y el resultado se expresé como porcentaje de reticulocitos corregido (PRC). El
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mismo se utilizé para evaluar la capacidad de regeneraciéon medular y clasificar a las
anemias en regenerativas cuando el valor de PRC era mayor a 2% y no

regenerativas cuando era menor a 2% (Gaunt, 2000).

Técnica: coloracion Azul Brillante de Cresil.

Se realizdé una dilucion en un tubo utilizando partes iguales de sangre con
EDTA y colorante Azul Brillante de Cresil; se homogeneizd y se incub6 40 min en
bafio térmico (BT), a 37°C, luego se realizaron extendidos sobre portaobjetos de
cada una de las muestras. Los extendidos se dejaron secar a temperatura ambiente
y se fijaron con metanol durante 15 min, se lavaron, luego se agrego el colorante
Giemsa en solucion al 2%. durante 20 min. Por ultimo se lavaron y se dejaron secar
a temperatura ambiente. Se observaron en microscopio 6ptico Nikon ECLIPSE E400

a (1000X).

1.4.- Estudios bioquimicos

Las muestras de sangre sin anticoagulante provenientes de los animales
involucrados en el estudio, se colocaron en BT a 37°C durante 15 min y luego se
centrifugaron durante 10 min a 3000 rpm. Una vez separados los sueros se colocaron
en tubos eppendorf, por duplicado (uno para el analisis de las determinaciones
bioquimicas y otro tubo para el diagndstico de PCV-2). Se conservaron a -20°C
hasta su procesamiento.

Para evaluar el estado de salud de los animales se midi6 la concentracion de
diferentes parametros bioquimicos, utilizando los siguientes métodos: glucosa,
(glucosa oxidasa/peroxidasa); urea, (Berthelot modificado); creatinina, (Jaffe-

cinética); aspartato aminotransferasa (AST-GOT) y gama glutamil transferasa (GGT),
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(IFCC-UV); fosfatasa alcalina (FAL), (Colorimétrico optimizado); proteinas totales,
(Biuret); albumina, (Bromocresolftaleina); globulinas, relacion A/G (Calculo
matematico); bilirrubina total y directa, (Acido sulfanilico diazotado).

Para el procesamiento, se utilizaron reactivos de Lab. Wiener®/ Lab.
Biosystems® y un espectrofotometro Metrolab Plus 1600. Los resultados se

expresaron siguiendo las normas vigentes en bioquimica clinica (Kaneko, 1997).

1.5.- Andlisis estadistico

Se realizd un analisis exploratorio de los datos (ADE) recolectados de las
planillas ad hoc y de los resultados obtenidos con las técnicas de laboratorio. Estos
analisis se realizaron mediante software de dominio publico: Epilnfo™ 3.5.1 (CDC),

Epidat versiéon 4.0 (OPS, Xunta de Galicia).

2.- RESULTADOS
2.1.- Caracteristicas de los establecimientos sujetos a estudio
De los 30 establecimientos involucrados en este estudio el 63% (19/30) eran

Gly el 37% eran (11/30) a GSI. Los resultados de los datos productivos fueron los
siguientes:
Datos productivos:
- En las Gl el 100% eran de un solo sitio, tenian una alimentaciéon con produccion

propia y su destino era: el 97% para produccion de capones y 3% de reposicion de

reproductores.
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- En las GSI el 100% eran de dos sitios, alimentacién comercial el 48% y alimentacién
mixta 52% y su destino el 98% para venta de capones y el 2% para venta de
lechones.

- En ambos tipo de granja se contaba con asesoramiento veterinario y el manejo
reproductivo era por inseminacion artificial, salvo un 2% en GSI, que era por monta
natural.

- En las Gl y GSI el 76,8% y el 68,4% respectivamente tenia incluido en el plan
sanitario vacuna contra PCV-2.

- El 10% de las Gl y las GSI presentaban antecedentes y/o signos clinicos a M. suis.
Las categorias afectadas fueron lechones y recria en los dos tipos de explotaciones.
Los signos observados en estas categorias fueron: anorexia, mucosas palidas y
menor GDP al destete (Figura 1). En el 4% de la categoria de lechones se observo

ictericia marcada que luego se corroboré con el analisis bioquimico de las muestras.

Figura 1. Lech6én de 5 dias de vida con
mucosas palidas.

- EI 20% de las granjas presentaban antecedentes y/o signos clinicos de PCV-2. En

este caso la categoria mas afectada fue la recria, que presentaba anorexia,
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decaimiento, dificultad respiratoria y retraso en el crecimiento como signos clinicos
relevantes.

Instalaciones:

- EI 100% de las Gl presentaban un buen sistema de ventilacién y un elevado nivel de
higiene. Las GSI por su parte, presentaban un sistema de ventilacion bueno en el
80% de las mismas y el restante 20% de nivel regular mientras que la higiene fue

clasificada como buena en el 70% y regular en el restante 30% de la misma.

2.2.- Animales utilizados en el estudio
La categoria y numero de animales empleados en este estudio se describe en la

Tabla 1., en el punto 1.2.

2.3.- Estudio hematolégico
A partir de los resultados obtenidos en el analisis hematolégico de los animales
pertenecientes a ambos tipos de explotaciones porcinas, se observé que el 59,7%
(288/482) de los animales presentaban anemias (Tabla 2). Es decir el hematocrito
por debajo del valor de referencia segun categoria de animal. En estos animales se
identificaron dos grupos, un 47,9% (231/482) con anemia leve (con un valor de
hematocrito entre 27% y 37%) y el otro grupo 11,8% (57/482) con anemia severa
(con un valor de hematocrito menor a 27%).

Entre los animales que presentaron anemia leve, el 17,8% correspondio a
lechones, 10% madres, 14,1% recria y 6% desarrollo-terminacion. En los mismos el
promedio de hemoglobina fue de 9,7 g/dl, el recuento de GR 5 x10%ul y el recuento de

plaquetas de 300 x10%pl. Los ST dieron en promedio de 6-6,7 g/dl. Tanto las FLR
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como FLA mostraron resultados normales segun los valores de referencia para las
categorias de animales. Ademas en los frotis sanguineos se observaron eritrocitos
normociticos-normocromicos.

El segundo grupo, con una anemia severa, afectdé solo a las siguientes
categorias: 1,45% madres, 7,8% lechones y 2,5% recria. En estos animales el
promedio de hemoglobina fue de 7 g/dl, el recuento de GR de 3 x10%pl y el recuento
de plaquetas de 460 x10°/ul. Los ST dieron en promedio de 7,7-8 g/dl. Tanto las FLR
como FLA mostraron resultados normales segun los valores de referencia para las
categorias de animales. Ademas en los frotis sanguineos se observaron alteraciones
morfolégicas como: células en diana, crenocitos, anisocitosis, poiquilocitosis y
policromasia.

Con respecto a la identificacion de M. suis en los frotis sanguineos tefiidos
con MGG, se observaron formas coco-bacilares sobre la superficie de los eritrocitos
o libres entre ellos, tanto en animales con y sin anemia, provenientes de ambos tipos

de explotaciones. Los resultados son expresados en la Tabla 2.

Tabla 2. Total de animales anémicos y no anémicos en Gl y GSI, positivos y negativos a M.
suis coloreados con MGG.

Gl GsI? M. suis (+) M. suis (-) Total
Anémicos 97 (20,1%) 191 (39,6%) 288
No anémicos 67 (13,9%) 127 (26,3%) 194
Total 164 318 482

(Mgranjas intensivas y ¥ granjas semi-intensivas.
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2.3.1.- Comparacion de las coloraciones de MGG y NA en frotis sanguineos

Para la tincion de NA la técnica optimizada elegida para la comparacion fue la
siguiente: tiempo de extraccion de la muestra hasta su procesamiento menor a 6 h,
frotis sanguineo fijado con metanol, preparacién de las soluciones para la coloracion
en tubos khan a 37°C durante 1 h.

El resultado de la comparaciéon de las dos coloraciones en los 100 frotis
observados fue el siguiente:
En la coloracion de MGG se observdé un 38% de animales positivos a M suis.
Mientras que en la coloracién de NA se observo un 16% de animales positivos a M.
Suis.

En las siguientes fotos se muestran frotis tefidos con las diferentes
coloraciones, la presencia de micoplasmas y las alteraciones morfoldgicas en los

eritrocitos (Figuras 2 a 6).

Figura 2. Eritrocitos normales de una muestra de
porcino tefiido con MGG (indicados con flechas
verdes) (1000X).



Figura 3. Frotis tefiido con MGG de una muestra de
porcino. Presencia de cocos-bacilos libres en el
plasma (flechas blancas) y en la superficie de los
eritrocitos compatibles con M. suis  (flechas
verdes). Presencia de policromasia (flecha roja)
(1000X).

Figura 4. Frotis tefiido con MGG de una muestra de
porcino con alteraciones en los eritrocitos.
Presencia de anisocitosis (flechas verdes),
crenocitos (flecha blanca) y policromasia (flecha
roja) (1000X).

42



Figura 5. Eritrocitos normales de una muestra
de porcino tefidos con NA (flechas blancas)
(1000X).

Figura 6. Frotis tefiido con NA de una
muestra de porcino. Se observan
pequenas particulas fluorescentes
adheridas a la superficie de los eritrocitos
(flechas rojas) (1000X).
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2.3.2.- Resultados de la determinacién del porcentaje de reticulocitos corregido

De los 288 animales anémicos, en el grupo con anemia leve (231) el resultado
de PRC fue en promedio del 2-3% y en el grupo con anemia severa (57) el PRC fue

en promedio del 3,7-4% (Figura 7).

Figura 7. Reticulocito de una muestra de porcino
tefido con Azul Brillante de Cresil (flecha roja)
(1000X)

2.4.- Resultados de los estudios bioquimicos
Los valores promedio de los parametros bioquimicos de las 482 muestras

incluidas en este estudio se detallan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Determinaciones bioquimicas realizadas en las diferentes categorias de animales

en Gl y GSI, positivas y negativas a M. suis con MGG.

En Gl y GSI Lechén Madres Recria Desarrollo Terminaciéon

(GO R C S . I © I O I © I O I C +) ()

Glucemia (mg/dl)

VRO 85150 70 75 80 90 90 8 70 79 84 90

Urea (mg/dl)

2 22 4 2 2 27
VR 10-30 0 30 3 0 6 30 30 30

Creatinina (mg/dl)

V.R: 1-2.7 o7 08 1 09 08 1 11 1 12 15

GOT-AST (UI/L
(UIL) 20 25 30 40 20 30 27 38 29 27

V.R: 32-84
GGT (UIlL)
VR <18 0 7 15 14 11 10 12 11 16 10
FAL (UI/L)
VR <305 -~ - 130 100 - - - - 8 93

Proteinas T. (g/dl)

7 7,2 4 7 7
V.R: 7.9-8.9 58 56 ,3 , 59 5 6 3 6,5

Albumina (g/dl)

V.R: 1833 23 24 35 3 29 32 26 34 31 25

Globulinas (g/dl)

2 4,2 22 34 42 4
V.R: 5,6-6,1 35 32 38 42 3 22 34 36 4

Relacion A/G. 0,65 0,75 092 0,71 097 145 0,76 094 0,74 0,63

Mmuestras positivas a M. suis, ®muestras negativas a M. suis y ®valor de referencia

En la categoria lechones con anemia severa, se observd un 4% de animales
con hiperbilirrubinemia (Fig. 8), el resto de los animales y de las distintas categorias

no se observaron valores por fuera de los rangos de referencia (Kaneko, 1997).
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Figura 8. Lechon de 25 dias de vida con

ictericia y retraso en el crecimiento (Der.).

3.- DISCUSION

Los mecanismos por los cuales M. suis se transmite de animal a animal son aun
en parte desconocidos, aunque se sabe que se transmite en forma directa con sangre
infectada con esta bacteria, mediante el uso de instrumental contaminado, vectores
hematdfagos y via transplacentaria (Henry y col., 1979; Arauz y col., 2002; Song y col.,
2014). De forma indirecta puede transmitirse mediante saliva, secreciones nasales y
vaginales, orina, alimento y agua contaminada (Dietz y col., 2014). También se conoce
la existencia de ciertos factores de riesgo que deben ser tenidos en cuenta como por
ejemplo la higiene regular en las instalaciones, presencia de vectores, sobrepoblacion
de animales por corral, etc. (Song y col., 2012).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el relevamiento realizado en las
granjas involucradas en el estudio, cabe destacar como factor hallado en la
diseminacion de la infeccion la insuficiente ventilacion e higiene de las salas en las

GSI que fue calificado como regular. Esto puede favorecer la presencia de roedores
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y vectores hematofagos asi como la coinfeccion de otros animales domésticos dentro
del predio del establecimiento, coincidiendo con lo publicado por otros autores (Song y
col., 2013; Hornok y col., 2011; Song y col., 2014).

Los signos clinicos observados en otros trabajos fueron descriptos en animales
infectados experimentalmente, observandose una presentacion aguda con fiebre,
debilidad, anemia, cianosis con necrosis periférica en el extremo de las orejas,
coagulopatias, trombosis vascular y diatesis hemorragica y en su presentacion
cronica con infecciones intercurrentes, anemia en lechones de maternidad, retraso
en el crecimiento en recria y engorde. En cambio en nuestro trabajo la observacion
de signos clinicos se realizd sobre animales infectados en forma natural, por lo que
no hubo una observacion discriminada de la forma aguda y crénica. Estos signos
fueron: anorexia, presencia de mucosas palidas y menor GDP al destete coincidiendo
con trabajos publicados (Messick col., 2004; Do Nascimento y col., 2014; Hoelzle y
col., 2014, Stadler y col., 2014). El signo predominante fue la anemia encontrandose en
el 59,7% de los animales en estudio. Siendo los lechones los mas afectados,
presentando una anemia severa. Luego siguieron en importancia las categorias de
recria y de madres, presentando una anemia leve. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por Machuca y col., (1999) y difieren de lo publicado por Pereyra que
menciona como las categorias mas afectadas a recria y desarrollo (Pereyra, 2016).

Stadler y col., (2014) encontraron en animales infectados experimentalmente
no esplenectomizados, valores de hematocrito bajo con disminucidon de la
hemoglobina menor a 8 g/dl y del recuento de GR 4,7 x10%/ul (Oehlerking y col.,

2011; Felder y col., 2011). En nuestro estudio obtuvimos resultados similares solo en
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el 11,8% de los animales infectados naturalmente, con un valor de hematocrito
menor a 27%, hemoglobina menor a 7 g/dl y del recuento de GR 3,38 x10°/l.

La medicion de la capacidad de regeneracion de la medula 6sea a través de
PRC en esta enfermedad no fue incluida en el disefio de los trabajos realizados por
otros autores hasta el momento. En nuestros resultados se observé una anemia
regenerativa de origen hemolitico por la presencia de M. suis.

En los frotis sanguineos de estos animales con anemia severa, utilizando la
coloracion de MGG se observaron alteraciones tipicas de una anemia regenerativa,
caracteristica de las infecciones producidas por M. suis, como anisocitosis,
poiquilocitosis, policromasia, células en diana, crenocitos y presencia de los
microorganismos adheridos a la membrana de los eritrocitos coincidiendo con otros
autores (Messick, 2004; Hoelzle y col., 2014).

En los animales que presentaron una anemia leve se observaron en los frotis
normocitosis, normocromia y presencia de escasa cantidad de microorganismos
adheridos a los GR. Estos hallazgos indican la presencia de una anemia crénica
compensada que podria sugerir una infeccién subclinica. Condicion que podria
predisponer a ingreso de coinfecciones, probablemente debido a la supresion de las
funciones de los linfocitos T (Anziani y col., 1986; Gresham y col., 1996; Henderson
y col., 1997; Zachary y col., 1985; Hoelzle y col., 2014; Messick, 2004).

Do Nascimento y col., (2013) y Do Nascimento y col., (2014) observaron en
sus estudios la presencia de cocos-bacilos infectando pocos eritrocitos y la ausencia
de signos clinicos en animales infectados experimentalmente esplenectomizados. En
nuestro trabajo coincidimos con lo mencionado por este autor, donde observamos un

13% de animales con ausencia de signos, los cuales presentaron formas coco-
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bacilares sobre la superficie de los eritrocitos pero en animales infectados
naturalmente.

En cuanto a la utilizacion de las diferentes coloraciones sobre frotis
sanguineos Heinritzi y col., (2000); Criswell y col., (1998) y Hoelzle y col., (2003),
sugerian que la técnica ideal elegida para identificar M. suis era la coloracién de NA.
Sin embargo trabajos reportados por Ritzman y col., (2009), observaron una baja
sensibilidad diagnostica con esta coloracion. A partir de los resultados obtenidos en
la comparacion de la coloracion entre las dos técnicas (MGG y NA) realizadas en
nuestro estudio estamos en condiciones de refutar que esta técnica es la ideal y
coincidimos con lo mencionado por este ultimo autor. Ya que se demostré un mayor
porcentaje en el diagndstico positivo a M. suis utilizando la coloracién de MGG con
respecto al NA.

Stadler y col., (2014) en sus estudios hematoldgicos realizados en animales
infectados en forma experimental esplenectomizados y no esplenectomizados utilizd
la coloracion de MGG como complementaria en el diagndstico de la caracterizacion
de la anemia. Los hallazgos hematoldgicos obtenidos en nuestro estudio coinciden
con el autor mencionado, debido que no solo se obtuvo informacion de la presencia
del microorganismo, sino que ademas brindé informacién sobre las alteraciones
morfolégicas que nos permitieron clasificar el tipo de anemia. Esto no sucedi6 con la
coloracién de NA, ya que solo nos informé sobre la presencia o no de la bacteria
con un menor porcentaje de sensibilidad. Se debe mencionar que ambas técnicas
son de baja sensibilidad, ya que solo son visibles los microorganismos cuando hay
una carga bacteriana importante en sangre periférica, y subjetivas por ser muy

dependientes de la experiencia del operador. También es importante aclarar que la
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coloraciéon de MGG tiene la ventaja de ser una técnica de bajo costo y relativamente
sencilla comparada con el NA que es de alto costo, porque se necesita de un
microscopio de Epifluorescencia y ademas, un area especial de laboratorio para la
preparacion y desarrollo de la técnica, debido que el NA es un agente quimico con
propiedades mutagénicas.

En los resultados de las determinaciones bioquimicas analizadas, algunos
autores mencionan en sus trabajos, en animales de experimentacion la presencia de
hipoglucemia, (Nonaka y col., 1996; Hoelzle y col., 2014; Guimaraes y col., 2011a).
En nuestro trabajo en animales infectados naturalmente la glucemia se mantuvo
normal en todas las categorias, el unico cambio presentado fue hiperbilirrubinemia
solo en un 4% de lechones con anemia severa. En el resto de las categorias este
metabolito se mantuvo dentro de los rangos de referencia (Kaneko, 1997). Estos
hallazgos coinciden con lo reportado por Hoelzle y col., (2014) y Stadler y col,
(2014), en el curso agudo de la enfermedad en animales infectados

experimentalmente.

4.- CONCLUSIONES

- Se debe hacer hincapié en las medidas de prevencioén y trabajar con buenas practicas
de manejo en las granjas porcinas a efectos de disminuir los factores de riesgo, para
la diseminacién de la enfermedad. Un ejemplo de ello es mejorar el sistema de
ventilacién de las salas y la frecuencia de limpieza de las mismas. Otro seria
implementar programas de desinfeccion de roedores y vectores hematéfagos debido

que varios estudios sugieren que M. suis es un potencial agente zoonatico.
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- Los signos clinicos observados en los animales infectados naturalmente fueron:
anemia (severa principalmente en lechones y anemia leve en las otras categorias),

anorexia, decaimiento y retraso en el crecimiento.

- Debido a que a los estudios hematoldgicos brindan informacién sobre la presencia o
no de la bacteria como también de las alteraciones en la morfologia celular
sanguinea, se sugiere implementar estos en forma rutinaria como herramienta
diagnostica de bajo costo, en granjas con antecedentes a M. suis. Estos datos junto
con la signologia clinica permiten tomar medidas preventivas y/o de tratamiento en

las granjas.

- Tanto la coloracion de MGG como la de NA presentan una baja sensibilidad,
(dependiendo de la recoleccion y acondicionamiento de la muestra, de la carga
bacteriana y de la experiencia del operador). A pesar de lo mencionado, en base a los

resultados obtenidos se sugiere el uso de la coloracion de MGG.

- Soélo se observo hiperbilirrubinemia en el 4% de lechones con anemia severa de
animales infectados naturalmente. No encontrando alteraciones en el resto de las

determinaciones bioquimicas realizadas en todas las categorias.
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SECCION 2

Estudios de PCR para la deteccion de M. suis en muestras de sangre

En nuestro pais en el afio 2010, cuando se comenzo a incursionar en técnicas
de biologia molecular para el diagndstico de M. suis, habia muy poca informacién
sobre el tema. El unico autor que utiliz6 PCR en el diagndstico de esta especie fue
Pereyra y col., (2004) pero sus muestras se analizaron en Estados Unidos en el
laboratorio de Messick y col, con la técnica publicada por estos investigadores
(1999), no habiéndose desarrollado hasta el momento una técnica diagndstica en
Argentina.

En un comienzo se trabajoé con los protocolos publicados por Messick y col.,
(1999) y Hoelzle y col., (2003). Se utilizaron los primers de la Tabla 4, ensayandose
diferentes combinaciones de los siguientes parametros: duracion de los ciclos,
numero de ciclos, gradientes de temperatura, diferentes marcas de Taq y distintos
cicladores, con 64 muestras de sangre de cerdos provenientes de granjas positivas a
M. suis, evaluadas mediante frotis sanguineos y 4 controles positivos y 3 negativos
previamente corroborados por PCR (cedidos por la Dra. Pereyra N. del Instituto de
Porcinotecnia, Ministerio de la Produccion de la provincia de Santa Fe, Argentina).

Debido a que las amplificaciones utilizando los protocolos de los autores
mencionados no tuvieron la sensibilidad ni repetitividad reportada y teniendo en
cuenta que en el afno 2011 se obtuvieron las secuencias completas del genoma de
dos cepas (Oehlerking y col., 2011; Messick y col., 2011), ademas de otras tantas

secuencias disponibles, se disefié una nueva PCR especifica para M. suis.
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Tabla 4. Primers utilizados para la optimizacién de la técnica de PCR.

Autores Primers Tamaiio!”

MSU1,(5-GCATTGCCCAGTCCCCAAGGA-3)
Hoelzle, 2003 782 bp

MSUZ2,(5-TGCGGGGAGTACGTGGGAAGG-3’)

Messick,1999  E. suis f2,(5-GCTTAACAAGTGTTCGCGGT-3’)
839 bp
E. suisr2,(5-CTTAACTCCAATCAAAATTACC-3’)

M Tamario esperado del producto amplificado.

1.- MATERIALES Y METODOS
1.1.- Diseno de primers especificos para M. suis

Para el disefio de los primers se utilizaron las secuencias del gen ribosomal
16S disponibles en GenBank de los micoplasmas hemotréficos (M. cocoides, M.
haemocanis, M. haemofelis, M. haemomuris, M. ovis, M. wenyonii, “Candidatus M.
haemominutum”, “Candidatus M. haemoparvum” y “Candidatus M. turicensis”
incluyendo los genomas de las cepas M. suis KI3806 y M. suis str. lllinois). Para
cada especie se realizé un alineamiento multiple utilizando el software ClustalX 2.1
(Larkin y col., 2007). Para cada uno de ellos se cred una secuencia consenso con un
umbral de inclusion del 100% utilizando el programa BioEdit (Hall y col., 1999) de
modo que las secuencias consenso muestren todas y cada una de las variantes
posibles y no a la mas frecuente. Las posiciones de los alineamientos en las que las
secuencias presentaron variabilidad de nucleétidos se representaron en el consenso
con la simbologia para ambiguedad de bases recomendada por la IUPAC (Tabla 5).

Posteriormente se alinearon los consensos de cada especie con el ClustalX

2.1. Los alineamientos se muestran en el anexo 1. En éste ultimo alineamiento se
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buscaron regiones unicas para M. suis que se utilizaron para disefiar dos pares de
primers directos y dos reversos, con el objeto de utilizarlos en una PCR anidada,
mediante el programa Primer3 (Andreas Untergasser y col.,, 2007) (Tabla 6). Se
incluyeron todas las variantes disefiando primers degenerados de modo que sea
posible amplificar cualquiera de los posibles genotipos sin importar su frecuencia de

aparicion, con el fin de aumentar la sensibilidad de la técnica.

Tabla 5. Nomenclatura de nucleoétidos.

Simbolos Nucleétidos
M AoC
R AoG
W AoT
S CoG
Y CoT
K GoT
\Y, AoCoG
H AoCoT
D AoGoT
B CoGoT
X GoAoToC
N GoAoToC

Referencia: Cornish-Bowden (1985)
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Tabla 6. Primers M. suis especie-especifico utilizados en la PCR anidada.

Autores Primers Tamaiio"
(Propios, 2011) MSuisEP1f, (5-~-AAWGGAGGCTGCCGMAAGGT-3’) @ 443 bp
MSuisEP1r, (5-CACCGCGAACACTTGTTAAGCAARTA-3))@
MSuis-EP2f, (5-AGRTMGTTGGAGAGGTAADGGCT-3')® 366 bp

MSuis-EP2r, (5-AYTTTTAACAAKGRATACACAYTTCA-3')®

"Tamario esperado del producto amplificado, ®par externo y ®par interno.

1.2.- Estandarizacion de la técnica de PCR
1.2.1.- Disefo de primers universales para hemoplasmas

Se disefaron primers universales para amplificar cualquier especie de
micoplasmas hemotroficos. Se utilizaron las secuencias del GenBank de las
especies relacionadas con M. suis que se pueden encontrar en las granjas porcinas.
Estas son: “Candidatus M. Haemominutum” (felinos), “Candidatus M. haemoparvum”
(caninos), M. ovis (ovinos), M. wenyonii (bovinos), M. haemofelis (felinos), M.
haemocanis (caninos), M. haemomuris (ratas y ratones), “Candidatus M. turicensis”
(felinos), M. cocoides (ratones), M. parvum (porcinos) y M. suis (porcinos). Para este
disefio se trabajé con la misma metodologia que para el disefio de los primers
especificos de M. suis, explicada previamente, salvo que se buscaron regiones

conservadas en las especies hemotroficas (Tabla 7).
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Tabla 7. Primers universales de hemoplasmas utilizados en la PCR anidada.

Autores Primers Tamaiio"
(Propios, 2011) MHemoEP1f,(5- ATYCYTRCRGGAWGCAGCAG-3')? 485 bp
MHemoEP1r,(5-GYGBGGACTACTGRGGTATC-3') @
MHemoEP2f,(5-GGRCGAAAGYCYGATGGAG-3') @ 403 bp

MHemoEP2r,(5-CTHCCCACRCTTTYVAGCC-3)®

"Tamario esperado del producto amplificado, ®par externo y ®par interno.

1.2.2.- Diseiio experimental en cerdos para la obtencién de controles positivos
y negativos de M. suis

Para estandarizar la técnica de este ensayo se utilizaron controles cedidos
por la Dra. Pereyra N., y luego se obtuvieron controles propios, a traveés del siguiente
disefo.

Para ello se utilizé el modelo experimental de Groebel y col., (2009). Se
trabajo con 4 hembras de 8,5 kg/p.v., de una granja con antecedentes a M. suis de
la provincia de Buenos Aires. Las mismas fueron alojadas, alimentadas y
controladas en los corrales de internacién del Hospital Escuela de la FCV-UNLP,
durante una semana para su adaptacién. El trabajo experimental fue supervisado y
aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la FCV-UNLP, Argentina (Res. 129/09).

Previo a la cirugia, se seleccionaron en base a estudios hematoldgicos y de
PCR utilizando el protocolo de Pintos y col.,, (2013), 2 animales positivos y 2
negativos a M. suis. A los animales positivos se les realizé la esplenectomia total por
la técnica de laparatomia abdominal media, utilizando anestesia inhalatoria. La

premedicacion y medicacion utilizadas fueron las siguientes: sulfato de atropina 1%
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0,04 mg/kg/p.v. IM; xilacina 2% 2mg/kg/p.v. IM; tiopental (induccién) EV; isofluorano
(inhalatorio) y meloxicam 2% 0,4mg/kg/p.v. IM.

A los animales negativos se los dejo como controles. A las 4 hembras, se les
realizd extraccion de sangre post cirugia cada 48 horas para la realizacion de los
estudios hematoldgicos, bioquimicos y de PCR, durante los 45 dias que durd el

trabajo experimental.

1.3.- Amplificacion con los primers especificos de M. suis y primers
universales para hemoplasmas
a) Extraccion de ADN

Se utilizaron dos protocolos de extraccién uno con 6xido de silice y el otro con
DNAZzol descriptos en el anexo 2.
b) Reaccion

La sintesis de ADN se realizé en un volumen final de 20 pl por reaccion
(Buffer 1X, dNTPs 0,25 mM_ MgCl, 2 mM, primers 0,5 mM de cada uno, enzima
FIREPol® Termoestable ADN Polimerasa (Solis, Biodyne) 0,5 U, agua bidestilada
libre de nucleasas hasta completar un volumen final y 2 pl de ADN).
c) Ciclado

El programa de ciclado consisti6 en 2 min de desnaturalizacién a 92°C, 35
ciclos de: 30 seg de desnaturalizacion a 92°C, 30 seg de annealing a 45°C y 40 seg
de elongacién a 72°C, finalizando con 4 min de extensién a 72°C. Las PCRs
anidadas tanto en M. suis como en hemoplasmas consistieron en dos rondas de
amplificacion, en la cuales en la primera se utilizaron 2 ul de ADN muestra y en la

segunda ronda 1 yl de ADN de la primera ronda.
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d) Analisis

Los productos de amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1% y tefiidos con bromuro de etidio.
e) Secuenciacién

Los productos amplificados fueron purificados con PEG segun protocolo de
Travis Glenn (www.mcdb.Isa.umich.edu/labs/olsen/files/PCR.pdf). (Anexo2)

Los productos purificados se secuenciaron en ambos sentidos en un
Secuenciador Automatico de ADN MegaBACE 1000 (GE Healthcare). Las
secuencias fueron comparadas y validadas utilizando el algoritmo BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

1.4.- Muestras utilizadas en la estandarizacion de los primers especie-
especifico en M. suis y en los primers universales de hemoplasmas

Para la estandarizacion de la técnica de los primers disefiados se trabajé con
controles positivos y negativos obtenidos en la reproduccion experimental de la
enfermedad, ademas de los cedidos por la Dra. Pereyra.

Para el estudio solo se utilizaron las muestras positivas a micoplasmas
hemotréficos en frotis sanguineos de distintas especies (n: 38): ratas (n: 6), ratones
(n: 6), caninos (n: 8), felinos (n: 8), ovinos (n: 6), bovinos (n: 4), y porcinos (n: 64)

(Figuras 9 y 10). Las mismas se mantuvieron a -20°C hasta la purificacion de ADN.


http://www.mcdb.lsa.umich.edu/labs/olsen/files/PCR.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Figura 9. Frotis tefiido con MGG de
una muestra de sangre de ovino. Los
hemoplasmas se detectaron en la
superficie de los eritrocitos (flechas
verdes) (1000X).
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Figura 10. Frotis tefiido con MGG de una
muestra sangre de rata. Los hemoplasmas
se detectaron en la superficie de los
eritrocitos (flechas blancas). Presencia de
policromasia (flecha naranja) (1000X).
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1.5. - Procesamiento de las muestras de las granjas involucradas en el estudio
Se trabajo con las 482 muestras mencionadas en la seccién 1 (Tabla 1). Se
utilizé el mismo método de extraccion de ADN, amplificacion, analisis vy

secuenciacion explicado en el punto 1.3.

1.6.- Control de calidad

Durante la etapa de estandarizacidon y posteriormente en el procesamiento de
las muestras, se realizaron controles de calidad y calibracion de todo el
equipamiento utilizado en el laboratorio. Durante todo el estudio se supervisé de
forma constante la repetitividad y precision del ensayo en todas las muestras

procesadas (Burkhardt, 2000).

1.7.- Andlisis estadistico.
Se realizd un analisis exploratorio de los datos (ADE) obtenidos con las
técnicas de laboratorio. Estos analisis se realizaron mediante software de dominio

publico: Epilnfo™ 3.5.1 (CDC), Epidat versién 4.0 (OPS, Xunta de Galicia).

2.- RESULTADOS

Para la extracciéon de ADN se probaron dos protocolos, el de 6xido de silice
mas economico de uso comun en el IGEVET y otro comercial (DNAzol, Invitrogen®).
En la comparacion de ambos, se observé que con el DNAzol se necesitdé un volumen
inicial considerablemente menor de sangre y con ADNs de mejor calidad, menor
cantidad de inhibidores y de rendimiento homogéneo, lo que facilité la extraccién de

muestras en las granjas porcinas.
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- PCR con primers especificos para M. suis

Se probaron todas las posibilidades de combinaciones de primers para
amplificar el gen 16S de M. suis en una sola ronda de PCR. Como no se detectaron
productos de amplificacion se decidio realizar una PCR anidada usando los primers
MSuisEP1f y MSuisEP1r como primers externos y a MSuis-EP2f y MSuis-EP2r como
primers internos. Con esta combinacién se logré amplificar un fragmento en la

segunda ronda de un tamafo aproximado de 360 bp.

- Diseino experimental en cerdos.
La obtencién de los controles positivos y negativos para M. suis fue mediante
la reproduccion experimental de la enfermedad en cerdos provenientes de granjas

con antecedentes a M. suis (Figuras 11, 12 y 13) (Pintos y col., 2013).

Figura 11. Procedimiento quirdrgico de la
esplenectomia total realizada en uno de los
cerdos.
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Figura 12. Extraccion de sangre en uno de los
cerdos controles.

Figura 13. Cerdos alojados en los corrales de
internacion del Hospital Escuela de la FCV-UNLP.

En la Figura 14 se observan los productos amplificados, obtenidos de uno de
los controles positivos a M. suis durante la reproduccion experimental de la
enfermedad, a lo largo de los 45 dias post cirugia. Los productos obtenidos de la
segunda ronda de amplificacion dieron un tamafo aproximado 360 pb estimados a

partir del marcador de peso molecular.
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En la electroforesis de la Figura 14 se ve claramente como aumenta la
intensidad de la banda amplificada a medida que transcurren los dias posteriores a
la esplenectomia en uno de los controles positivos, indicando indirectamente el pico
de bacteriemia donde se ve la mayor amplificacion en la calle 10 correspondiente a

los 16 dias post-cirugia.

U s g

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de los
fragmentos amplificados en la PCR anidada con los primers
especificos para M. suis. Calle 1: marcador de peso
molecular pcDNA/Hinf | (1129; 517; 453; 396 y 356 pb). Calle
2al12: 0, 2, 4, 6, 8,10, 12, 14, 16,18 y 20 dias post cirugia.
Calle 13: control negativo y calle 14: control positivo.

- PCR con primers universales para hemoplasmas

Para determinar la identidad de especie y la ausencia de amplificacién
cruzada con los hemoplasmas genéticamente similares a M. suis segun Hoelzle y
col., (2008), se amplificaron por PCR anidada con los primers universales 102
muestras provenientes de distintas especies positivas a micoplasmas en los frotis

sanguineos (Figura 15).
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Figura 15. Electroforesis en gel de
agarosa de los fragmentos amplificados
con los primers universales. Calle 1
marcador de peso molecular pcDNA/HiInf |
(1129; 517; 453; 396 y 356 pb). Calles 2;
3; 4 y 5: Muestras de caninos. Calle 6:
control negativo y calle 7: control positivo.

Los productos de amplificacion, de aproximadamente 403 pb, estimados a
partir del marcador de peso molecular, fueron secuenciados y comparados con el

GenBank. Los resultados de las PCR se detallan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Resultados de las amplificaciones, con una repetitividad de siete veces, de las
muestras positivas al frotis sanguineo por MGG.

Presencia de

Productos amplificados

Animales hemoplasmas en frotis
sanguineos Positivos Negativos

Ratas: 1,4, 5 +++0) 18 3
Ratas: 2, 3 ++2 14 0
Rata: 6 + 0 7
Total Ratas (n: 6) 76,2% 23,8%
Ratones: 1,2,3,4,5,6 ++ 12 30
Total Ratones (n: 6) 28,6% 71,4%

Caninos: 1,2,3,4,5,6,7,8 + 8 48
Total Caninos (n: 8) 14,3% 85,7%
Felinos: 1,2, 3,4,6,7,8 +++ 49 0
Felino: 5 ++ 4 3
Total Felinos (n: 8) 94,6% 5,4%
Ovinos: 1, 3,4,5,6 +++ 35 0
Ovino: 2 ++ 6 1
Total Ovinos (n: 6) 97,6% 2,4%
Bovinos: 1, 2, 3,4 ++ 20 8
Total Bovinos (n: 4) 71,4% 28,6%
Porcinos: del 11 al 64 +++ 299 79
Porcinos: del 1 al 10 ++ 40 30
Total Porcinos (n: 64) 75.7% 24.3%

Clasificacion de acuerdo a la carga bacteriana en el frotis:

Wi, D pp y Oty
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Se secuenciaron seis muestras positivas por PCR de M. suis. Para cada
una del resto de las especies hemotroficas se secuenciaron tres muestras. Luego se
las compararon con las secuencias disponibles en GenBank con el algoritmo BLAST

(Tabla 9).

Tabla 9. Resultados obtenidos de la comparacién de las secuencias con las bases de datos
mediante el programa BLAST.

Especie Identidad n° de acceso
M. suis 100% KF740480.1
Porcinos
M. parvum 100% NR_121759.1
Bovinos M. wenyonii 98% FN392885.1
Ovinos M. ovis 99% KF313922.1
Uncultured Mycoplasma sp. 87% KT215635.1
Caninos
M. haemomuris 99% AB820289.1
Felinos “Candidatus M Haemominutum™ 97% KM275254 .1
Ratas M. haemomuris 99% AB820289.1

Ratones Uncultured Mycoplasma sp. 93% KU512719.1
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- Resultados obtenidos en el procesamiento de las muestras provenientes de
Gly GSI

En la Figura 16 se observan algunos de los amplificados de las 482 muestras
de sangre provenientes de cerdos de Gl y GSI. En todas las amplificaciones se
obtuvo un producto de 360 pb confirmandose posteriormente por secuenciacion un

tamano de 366 pb, coincidente con el tamafo esperado por analisis bioinformatico.

T TR o 1 175 16

Figura 16. PCR con primers especificos para M. suis.

Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos amplificados en la
PCR anidada con los primers especificos para M. suis. El tamafo del
producto de amplificacion fue de aproximadamente 360 pb. Calle 1:
marcador de peso molecular pcDNA/Hinf | (1129; 517; 453; 396 y
356 pb). Calles 2 al 14: Muestras de cerdos. Calle 15: control positivo
y Calle 16: control negativo.

Se observd una prevalencia general en muestras sanguineas del 36%
(172/482) de animales positivos a M. suis mediante PCR (Tabla 10):

Tabla 10. Prevalencia de M suis en muestras sanguineas entre Gl y GSI.

Resultados M. suis (+) M. suis (-) Total Prevalencia
Gl 88 214 302 29,0%
GSI 84 96 180 46,6%

Total 172 310 482 36,0%
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Se observo asociacion estadisticamente significativa entre presencia de M
suis en granjas intensivas y semiintensivas (x> (1, n:482)= 15,1; p=0,0001).
Los resultados obtenidos de M. suis positivos segun categorias se muestran

en la Tabla 11.

Tabla 11: Prevalencia de M. suis en muestras sanguineas de diferentes categorias entre Gl
y GSI.

Categoria Gl GSl
Maternidad (lechones y madres) 24% 53%
Recria 42% 40%
Desarrollo y Terminacién 18% 43%
3.- DISCUSION

Si bien se logré una buena purificacion de ADN, no se obtuvo una buena
repetitividad con los primers y programas de ciclado descriptos en los trabajos de
Messick y col., (1999) y Hoelzle y col., (2003). Esto puede deberse que estos
disefios generaban amplificados de un tamafo de banda de aproximadamente 900
pb lo que dificulté su amplificacion.

Los controles obtenidos del trabajo experimental coincidieron en las multiples
amplificaciones con una alta repetitividad como los controles cedidos por Pereyra y
col., (2004).

En nuestro pais aun no hay estudios publicados de prevalencia entre las

especies. Los resultados obtenidos de los ADNs secuenciados (n: 8), mostraron 97%
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de identidad con “Candidatus M Haemominutum” coincidiendo con lo publicado por
otros autores (Sykes y col., 2010; Aquino y col., 2014; Willi y col., 2007).

Actualmente hay descriptas tres especies de hemoplasmas especificas en
los felinos. Ellas son: Mycoplasma haemofelis, “Candidatus Mycoplasma
haemominutum” y “Candidatus Mycoplasma turicensis” (Campos Aquino y col.,
2014). Estas tres especies difieren entre si en cuanto a patogenicidad, si bien M.
haemofelis causa las anemias mas severas, la de mayor prevalencia en muchos
paises es “Candidatus M. haemominutum?”.

En investigaciones recientes se ha detectado la presencia de M. suis, M.
haemofelis y M. ovis como agentes zoonoticos en pacientes humanos
inmunosuprimidos (Zhe Hu y col., 2009; Yuan y col.,, 2009; Maggi y col., 2013;
Hoelzle y col., 2014).

Vieira y col. (2015) trabajaron con gPCR para determinar la prevalencia de los
hemoplasmas en la poblacion de caninos, equinos y humanos altamente expuestos
a las picaduras de la garrapata Rhipicephalus sanguineus en el sur de Brasil y
analizaron los factores asociados con la infeccion de hemoplasmas, donde no se
observo transmisién inter-especies.

En Estados Unidos con PCR obtuvieron una prevalencia de 4,7% en
veterinarios, técnicos veterinarios y cdényuges infectados por micoplasmas
hemotroficos. Los hemoplasmas aislados fueron principalmente M. ovis, M.
haematoparvum'y M. spp (Maggi y col., 2013).

La secuenciacién de algunos de los ADNs amplificados a partir de caninos
mostraron identidad con Uncultured Mycoplasma sp, mientras que en dos muestras

también se encontré identidad con M. haemomuris. De acuerdo a nuestro
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conocimiento este seria el primer reporte a nivel mundial de identificacion de M.
haemomuris en caninos. Seria interesante realizar un estudio epidemioldgico para
poder confirmar su presencia y determinar la prevalencia de esta especie en perros

domeésticos.

Debido a que M. suis no se puede cultivar (Nonaka y col., 1996; Messick y
col., 2004; Schreiner y col., 2012a; Hoelzle y col., 2014) y que este estudio se realizd
mediante un método cualitativo de PCR, no se pudo determinar la sensibilidad y
especificidad de la prueba diagnostica. A pesar de esto, el uso de los primers
disefiados ayudo a identificar M. suis en todas las muestras procesadas utilizando
una PCR anidada convencional.

Cuando se disefaron los primers especie-especificos de M. suis, se pensaba
que M. parvum y M. suis eran una sola especie que cambiaba de forma y tamafio a
medida que maduraba (Splitter y col., 1950; Pereyra y col., 2004). Por esto, en el
disefio se considerd a las secuencias de M. parvum, en ese momento llamado
“Candidatus M. haemoparvum”, como equivalentes a M. suis. Hasta el 2012 las
secuencias de los amplificados cuando se compararon con el algoritmo BLAST
dieron valores de similitud préximos al 100% tanto con M. suis como con Candidatus
M. haemoparvum. En este ultimo caso se consideraba que la secuencia
correspondia a M. suis.

A partir del 2013 luego de la secuenciacion del genoma de Candidatus M.
haemoparvum se lo clasific6 como una especie diferente de M. suis y se lo
denominé formalmente M. parvum (Do Nascimento y col. 2013; Do Nascimento y
col., 2014). Desde entonces las secuencias que dieron identidad con M. parvum,

fueron consideradas como una especie diferente a M. suis.
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Finalmente estos primers amplifican indistintamente M. suis o M. parvum. De
la comparacién de las secuencias del fragmento amplificado entre las dos especies
surge que no existen nucledtidos unicos o especificos de una u otra especie,
tampoco existe esta diferencia en el resto del gen 16S, por lo tanto, ni siquiera
mediante la secuenciacion de este gen se podria identificar la especie que produce
la infeccion. Entonces, seria necesario el disefio de nuevas técnicas para poder
diferenciar ambas especies, dirigidas a las regiones del genoma que mostraron
diferencias y permitieron clasificar a estos hemoplasmas como distintas especies.

Se confirmé mediante secuenciacion que los primers disefados para M. suis
siempre amplificaron M. suis-M. parvum validando su especificidad de especie
durante todo el procesamiento de las muestras y resaltando la no amplificacion con
ningun otro hemoplasma de las especies utilizadas (ovinos, felinos, caninos,

bovinos, ratas y ratones).

Por ultimo, de acuerdo a los datos obtenidos en la poblacion estudiada
mediante PCR, se obtuvo una prevalencia general de M. suis-M. parvum en porcinos
del 36% (172/482), a diferencia de los estudios hematoldgicos en los cuales se
obtuvo mediante MGG el 34% (164/482) de positivos a M. suis-M. parvum. Estos
datos no pueden compararse con otros trabajos ya que es la primera vez en nuestro
pais que se llevan a cabo estudios hematolégicos y de biologia molecular en forma

simultanea en animales infectados naturalmente por M. suis.



72

4.- CONCLUSIONES
- Solo con 1 ml de sangre se pudo realizar el hemograma, los frotis por duplicado y la
extraccion de ADN, obteniendo una muestra de buena calidad de extraccion. Por lo

tanto el DNAzol fue el kit de eleccion para realizar éste trabajo de tesis.

- El uso de los primers disefiados permitio identificar micoplasmas hemotroficos en las
muestras procesadas, utilizando una PCR convencional anidada y obteniendo en la

amplificacion el gen ribosomal 16S de los hemoplasmas.

- Con el disefio de la PCR anidada logramos repetitividad y especificidad de las

amplificaciones.

- Estos primers permitieron conocer la prevalencia de M. suis-M parvum en Gl y GSlI,

en las diferentes categorias, en la provincia de Buenos Aires.

- Hasta donde sabemos, este es el primer disefio y puesta a punto de una PCR

especifica para M. suis-M. parvum realizada en nuestro pais.

- Los primers universales desarrollados en este trabajo para identificar hemoplasmas
se pueden utilizar en el diagndstico de la enfermedad en otras especies de animales

(felinos, caninos, ovinos, bovinos, ratas y ratones).

- El uso de estos primers permitio detectar M. haemomuris en perros domésticos,

siendo hasta el momento, el primer reporte a nivel mundial.
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SECCION 3

Estudios de PCR para la deteccion de PCV-2 en muestras de sangre y su

relacion con M. suis

Antes del uso de vacunas, el diagnéstico de PCV-AD se basaba
principalmente en los signos clinicos, estudios anatomopatologicos,
inmunohistoquimicos y serolégicos. Con la implementacion de los programas de
vacunacion en nuestro pais hubo que replantearse cuales métodos de diagnostico

podian seguir siendo utilizados.

Por lo expuesto en este trabajo de tesis se decidié implementar una técnica
de PCR anidada para la deteccién del virus y no utilizar la prueba serolégica de
ELISA planteada en un principio, ya que los animales han recibido vacunacion

(Pereyray col., 2005; Watanabe y col., 2012).

1.- MATERIALES Y METODOS

1.1.- Diseno de primers para PCV-2

Para el disefio de los primers se utilizaron las secuencias del genoma
completo disponibles en GenBank de los circovirus porcinos tipo 2. Luego se realizd
un alineamiento utilizando el software ClustalX 2.1 (Larkin y col., 2007) y se cred una
secuencia consenso con un umbral de frecuencia para la inclusién del 100%
utilizando el programa BioEdit (Hall y col., 1999).

Sobre este consenso se ubicaron los primers disefiados por Fort y col.,
(2007). Debido a que las secuencias disponibles actualmente revelan una

variabilidad que no estaba contemplada por los primers descriptos, se decidid
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modificarlos en su longitud y se les agregaron algunas indeterminaciones de modo
que sean capaces de amplificar cualquiera de las variantes existentes. Como
resultado se obtuvieron dos pares de primers externos y dos internos, con el objeto

de utilizarlos en una PCR anidada para detectar PCV-2 (Tabla 12).

Tabla 12. Primers PCV-2 especie-especifico utilizados en la PCR anidada.

Autores Primers Tamaiio'"

PCV-2F1, (5- CYTTTTTATCAYTTCGTAATG-3") @

760 b
PCV-2R1 (5- CGCACTTCTTTCGTTTTC-3))@ g

(Propios, 2014)

PCV-2F2,(5-GGGAGGAGTAGTTTACATA-3") © 150 b
p

PCV-2R2,(5'-RCCCTTTGAATACTACAGA-3)®

"Tamario esperado del producto amplificado, ®par externo y ®par interno

1.2.- Muestras utilizadas con los primers para PCV-2

Se trabajo con 482 muestras (seccion 1, Tabla 1), divididas en:
Animales vacunados contra PCV-2: n: 355 (232 Gl y 123 GSI)
Animales no vacunados contra PCV-2: n: 127 (70 Gl y 57 GSI)

Ademas se utilizaron (2 controles positivos y 2 negativos de PCV-2,
corroborados por gPCR y cedidos por la Dra. Dibarbora M., del Instituto Nacional de

Tecnologia Agropecuaria (INTA), Castelar, Buenos Aires, Argentina.
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1.3.- Extraccion de ADN

Para la purificacion de ADN de las muestras de suero, se uso por un lado el
Kit comercial (n: 30) (Nucleospin®Blood, Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Duten,
Germany), utilizado por Quintana y col., (2001); Segalés y col., (2005); Olvera y col.,
(2008). En forma simultanea se trabajoé con las muestras de ADN extraidas con

DNAZzol (Invitrogen®) utilizadas en la seccion 2 para deteccion de micoplasmas.

1.4.- Amplificacion con los primers para PCV-2
a) Reaccioén

Se utilizaron las mismas condiciones de reaccidn que para micoplasmas,

(seccién 2, punto 1.3).
b) Ciclado

El programa de ciclado consisti6 en 2 min de desnaturalizacién a 92°C, 35
ciclos de: 30 seg de desnaturalizacion a 92°C, 30 seg de annealing a 42°C y 40 seg
de elongacion a 72°C, finalizando con 4 min de extension a 72°C. La PCR anidada
en PCV-2 consistio en dos rondas de amplificacion, en la primera se utilizaron 2 pl

de ADN muestra y en la segunda ronda 1 pl del producto de la primera ronda.

c) y d) se trabajé con la misma metodologia de analisis y de secuenciaciéon que

para micoplasmas.
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Durante la etapa de estandarizacion y posteriormente, en el procesamiento de
las muestras, se realizaron controles de calidad y -calibracion de todo el

equipamiento utilizado en el laboratorio.

1.5.- Analisis estadistico.

Se realizé un analisis exploratorio de los datos (ADE) obtenidos con las
técnicas de laboratorio, mediante Epilnfo™ 3.5.1 (CDC), Epidat version 4.0 (OPS,

Xunta de Galicia).

2.- RESULTADOS

La calidad y cantidad de ADN obtenidas de suero con el kit Nucleospin®Blood,
y de sangre mediante el DNAzol de Invitrogen® sobre 30 muestras fueron muy
buenas con ambos métodos y los resultados de las amplificaciones resultaron
equivalentes. Por tal motivo, se optd por utilizar las muestras ya extraidas con
DNAzol que se utilizaron con los micoplasmas. De esta manera, se mantuvo el
procesado de las muestras en forma sistematica obteniendo en una sola extraccién

de ADN muestra para la deteccion para micoplasmas y PCV-2.

Luego se realizé una PCR anidada usando los primers PCV-2F1y PCV-2R1
como primers externos y PCV-2F2 y PCV-2R2 como primers internos. Con esta
combinacion se observd en el analisis de electroforesis, un fragmento interno de
aproximadamente 150 pb, correspondiente a la segunda ronda de amplificacion.
Como controles positivos se utilizaron los ADNs cedidos por la Dra. Dibarbora, con

una repetitividad del 100%.
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Los productos de amplificaciéon fueron secuenciados reiteradamente durante
el procesamiento de las muestras y al analizarlos mediante el algoritmo BLAST

siempre dieron similitud con PCV-2, validando su especificidad.

En la Figura 17 se observan algunos de los productos amplificados de las 482

muestras de sangre.
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa de los
fragmentos amplificados en la PCR anidada con los primers
para PCV-2. Calle 1: marcador de peso molecular:
fragmento de 150 pb. Calle 2 al 11: muestras de cerdos.
Calle 12: control positivo y calle 13: control negativo.

Se observé una prevalencia serolégica general del 31,7% (153/482) a PCV-2

mediante PCR (Tabla 13):

Tabla 13. Prevalencia de PCV-2 entre Gl y GSI (en animales vacunados y no vacunados)

Resultados PCV-2 (+) PCV-2 (-) Total Prevalencia
serolégica
Gl 99 203 302 32.8%
Gsl 54 126 180 30.0%

Total 153 329 482 31,7%
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No se observaron diferencias estadisticamente significativa entre presencia

de PCV-2 en granjas intensivas y semiintensivas (y°- 1, n: 482) 0,40; p=0,52).

En la tabla 14 se observa la relacion entre M. suis y PCV-2 en el total de las

muestras analizadas.

Tabla 14. Relacién entre M. suis y PCV-2 en muestras provenientes de Gl y GSI

Resultados PCV-2 (+) PCV-2 (-) Total F;r:r‘(’i‘zl‘;a

M. suis (+) 42 130 172 35,7%

M. suis (-) 111 199 310 64,3%
Total 153 329 482 100%

Del 31,7% (153/482) animales positivos a PCV-2 mediante la técnica de PCR

solo el 8,7% (42/482) animales fueron positivos también por PCR a M. suis.

3.- DISCUSION

Existen varios trabajos que mencionan la asociacion entre las infecciones
producidas por hemoplasmas y las enfermedades virales, neoplasicas e
inmunomediadas, principalmente en felinos (Messick y col., 2004; Neimark y col.,
2002; Hoelzle y col., 2014; Willi y col., 2005; Willi y col., 2007), en cambio en cerdos
se han observado casos asociados a infecciones por virus de la peste porcina
clasica, estreptococosis, toxoplasmosis, SMAP y PRSS (Henry y col., 1979; Pereyra

y col., 1990; Heinritzi y col., 2000; Messick y col., 2004; Pereyra y col., 2004).
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En el ano 2004 se realiz6 el primer estudio en forma conjunta de M. suis-PCV-
2 basado en estudios anatomopatoldgicos, hematoldgicos, bacterioldgicos e

histopatoldgicos (Pereyra y col., 2004).

El presente trabajo de tesis es el primero que se realiza en Argentina
utilizando técnicas de PCR anidada y secuenciacion para el diagnostico de M. suis-

PCV-2.

4.- CONCLUSIONES

- La modificacién de la técnica de PCR permitié detectar la presencia de PCV-2 en

las muestras analizadas.

- La deteccion de PCV-2 fue semejante en muestras de ADN a partir de sangre total

como las de suero.

- Una misma extraccion de ADN se utilizé para la deteccion de micoplasmas como

para PCV-2.

- De las muestras analizadas con las técnicas de PCR se obtuvo una relacidon entre

M. suis y PCV-2 del 8,7% en animales infectados naturalmente.
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SECCION 4

Estudios anatomopatolégicos e inmunohistoquimicos de los animales
seleccionados para el diagnéstico de infeccion por M. suis y PCV-2, en

muestras de bazo y linfonédulos respectivamente.

1.- MATERIALES Y METODOS
1.1.- Toma de muestras y procesamiento

Se estudiaron muestras, de 44 cerdos hallados muertos o muertos por
eutanasia humanitaria, con una edad entre 25 y 154 dias de vida. Los animales
provenian de 11 Gl incluidas en el estudio.

Como antecedente, en ellas no se registraba vacunaciéon contra PCV-2 vy eran
positivas a M. suis mediante la técnica de PCR.

Se realizaron las necropsias completas de animales de distintas categorias. En
su mayoria presentaron signos clinicos compatibles con PCV-2, tales como: anorexia,
decaimiento, dificultad respiratoria, diarrea y retraso en el crecimiento. Se realizé la
correlacion de los hallazgos histopatolégicos, en particular a enfermedades asociadas
a PCV-2. El diagndstico presuntivo de la causa de muerte o retraso en el crecimiento,
se realizd sobre la base de los hallazgos macroscépicos, agrupandose los mismos a
criterio del patdlogo por orden de significacion y sistemas, aparatos u o6rganos
comprometidos. Se tomaron muestras de linfonddulos, pulmén, bazo, higado y rifién.
Las mismas se fijaron en formol neutro al 10%, se incluyeron en parafina y se

colorearon con hematoxilina y eosina para realizar los estudios histopatologicos.
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1.2.- Técnica de inmunohistoquimica

Se realizdé la técnica de inmunohistoquimica para PCV-2 utilizando como
anticuerpo primario: suero policlonal anti-circovirus porcino tipo 2 (Lab VRMD®: suero
policlonal anti-circovirus porcino tipo 2 (elaborado en cerdo), dilucion 1:200 ).

Los cortes de tejidos de las muestras fueron desparafinados con xileno y
rehidratados a través de distintas graduaciones de alcoholes. Luego los portaobjetos
se colocaron en H;O al 3% durante 15 min para eliminar la actividad de la peroxidasa
endogena. En el paso siguiente los cortes se clarificaron durante 5 min en PBS 0,1 M
(pH 7,5) y fueron incubados con proteasa XIV 0,05% precalentada durante 40 min.
Luego se realizé el lavado en PBS y se cubrieron con 0,5% con leche descremada en
PBS durante 20 min a temperatura ambiente, con el fin de inactivar uniones
inespecificas.

El anticuerpo primario se utilizé en una dilucion 1/200 en PBS 0,1 M y se incubd
durante 1 h a 37°C. Como anticuerpo secundario se utilizé un Ac- biotinilado de
Proteina G (1/500) concentracion 1:200 (Sigma® — Codigo: P8045-250UG Protein G,
recombinant-biotin labeled) (Concentraciéon sugerida 10ug/ml) y se incubaron durante
40 min a temperatura ambiente. Posteriormente se aplicé como sistema de revelado:
Estreptavidina-peroxidasa (LSAB2/HRP®, Universal rabbit-mouse— DAKO- Cadigo:
K0673 CA, EE.UU.) durante 15 min a temperatura ambiente. Por ultimo los cortes de
tejido se incubaron durante 8 min en diaminobenzidina hidrogenada en solucién de
peroxido (cromégeno DAB) y luego se contratiieron con hematoxilina de Harris. Se
trabajo con controles positivos y negativos. La reaccion de inmunohistoquimica en los
cortes de tejido fue clasificada en base a la intensidad de inmunomarcacion de la

siguiente manera: (+) = leve; (++) = moderado y (+++) = fuerte (Pereda y col., 2011).



1.3.- Andlisis estadistico

Se realizé un analisis exploratorio de los datos (ADE) y de los resultados

obtenidos con las técnicas anatomopatologicos e inmunohistoquimicos de los

animales seleccionados para el diagnostico de infeccion por M. suis y PCV-2.

2.- RESULTADOS

Los resultados obtenidos de los estudios antomopatoldgicos de las muestras de

los 44 cerdos con una edad entre 25 a 154 dias de vida se detallan en la tabla 15.

Tabla 15. Hallazgos macroscopicos, de los cerdos estudiados provenientes de granjas

positivas a M. suis y sin vacuna contra PCV-2

Hallazgos macroscépicos

%

(n° de animales)

Necrosis de orejas, cianosis, edema en piel
Linfonddulos agrandados
Neumonia
Bronconeumonia
Poliserositis
Esplenomegalia
Ulcera gastrica G4
Rifiones agrandados/ manchas blancas

Endocarditis /Pleuritis

4,5%
45,45%
20,45%
38,63%

63.6%
11,35%
6,8%
13.6%

9%

20

17

28
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Los resultados obtenidos de los estudios histoldgicos de las muestras de los 44

cerdos con una edad entre 25 a 154 dias de vida se detallan en la tabla 16.

Tabla 16. Diagnéstico histopatolégico de los cerdos estudiados provenientes de granjas

positivas a M. suis y sin vacuna contra PCV-2

Diagnéstico histopatolégico % (n° de animales)
Linfoadenitis granulomatosa 54,5% 24
LN™ con deplecion linfoidea 27,27% 12

LN con células gigantes 11,3% 5

Neumonia insterticial 31,8% 14

Bronconeumonia 45,45% 20
Bronquitis/ Bronquiolitis 4,5% 2
Nefritis intersticial no supurativa 40,9% 18
Glomerulonefritis fibrino-necroética 20,45% 9
Perivasculitis/ Enteropatia/ Pleuritis 9% 4
SLD® 18,8% 8

DLinfonédulos y “sin lesiones diagndsticadas.

En la tabla 17. Se exponen los resultados obtenidos mediante la técnica de IHQ,

sumado al diagnostico final de los cerdos estudiados, provenientes de granjas positivas

a M. suis y sin vacuna contra PCV-2.



Tabla 17. Resultados de

la prueba de IHQ ,
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sumado al diagndstico final de los cerdos

estudiados, provenientes de granjas positivas a M. suis y sin vacuna contra PCV-2

Prueba de IHQ

Diagnéstico final

Prueba de IHQ Diagnéstico final

Positiva Negativa

PCV-2 AD y Enteropatia
6 animales proliferativa pprgna produc_lda 8 animales SLD

por Lawsonia intracellularis.

PCV-2 AD y Neumonia
25 animales enzodtico porcina prod.u0|da 2 animales Neumonia viral

por M. hyopneumoniae.

3 animales Bronconeumonia y
Poliserositis

Total: 31 Total: 13
animales animales

La prueba de IHQ confirmé 31 de los 44 casos sospechosos a PCV-2-AD

(70,5%).

En las figuras 18 y 19 se muestran una de las muestras analizadas mediante las

técnicas de coloracién de Hematoxilina y eosina y de IHQ.
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Figura 18. Linfoadenitis granulomatosa por PCV-2. H&E. (400X)

Figura 19. Linfoadenitis granulomatosa por PCV-2. IHQ +
(LSAB-2). (400X)
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3.- DISCUSION

El SMAP es una enfermedad sistémica que se caracteriza por retraso en el
crecimiento, incremento de la mortalidad, ictericia y lesiones macro y microscopicas
caracteristicas en multiples 6rganos, principalmente en o6rganos linfoides (Clark,
1997; Rosell y col., 1999).

En este trabajo los signos clinicos mas observados fueron decaimiento,
dificultad respiratoria y retraso en el crecimiento, presentandose en animales entre
los 60 y 157 dias de vida, en forma similar a lo hallado por otros autores (Segalés y
col., 2005; Cappuccio y col., 2006).

Los hallazgos patolégicos y las lesiones de esta enfermedad se localizan
principalmente en los linfonddulos. Los pulmones se pueden encontrar edematosos,
no colapsados y de consistencia firme. El higado puede encontrarse agrandado y en
la corteza renal pueden hallarse focos blanco grisaceos (riidn a machas blancas)

(Rosell y col., 2000).

La lesibn macroscopica que se presentd con mayor porcentaje fue la
poliserositis y las observadas en el sistema linfohematopoyético, respiratorio y
urinario. A diferencia de otros autores se encontré un bajo porcentaje de lesiones en
el aparato digestivo. Asi mismo el examen histopatolégico se caracterizé por
deplecion linfoide y marcada infiltracion de células gigantes, a diferencia de otros
estudios, en los que se acompafid por una marcada infiltracion de células
histiociticas y la presencia de cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos, no

observados en nuestro estudio (Gava y col., 2005; Segales y col., 2004).
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Los cuadros neumaonicos son un hallazgo frecuente en SMAP, en particular la
neumonia intersticial (Sorden, 2000; Gava y col., 2005; Segalés y col., 2004). En el
estudio realizado fue baja su frecuencia, no asi el de los cuadros de bronquitis o
bronconeumonia causados por diversos agentes que podrian actuar como

cofactores.

4.- CONCLUSIONES

- Si bien son numerosas las variables que, en condiciones de campo, incidirian en la
frecuencia de los o6rganos afectados y tipo de lesiones de SMAP, su estudio
comparativo con la prueba de IHQ, en estos establecimientos no vacunados contra
PCV-2, permitid6 confirmar el diagndstico, como asi también asociarlo a otras
enfermedades y considerar en su presentacion el antecedente de que todas las

granjas involucrada en este estudio eran positivas a M. suis.
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CONCLUSIONES GENENERALES

- Para disminuir los factores de riesgo que inciden en la diseminacién de la enfermedad
producida por M. suis se deben tener en cuenta, los sistemas de ventilacion de las salas y
frecuencia de limpieza de las mismas. Ademas implementar programas de desinfeccion de
roedores y vectores hematofagos debido que varios estudios sugieren que M. suis es un

potencial agente zoonético.

- El signo clinico mas relevante en los animales infectados naturalmente por M. suis fue

anemia, presentandose principalmente en la categoria de lechones y recria.

- Se sugiere implementar estudios hematolégicos como complemento en el diagndstico clinico,
aportando de esta manera informacion sobre la presencia de la bacteria con la coloracion de

MGG, como también las alteraciones en la morfologia celular sanguinea.

- El uso de los perfiles bioquimicos, en animales infectados naturalmente, en este estudio, no
tuvo un aporte significativo en el diagndéstico clinico. Solo se observé hiperbilirrubinemia en el

4% de lechones con anemia severa.

- Los avances tecnoldgicos del equipamiento de laboratorios de diagndstico permitié reducir el
volumen de la muestra individual. A efectos de realizar el estudio hematoldgico, bioquimico y
técnicas de PCRs en forma simultanea, se facilité la tarea al profesional en el momento del

muestreo.

- Este es el primer disefno y puesta a punto de una PCR especifica para M. suis-M. parvum

realizada en nuestro pais.

- Con esta técnica se aportaron datos sobre la prevalencia de M. suis- M. parvum en animales

infectados en forma natural provenientes de Gl y GSI de la provincia de Buenos Aires.
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- Las PCRs disefiadas en este trabajo permitieron detectar la presencia de M. suis-M. parvum
en cerdos asi como otros micoplasmas hemotroficos en especies domésticas y animales de

laboratorio.

- Los primers desarrollados para hemoplasmas universales en este trabajo se pueden utilizar
en el diagnostico de la enfermedad en otras especies de animales (felinos, caninos, ovinos,

bovinos, ratas y ratones).

- El uso de primers universales para hemoplasmas permitié detectar M. haemomuris en perros

domeésticos, siendo hasta el momento, el primer reporte a nivel mundial.

- De las muestras analizadas con las técnicas de PCR se obtuvo una relacion entre M. suis y

PCV-2 del 8,7% en animales infectados naturalmente.

- En animales con sospecha de signos clinicos de SMAP, en granjas no vacunadas, mediante
los estudios anatomopatoldgicos e IHQ se confirmé el diagnéstico de PCV-2 y la presencia

de M. suis.

- El presente trabajo de tesis es el primero que se realiza en Argentina utilizando técnicas de

PCR anidada y secuenciacion para el diagnostico de M. suis-PCV-2.

- Si bien los primers disefiados resultaron tener buena repetitividad se prevé implementar
técnicas de qPCR a efectos de cuantificar el grado de infeccién para poder implementar
medidas terapéuticas de prevencion en las granjas porcinas que cursan con infecciones
subclinicas, debido a existen portadores asintomaticos en ambos tipos de explotaciones,

siendo mayor en las GSI.
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GATACCYCAGTAGTCCVCRC
GGCTBRAAAGYGTGGGDAG
910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
e e I e I T
TGTAGCTAACGCGTTAAATACCCCGCCTGGG TAGTATATATGCAAATATGAAAC TCAAAGAAATTGAYGGGGACCTGAACAAGTGGTGGAGCATGTTG
............................... e
................... G. . e e L
................. L R T
........................................................................... D S 4
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CMhaemominutum
CMhaemoparvum
Movis
Mwenyonii
CMhaemolamae
Mhaemofelis
Mhaemocanis
Mhaemuris
CMturicensis
Mcocoides
Mparvum
Msuis

CMhaemominutum
CMhaemoparvum
Movis
Mwenyonii
CMhaemolamae
Mhaemofelis
Mhaemocanis
Mhaemuris
CMturicensis
Mcocoides
Mparvum

Msuis

Anexo 1

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

e T e I I T I e
CTTAATTCGATAATACACGAAAAACCTTACCGAGGCTTGWAATCTTYTGCRAAGCTATAGAAATATAGTGRAGGYTATCARAATGACAGGTGGTGCATGG

.................. R............A........T T € 4 N N
................. Y 4 S N 23
................... O N 2
............................... A...T....C...CC.C...............c.....RL.L......G.GG. ...
............................... A...T....C...CC.C.....................RL..L.....G.GG. ...
.......... C...... .. i i . ALAT...CLLCCLL T A e GG
............................... A...Y....C...Y.......... Y. .........,R. . i bR LR
..................... G.........A,,.T....C...CC.C.....AC..........G.C..........G.GG......nvvnrn...
......... W.........C...................C .C..C. C......T.........T ... ... .G..G.... i
......... W.HM......C...........R.......C Y. Y M......K.........K.........R..R........ ..ol
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
e T T T T T e
CTGTCGTCAGCTCGTGTCTTGAGATGTTTGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTWCTCTTTAGTTAAWTAGTTCTAAAGWGACTGAATCGTAAGATA
......................... KK e
..................... L
.......................................................... Y C......CY..R.....G...... ...
.............................................................. L €
......................................... C..............C............C..K~.............c.ca TG
......................................... C..............C......¥x.....C..G—.............c.ca TG
.................. N & T T A 67 ¥ TG
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Mhaemuris
CMturicensis
Mcocoides
Mparvum
Msuis

CMhaemominutum
CMhaemoparvum
Movis
Mwenyonii
CMhaemolamae
Mhaemofelis
Mhaemocanis
Mhaemuris
CMturicensis
Mcocoides
Mparvum

Msuis

Anexo 1

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
e T e I I T I e
TAGGMAGGCTGGGGCCAAGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGYCTCGGGCTGCAAACGTGCTACAATGGTAGGYATAATGTGTYGCAAWCTAGAAAWRGDG
........ T o &
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........ L 4 Nl o c
........ = | o A - T = 1
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........ e N A 7 Y o1 ¢
........ . 2 N & L o/ ©

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

e B e T
AGCTAATCACCGAAAACCTATCYCAGTCCGGATAAAAGGCTGCAATTCGCCTATTTGAAGTTGGAATCACTAGTAATCCTGTGTCAGCTATATCAGGGTG

Al e e e e e e e e e e e e
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1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

e T e I I T I e
CMhaemominutum AATGCGTTCCCAGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAAACTATGGGAGAAA GTACTAGTTGAAACCGTATTWAATTACGTCTAGATTGG TAATTTTGRCT

CMhaemoparvum e e e e e e e e e e AA..... o e e e e e T.
Movis A L e e e e e e e e e e e e ettt e AA..... ...TC...CA...... C...C....GT. ... .. .. i it T.
Mwenyonii A e YAA.....—....... YCA..... AC...YR...GT..... ..., T.
CMhaemolamae S - RS . it et e e e e e AA..... - N C........ Gt e T e e T.
Mhaemofelis T A...G.G-TGGGC.T. .A...ATAC...C.T..GTA...... G..ATAC...C T
Mhaemocanis T A...G.G-TGGGC.T. .A...ATAC..... T..GTA...... G..A-AC...C T
Mhaemuris O - A...GG.-.AGGC.T.C....A..C...C.T..G........ A..A-ATT..CC..T
CMturicensis R O A...G..-.GRGC.T..R...A.AY.. . M....GT A...A..A-A.C..C.R.KK
Mcocoides D N A...GG.-.GGAC.T..A...ATA...... T. TA A.A..A-ATC.CC...T.
Mparvum T C.AA.....~...... N T T T T T.
Msuis WAL, S e e e C.AA....."...... A A e e e e e e e e e e e T e e T.
1510 1520 1530 1540 1550 1560

D S e T T O T e I
CMhaemominutum GGAGTTAAGTCGTAACAAGGTAKCGGATCCGCG
CMhaemoparvum ... ...ttt A.C
Movis e e A.C.
Mwenyonii = ...l S........
CMhaemolamae = ......
Mhaemofelis = ..... KR.......oiuuu... S.S.WW.SMSRACGTGCGGGTGGATAATC
Mhaemocanis = ... .00 M.R.KWMSC .KAYSMGMRMRKGSSGGTGGATAATCTTCAAATTACGAGATG
Mhaemuris = .........
CMturicensis .SRRW.TC
Mcocoides = L e
Mparvum e e e S.S.WW.SRSRACGTGCGGGTGGATAACT
Msuis = e e e RWRRYMVYMRWRMRRGAACGTGCGGGTGGATAACTT

Anexo1. Alineamiento muiltiple de secuencias consenso de las especies de micoplasmas hemotréficos. El alineamiento fue realizado con el programa
ClustalX. Los puntos de colores representan la identidad de secuencia con respecto al consenso de 'Candidatus Mycoplasma haemominutum' (CMhaemominutum)
tomada como referencia. Junto con las secuencias se alinearon los dos pares de primers especificos para M. suis-M. parvum (MSuis-EP1-F, MSuis-EP1-R, MSuis-
EP2-F, MSuis-EP2-R) sombreados en color amarillo y los primers universales para micoplasmas hemotréficos (MHemo-EP1-F, MHemo-EP1-R, MHemo-EP2-F,
MHemo-EP2-R) sombreados en celeste. Los cédigos de nucledtidos segun la IUPAC se detallan en la Tabla 5.
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Anexo 2 - Protocolos de PCR

- Extraccion de ADN

Los protocolos que se utilizaron para la extraccion de ADN fueron: A) Extraccion

de ADN con silica y B) DNAzol de Invitrogen®.

A) Protocolo de Extraccion de ADN con silica (6xido de silice)

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

300 ul de sangre con anticoagulante EDTA + 500 ul de buffer de extraccién.
Centrifugar 5 mina 14.000 g

Pasar la mayor cantidad posible del sobrenadante a un tubo eppendorf de 1,5
ml con 500 ul de buffer de extraccion.

Agregar 15 ml de suspension de silica. Vortear e incubar 10 min a
temperatura ambiente con agitacion ocasional.

Centrifugar menos de 1 seg a 2.000 g y descartar luego el sobrenadante.
Agregar 500 pl de la solucion de lavado. Resuspender completamente el
precipitado y centrifugar 1 seg a 2.000 g. Descartar el sobrenadante.

De la misma forma realizar otros 2 lavados, con la solucion de lavado.

De la misma forma realizar 2 lavados con 500 ul de etanol 70%.

De la misma forma realizar un lavado con 500 pl de acetona. Vortear,

centrifugar y retirar el sobrenadante.

10) Secar en la estufa a 56°C durante 5 min.

11) Agregar 50 ul de agua bidestilada (o TE), vortear e incubar 10 min a 56°C.

12) Centrifugar 1 min a 14.000 g, pasar el sobrenadante a otro tubo eppendorf,

evitando tomar la silica ya que interfiere con la reaccién de PCR.
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B) Protocolo de purificacion con DNAzol

1) Colocar en un tubo eppendorf 1ml de reactivo DNAzol (Tiocianato de

guanidina) + 100 pl de sangre con anticoagulante.

2) Homogeneizar por inversion a temperatura ambiente durante 5 min.

3) Centrifugar a 10.000 g durante 5 min.

4) Colocar el sobrenadante con cuidado en otro tubo eppendorf.

5) Agregar 500 pl de etanol absoluto, homogeneizar y dejar incubar por 3 min

a temperatura ambiente.

6) Centrifugar a 10.000 g durante 5 min. Eliminar el sobrenadante.

7) Lavar el pellet con 100 pl de etanol 70%.

8) Vortear unos 1-2 min.

9) Centrifugar a 10.000 g durante 5 min.

10) Descartar el sobrenadante y repetir los pasos 7) 8) y 9).

11) Dejar destapado hasta que se evapore el resto del etanol aproximadamente

5-10 min a temperatura ambiente.

12) Agregar 50 pl de NaOH 8mM.

13) Colocar los tubos eppendorf en BT a 37°C e incubar toda la noche.

14) Medir la concentracion de ADN.

Luego de la obtencion del ADN por cualquiera de los dos métodos se procedié a
medir la concentracion y evaluar la calidad del mismo en un espectrofotometro
NanoVue™ (GE Healthcare). La concentracion se calculo en base a la absorbancia
a 260 nm. La calidad se evalu6 de acuerdo a la relacion 260/280 nm, considerando

que el ADN es de buena calidad y libre de contaminantes cuando los valores son
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iguales o mayores 1,7. Las muestras de ADN se mantuvieron a -20°C hasta su

procesamiento.

- Técnica de purificacion de productos de PCR por precipitaciéon con PEG.

Travis Glenn (www.mcdb.Isa.umich.edu/labs/olsen/files/PCR.pdf).

1) Correr 5 pl de la PCR en un gel de agarosa para verificar la amplificacion.

2) Al resto de la reaccion de PCR agregar 50 pl de una solucion de 20% PEG

2.5 M NaCl y mezclar bien.

3) Incubar a 37°C por 15 min.

4) Centrifugar a 15.000 g durante 15 min a temperatura ambiente.

5) Retirar el sobrenadante con pipeta y descartarlo.

6) Agregar 125 pl de etanol 70% suavemente por la pared del tubo, dejar
reposar un min. Eliminar el sobrenadante y descartar. Eliminar la mayor

cantidad posible del etanol.

7) Secar el pellet a 37°C durante 10-15 min.

8) Disolver el producto de PCR en 15 uyl de agua bidestilada estéril.
Resuspender completamente el pellet. Incubar unos minutos a temperatura

ambiente o a 37°C.

9) Cuantificar en espectrofotometro.


http://www.mcdb.lsa.umich.edu/labs/olsen/files/PCR.pdf

PCV 2 con

PCV-2-R2

PCV 2 con

PCV 2 con

PCV 2_con
PCV-2-R1

PCV 2_con

PCV 2_con

PCV 2_con

PCV 2_con

PCV 2_con

PCV 2_con
Anexo 3

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B B R e B B B e I B R T
GAATTCAACCTTAACCTTYYTTATTCTGTAGTATTCAAAGGGYAYAGWGMKKKKGTTKGWSCCCCCTCCYGGGGGAASAAAGTCRTYAAKWTTRAATCKC
TCTGTAGTATTCAAAGGGY
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

B B R I B e I I I B I T I B e
AKCATGTCCACCGCCCAGGAGGGYGTKBWGACTGTRGTWSSCTTGAYAGTATATCCGAAGGTGCGGGAGAGGCGGGYGTTGAAGATGCCATTTTTCCTTC

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

B e T e e I
TCCARCGGTARCGGTGGCGGGGGTGGACGAGCCAGGGGCGGCGGCGGAGGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGGGCGGYGTCTTCKYCTBCGGWAACGCCT

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

O O S o S e e S S I I I O e
CCTTGGRTAYGTCATABCTGAAAACGAAAGAAGTGCGCTGTAAGTATTACCAGCGCWCTTCGGCAGCGGCRRCACVKCGGYRGCRYYWBDGCAGCMAMAT
GAAAACGAAAGAAGTGCG

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

B L L T S T T o [ I I R I e
GCCMARHARRRAGARTGGAASAAGCGGMCCSCAACCMCAYAARAGGTGGGTGTTCACNYTBAATRATCCTTCCGARRASGAGMRHAASAAAATACRGGAK

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

R B T e e N T T AT B e T T I TRIRIR I B R I
CTBCCAATMTCCCTDTTTGATTATTTTRT TKKYGGMGRGGARGGTWWKGRRGARGGNMGAACWCCYCRCCTHCAGGGGYTYGCKAAYTTTGYBAARAAKC

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

B R R R e e e e e e e e
ARACWTTTAAYAARGTGARRTKGTATYTBGGWKYYCGCTGCCAYABYGAGRAARCVARRGGAACNGAYCRGCAGAATAWAGAATAYTGYAGYAARGAAGG

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

B R R R e e e e e e e e
YMACWTACTKRTNRARTGTGGAKCTCSBMGRWVBCARGGRMARCGSRRYGACYTBTCTACTGCTGTGAGTACMYTKYTGGMGASSSGRWSTYTGGTRRCY

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

O e e I I I I
GTWGCMGAGCAGYWCCCTKTAACGKTTGTCARAAATWKCCGYGGGCTGKCYGAACTTTTGAAAGYKAGCGGGARRRTGCRGMRGCGYGATTGGAAGACNR

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

e T T I I I
MTGTRCACGTMRTWGTGGSBMCVCCYGRBTGTRGBRARAGYMARTGGGCYSSTARTTTYGCWGABCBKRRMRMCACMTACTGGAARCYDMSTAGAAAYAA
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PCV 2_con

PCV 2_con

PCV 2 con

PCV 2 con
PCV-2-F1

PCV 2_con

PCV 2_con

PCV 2_con
PCV-2-F2

PCV 2_con

Anexo3: Secuencias consenso de PCV-2. El alineamiento fue realizado con el programa ClustalX. Se alinearon los dos pares de primers especificos para

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

B S T T T e T I R I TR I e
GTGGTGGGAYGGWTAYCATGGWGAAGAAGTKGTTGTTWTKGATGAYTTTTATGGY TGGHTRCCNTGGGATGATCTACTGAGAYTSTGTGAYMGRTAYCCW

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

R B T B I I o R L IR B P IE IR IPIPINI IPIPIP I IR R R R
TTGACTGTWGMGACTAAAGGKGGWACTGTWCCTTTTYTGGCCCGCAGTATTYTGATTACSAGCAATCAGRCCCCSYWGGAATGGTACYCCTCRRMTGCTG

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

R B R N e e e L e e T e e e
TCSCAGCTGTAGAAGCBCTYTATMGGAGGATTACTWCYTTGSWATTTTGGAAGRMTGYTRSMGARCARTCSACGGAGGWAGRRGGCCRRTTYGWMRCMST

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
R B R e I e R R T R T e e e
BKHCCCMCCMTGYSCYSWDTTYCCWTATRAAATAAATTACTGAGTCYTTTTTATCAYTTCGTAATGGYTTTTRKTDTTCAYTDWGRSKTTAAGTGGGGGG
CYTTTTTATCAYTTCGTAATG

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

B B I R R I I I e e
TCTYTAAGATTAAATYCYCTGAATYGTACRTACAKDGTHAYACGGATATTGTRKTCYYGGTCGTWKWTACYGTTTTCGARNGCRRTKCCGAGGCCTACRT

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

O e T I I I I
RGTCHACATTYYYWSHVGYTTGNAKYCTMAKCCRVAGYTGRTTYMTTTTGTTRTTBGGTTGGAARTAAYCDATNGTSSHRTCHRGNACAGGTTTBGGBGY

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
D e e L e I I I I
NAARTAVCKGGAGTGGTAGGRGAAGGGBTGGGKDATKGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATAKGGGBCRTADGTBWGGGCWKTGGMY TTWRBKAHRAAG
GGGAGGAGTAGTTTACATA

1710 1720 1730 1740 1750 1760

D e e e T e T
TTRTCATCYAGWATRAYAGCASTGGADCCHACTCCCYTRYCACCYTGNGTRATBGGGRARCAGGGCCR

PCV-2 (PCV-2F1, PCV-2-F2, PCV-2R1, PCV-2R2) sombreados en color verde. Los cédigos de nucledtidos segun la IUPAC se detallan en la Tabla 5.

Anexo 3
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