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1.1. Introducciéon

La neumonia enzodtica porcina (NEP) destaca como una de las principales enfermedades
que afectan al ganado porcino. Presenta una distribucién global, evidenciando una alta
morbilidad y una limitada mortalidad asociada principalmente a combinaciones con diferentes
patégenos porcinos involucrados generalmente en el complejo respiratorio porcino (CRP).
Debido a estas caracteristicas, el principal interés por esta enfermedad reside en la gran
repercusion econdmica en la industria porcina, causando pérdidas millonarias a productores de
este sector. Mycoplasma (M.) hyopneumoniae ha sido considerado como el principal agente
etioldgico de esta enfermedad, aunque multiples evidencias, tanto desde el punto de vista
epidemioldgico como patoldgico, hacen pensar que M. hyorhinis juega un papel significativo en la

neumonia enzodtica porcina y en el CRP.

M. hyorhinis es un microorganismo comensal del aparato respiratorio superior del cerdo
normalmente asociado con cuadros de artritis, otitis, pericarditis y poliserositis (Ross, 1999).
Ademas es considerado como un patdgeno secundario en casos de neumonia en cerdos sin que
su papel como agente etioldgico primario en cuadros respiratorios esté completamente aceptado
en la comunidad veterinaria. Desde el punto de vista experimental diferentes estudios han
demostrado la capacidad de M. hyorhinis para producir cuadros de enfermedad respiratoria en
lechones (Gois et al., 1968a; Lin et al., 2006). Estos estudios han sido capaces de evidenciar como
existe una alta variabilidad en la capacidad de diferentes cepas de campo para producir

enfermedad clinica y lesiones micro y macroscépicas, lo que puede explicar cdmo el papel de
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este microorganismo miembro de la flora bacteriana normal presente en el epitelio respiratorio

porcino puede variar desde comensal hasta agente etiolégico primario.

A pesar de estos datos experimentales, no ha sido hasta hace poco, cuando a través de
analisis epidemioldgicos basados en estudios comparativos de animales clinicamente enfermos
con cuadros respiratorios frente a animales sanos (Palzer et al., 2008) y en el andlisis de muestras
del aparato respiratorio obtenidas en matadero (Hansen et al., 2010) cuando se ha empezado a
valorar el papel de este microorganismo en cuadros de enfermedad respiratoria porcina. Gracias
a estos estudios se ha observado cémo M. hyorhinis juega un papel importante en cuadros de
enfermedad respiratoria porcina, presentando asociaciones positivas con otros agentes
etioldgicos pertenecientes al CRP tanto en cuadros de enfermedad clinica como en lesiones
pulmonares observadas en matadero, lo que da indicios de una potencial relacién sinérgica entre

M. hyorhinis y otros importantes patdgenos porcinos.

Desde el punto de vista diagndstico, el estudio de las enfermedades causadas por
micoplasmas incluye una gran variedad de técnicas, siendo el cultivo, y las técnicas enfocadas a la
deteccidn de anticuerpos especificos, como el ELISA y Western blotting y los ensayos basados en
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), los métodos de eleccion por excelencia (Miles y
Nicholas, 1998). En lo que respecta a M. hyorhinis, el diagndstico molecular se basa Unicamente
en protocolos de PCR de tipo convencional combinados con deteccion de ADN amplificado en
geles de agarosa (Caron et al., 2000a) o de poliacrilamida con gradiente de urea en lo que se
denomina PCR/DGGE (McAuliffe et al., 2005). Estas técnicas, aunque empleadas de forma

extensiva tanto de forma experimental como en el diagndstico de muestras clinicas hasta la
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fecha, presentan ciertas desventajas en comparacion con otras técnicas de desarrollo mas
recientes, siendo el principal ejemplo la PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR), la cual presenta
numerosas ventajas en comparacion con la PCR convencional entre las que destacan la capacidad
de procesar numerosas muestras de forma simultanea, un incremento en sensibilidad y
especificidad, rapidez y capacidad de cuantificacion de ADN especifico en muestras clinicas o en

cultivos (Higuchi et al., 1993).

Al igual que en el caso del diagnéstico molecular, y a pesar de su importante rol como
herramienta diagndstica aplicada al estudio de la respuesta inmune de tipo humoral en cuadros
clinicos de tipo infeccioso, hasta el momento no se ha desarrollado ningun test de diagndstico
seroldgico aplicado al estudio de anticuerpos frente a M. hyorhinis. Contrariamente, en lo que
respecta a otras enfermedades causadas por micoplasmas, tanto en humanos como en otros
animales, las técnicas seroldgicas representan una herramienta indispensable en el estudio de la
respuesta inmune. Diversas técnicas seroldgicas han sido empleadas hasta la fecha para el
estudio de micoplasmas, siendo las mas comunes el ELISA (Bruggmann et al., 1977), gracias a su
capacidad de analizar multiples muestras de forma simultanea y facilidad de realizacion, y el
Western blotting, empleado normalmente como técnica seroldgica de confirmacién debido a su
mayor sensibilidad y especificidad (Kenny y Cartwright, 1984; Young y Ross, 1987). Otras técnicas
seroldgicas que se emplean cominmente en el campo de la micoplasmologia incluyen la fijacién

del complemento y la aglutinacion por latex (McKean et al., 1979) entre otras.

Una rama de la microbiologia que ha demostrado una gran utilidad para el estudio de las

poblaciones bacterianas es la tipificacion genética. Esta vertiente de la microbiologia tradicional
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ha sido empleada extensivamente en el estudio de la epidemiologia molecular de
microorganismos, y actualmente representa una herramienta esencial en el campo de la salud
publica y de la sanidad animal (Van Belkum et al., 2001) ayudando a trazar el origen y dispersion
de agentes causantes de brotes de infeccidn y sirviendo a su vez de apoyo en la toma de

decisiones destinadas al control y prevencién de enfermedades.

La tipificacion genética se ha aplicado de forma generalizada en el estudio de
micoplasmas. Las técnicas aplicadas hasta la fecha de forma satisfactoria para la caracterizacion
de microorganismos de la clase Mollicutes incluyen la electroforesis en gel de campo pulsado o
PFGE (Ladefoged y Christiansen, 1992), amplificacion aleatoria de ADN polimérfico o RAPD
(Geary et al., 1994), analisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados o AFLP
(Kokotovic et al., 1999), andlisis de secuencias de insercidon por Southern blotting (Cheng et al.,
1995), analisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion o RFLP (Cousin-
Allery et al., 2000; Dorigo-Zetsma et al., 2000), secuenciacion y andlisis de fragmentos de PCR
(Lorenzon et al., 2002), analisis de repeticiones en tandem de nimero variable o VNTR (McAuliffe
et al., 2007) y en menor medida, la tipificacion multilocus de secuencias o MLST (Mayor et al.,
2008). En lo que respecta a M. hyorhinis, y a pesar de su rol como patdgeno porcino, no se ha
descrito hasta la fecha ningln sistema de tipificacion aplicado al estudio de esta especie

bacteriana.
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Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos previamente, los objetivos planteados en

nuestro trabajo fueron los siguientes:

1. Aislamiento de cepas de campo de M. hyorhinis.

2. Estudio de los perfiles antigénicos de cepas de M. hyorhinis por medio de la

técnica de Western blotting.

3. Desarrollo y evaluacién de las técnicas RAPD, PFGE, Southern blotting y VNTR
aplicados al estudio de la epidemiologia molecular de aislados de campo de M.

hyorhinis.

4. Desarrollo de un modelo experimental de infeccion respiratoria en lechones

causada por M. hyorhinis en lechones.

5. Estudio histopatoldgico de las lesiones causadas por M. hyorhinis.

6. Desarrollo y evaluacidn de técnicas diagndsticas basadas en ELISA y gPCR.

7. Estudio de la respuesta inmune frente a la inoculacién experimental a través de

las técnicas de ELISA y Western blotting.
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1.2. Revision bibliografica

1.2.1. Introduccidn a la clase Mollicutes con énfasis en el género Mycoplasma

Las bacterias pertenecientes a la clase Mollicutes (del latin mollis= suave, blando, cutis=
piel) constituyen el grupo de microorganismos mas pequefios con capacidad de autorreplicacion
existentes. Este grupo de microorganismos evoluciond a partir de bacterias Gram positivas
(Woese et al., 1980; Weisburg et al., 1989) ricas en adenina y citosina, perdiendo durante este
proceso evolutivo un gran nimero de genes comunes a la gran mayoria de bacterias. Esta clase

bacteriana esta considerada como una de las mas primitivas (Wallace y Morowitz, 1973).

Entre ese grupo de genes que se perdieron se encuentran los necesarios para la sintesis
de pared celular, de ahi que se clasifiquen, por sus caracteristicas de tincidon, como organismos
Gram-negativos. Debido a la ausencia de pared celular, la clase Mollicutes presenta varias
caracteristicas especificas, tales como alta sensibilidad al estrés osmético, a la desecacién y a los
detergentes y resistencia a las penicilinas. Presentan ademas una alta plasticidad, y aunque de
forma general se presentan en formas esféricas de aproximadamente 0,3 a 0,8 um de diametro,
su morfologia puede variar desde estructuras piriformes hasta filamentos helicoidales, siendo

capaces de atravesar filtros de 0.2 um de didametro de poro (Razin, 1978).

Los microorganismos incluidos en la clase Mollicutes se distinguen desde el punto de vista
genético de otras bacterias por poseer genomas pequefios (580-2220 kb) y un contenido bajo de
guanina y citosina (23-41 %) en su ADN gendémico (Razin, 1995). Presentan un bajo numero de

genes (entre 600 - 700), capaces a su vez de sintetizar aproximadamente unas 400 proteinas. Esta
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reducida capacidad metabdlica hace que los mollicutes lleven una forma de vida de tipo

parasitario (Stanbridge et al., 1979; Tully, 1992; Razin, 1995).

El crecimiento de estas bacterias requiere medios de cultivo complejos debido a su
restringida capacidad metabdlica y de sintesis. Los medios de cultivos para bacterias de la clase
Mollicutes deben incluir precursores de 4cidos nucleicos, vitaminas, aminoacidos y para aquellos
géneros que lo necesiten, colesterol (obtenido a partir del suero animal). El crecimiento en medio
liguido se caracteriza por la presencia de leve turbidez, siendo en medio sélido donde las tipicas
colonias en forma de “huevo frito” pueden ser observadas (Razin y Oliver, 1961). Estas colonias
miden entre 0,1 y 1 mm de didmetro y presentan dos zonas caracteristicas, una zona central y
ligeramente mads oscura, caracterizada por el crecimiento en profundidad en el medio y una zona

periférica de crecimiento en superficie (Poveda et al., 2002).

1.2.1.1. Taxonomia y filogenia

La clasificacidon taxondmica actual divide a la clase Mollicutes en 9 géneros: Mycoplasma,
Ureaplasma, Entomoplasma, Mesoplasma, Spiroplasma, Acholeplasma, “Candidatus
Phytoplasma”, Anaeroplasma y Asteroleplasma. Asimismo existe controversia en la
nomenclatura de bacterias hemotrdpicas incultivables originalmente asignadas a los géneros
Haemobartonella o Eperythrozoon, los cuales se han situados provisionalmente en el orden
Mycoplasmatales. Dentro de la clase Mollicutes, los organismos mas importantes desde el punto
de vista veterinario se encuentran incluidos en las familias Mycoplasmataceae (géneros
Mycoplasma y Ureaplasma) e Incertae sedis (géneros Eperythrozoon y Haemobartonella, aunque

designados comiUnmente como micoplasmas hemotropicos) (Tabla 1.1) (Ludwig et al., 2010).
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Desde que Nocard y Roux aislaron el primer micoplasma en 1896, la clasificacion

taxondmica de este grupo de bacterias ha estado sometida a constantes cambios. En primer

lugar fueron clasificados como virus debido a su habilidad para atravesar filtros de pequefio
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didametro, aunque esta clasificacion se modificd a “no virus” en los afios treinta una vez la
caracteristicas definitorias de virus fueron publicadas (Razin, 1992). Ya en 1935 Klieneberger
descubrié la fase-L bacteriana, dando lugar a la creencia de que los micoplasmas no eran mas que
bacterias normales en fase-L estable (Razin y Oliver, 1961), aunque esta idea fue desestimada en
los afios sesenta con el inicio del uso de la técnica de hibridacion ADN-ADN, hecho finalmente

confirmado con estudios ultraestructurales realizados en los afios setenta (Ovordk, 1974).

El uso de genes con secuencias altamente conservadas estd considerado como una
herramienta clave en la clasificacién taxondmica de los micoplasmas, siendo el uso del gen del
ARN ribosémico 16S (gen ARNr 16S) el estdndar para clasificacién y estudio de las relaciones
filogenéticas entre micoplasmas (Johansson et al., 1998; Brown, 2010) (figura 1.1). Basado en los
andlisis del gen ARNr 16S, existen cinco grupos mayoritarios reconocidos: asteroplasma,
spiroplasma, pneumoniae, hominis y anaeroplasma (Weisburg et al., 1989), subdividiéndose a su
vez en 16 clusters diferentes (Weisburg et al., 1989; Pettersson et al., 1996a y b). La informacién
obtenida a partir de las secuencias del gen ARNr 16S de micoplasmas ha demostrado ser esencial
para su clasificacion taxondmica y filogenética, aunque recientemente se ha potenciado el uso de
marcadores genéticos complementarios con el fin de mejorar y asegurar las clasificaciones
obtenidas por medio del gen ARNr 16S. Esas secuencias genéticas alternativas incluyen
principalmente genes “housekeeping” o genes constitutivos, encargados de funciones esenciales,
tales como replicacidn, transcripcion o translacion, expresandose ademads en la gran mayoria de
organismos. Algunos ejemplos empleados en el estudio de micoplasmas incluyen genes

codificantes para proteinas ribosomales altamente conservadas (Gundersen et al., 1994), factor
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Figura 1.1. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen ARNr 165 de micoplasmas (Brown, 2010)
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de elongacion Tu (EF-Tu, tuf) (Kamla et al., 1996), gen codificante para la proteina ftsZ (Kukekova,
1999), secuencias espaciadoras intergénicas 16S-23S (ISR o ITS) (Harasawa, 1999; Volokhov et al.,
2012), el gen codificante para la subunidad B de la ARN polimerasa (gen rpoB) (Kim, 2003), y

combinaciones de diferentes genes conservados (Manso-Silvan et al., 2007).

Hasta hace poco, la clasificacién taxonémica basada en el gen ARNr 16S incluia a la clase
Mollicutes en el phylum Firmicutes (Garrity et al., 2007). Una reclasificacion reciente del phylum
Firmicutes (De Vos et al., 2009), basada en marcadores filogenéticos alternativos tales como el
analisis del gen rpoB, analisis de la chaperonina GroEL y analisis de subunidades de la ATPasa FyF,
(Ludwig y Schleifer, 2005) situa a la clase Mollicutes fuera de este phylum, siendo la clasificacion
actual aceptada oficialmente la misma publicada por Murray en 1984, donde la clase Mollicutes

se encuentra clasificada dentro del phylum Tenericutes (Brown, 2010).

1.2.1.2. Estructura celular y capsula.

La ausencia de pared celular en los organismos de la clase Mollicutes explica varias de sus
caracteristicas principales. Entre ellas se encuentra la resistencia a antibidticos cuya diana se

encuentra en la sintesis de peptidoglicano (betalactamicos y glicopéptidos).

Las secciones ultrafinas de micoplasmas observadas con microscopia electrénica
generalmente no proporcionan una gran cantidad de informacidn. Esta técnica permite
identificar la membrana celular con su estructura bilaminar y el citoplama, donde se pueden
diferenciar los ribosomas y material nucleico. Las tinciones con rojo rutenio, que tifie

mucopolisacdridos de forma especifica, observadas bajo microscopia electrénica, han
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demostrado la presencia de una matriz extracelular fibrilar o “capsula” (Wilson y Collier, 1976;
Minion y Rosenbush, 1993). Esta cdpsula se presenta en estrecha relacidon con la membrana
celular y ha sido documentada en varias especies de los géneros Mycoplasma y Ureaplasma,
entre las que se encuentran M. mycoides subesp. mycoides Small Colony, M. dispar, M.
gallisepticum, M. hominis, M. hyopneumoniae, M. meleagridis, M. pneumoniae, M. pulmones, M.
synoviae, M. capricolum subesp. capricolum y Ureaplasma urealyticum (Boatman y Kenny, 1971;

Robertson y Smook, 1976; Rurangirwa et al., 1987).

La funcién de la cdpsula en micoplasmas no estd completamente clara (Minion vy
Rosenbush, 1993), aunque se cree que puede desempeiiar un papel en la patogenicidad de estas
bacterias, favoreciendo la adhesidon al tejido hospedador (Robb, 1984), incrementando su
toxicidad o evadiendo la respuesta inmune celular al dificultar o inhibir los procesos de

fagocitosis (Rosenbusch y Minion, 1992, Marshall et al., 1995).

1.2.1.3. Membrana celular y estructura antigénica.

La membrana celular de los micoplasmas, al igual que en otras células, es una membrana
permeable selectiva que envuelve al citoplasma y esta formada por una bicapa de fosfolipidos

con proteinas de membrana insertadas en ella.

En los mollicutes, dos tercios de la membrana plasmatica estdn formados por proteinas,
siendo el tercio restante lipidos de membrana (Razin et al., 1998). La mayoria de las proteinas
presentes en la membrana de los micoplasma se encuentran ancladas a la parte externa de la

membrana plasmatica, a diferencia de las bacterias Gram-negativas, donde presentan diferentes
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localizaciones dependiendo de su funcion. Un tipo caracteristico de estas proteinas de membrana
son las lipoproteinas, que al igual que los lipopolisacaridos en bacterias Gram-negativas, pueden
modificar su secuencia, incrementando la variabilidad antigénica de estos organismos y jugando
un papel importante en la modulacién de la respuesta inmune del organismo hospedador

(Chambaud et al., 1999).

A pesar de la gran variedad de proteinas de membrana, solamente existen 4 funciones
reconocidas: lipoproteina con funcién estructural, proteinas de transporte ABC, funciones

enzimaticas y capacidad de adherencia (Sutcliffe y Russell, 1995; Hayashi y Wu, 1990).

1.2.1.3.1. Proteinas variables de superficie (Vsps)

La presencia en micoplasmas de proteinas capaces de modificar su estructura de forma
reversible y alterar de esta forma su composicidén antigénica fue descrita por primera vez en 1990
por Rosengarten y Wise. Esta variabilidad permite a los micoplasmas obtener una mayor
capacidad de colonizacion y de adaptacién al medio a través de la variacidn de su arquitectura de

superficie celular.

A pesar de la alta susceptibilidad tedrica a los anticuerpos y a la lisis mediada por el
complemento debido a la ausencia de una pared celular rigida, los micoplasmas se caracterizan
por causar normalmente infecciones de tipo crénico, evidenciando la incapacidad del sistema
inmune para acabar con ellos (Citti et al., 1997). La seleccidon constante de subpoblaciones
celulares, en lugar de la adaptacién de una poblacion completa, podria explicar la naturaleza

cronica de las infecciones causadas por micoplasmas. La capacidad de variacion antigénica parece
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estar relacionada principalmente con lipoproteinas ancladas a la superficie externa de la

membrana celular (Razin et al., 1998).

Otro método de modificar la antigenicidad y la respuesta inmune de hospedador es el
denominado enmascaramiento antigénico, donde los micoplasmas son capaces de realizar
modificaciones en el tamafo o en la composicién lipidica de las lipoproteinas de membrana con
el fin de dificultar la accesibilidad a ciertos antigenos de superficie (Rosengarten y Yogev, 1996).
Ademas de esta capacidad de modificacion antigénica algunos micoplasmas han demostrado
presentar la habilidad de modificar su repertorio antigénico con el fin de asemejarse al
organismo hospedador, en lo que se ha denominado como mimetismo molecular (Jacobs et al.,

1995).

Diferentes proteinas variables pertenecientes a familias de multigenes han sido
identificadas en M. bovis (vsps: familias de multigenes donde una alta variacion de fase tiene
lugar), en M. gallisepticum e M. imitans (pMGA: variacion en el tamafio de lipoproteinas de
membrana) (Citti et al., 1999). M. hyorhinis presenta uno de los mecanismos de variabilidad
antigénica mas estudiados. Este sistema, compuesto por siete genes que codifican para el mismo
numero de lipoproteinas variables de membrana (vlp), permite a este microorganismo expresar
diferentes combinaciones proteicas en funcidn de la influencia del medio o del sistema inmune
del hospedador (Citti et al., 2000). Este grupo de proteinas, presentes en la superficie celular, se
encuentran reguladas, al igual que en otros micoplasmas, por cambios en su tamafo, y

constituyen el componente antigénico principal de M. hyorhinis (Rosengarten y Wise, 1990).
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1.2.1.4. Patogenicidad y factores de virulencia

Los organismos pertenecientes a la clase Mollicutes son en su gran mayoria bacterias
comensales, siendo los aislados de artropodos considerados incluso como microorganismos
simbiontes (Hackett y Clark, 1989). En caso de los micoplasmas patégenos, las infecciones que
éstos causan suelen ser en su mayoria de tipo crénico. A pesar de la clara asociacién entre
micoplasmas y enfermedad en animales, plantas e insectos no existe mucha informacién sobre

los mecanismos exactos que influyen en la patogenicidad de ciertos micoplasma.

Entre los posibles factores de patogenicidad descritos se encuentra la produccién de
peréxido de hidrégeno y radicales superdoxido como productos metabdlicos de desecho, capaces
de causar dafio oxidativo en la membrana de las células del hospedador (Almagor et al., 1984,

1985 y 1986).

Existen otros mecanismos posibles por los que los micoplasmas pueden causar
enfermedad. Entre ellos se encuentra la presencia de ureasas, que pueden dar lugar a la
produccion de amoniaco, la presencia de fosfolipasa A, en Ureaplasmas, que influencia el
metabolismo de la prostaglandina, generando problemas durante la gestacion (Razin et al.,
1998), la capacidad de fusionarse parcialmente con las células hospedadoras, incrementado el
dafio causado por los radicales superdxido (Wang et al., 1993) y por ultimo, el papel que la
capsula externa de polisacarido juega en reducir la capacidad de fagocitosis en el organismo

hospedador, favoreciendo por lo tanto la colonizacion de los micoplasmas (Marshall et al., 1995).
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1.2.2. Micoplasmosis en ganado porcino

Los principales micoplasmas aislados del ganado porcino se encuentran representados en

la tabla 1.2.

Las micoplasmosis porcinas presentan una distribucion mundial, afectando en mayor
medida a los sistemas de produccidn intensivos. Dentro de estas micoplasmosis destaca con
diferencia la neumonia enzodtica porcina (NEP), causada principalmente por M. hyopneumoniae,
aunque trabajos recientes han demostrado que M. hyorhinis también juega un papel importante
tanto en la NEP como en el complejo respiratorio porcino (CRP) (Lin et al., 2006; Palzer et al.,

2008; Hansen et al., 2010).

Especie Fecha de aislamiento Presentacion clinica

M. hyopneumoniae Mare y Switzer, 1965 Neumonia enzodtica porcina (NEP)

M. hyorhinis Switzer, 1955 Neumonia, artritis, pericarditis, poliserositis,
otitis media,

M. hyosynoviae Ross y Karmon, 1970 Poliartritis

M. flocculare Meyling y Friis, 1972 Apatdégeno — no demostrado

M. hyopharyngis Erickson et al., 1986 Apatdgeno — no demostrado

M. suis Splitter, 1950 Anemia infecciosa porcina

Tabla 1.2. Principales micoplasmas porcinos

1.2.2.1. Mycoplasma hyopneumoniae

Aislado por primera por en 1965 por Maré y Switzer, M. hyopneumoniae esta considerado
como uno de los micoplasmas mas importantes en el ambito de la sanidad animal,

principalmente debido a las implicaciones econémicas que la enfermedad producida por este
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microorganismo, la neumonia enzodtica porcina, tiene en los sistemas de produccién intensiva

de porcino (Stark et al., 1992).

1.2.2.1.1. Caracteristicas generales

Las células de M. hyopneumoniae se caracterizan por poseer forma coccoide o
cocobacilar, no presentan motilidad y producen colonias pequefias carentes de region central,

normalmente convexas y granulares al ser observadas con magnificacién.

Presentan un crecimiento lento al ser cultivados in vitro, pudiendo ser utilizado para este
fin diferentes medios de cultivo, entre los que se encuentran el medio de Friis, SP4 y medio A26.

Las condiciones éptimas de cultivo se encuentran a 37 °C con agitacién constante (Brown, 2010).

Desde el punto de vista bioquimico M. hyopneumoniae se caracteriza por fermentar la
glucosa mientras no es capaz de hidrolizar la urea o la arginina (Friis, 1972; Ross y Wittlestone,

1983).

1.2.2.1.1.1. Principales proteinas antigénicas y predominantes

Hasta la fecha se han descrito diferentes proteinas inmunodominantes involucradas en la

patogenia de M. hyopneumoniae.

Numerosos estudios de caracterizacién proteica y antigénica de tipo general descritos
hasta la fecha han demostrado una gran variabilidad antigénica en esta bacteria. Dentro de los
principales componentes antigénicos descritos se encuentran las proteinas de peso molecular

110, 64, 50, 41 y 36 kDa (Young y Ross, 1987), 96, 70, 46 y 38 kDa (Mori et al., 1988), 110, 78, 64,
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50, 41 y 36 kDa (Strasser et al., 1992), 200, 114, 94, 76, 43 y 36 kDa (Scarman et al., 1997) y 97,

74, 65, 46 y 36 kDa (Caron et al., 2000a y b).

En un estudio llevado a cabo en cepas de campo de M. hyopneumoniae aisladas en Gran
Canaria se demostré que las principales proteinas predominantes correspondian a aquellas con

un peso molecular aparente de 160, 120, 97, 93, 74, 65, 57, 52, 46, 40 y 36 kDa (Assuncdo, 2003).

De forma mas especifica, Wise y Kim (1987a y b) demostraron a través del uso de
anticuerpos monoclonales que los componentes antigénicos p4l1, p44, p50 y p65 eran

lipoproteinas especificas en M. hyopneumoniae.

La capacidad de adhesion juega un papel destacado dentro de los diferentes factores de
virulencia presentes en M. hyopneumoniae (Ross y Young, 1993). Esta capacidad de adhesién
junto con el efecto citopatico producido en células del epitelio ciliar de la trdquea se encuentra
estrechamente relacionado con la presencia de una proteina de 97 kDa de peso molecular,
descrita por primera vez por Young y colaboradores en 1992. Esta proteina, denominada
comunmente como p97, es una adhesina que se encuentra localizada en la membrana celular de
M. hyopneumoniae y es considerada como uno de los principales marcadores de virulencia en

esta bacteria (Zhang et al., 1995).

El gen que codifica esta proteina presenta dos regiones repetitivas bien diferenciadas,
denominadas R1 y R2 (Hsu et al.,, 1997). En 1998, Hsu y Minion comprobaron que la regién R1
jugaba un papel esencial en el proceso de adhesidén, demostrandose posteriormente que era

necesario un numero superior a 8 repeticiones por regién R1 para que se produjera la adhesion a
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cilios de tejido respiratorio porcino (Minion et al., 2000). Se ha postulado que la regién R2 es una
porcidn no esencial de la proteina p97, que actlia como sefiuelo para el sistema inmune (Wilton

etal., 1998).

A pesar de ser reconocida como un componente antigénico importante en M.
hyopneumoniae, diferentes estudios han demostrado que la actividad de la proteina p97 no es el
Unico componente necesario para la adhesidn a cilios del epitelio respiratorio porcino (Chen et

al., 1998; Hsu y Minion, 1998).

A ello se suma la reciente descripcion de varias proteinas de membrana capaces de unirse
a cilios y otros componentes bioldgicos in vitro (Chen et al., 1998; Burnet et al., 2006; Wilton et
al., 2009; Deutscher et al.,, 2010; Seymour et al., 2010; Bogema et al., 2011; Seymour et al.,
2011), dando mayor peso a la teoria que defiende un proceso de adherencia regulado por mas de

una proteina de membrana en M. hyoneumoniae.

Ademas de estas adhesinas, existen otros componentes proteicos importantes en M.
hyopneumoniae que han sido parte de nimerosos estudios de caracterizacién con el fin de
obtener posibles candidatos para vacunas recombinantes (Chen et al., 2008) o como base para

técnicas diagndsticas.

Dentro de los madas importantes se encuentra la p74, caracterizada por Feld y
colaboradores en 1992. Esta proteina, descrita anteriormente como una proteina de choque

térmico o heat-shock protein (Brook y Faulds, 1989), sirvio como base de uno de los principales
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tests de diagndstico seroldgicos para la deteccion de anticuerpos frente a M. hyopneumoniae

(IDEIA™ Mycoplasma hyopneumoniae EIA Kit, Oxoid).

Otras proteinas empleadas en el diagndstico incluyen la p64 (Young y Ross, 1987), p46
(Mori et al., 1987) y p40 (LePotiers et al., 1994). La p46, una lipoproteina caracterizada por Futo y
colaboradores en 1995 (a), ha sido empleada en diferentes ocasiones con el fin de desarrollar
técnicas de ELISA (Mori et al.,, 1987, Futo et al., 1995b), y en combinacién con p64 con el fin de
detectar antigenos especificos en técnicas inmunohistoquimicas (Cheikh Saad Bouh et al., 2003).
La proteina p46, en combinacion con la p36, una lactato-deshidrogenasa capaz de inducir
respuesta inmune temprana en animales infectados de forma natural y experimental (Strasser et
al., 1991, Frey et al., 1994) y con la p97 han sido evaluadas como posibles componentes

antigénicos en vacunas recombinantes (Chen et al., 2008).

1.2.2.1.2. Epidemiologia

M. hyopneumoniae presenta una distribucion mundial, con una mayor incidencia en
aquellos paises donde existe un alto indice de produccion porcina (Thacker, 2006). Los cerdos

domeésticos y jabalies se pueden ver afectados por M. hyopneumoniae (Sibila et al., 2010).

Este microorganismo es considerado el principal agente etiolégico en la NEP y como un
componente esencial en el CRP, en conjuncién con otros patégenos tales como Mycoplasma
hyorhinis, Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuroneumoniae, Streptococcus suis,

Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica, Arcanobacterium pyogenes, virus del sindrome
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reproductivo y respiratorio porcino (PRRSv), virus de la influenza porcina (SIV), circovirus porcino

tipo Il y virus de la enfermedad de Aujeszky (Thacker, 2006).

Ademas existe una gran variabilidad intraespecifica, tanto antigénica como genética
(Assuncdo et al., 2005; Stakenborg et al., 2006; Calus et al., 2007), lo que puede explicar en
ciertos casos los fallos en proteccion vacunal y los problemas de especificidad de las técnicas
diagnosticas frente a M. hyopneumoniae (Strait at al., 2008; Marois et al., 2010). Esta variabilidad
también se traduce en diferentes presentaciones clinicas, donde tanto en estudios
experimentales como en observaciones de campo donde se ha demostrado que diferentes cepas
de M. hyopneumoniae son capaces de causar un amplio rango de cuadros clinicos, asintomaticos,
subclinicos o clinicos, dependiendo de la cepa aislada en cuestién (Lloyd y Etheridge, 1981; Vicca

etal., 2003).

La transmision ocurre debido a la produccion de exudado respiratorio o secreciones que
se transmiten a través de aerosoles debido a tos o estornudos o por contacto directo (Stevenson
et al., 1998). La recirculacién de M. hyopneumoniae dentro de la granja se debe principalemente
a la transmision vertical, pasando de cerdas a lechones recién nacidos (Ross, 1999), o de forma
horizontal, cuando las camadas de lechones sanos e infectados son combinadas, o entre cerdos
jovenes y adultos en cebo cuando la explotacidn presenta un tipo de produccién de flujo

continuo (Sheldrake et al., 1990; Ross, 1999).
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1.2.2.1.3. Presentacion clinica

La infeccién por M. hyopneumoniae se caracteriza por una alta morbilidad y baja
mortalidad. Los animales son considerados susceptibles a cualquier edad aunque los lechones

menores de 6 semanas raramente se encuentran afectados (Sibila et al., 2009).

La prevalencia de M. hyopneumoniae es particularmente alta a mediados-finales del
periodo de cebo. En los casos de infeccion pura por M. hyopneumoniae, la enfermedad se
caracteriza por presentar un curso de tipo subclinico, cuyos signos clinicos suelen incluir tos
cronica y no productiva, reduccion en la ganancia media diaria y en el indice de conversién. En
caso de que la infeccidn se presente en combinacion con otros patégenos secundarios, los signos
clinicos principales incluirdn pirexia y dificultad para respirar, con algunos casos terminando en la

muerte del animal (Maes et al., 1996).

En combinacién con otros patégenos, formando parte del CRP, la infeccion por M.
hyopneumoniae se detecta principalmente en cerdos dentro del periodo de cebo, en un rango de
edad comprendido entre las 14 y 20 semanas de edad, siendo a las 18 semanas cuando se
alcanza el pico de prevalencia. Clinicamente esta presentacién es muy similar a la observada en

casos de NEP complicada, pero con una clinica mas acusada (Dee, 1996).
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1.2.2.1.3.1. Lesiones

1.2.2.1.3.1.1. Lesiones macroscopicas

La NEP se caracteriza por producir una bronconeumonia catarral crénica de distribucion
craneoventral, afectando principalmente a los |6bulos apicales, cardiacos e intermedio, junto con
la porcién craneal de los ldbulos diafragmaticos (Goodwin et al, 1969) (ver imagen
representativa en figura 1.2). Los Iébulos apical e intermedio izquierdos y el intermedio se suelen
encontrar afectados en menor medida, mientras que los diafragmaticos rara vez se encuentran
afectados. Esta distribucion de lesiones se corresponde con la dinamica del flujo respiratorio en
cerdos, viédose el l6bulo craneal derecho afectado en mayor medida debido a la presencia en

cerdos del denominado bronquio traqueal (Livingston et al., 1972).

En la fase inicial de la infeccidn se observan lesiones consolidadas de color rojo oscuro.
Cuando la enfermedad entra en la fase aguda es caracteristica la presencia de exudado catarral o
muco-purulento en las vias aéreas, junto con la presencia de ligera dilatacién en los l6bulos
pulmonares (Armstrong et al., 1983). Ademas, es comun una hipertrofia de los nddulos linfaticos
mediastinicos y bronquiales. En la fase crdnica se observa una contraccion de las lesiones
pulmonares, debido a la fisura de alvéolos colapsados y la presencia de enfisema alveolar

compensatorio (Kobisch y Friis, 1996).

En el caso de infecciones puras causadas por M. hyopneumoniae, las lesiones
macroscoépicas duran aproximadamente de 5 a 9 semanas post infeccion (Livingston et al., 1972;

Kobisch et al., 1993).
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1

Figura 1.2. Imagen representativa de un pulman porcino con lesiones macroscopicas tipicas de NEP

El porcentaje de pulmén afectado varia entre un 20 % en cerdos inoculados de forma
experimental, alcanzando porcentajes de lesiones pulmonares entre 80 y 90 % cuando otros
patdgenos se ven involucrados en la infeccidon (Done, 1997). Otros tipos de lesiones que se han
asociado con infecciones causadas por M. hyopneumoniae incluyen pericarditis fibrinosa (Jensen

et al., 1995; Buttenschgn et al., 1997) y poliartritis (Lloyd y Etheridge, 1981).
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1.2.2.1.3.1.2. Lesiones microscopicas

En las fases iniciales de la enfermedad se observa una neumonia alvéolo-intersticial con
acumulos perivasculares y peribroquiolares de células mononucleares y ciliostasis, pudiéndose

observar acumulacion de neutrdfilos en alvéolos y luz de las vias aéreas (Ross, 1999).

Cuando la enfermedad se cronifica, se aprecian los caracteristicos foliculos linfoides
perivasculares y peribronquiales (hiperplasia linfoide) debido a un incremento en el nimero de
linfocitos, siendo capaces de comprimir la luz de los bronquiolos (Livingston et al., 1972).
También se observa edema alveolar, inflitrado inflamatorio en los alvéolos y engrosamiento de

los septos interalveolares (Baskerville, 1972).

En las lesiones en proceso de recuperacion se observan alvéolos colapsados, enfisema

alveolar y foliculos linfoides (Ross, 1999).

1.2.2.1.4. Diagndstico

1.2.2.1.4.1. Cultivo y aislamiento

Aunque el cultivo y aislamiento microbioldgico siguen siendo considerados como las
técnicas de referencia o “gold standards” para el diagnéstico de M. hyopneumoniae (Ross, 1999),
la dificultad del proceso de cultivo de este microorganismo y su escasa sensibilidad han relegado

al cultivo a un papel secundario (Kobisch y Friis, 1996).
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El medio de Friis (Friis, 1971a) es considerado como el medio de cultivo de eleccidén para el
aislamiento de M. hyopneumoniae. Se trata de un medio de cultivo complejo que requiere una

alta concentracion de suero porcino en su composicion.

Dentro de las principales muestras recomendadas para el aislamiento de M.
hyopneumoniae se encuentran los hisopos traqueales y los lavados traqueobronquiales (Marois
et al., 2007), seguidos por tejido pulmonar. Los hisopos nasales no se recomiendan debido al
limitado periodo de tiempo dentro del que M. hyopneumoniae puede detectarse en la cavidad
nasal (Mattsson et al., 1995) y al incremento en el riesgo de contaminacién con bacterias no

especificas (Cardona et al., 2005).

El aislamiento de cepas de campo de M. hyopneumoniae es un proceso altamente
laborioso, pudiendo abarcar periodos de hasta 8 semanas, complicindose frecuentemente con

otros micoplasmas porcinos (Maes et al., 1996).

1.2.2.1.4.2. Diagnéstico seroldégico

El diagndstico seroldgico en M. hyopneumoniae se basa en la técnica de ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay), debido a la rapidez en su realizacidn, a su capacidad para testar un

alto nimero de muestras al mismo tiempo y a su bajo coste.

Los principales métodos de diagndstico serolégico basados en la técnica de ELISA descritos
para M. hyopneumoniae incluyen un ELISA de bloqueo (bELISA) (Feld et al., 1992) y dos test de

ELISA indirectos (iELISA), uno comercializado por IDEXX (IDEXX M. hyo. Ab Test) y el otro un
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ensayo ampliamente utilizado basado en el uso de antigenos previamente procesados con

Tween-20 (Nicolet et al., 1980; Kazama et al., 1989).

El uso de Western blotting en el diagndstico de M. hyopneumoniae se limita a su aplicacion
como test confirmatorio para muestras donde el ELISA presenta un resultado dudoso (Ameri et

al., 2006).

Otras técnicas seroldgicas incluyen la fijacion del complemento (Mori et al., 1983) vy la
hemoaglutinacion indirecta (Freeman et al, 1984), aunque actualmente se encuentran en

desuso.

1.2.2.1.4.3. Valoracidn de lesiones macroscépicas y diagnostico histopatoldgico

La valoracién de las lesiones macroscépicas de pulmones es ampliamente utilizada tanto
en controles de matadero como en la evaluacion de la eficacia de inoculaciones experimentales,
ya que, aunque de capacidad diagndstica limitada sin el apoyo de otras técnicas laboratoriales, se
considera una herramienta esencial para el estudio de las infecciones causadas por micoplasmas

(Sibila et al., 2009).

Existen numerosos sistemas de puntuacion de lesiones descritos hasta la fecha (tabla 1.3).
En la mayoria de estos sistemas, el valor maximo asignado a cada Iébulo es ponderado en funcién
de la prevalencia en la presentacion de lesiones asociadas a neumonia enzodtica en cada regién

pulmonar.
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A la hora de evaluar las lesiones macroscépicas en pulmaon, hay varias consideraciones a
tener en cuenta para una correcta interpretacion de los datos, ya que, a pesar de ser altamente
indicativas, las lesiones causadas por micoplasmas en porcino no son patognomonicas, pudiendo
ser confundidas por ejemplo con casos de influenza porcina (Thacker et al., 2001), ademas de
existir el riesgo de que otras lesiones, como las causadas por Actinobacillus pleuropneumoniae

puedan enmascarar infecciones subyacentes causadas por micoplasmas.

Unidad de
Autor Puntuacion por I6bulo Total
puntuacion
Apical Cardiaco Diafragmatico Intermedio
D | D | D |
Goodwiny 5 (sélo 5 (sélo
DeOa5o0de0al0
Whittlestone 10 10 10 10 borde borde 5 55
puntos por l6bulo
(1973) craneal) craneal)
Hannan et al. De 0 a 5 puntos por
5/7 5/7 5/7 5/7 5/19 5/19 5/8 35

(1982) 16bulo

De 0 a 4 cuatro

Madec and puntos por l6bulo
0 puntos = no lesiones; 1 punto = <25 % del I6bulo; 2 puntos = 25-49 %; 3
Kobisch dependiendo del 28
puntos = 50-74 %; 4 points >75 %. Puntos para cada uno de los 7 [6bulos
(1982) porcentaje de
I6bulo afectado
Morrison et Porcentaje de
10 10 7 7 30 30 6 100
al. (1985) I6bulo afectado
Straw et al. Porcentaje de
10 10 10 10 25 25 10 100
(1986) I6bulo afectado
Christensen Porcentaje de
7 4 15 9 35 25 5 100
et al. (1999) I6bulo afectado

Tabla 1.3. Sistema de puntuacion de lesiones macroscépicas pulmonares en cerdos, modificado de Sibila et al., 2009

El uso de técnicas inmunohistoquimicas (IHQ) para la deteccién de M. hyopneumoniae ha

sido empleado en numeras ocasiones para la deteccion de antigenos de micoplasma como
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técnica accesoria para la evaluacién histopatoldgica de lesiones pulmonares (Andrada, 2001;
Sarradell et al., 2003; Opriessnig et al., 2004; Redondo et al, 2009), aunque su escasa

sensibilidad hace que no sea una técnica de eleccidn en diagndstico rutinario.

El método mas extendido para la valoracién semicuantitativa de lesiones en preparaciones
histoldgicas es el descrito por Livingston y colaboradores en 1972. En él se establecen cuatro
diferentes valores (+, ++, +++, ++++) que varian dependiendo de la grado de las lesiones, tal y

como se expone a continuacion:

+: Uno o mas nddulos linfoides en la submucosa pero sin penetrar en la capa muscular de

la mucosa.

++: Uno o mas nddulos linfoides extendidos a través de la capa muscular de la mucosa,
escaso infiltrado inflamatorio (principalmente neutrdfilos), tanto a nivel septal como en la luz

bronquial y alveolar. La pared alveolar generalmente poco engrosada.

+++: Hiperplasia linfoide perivascular y peribronquiolar con numerosas células septales y
neutrdfilos en la luz alveolar. En las areas afectadas el bronquio contiene generalmente un gran

numero de neutrdfilos en la luz.

++++: Hiperplasia linfoide perivascular y peribronquiolar intensa en areas extensas del
parénquima pulmonar. El infiltrado septal o intraluminal (compuesto por macrdfagos y

neutrdfilos) es escaso y se puede encontrar edema alveolar en las areas afectadas.
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La hibridacion in situ (HIS) supone una alternativa a la IHQ, ya que el uso de sondas
sintetizadas comercialmente marcadas con digoxigenina, fluoresceina u otros marcadores,
reduce la variabilidad biolégica observada entre diferentes anticuerpos, mejorando la
repetitividad de la técnica (Lin y Lloyd, 1991). La HIS se ha usado con éxito para la deteccion de
ADN especifico de M. hyopneumoniae tanto en animales infectados experimentalmente como
muestras procedentes de inoculaciones experimentales (Kwon y Chae, 1999; Boye et al., 2001;

Kwon et al., 2002).

1.2.2.1.4.4. Diagndstico basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Existen numerosas técnicas basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa descritas

hasta la fecha para la deteccién de M. hyopneumoniae.

Los limites de deteccion de los diferentes protocolos desarrollados hasta la fecha varian
entre 5 nanogramos (Harasawa et al., 1991) hasta 0,5 ficogramos (Kurth et al., 2002) de ADN

gendmico.

Dentro los principales genes evaluados para el disefio de técnicas de PCR para la deteccidon
de M. hyopneumoniae cabe destacar el gen del ARN ribosémico 16S (Stemke et al. 1994,
Mattsson et al., 1995; Calsamiglia et al., 1999a; Stakenborg et al., 2006; Cai et al., 2007). Otros
genes incluyen transportadores ABC putativos (Verdin et al., 2000; Dubosson et al., 2004) y varias
proteinas especificas (Artiushin et al., 1993; Caron et al., 2000; Kurth et al., 2002 y Marois et al.,

2010). A la hora de detectar M. hyopneumoniae utilizando PCR, las muestras recomendadas
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incluyen hisopos traqueobronquiales, lavados bronquialveolares y tejido pulmonar (Kurth et al.,

2002; Marois et al., 2007).

1.2.2.1.5. Profilaxis, control y erradicacion

Por lo general, las medidas de profilaxis y control de la NEP se sostienen sobre tres pilares

basicos: optimizacidn de sistemas de manejo y produccidn, uso de antibidticos y vacunacion.

Dentro de las principales pautas de manejo enfocadas al control y profilaxis de esta
enfermedad cabe destacar el sistema de produccion “todo dentro-todo fuera” (TD-TF), ya que
permite reducir en gran medida el contacto entre animales mas viejos con animales jévenes, mas
susceptibles a la enfermedad (Clark et al., 1991). De forma adicional, se ha demostrado que este
sistema favorece la reduccién de lesiones pulmonares y ayuda a mejorar los indices de

produccion, por lo que se recomienda su empleo en los sistemas de produccién porcina.

El uso de antibidticos como método de control y profilaxis esta altamente extendido en la
produccion porcina industrial. La pauta de medicacién mas utilizada incluye el uso de piensos
medicados de una a tres semanas, empezando una semana antes del comienzo de la enfermedad
(Thacker et al., 2004). Este sistema reduce notablemente el numero de células de M.
hyopneumoniae presentes, pero no logra evitar por completo la invasidon por parte de este
agente bacteriano. Otro sistema empleado de forma rutinaria es la medicacion pulsada,
administrada de forma intermitente durante periodos de especial riesgo de enfermedad (Le

Grand y Kobisch, 1996). La principal contrapartida de este método radica en la posibilidad de
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desarrollo de resistencia a agentes antimicrobianos cuando se usa de forma prolongada (Maes et

al., 2008).

Actualmente, la mayoria de los paises con sistemas de produccion intensivos de porcino
incluyen pautas de vacunacién frente a M. hyopneumoniae. Como indicador de este dato, cabe
destacar que la vacuna frente a M. hyopneumoniae es una de las dos vacunas mas vendidas en el

mercado de la sanidad animal a nivel global (Meeusen et al., 2007).

Todas las vacunas comerciales frente a NEP se basan en bacterinas inactivadas
guimicamente en combinacién con diferentes adyuvantes. Aunque las vacunas comercializadas
hasta la fecha no dan lugar a una proteccion completa y no evitan la colonizaciéon de M.
hyopneumoniae (Thacker et al., 1998), se ha demostrado que su uso ayuda a mejorar el indice de
ganancia de peso diario y el indice de conversidn, ademas de reducir la mortalidad, el tiempo en
alcanzar el peso de matadero, las lesiones pulmonares y signos clinicos (Maes et al., 1998; Maes

etal.,, 1999).

Varios paises de la Unién Europea siguen actualmente programas destinados a la
erradicacion de M. hyopneumoniae de sus granjas (Baekbo et al., 1994; Rautiainen et al., 2001;
Stark et al., 2004). La mayoria de los programas de erradicacion propuestos hasta la fecha
incluyen procesos de despoblacién completa, o despoblacién parcial en combinacién con dietas
medicadas basadas en el uso de tiamulina, o combinaciones de clortetraciclina, tilosina vy
sulfadimidina (Zimmerman et al., 1989). Variaciones de este programa de despoblacidn, utilizado
principalmente en grandes explotaciones de Estados Unidos y Canada, incluyen ademas el uso de

vacunas y el llamado destete temprano medicado (DTM), donde los animales son destetados a
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los cinco dias de edad y aislados mientras reciben tratamiento antimicrobiano durante diez dias
(Harris y Alexander, 1999). EI DTM también incluye la administracion intensiva de
antimicrobianos a las madres tanto en el Ultimo periodo de la gestacion como al inicio de la

lactacion.

1.2.2.2. Mycoplasma hyorhinis

1.2.2.2.1. Caracteristicas generales

La primera descripcion de M. hyorhinis data de 1955, cuando Switzer, como parte de un
estudio para determinar las causas de rinitis atrofica infecciosa, aislé de la cavidad nasal de
cerdos lo que denomind pleuropneumonia-like microorganism o microorganismo similar al
causante de pleuroneumonia (PPLO). M. hyorhinis estd considerado como una bacteria
contaminante aislada frecuentemente del tracto respiratorio de cerdo. Se consideran las
superficies mucosas del tracto respiratorio superior del cerdo y las tonsilas como el habitat
natural para este microorganismo (Friis y Feenstra, 1994). Presenta una distribucion mundial,
encontrandose normalmente asociado con casos de poliartritis, pericarditis y poliserositis en
cerdos jovenes (Kobisch y Friis, 1996). Ademas se ha demostrado su asociacion con casos de otitis

media (Morita et al., 1995) y neumonia (Lin et al., 2006).

Al igual que todos las bacterias del género Mycoplasma, M. hyorhinis presenta un tamafio
de genoma relativamente pequefio, variando entre 829 y 839 kb (Liu et al., 2010; Kornspan et al.,

2011), con un contenido en G+C de 25.9 %.
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Desde el punto de vista filogenético, M. hyorhinis presenta bastantes similitudes con otros
dos micoplasmas porcinos, M. hyopneumoniae y M. flocculare, agrupandose conjuntamente en el
cluster neurolyticum en andlisis basados en el gen ARNr 16S, gen rpoB e ITS 165-23S (Volokhov et

al,, 2012).

Bioquimicamente M. hyorhinis fermenta la glucosa, no utiliza arginina y no hidroliza la
urea, reduce tetrazolio, tanto de forma aerdbica como anaerdbica, es fosfatasa positivo y

negativo en la prueba de digestidn de la caseina (Friis, 1971b).

En comparacidon con M. hyopneumoniae, M. hyorhinis es relativamente facil de aislar,
siendo considerado como un micoplasma de crecimiento rapido (Friis, 1971b). En medio sélido se
pueden observar colonias tipicas de micoplasma con morfologia de “huevo frito” tras incubacion

a 37 °C entre 2 a 5 dias, con un diametro final de 0.5 a 1 mm.

1.2.2.2.1.1. Mecanismos de variacién antigénica

El sistema vlp representa el principal mecanismo de variacion antigénica en M. hyorhinis.
Este sistema proporciona la capacidad al microorganismo de modificar su repertorio antigénico y
caracteristicas estructurales de superficie con el fin de evadir la accion del sistema inmune del

organismo hospedador (Citti et al., 1997).

Hasta la fecha se ha encontrado un total de hasta siete genes involucrados en el sistema
vlp: vIpA, vlpB, vipC, vlpD, vipE, vipF y vipG (Citti et al., 2000). Solamente se presenta una copia
de cada gen, siempre localizados conjuntamente. De forma general se presentan agrupados en el

genoma de M. hyorhinis en combinacién con la secuencia de insercién 1S1221, un transposon o
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elemento genético transponible con varias copias dispersas en el genoma y responsable de
reordenamientos gendmicos a gran escala, incluyendo deleciones, inserciones e inversiones

génicas (Zheng y Mcintosh, 1995).

El sistema vip esta regulado mediante diferentes mecanismos:

- Sistema ON/OFF o de encendido y apagado: Sistema que mediante deleciones o
inserciones en la region promotora regula la expresion de los genes vilp (Rosengarten y Wise,

1990; Citti y Wise, 1995).

- Variacion en tamaio: Basado en la delecidon o inserciéon de secuencias intragénicas
repetitivas, dando lugar en consecuencia a variacion antigénica (Yogev et al., 1991; Citti et al.,

1997).

- Variacion en el nimero de genes presentes en cada cepa, variando por lo tanto el
numero de vlps expresados en la membrana del microorganismo (Yogev et al., 1995; Citti et al.,

2000).

Gracias a estos mecanismos, M. hyorhinis es capaz de variar rapidamente, adaptandose a
diferentes condiciones del medio u hospedador y dando lugar a la seleccién de poblaciones

resistentes a la respuesta humoral (Rosengarten et al., 2000).

1.2.2.2.2. Epidemiologia

M. hyorhinis presenta una distribucion mundial, encontrandose en cualquier lugar donde

haya produccién intensiva porcina (Schulman et al., 1970).
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La transmisidén se produce generalmente por contacto directo entre madres o cerdos
adultos y lechones justo después del nacimiento (Kobisch y Friis, 1996). Una vez en el aparato
respiratorio, esta bacteria es capaz de propagarse de forma hematdgena dando lugar a las
caracteristicas lesiones serofibrinosas afectando pleura, peritoneo y pericardio, ademas de

procesos artriticos.

Ademds de su habitat natural colonizando el tracto respiratorio superior del cerdo, M.
hyorhinis es aislado en gran medida a partir de muestras procedentes de oido medio, donde su
presencia se ha asociado a cuadros clinicos de otitis en animales de hasta dos meses de edad
(Kazama et al, 1994; Morita et al., 1995). En casos de poliserositis y pericarditis, se ha
demostrado la presencia de M. hyorhinis hasta en un 30 % de animales infectados naturalmente
(Bannerman vy Nicolet, 1971; Friis y Feenstra, 1994). En pulmones de cerdos con lesiones
compatibles con neumonia enzoética, el porcentaje de aislamiento se sitla alrededor de un 70 %,
mientras que en animales sanos el porcentaje disminuye hasta un 53 % (Palzer et al., 2008). En
casos de artritis, investigados en animales destinados a matadero, se ha demostrado que M.

hyorhinis puede estar relacionado hasta con un 7 % de los casos clinicos (Hariharan et al., 1992).

Aunque la capacidad de M. hyorhinis para causar enfermedad clinica como agente causal
Unico, incluyendo neumonia, otitis, artritis y poliserositis, ha sido ampliamente demostrada (Goi$
et al., 1968a, Morita et al., 1998, Duncan y Ross, 1973, Friis y Feenstra, 1994), la asociacion de
este microorganismo con otros patdgenos respiratorios porcinos representa un factor altamente
importante a considerar, debido a la posible implicacién en la potenciacién de los diferentes

cuadros clinicos.
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Experimentos in vitro empleando cultivos de anillos traqueales porcinos demostraron
como infecciones concomitantes con SIV pueden dar lugar a incrementos en la concentracién de
M. hyorhinis, ademas de actuar de forma sinérgica aumentando el dafio producido en el epitelio
ciliado al compararse con infecciones producidas por cada patégeno de forma independiente

(Reed, 1971).

Diferentes estudios llevados a cabo en Japdn, demostraron cémo las infecciones
concomitantes con el virus de sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSv) y M.
hyorhinis producen un incremento de la severidad de los cuadros clinicos asociados a infecciones
por PRRSv (Kobayashi et al., 1996a), llegando incluso a producir muerte en animales infectados

experimentalmente (Kawashima et al., 1996).

Recientemente, diversos analisis de muestras de matadero y de animales infectados
clinicamente enfocados principalmente al estudio del CRP, han aportado una mayor claridad
sobre el rol de M. hyorhinis en procesos heumdnicos naturales en el cerdo. Ya Falk en 1991, en
un estudio enfocado principalmente al analisis de casos de neumonia enzodtica, hallé una
estrecha relacion entre M. hyopneumoniae, Pasteurella multocida y M. hyorhinis, al ver como
pulmones con resultados positivos para estos tres patégenos presentaban las lesiones
macroscépicas de mayor grado, ademds de encontrar un alto porcentaje de pulmones

neumaonicos donde M. hyorhinis era el Unico agente causal detectado.

Palzer y colaboradores (2008), tras analizar 239 cerdos que mostraban signos clinicos de
neumonia, demostré como la deteccidn de M. hyorhinis era significativamente mayor (p=0.003)

en el grupo de animales clinicamente enfermos que en el grupo de animales sanos. Ademas, en
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los casos de neumonia, se encontraron asociaciones positivas estadisticamente significativas con
otros patégenos, como por ejemplo con M. hyopneumoniae (p<0.001). También en Dinamarca,
M. hyorhinis resulté ser uno de los patdgenos aislados con mayor frecuencia tras analizar 148
pulmones de casos asociados a CRP obtenidos en matadero (p<0.001), demostrando el papel de
este microorganismo en el complejo respiratorio porcino y su asociacidn con diferentes agentes

infecciosos porcinos (Hansen et al., 2010).

1.2.2.2.3. Presentacion clinica

En condiciones naturales, los cuadros de neumonia causados por M. hyorhinis se asimilan
a los observados en casos de NEP (Gourlay y Howard, 1982), pudiendo apreciarse una
bronconeumonia catarral crénica de distribucidon craneoventral, afectando principalmente a los

I6bulos apicales, cardiacos e intermedio y la porcidn craneal de los I6bulos diafragmaticos

En los casos de poliserositis, la enfermedad se presenta normalmente en animales de tres
a diez semanas de edad, y de forma ocasional en animales adultos, apareciendo entre tres y diez
dias tras la exposicidon a M. hyorhinis. Los principales signos clinicos incluyen fiebre moderada (40
°C - 40.6 °C), cojera, inapetencia, dificultad para moverse, artritis y dificultad respiratoria. Entre
tres y seis meses tras el inicio de la infeccion se observa una reduccion en los procesos

inflamatorios articulares (Ross, 1999).

Aunque de forma puntual, cabe destacar la implicacion de cepas citopatogénicas no

cultivables de M. hyorhinis en casos de abortos recurrentes asociado a su vez con disminucién del
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numero de hembras gestantes y un ligero aumento en la mortalidad de cerdas primiparas (Shin

etal., 2003).

1.2.2.2.3.1. Infecciones experimentales

Varias infecciones experimentales han sido capaces de demostrar el potencial patogénico
de M. hyorhinis. Ya Switzer en 1955, en la primera descripcidon de la especie, demostrd la
capacidad de esta bacteria para causar pericarditis fibrinosa severa, artritis, pleuritis fibrinosa y

peritonitis al inocular intraperitonealmente a lechones de hasta seis semanas de edad.

En un intento por elucidar la capacidad patogénica de M. hyorhinis, Kobisch (1983)
inoculd, intranasal e intratraquealmente, 25 lechones de dos semanas de edad empleando cepas
de campo aisladas de pulmones y articulaciones de cerdos adultos, observando signos clinicos
tras una semana postinfeccion. Las lesiones observadas en necropsia incluyeron adherencias
fibrinosas, pleuritis, hipertrofia de la membrana sinovial y pleuritis. Los cambios microscopicos
incluyeron inflamacidn fibrinosa de la membrana serosa con infiltrado de células mononucleares.
Friis y Feenstra (1994) fueron capaces de reproducir el cuadro clinico descrito por Kobisch, con la
excepcion del desarrollo de lesiones articulares. En este caso se empled una combinacion de

inoculacion intranasal (por spray e instilacidn) e intraperitoneal en cerdos de tres meses de edad.

Las inoculaciones experimentales destinadas al desarrollo de otitis media en lechones
demostraron cdmo M. hyorhinis es capaz de inducir inflacidn moderada autolimitante del
conducto auditivo y cavidad timpanica en cerdos SPF de dos a tres semanas de edad (Morita et

al., 1998), si bien desaparecié a los 14 dias post infeccién (DPI).
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El interés por demostrar el papel de M. hyorhinis en casos de neumonia ha llevado a
numerosos investigadores a desarrollar diferentes modelos de infeccidén respiratoria en cerdos,
siendo GoiS y colaboradores (1968a) los primeros en demostrar la capacidad de este
microorganismo para causar neumonia tras infectar lechones de 4 a 10 semanas de edad por via
intranasal y por contacto directo con otros animales. Los principales signos clinicos incluyeron

rinitis y tos entre los 2 y 8 DPI 'y, en menor medida, poliartritis.

Macroscopicamente se observaron lesiones neumanicas de consolidacién con distribucion
craneal, pericarditis y peritonitis fibrinosa con abundante exudado. Desde el punto de vista
histolégico, se encontraron lesiones semejantes a las presentadas en casos de NEP, incluyendo
edema alveolar, hiperplasia bronquial y acumulo perivascular y peribronquiolar de células
mononucleares, ademas de la presentacion de foliculos linfoides perivasculares vy

peribronquiales.

La capacidad de producir enfermedad respiratoria en animales gnotobidticos también ha
sido evaluada (Friis, 1971b; Poland et al., 1971). Este tipo de modelo, establecido con el fin de
evitar posibles efectos sinérgicos entre M. hyorhinis y otros posibles agentes patégenos en el
cerdo, demostré de forma definitoria la capacidad de este microorganismo de causar poliserositis

y cuadros de neumonia similares a NEP.

La mayoria de estas inoculaciones experimentales demostraron que si bien M. hyorhinis es
capaz de inducir diferentes cuadros clinicos, existe una gran variabilidad entre los aislados y su
capacidad para inducir lesiones, variando desde cepas no patdgenas hasta cepas altamente

virulentas (Kobisch, 1983; Lin et al., 2006).
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1.2.2.2.4. Diagndstico

Debido a la similitud de las lesiones serofibrinosas y articulares con las presentes en
infecciones por otros agentes infecciosos como Haemophilus parasuis y Streptococcus suis
(Kobisch y Friis, 1996), y la de las presentes en el aparato respiratorio con aquellas causadas por
M. hyopneumoniae; el poder diagndstico de casos clinicos causados por M. hyorhinis basado en
la evaluacidn patoldgica es limitado, por lo que necesita apoyarse necesariamente en el uso de

técnicas de laboratorio para alcanzar un resultado fiable.

Las muestras de eleccidon para aislamiento y deteccidn en casos que cursan con clinica
aguda y subaguda incluyen fluido y membranas sinoviales, hisopos de pericardio y peritoneo,

tejido pulmonar y lavados bronquioalveolares (Rosales y Nicholas, 2010).

1.2.2.2.4.1. Cultivo y aislamiento

La deteccion de M. hyorhinis basada en el cultivo y aislamiento se considera como la
técnica de diagnostico de referencia o “gold standard”, y en combinacidn con técnicas
bioquimicas basicas (Poveda, 1998) constituye una herramienta indispensable para el estudio de
infecciones causadas por micoplasmas. El medio de Friis (Friis, 1971a) esta considerado como el
medio de eleccidn para el cultivo de M. hyorhinis. En este medio se observa un crecimiento
relativamente rdpido, apreciandose turbidez y acidificacién del medio, con viraje de color a hacia
un tono amarillo brillante, entre dos y tres dias de incubacién a 37 °C. En medio sélido se

observan colonias con morfologia tipica de huevo frito con un didmetro final de 0,5 a 1,0 mm tras
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2 - 5 dias de incubacidn. El cultivo es una técnica diagndstica con una alta especificidad pero baja

sensibilidad.

1.2.2.2.4.2. Diagndstico serolégico

Dentro de los ensayos de diagndstico serologico empleados hasta la fecha, la inhibicion
del crecimiento y el test de la inhibicién del metabolismo representan las técnicas mas utilizadas
(Gois, 1968b; Taylor et al., 1971). Otro test, como la aglutinacidn por latex, desarrollada por Gois
y colaboradores (1972), fue capaz de detectar seroconversion frente a M. hyorhinis tras 14 DPI.
La hemoaglutinacion indirecta también ha sido utilizada con éxito, siendo capaz de detectar
anticuerpos especificos hasta 42 DPI (Kobisch, 1983). Hasta la fecha no se ha descrito ningun test

serolégico basado en Western blotting o ELISA.

1.2.2.2.4.3. Diagndstico por PCR

Hasta la fecha se han descrito numerosos ensayos basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para la deteccién de M. hyorhinis, destacando las secuencias de ADN
especificas del gen ARNr 16S como objetivo mayoritario en estos ensayos (Stemke et al., 1994,

Kobayashi et al., 1996a).

Caron y colaboradores (2000) desarrollaron una PCR especifica basada en la deteccion del
gen codificante para la proteina p37 de M. hyorhinis, aunque aparentemente es menos sensible

que el cultivo.
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El uso del gen ARNr 16S como diana también ha sido evaluado para la deteccidon multiple
de M. hyorhinis junto a otros micoplasmas porcinos, incluyendo M. hyopneumoniae (Lin et al.,
2006) y M. hyopneumoniae y M. flocculare (Stakenborg et al., 2006). Otra técnica utilizada
ampliamente es la PCR multiple desarrollada por Tang y colaboradores (2000). Esta técnica, que
emplea dos oligonucledtidos universales para la secuencia espaciadora intergénica 16S-23S de
bacterias del género Mycoplasmas y Acholeplasma, es capaz de diferenciar los principales
micoplasmas porcinos asociados a cuadros de infeccion respiratoria y de artritis (M. hyorhinis, M.
hyopneumoniae, M. hyosynoviae, M. flocculare, M hyopharyngis), habiendo sido usada con éxito
en estudios epidemioldgicos de prevalencia de micoplasmas respiratorios porcinos (Nathues et

al., 2011).

Recientemente se ha desarrollado una PCR multiple capaz de detectar de forma
simultanea ocho patdgenos respiratorios porcinos diferentes incluyendo M. hyopneumoniae, M.
hyorhinis ademas de circovirus porcino tipo 2, citomegalovirus porcino, coronavirus respiratorio
porcino, SIV y el genotipo Europeo y Norteamericano del PRRSv (Harder y Huebert, 2004), cuyo
uso ha confirmado ser de excelente ayuda en diferentes estudios epidemiolégicos (Palzer et al.,

2008; Hansen et al., 2010).

La técnica de electroforesis en gel desnaturalizante en gradiente (DGGE) representa un
gran avance en el diagnostico de enfermedades causadas por micoplasmas. Esta técnica permite
la diferenciacion de productos especificos obtenidos por PCR tras la amplificacion del gen ARNr
16S, mediante el uso de oligonucledtidos para la deteccidn universal de bacterias (McAuliffe et

al., 2003) o para la deteccién especifica de mollicutes (McAuliffe et al., 2005), en combinacién
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con electroforesis del producto amplificado en geles de poliacrilamida con un gradiente de urea.
DGGE permite evaluar en una misma reaccion la presencia de cultivos mixtos, tanto con

diferentes micoplasmas como con otros agentes bacterianos.

1.2.2.2.4.4. Diagndstico por técnicas inmunohistoquimicas, inmunofluorescencia

indirecta e hibridacion in situ.

El diagndstico por IHQ e inmunofluorescencia indirecta ha sido empleado con éxito para la
detecciéon de M. hyorhinis en diferentes inoculaciones experimentales, tanto en el epitelio
auditivo (Morita et al., 1995; Morita et al., 1998) como en tejido pulmonar (Gois et al., 1971;
Kinne et al., 1991; Kawashima et al., 1996). Las técnicas descritas hasta la fecha usan anticuerpos
policlonales obtenidos en conejos para la deteccién de M. hyorhinis lo que hace que, debido a la
cantidad de componentes antigénicos compartidos entre micoplasmas, su uso no sea

recomendado hasta la aparicidn de anticuerpos monoclonales especificos.

Como alternativa, HIS representa una opcidn especifica, sensible y de bajo coste para la
deteccion de ADN de M. hyorhinis en secciones de tejido fijados con formalina, tanto de origen
respiratorio (Boye et al.,, 2001) como en muestras procedentes de cuadros de poliserositis y

pericarditis (Kim et al., 2010).

1.2.2.2.5. Profilaxis y control

El rango de antibidticos empleados para tratar las infecciones causadas por M. hyorhinis

es similar a aquellos que se utilizan para el control de M. hyopneumoniae, aunque existen
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indicios que demuestran que en algunos casos, el tratamiento de animales clinicamente

enfermos puede no resultar del todo satisfactorio (Ross, 1999).

Varios estudios in vitro han demostrado la efectividad de un amplio rango de antibiéticos
frente a M. hyorhinis, demostrandose un patron de concentraciones minimas inhibitorias comun
en aislados con diverso origen geografico y temporal (Williams, 1978; Hannan et al., 1997; Wu et

al., 2000).

Los macrdlidos tilosina, tilvalosina, josamicina, lincomicina y tiamulina presentan bajas
concentraciones inhibitorias frente a M. hyorhinis (Aarestrup et al., 1998; Makhanon et al., 2008),
pero su utilizacidon debe ser evaluada detenidamente debido a la aparicion de cepas resistentes,

asociadas a mutaciones en los dominios Il y V del ARN ribosémico 23S (Kobayashi et al., 2005).

Las tetraciclinas y fluoroquinolonas presentan niveles de inhibicién medio-alto, ademas de
un gran de variabilidad en los valores entre diferentes aislados (Wu et al., 2000). Varios autores
han demostrado el desarrollo de mutaciones codificantes para el desarrollo de resistencias frente
a tetraciclinas y fluoroquinolonas (Dégrange et al., 2008; Vicca et al., 2007) en micoplasmas, lo
qgue sugiere una posible asociacion entre la disminucién de las sensibilidad a estos agentes
antimicrobianos en M. hyorhinis, observada al comparar datos histéricos (Kobayashi et al.,

1996b; Kobayishi et al., 2005) y el desarrollo de resistencias.

La valnemulina y la tiamulina, agentes antimicrobianos pertenecientes al grupo de las
pleuromutilinas, poseen una alta capacidad de inhibicion in vitro frente a M. hyorhinis

(Makhanon et al., 2008). Actualmente son ampliamente utilizadas en producciéon porcina sin que
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se haya demostrado una disminucién de la sensibilidad en micoplasmas frente a estos
antibiéticos (Thongkamkoon et al., 2010) por lo que junto con la tilosina y tilmicosina, ademas de
otros macrélidos de nueva generacion como la tulatromicina (Nutsch et al., 2005; Godinho, 2008)
constituyen los antibidticos de eleccidon para el tratamiento de la infeccion causada por M.

hyorhinis en cerdos.

No existen programas de prevencién y control frente a M. hyorhinis descritos hasta la
fecha. El avance de la investigacién en el campo del desarrollo vacunal es escaso, aunque se ha
demostrado que el uso de vacunas inactivadas en combinacién con adyuvantes oleosos
administradas por via intramuscular pueden proporcionar proteccion en cerdos infectados
experimentalmente con M. hyorhinis (Lee et al., 2010). También cabe destacar la presencia de
una patente que describe la produccién de una vacuna combinada con M. hyorhinis y M.

hyopneumoniae (United States Patent and Trademark Office http://patft.uspto.gov, US Patent

7381414), en la que se confirma la proteccién de animales vacunados tras infeccién con uno o
ambos patdgenos de forma simultanea, sin que hasta la fecha exista ninguna publicacidn

cientifica revisada por pares publicada hasta la fecha confirmando estos datos.

1.2.2.3. Mycoplasma hyosynoviae

Ross y Karmon (1970a) realizaron la primera descripcion de esta especie, asociandola a

cuadros de artritis en cerdos de tres a seis meses de edad.

En medio sélido, M. hyosynoviae da lugar a colonias tipicas en forma de “huevo frito”,

normalmente asociadas a la produccion de “peliculas y cristales”. Bioquimicamente se caracteriza
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por metabolizar arginina y ser negativo para las pruebas de metabolizacion de la urea,
fermentacion de la glucosa y reduccion del tetrazolio. Es un micoplasma de crecimiento rapido,
especialmente en medios de cultivo enriquecidos con mucina porcina (Friis et al., 1991; Kobisch y
Friis, 1996). El habitat principal de M. hyosynoviae se encuentra en el aparato respiratorio
superior del cerdo, principalmente en el drea de la tonsila palatina (Ross y Spear, 1973). A partir
de esta localizacidén, y de forma hematdgena, el organismo es capaz de alcanzar las membranas
serosas, con una especial predileccion por las membranas sinoviales (Hagedorn-Olsen et al.,
1999a), aunque otras membranas serosas, como por ejemplo la membrana pericardica, pueden

verse afectadas (Jensen et al., 1995; Buttenschegn et al., 1997).

Clinicamente, la infeccidn causada por M. hyosynoviae se caracteriza por la produccién de
artritis no purulenta asociada a cojera de modera a severa. La susceptibilidad a la enfermedad se
localiza entre las 10 y 20 semanas de edad, siendo rara su presentacion en animales adultos (Ross
y Spear, 1973; Kobisch y Friis, 1996). Los signos clinicos mas claros incluyen la dificultad de
movimiento y animales que permanecen recostados o en posicion de perro sentado,
mostrandose reacios al movimiento (Ross y Duncan, 1970b). Normalmente no se presenta
aumento de la temperatura ni disminucién del apetito. Los casos de artritis producidos por este
microorganismo rara vez desembocan en una presentacion clinica crénica, observdndose una
recuperacion entre una y dos semanas tras el inicio de la cojera (Hagedorn-Olsen et al., 1999b).
Dentro de los factores predisponentes para la presentacion de la enfermedad cabe destacar
factores ambientales, como el tipo de suelo (Ross, 1973) y la mezcla de animales de diferentes

edades y origen (Blowey, 1993).

49



Capitulo | - Introduccidn

Hasta la fecha se han empleado diferentes técnicas diagndsticas para la deteccion de
anticuerpos frente a M. hyosynoviae, aunque solo la fijacion del complemento (Blowey, 1993) y
la técnica de ELISA (Nielsen et al., 2005) han sido utilizadas para la deteccién sistematica de
anticuerpos en muestras clinicas. El diagndstico por PCR es muy limitado, basandose
principalmente en técnicas destinadas a la deteccién del gen ARNr 16S (Arhens et al., 1996) o
mas recientemente en combinacién con la técnica de DGGE (McAuliffe et al., 2005). Ademas, la
técnica de HIS ha demostrado ser de utilidad para la deteccion especifica de M. hyosynoviae en

tejido porcino (Boye et al., 2001).

Las medidas de control y profilaxis se basan Unicamente en medidas de manejo y sobre
todo en el uso de antibidticos. El uso de vacunas frente a M. hyosynoviae es limitado aunque se
ha demostrando una cierta capacidad de protecciéon al usar formulaciones basadas en la
tecnologia de ISCOM (Lauritsen et al., 2010). Actualmente no existen vacunas comerciales frente
a este microorganismo. En lo que respecta a las medidas de manejo, Nielsen y Busch (1998)

evaluaron el uso del sistema TD-TF, sin conseguir la desaparicidon del microorganismo.

Diferentes agentes antimicrobianos han demostrado ser efectivos frente a M. hyosynoviae
in vitro, entre los que destacan la lincomicina, tiamulina y la enrofloxacina (Schultz et al., 2012). A
pesar de su accion frente a micoplasmas porcinos, el uso de la tilosina para el tratamiento de
infecciones frente a M. hyosynoviae esta desaconsejado debido a la aparicidn de resistencias en

diferentes cepas de campo (Aarestrup y Friis, 1998).

50



Capitulo | - Introduccion

1.2.2.4. Mycoplasma suis

M. suis es un micoplasma hemotrépico que afecta a cerdos produciendo anemia
hemolitica immunomediada (Messick, 2004). Descrito inicialmente en 1950 por Splitter como
Eperythrozoon suis, ha sido recientemente incluido en el género Mycoplasma debido a su

relacion filogenética con estos microorganismos (Neimark et al., 2001 y 2002)

Desde el punto de vista morfolégico, M. suis es un microorganismo de caracter
pleomarfico, de unos 0.40 a 0.6 um de diametro, que se suele presentar en forma de cocos,
bacillos o anillos, tanto libres en el plasma (Zachary y Smith, 1985), como en hendiduras

formadas en la superficie de gldbulos rojos (Pospischil y Hoffmann, 1982).

La transmisién natural ocurre principalmente debido a acciones mecanicas (agujas o
material quirurgico) (Henry, 1979). También existen evidencias que sugieren el papel de algunos
artropodos en la transmisién de M. suis, sin que hasta la fecha se haya podido demostrar
definitivamente su papel en la epidemiologia de esta enfermedad (Heinritzi, 1990; Messick,
2004). De forma experimental, M. suis es capaz de inducir presentacion clinica tras inoculacion

por via subcutanea, intravenosa, intraperitoneal y oral (Hoelzle, 2006).

Las infecciones por M. suis presentan un clinica variable. La anemia hemolitica representa
el principal signo clinico en cuadros agudos, llegando a ser letal en algunos casos (Messick, 2004).
Otros signos clinicos incluyen hipoglucemia, disnea, fiebre, cianosis, ictericia, necrosis del

extremo apical de las orejas y disminuciéon de la ganancia de peso (Heinritzi, 1990). En
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presentaciones croénicas los principales signos clinicos descritos son anemia, retraso en el

crecimiento y disminucién de los indices reproductivos (Henry, 1979; Zinn et al., 1983).

Aunque el uso de frotis directo a partir de muestras de sangre ha demostrado ser de gran
utilidad para el diagndstico de M. suis, sus limitaciones en cuestiéon de sensibilidad y
especificidad, junto con el desarrollo de técnicas moleculares mas robustas, han posicionado al
diagndstico por PCR como la técnica de eleccidn para la detecciéon de M. suis a partir tanto de

muestras de sangre como de tejidos (Hoelzle et al., 2007a).

Los primeros protocolos de PCR utilizados para la deteccién de M. suis se basan en el uso
de ensayos convencionales (Gwaltney et al., 1993; Messick et al., 1999; Hoelzle et al., 2003),
aunque actualmente, debido el desarrollo de la PCR a tiempo real, hace que esta ultima sea la
técnica de eleccion para la deteccién de ADN especifico de M. suis. Estudios recientes han
demostrado que los ensayos basados en PCR a tiempo real son capaces de proporcionar una
sensibilidad cien veces mayor a la obtenida con PCR convencional en la deteccién de M. suis a

partir de muestras de sangre (Guimaraes et al., 2011).

El diagndstico seroldgico se basa principalmente en el uso de técnicas de ELISA y Western
blotting. El uso de técnicas de iELISA con antigeno completo ha demostrado ser de utilidad para
la deteccidon de anticuerpos especificos frente a M. suis (Hsu et al., 1992), aunque estudios
recientes han confirmado cdmo ensayos basados en el uso de proteinas recombinantes, entre las
qgue se incluyen una proteina de choque térmico (HspAl), una adhesina localizada en la

membrana celular (MSG1) y el gen codificante para pirofosfatasa inorganica (ppi), proporcionan
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una mayor sensibilidad y especificidad al compararlos tanto frente al iELISA de antigeno

completo como a técnicas de hemoaglutinacién indirecta (Hoelzle et al., 2007b; Liu et al., 2011).

El tratamiento de eleccidn para infecciones por M. suis se basa en el uso de tetraciclinas
(Hoelzle, 2008), aunque existe evidencia que corrobora que, aun siendo capaces de controlar la
enfermedad, no tienen el poder de eliminar al microorganismo, dando por lo tanto lugar a
animales infectados de forma persistente, los cuales juegan un papel importantisimo en el

mantenimiento y transmision de la enfermedad (Gresham et al., 1994).

1.2.2.5. Mycoplasma flocculare

M. flocculare se encuentra comunmente localizado en el aparato respiratorio superior del
cerdo. Posee una distribucion mundial y hasta la fecha no se ha demostrado su capacidad
patogénica, por lo que su importancia se limita Unicamente a la similitud que presenta con M.

hyopneumoniae (Kobisch y Friis, 1996).

Este microorganismo, descrito por primera vez por Meyling y Friis (1972), toma su nombre
del caracteristico crecimiento micelar que produce en medio liquido, dando lugar a la formacidn
de pequefias particulas o fléculos, que pueden observarse a simple vista o0 mas en detalle

empleando microscopia electrénica y de contraste de fase (Hovind-Hougen y Friis, 1991).

Ademas de los pulmones, la cavidad nasal (Kobisch y Friis, 1996) y el saco conjuntival

(Friis, 1970) representan los principales drganos diana de M. flocculare.
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El cultivo y aislamiento se asemeja en gran medida al empleado para otros micoplasmas
porcinos, siendo el medio de Friis (Friis, 1971) el de elecciéon para este microorganismo. Las
principales diferencias en el cultivo radican en un crecimiento lento en comparaciéon con M.
hyopneumoniae, ademas de una mayor capacidad para metabolizar la glucosa, dando lugar a

niveles de pH cercanos a 6.0 (Jensen et al., 1978).

El diagndstico molecular de M. flocculare estd poco desarrollado, habiéndose descrito
hasta la fecha un nimero limitado de ensayos basados Unicamente en la deteccidn de secuencias
especificas del gen ARNr 16S por PCR convencional (Stemke et al., 1994) o por la técnica

PCR/DGGE (McAuliffe et al., 2005).

1.2.2.6. Mycoplasma hyopharyngis

M. hyopharyngis fue aislado inicialmente a partir de muestras rutinarias del tracto
respiratorio superior de cerdos clinicamente sanos (Erickson et al., 1986). Ademas del tracto
respiratorio superior, las articulaciones han demostrado ser otro dérgano diana para este
microorganismo (Bradbury et al., 1994). No existe hasta la fecha asociaciéon con ningin cuadro

clinico.

Al igual que M. hyosynoviae, M. hyopharyngis presenta como principal caracteristica de
cultivo in vitro su capacidad para metabolizar la arginina ademas de producir “peliculas y

cristales” en medio sdlido.

Desde el punto de vista filogenético, y basado en analisis del gen ARNr 16S, M.

hyopharyngis se localiza en el grupo lipophilum, formando parte a su vez del cluster bovis-
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lipophilum (Volokhov et al., 2012), lo que sugiere que este microorganismo se ha visto sometido
a un proceso evolutivo completamente diferente al seguido por la mayoria de los micoplasma
porcinos (M. hyopneumoniae, M. hyorhinis y M. flocculare), cuya filogenia esta estrechamente

relacionada entre si (Blank et al., 1996).

1.2.3. Técnicas de tipificacion molecular aplicadas al estudio de micoplasmas

1.2.3.1. Introduccion a la tipificacion bacteriana

Las técnicas de tipificacion genética bacteriana, conocidas cominmente como tipificacion
molecular, nacen como alternativa a los métodos de caracterizacion basados en las técnicas de
fenotipado, ya que, aunque estos ultimos son todavia de gran utilidad en numerosas aplicaciones
de la microbiologia, carecen de la capacidad discriminatoria necesaria para ser utilizados de
forma efectiva en estudios de epidemiologia bacteriana (Tenover et al., 1997). El tipificado
molecular permite otorgar un perfil Unico a microorganismos, una especie de huella dactilar

bacteriana aplicable a nivel de género, o mas comunmente, de especie.

Estas técnicas representan una herramienta esencial entre diferentes disciplinas de la
microbiologia moderna, entre las que se encuentran la taxonomia, genética evolutiva y

epidemiologia molecular (Van Belkum et al., 2001).

La epidemiologia molecular constituye la principal aplicacion de las técnicas de tipificacion
molecular en el campo de la microbiologia, pudiendo dividirse a su vez en epidemiologia
molecular descriptiva o intervencionista (Garcia de Viedma et al., 2011). La epidemiologia

molecular descriptiva recopila diferentes tipos de informacién epidemiolégica que en
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combinacién con perfiles moleculares permite analizar de forma retrospectiva diferentes
escenarios y proporcionar una idea de diferentes parametros de epidemiologia bacteriana tales
como variabilidad, distribucidn, asociacién a determinadas presentaciones clinicas, emergencia o
re-emergencia de perfiles especificos, etc. La epidemiologia molecular intervencionista combina
lo mejor de los sistemas descriptivos con técnicas de tipificacion capaces de proporcionar
informacion cercana al tiempo real, permitiendo identificar el origen de infecciones en curso y
ayudando a la toma de decisiones intervencionistas efectivas y eficientes. Por lo general, los
sistemas intervencionistas se basan en técnicas de tipificacion basadas en secuenciacidn,
normalmente en combinacion con técnicas de sub-tipificacién que pueden proporcionar una

mayor definicidn en la caracterizacidn de microorganismos.

Generalmente la terminologia utilizada para la definicién de los principales componentes
de la epidemiologia molecular bacteriana ha sido bastante variable. En 2007, Van Belkum y
colaboradores establecieron un glosario con diferentes definiciones modelo empleadas en el
campo de la tipificacion molecular con el fin de armonizar el uso por parte de cualquier
profesional involucrado en este campo de la ciencia. A continuacion se describen las principales

definiciones que se utilizan en tipificacién bacteriana:

- Complejo/grupo clonal: grupo de asilados bacterianos con un alto grado de similitud.

- Clon: Aislado bacteriano, que, aunque cultivado a partir de diferentes muestras,
localizaciones geograficas, periodos de tiempo, etc. presenta caracteristicas idénticas desde el
punto de vista genéticas y fenotipicas a otras poblaciones, por lo que la Unica explicacidn es que

dicho clon o clones presenten un origen comun.
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- Dendrograma: llustraciéon en forma de ramificacion que representa de forma grafica
resultados de analisis de clUsteres a partir de datos binarios obtenidos en diferentes sistemas de

tipificacion.

- Arbol filogenético: Diagrama que representa relaciones filogenéticas hipotéticas (historia

evolutiva) del taxdn bajo estudio.

- Genotipo: Composicién genética de un microorganismo basado en datos obtenidos a

partir de un sistema de tipificacion molecular.

- Aislado: Poblacion de células bacterianas presentes en cultivo puro y obtenido a partir
de una colonia individual. En el campo de la microbiologia clinica, los aislados se obtienen
normalmente a partir de cultivos primarios obtenidos a partir de una muestra clinica de un solo

individuo.

- Cepa: Descendientes de un aislado Unico obtenido a partir de un cultivo puro.

- Tipificacion: Analisis de la variacidn genética o fenotipica de aislados bacterianos
realizado a nivel de especie o subespecie con el fin de generar marcadores especificos o
conjuntos de datos que pueden ser empleados en estudios de transmisién bacteriana, andlisis de

reservorios, etc.

Aunque desde el punto de vista de la sanidad animal existen limitadas aplicaciones donde
la epidemiologia molecular es utilizada mas alld de estudios de tipo descriptivo, es en el campo

de la salud publica donde existen multiples evidencias que demuestran como esta rama de la
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epidemiologia puede formar partir del repertorio comun de técnicas empleadas en estudios

epidemiolégicos (Tauxe, 2006).

Dentro de los beneficios de la epidemiologia molecular demostrados en el campo de la
salud publica cabe destacar un aumento en la capacidad de detectar brotes de enfermedad,
llegando a observarse aumentos de hasta un 40 % en la capacidad de localizar brotes que en caso
de haber sido estudios a través de técnicas epidemioldgicas tradicionales hubieran pasado
desapercibidos (Bender et al., 1997). Otro de los grandes beneficios es la habilidad de detectar
brotes de enfermedad en estadios tempranos. Por ejemplo, se cree que esta capacidad, en
combinacién con otras herramientas epidemioldgicas, ha sido capaz de reducir el nimero de
brotes clinicos producidos por Escherichia coli 0157:H7 en Estados Unidos hasta un nivel cercano

al 60 % (Rangel et al., 2005).

1.2.3.2. Principales técnicas de tipificacion bacteriana aplicadas al estudio de

micoplasmas

El uso y aplicacidon de técnicas de tipificacion molecular en micoplasmologia, al igual que el
anteriormente expuesto en el caso de la sanidad animal, se ha basado de forma general en

estudios de tipo descriptivo no intervencionistas.

Aunque existe una gran variedad de técnicas aplicadas a la tipificacion bacteriana, la
mayor parte de ellas se encuentran representadas de alguna manera en aplicaciones destinadas
al estudio de los micoplasmas (Stakenborg et al., 2006). Esta gran variedad de técnicas se ha

desarrollo de forma paralela a la evolucién del conocimiento en microbiologia, progresando con

58



Capitulo | - Introduccion

el interés principal de desarrollar técnicas reproducibles, capaces de ser compartidas por
investigadores en diferentes lugares del mundo con un coste asequible, siempre teniendo en

cuenta una capacidad de discriminacidn adecuada entre poblaciones (Tenover et al., 1997).

Reprodu- Poder de Facilidad Interpre-
Técnica Tipabilidad Disponibilidad Coste
cibilidad discriminacion técnica tacion
PFGE Excelente Excelente Excelente Buena Buena Variable Alto
RAPD Excelente Baja Excelente Buena Regular Buena Bajo
AFLP Excelente Buena Excelente Buena Regular Baja Alto
VNTR Excelente Excelente Excelente Buena Buena Buena Regular
MLST Optima Excelente Excelente Dificil Excelente Baja Alto

Tabla 1.4. Principales técnicas de tipificacion molecular empleadas en microbiologia (modificado de Van Belkum et al.

2001)

Las principales técnicas de tipificacién bacteriana se encuentran reflejadas en la tabla 1.4.
Se considera que la técnica de tipificacion molecular ideal debe presentar una tipabilidad
(porcentaje de aislados tipificados positivamente), reproducibilidad y poder discriminatorio

(capacidad de diferenciar entre cepas de origen diferente) dptimo.

A la hora de diferenciar las técnicas de tipificacién bacteriana existen diferentes
clasificaciones, aunque quizas la mejor sea la descrita por Li y colaboradores en 2009. Esta

clasificacion divide a las técnicas en tres grupos diferentes:
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e Métodos basados en el analisis del tamafio de las bandas de ADN. Esta categoria

presenta a su vez dos subdivisiones:

- Analisis de bandas obtenidas tras digestion enzimatica.

- Analisis de bandas obtenidas tras amplificacion del ADN.

e Meétodos basados en el analisis de secuencias de ADN.

e Métodos basados en la hibridacidn de sondas de oligonucleétidos marcadas.

1.2.3.2.1. Métodos basados en el tamafio de las bandas de ADN obtenidas tras digestion

enzimatica o amplificacion.

En esta categoria se incluye la gran mayoria de las técnicas de tipificacion empleadas hasta
la fecha en el estudio de micoplasmas, debido principalmente a su facilidad de realizacién, coste

y reproducibilidad en la mayoria de los casos.

El analisis de bandas de ADN representa una forma sencilla de otorgar un perfil Unico a un

microorganismo.

Gracias a la gran disponibilidad y bajo coste de la técnica de PCR, los métodos basados en
este sistema presentan una gran aceptacion, siendo la técnica de amplificacién aleatoria de ADN
polimérfico o RAPD (Williams et al., 1990) y el anélisis de repeticiones en tdndem de nimero

variable o VNTR (Van Belkum et al., 1997) los ejemplos mas destacados.
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Las enzimas de restriccion son endonucleasas aisladas de bacterias y arqueobacterias
capaces de escindir fragmentos de ADN tras reconocer combinaciones de nucleétidos especificas
denominados sitios de restriccion (Smith y Wilcox, 1970, Roberts, 2005). Al igual que en el caso

de la PCR, estas enzimas presentan un bajo coste y amplia disponibilidad.

En tipificacion bacteriana, estas enzimas se han utilizado en diferentes sistemas, tanto por
si solas, como en el caso de la electroforesis en gel de campo pulsado o PFGE (Schwartz y Cantor,
1984) o en procesos de restriccion combinados con la técnica de PCR, como en el caso de el
analisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados de ADN o AFLP (Vos et al.,
1995) y analisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion o RFLP (Frost et

al.,, 1991; Lin et al., 1991; Cousin-Allery et al., 2000; Dorigo-Zetsma et al., 2000).

1.2.3.2.1.1. Métodos basados en el analisis de bandas obtenidas por la técnica de la PCR.

1.2.3.2.1.1.1. Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico.

Esta técnica, abreviada comunmente como RAPD (del inglés random amplified
polymorphic DNA) o AP-PCR (arbitrarily primed PCR), fue descrita por primera vez por Williams y
colaboradores (1990) con el fin de caracterizar ADN de plantas y humanos, siendo
posteriormente Welsh y McClelland en 1990 los que demostraron por primera vez su potencial
para la tipificacion de microorganismos aplicdndola al estudio de cepas de estafilococos y

estreptococos.

La técnica de RAPD se basa en el uso de un solo oligonucledtido o primer no especifico y

relativamente corto (sobre 10 bases) que es capaz de unirse de forma aleatoria al ADN sujeto de
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estudio, el cual es posteriormente amplificado por PCR. Con el fin de mejorar la capacidad de
unién del primer al ADN molde se emplea una variacién de la PCR denominada PCR de baja
astringencia, en la que se usan temperaturas de alineacién o annealing mas bajas de lo normal
con el fin de potenciar la union al azar del oligonucledtido al ADN molde. Esta caracteristica
permite el uso de oligonucledtidos no especificos que pueden hibridar con varias regiones del
ADN diana dando lugar a productos de PCR de diferentes tamafios de forma sencilla y en un solo

paso.

Es una técnica rapida y sencilla que requiere poco equipamiento y ningun analisis o
conocimiento previo de las secuencias de ADN a estudiar. Como contrapartida, debido a las
caracteristicas intrinsecas asociadas a esta técnica, presenta una baja reproducibilidad entre
laboratorios por lo que su uso como técnica de tipificacion de referencia queda descartada

(Penner et al., 1993).

En lo que respecta a su uso en el estudio de micoplasmas esta técnica ha gozado de una
amplia difusion habiéndose aplicado con éxito en el estudio de M. hyopneumoniae (Artiushin y
Minion, 1996; Nathues et al., 2011), M. bovis (Butler et al., 2001; McAuliffe et al., 2004; Pinho et
al., 2012), M. ovipneumoniae (Parham et al., 2006), M. cynos (Mannering et al., 2009), siendo su
uso en el analisis de cepas de micoplasmas de origen aviar donde esta técnica ha gozado del
mayor éxito, evidenciando una gran heterogeneidad ente aislados y ademas de demostrar una
posible transmision horizontal en determinados casos de brotes de enfermedad en aves (Geary

et al.,, 1994; Fan et al., 1995; Ley et al., 1997; Charlton et al., 1999; Pillai et al., 2003).

62



Capitulo | - Introduccion

Ademas de en estudios de epidemiologia molecular, RAPD también ha sido empleada
como una herramienta indicativa de la virulencia de cepas de M. hyopneumoniae,
demostrandose la asociacién entre la presencia de una banda de 5000 pares bases de peso

molecular y cepas de moderada a alta virulencia (Vicca et al., 2003).

1.2.3.2.1.1.2. Andlisis de repeticiones en tandem de nimero variable.

La técnica de analisis de repeticiones en tdndem de numero variable, también conocida
como VNTR (variable number tandem repeat) o MLVA (multi-locus tandem repeat analysis)
representa una de las técnicas de tipificacion bacteriana mas extendidas a nivel actual. Descrita
inicialmente por Van Belkum y colaboradores (1997a y 1997b), ha sido aplicada para la
caracterizacion de multitud de especies bacterianas de gran importancia desde el punto de vista
veterinario y de la salud publica, entre los que se encuentran Staphylococcus aureus (Sabat et al.,
2003), Bacillus anthracis (Keim et al., 2000) y Mycobacterium tuberculosis, considerandose
actualmente como la técnica de tipificacion de referencia global para este ultimo microorganismo

(Supply et al., 2006).

El motivo del éxito actual de esta técnica reside en la rapidez y facilidad de realizacion
junto con su reproducibilidad y coste relativo (Lindstedt, 2005; Van Belkum, 2006). Otro de sus
grandes beneficios ha sido el desarrollo de numerosas bases de datos en linea de libre acceso
qgue permiten el disefio, andlisis de sistemas de tipificacion basados en VNTR ademas de permitir
la recopilacién y comparacién de datos de laboratorios diferentes a través del uso de internet

(Denoeud y Vergnaud, 2004; Allix-Béguec et al., 2008).
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Metodoldgicamente, la técnica de VNTR se basa en el analisis del tamafo de fragmentos
de ADN correspondientes a zonas repetitivas encontradas en el genoma y amplificados a través
de la técnica de PCR. Una vez amplificados, estos fragmentos se pueden analizar por medio de
geles de agarosa y secuenciacion capilar, o por otras aplicaciones menos comunes como los chips

de ADN y espectrometria de masas (Van Belkum et al., 2006).

La principal limitacion de esta técnica es la necesidad de conocer la secuencia completa de
ADN del microorganismo a estudiar, por lo que hasta la fecha se ha aplicado solamente a un
reducido nimero de especies de micoplasmas, siendo M. pneumoniae (Dégrange et al., 2009), M.
genitalium (Cazanave et al., 2012), M. bovis (Pinho et al., 2012), M. agalactiae (McAuliffe et al.,
2008), M. mycoides subesp. mycoides SC (McAuliffe et al., 2007), M. hyopneumoniae (Vranckx et
al., 2011) las Unicas especies caracterizadas hasta la fechas gracias a ella. La técnica de VNTR ha
demostrado también su aplicabilidad para el estudio de cuadros endémicos y brotes de

enfermedad de forma efectiva gracias a su alto poder discriminatorio (Pereyre et al., 2012).

1.2.3.2.1.2. Métodos basados en el analisis de bandas obtenidas tras digestion

enzimatica.

1.2.3.2.1.2.1. Electroforesis en gel de campo pulsado.

La electroforesis en gel de campo pulsado o PFGE (pulsed field gel electrophoresis) es la
técnica de tipificacién mas utilizada hasta la fecha en el campo de la microbiologia bacteriana,
siendo considerada como la técnica de tipificacién de referencia estandar (Goering, 2010). Su

éxito, a pesar de ser técnicamente mas compleja que otras como RAPD o VNTR, se debe a su gran
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reproducibilidad y sobre todo al papel desarrollado por PulseNet, la primera base de datos dedica
a la estandarizacién y recopilacion de perfiles de PFGE, disponible gracias a una iniciativa de
centro de control y prevencion de enfermedades (CDC) de Atlanta, Estados unidos, desde 1996

(Rangel et al., 2006).

Ya que no es necesario conocer la secuencia de ADN del microorganismo a estudiar o el
desarrollo alguno de oligonucleétidos especificos, la capacidad de aplicar esta técnica se basa
simplemente en una serie de requisitos de tipo técnico, que aunque de facil realizacidén requieren
una gran mano de obra en comparacion con otras técnicas de tipificacién. Basicamente, la
bacteria en estudio es cultivada hasta alcanzar una alta concentracién de ADN. Entonces las
células intactas son recolectadas e incluidas en pequefios bloques de agarosa, que
posteriormente seran sometidos a un proceso de restriccion enzimatica con el fin de escindir el
genoma del microorganismo en multiples fragmentos de ADN que seran sometidos a una
electroforesis con cambios de voltaje o fase (electroforesis de campo pulsado) en gel de agarosa

dando a lugar a perfiles especificos de ADN (Goering, 2010).

En el campo de la micoplasmologia la PFGE se ha aplicado de forma generalizada a la gran

mayoria de especies patégenas (ver tabla 1.5).

Como una de sus principales aplicaciones en micoplasmas destaca el estudios de
variabilidad a nivel de individuo, donde se ha podido demostrar cdmo cepas pueden persistir
durante largos periodos en el mismo individuo con cambios minimos o inexistentes en su perfil

de PFGE (Jensen et al., 1998) o a nivel de granja, donde aislados obtenidos dentro del mismo
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recinto presentan el mismo perfil de ADN a pesar de gran variabilidad intraespecifica presente en

la especie de estudio (Kokotovic et al., 2002).

Especie Enzimas de restriccion usadas Aiio Referencia
M. agalactiae Smal, EcIXl, BsiWI, Mlul, BssHIl, Sall, Xhol, Nrul, Apal 1999 Tola et al.
M. bovis Smal, EcIXl, BsiWI, Mlul, BssHIl, Sall, Xhol, Nrul, Apal 1999 Tolaetal.
M. capricolum subesp.
Bglll,BamHlI, EcoRl, Hindlll, Nhel, Pstl, Smal and Xbal 2001 Kusiluka et al.
capripneumoniae
M. fermentans EcoRl, Hindlll y Xbal 1998 Schaeverbeke et al.
M. gallisepticum Smal 2001 Marois et al. (a)
Ladefoged y
M. hominis Smal, BamH]I, Xhol, Sall, Apal 1992
Christiansen
M. hyopneumoniae Apal, Sall 2005 Stakenborg et al.
M. hyosynoviae BssHII 2002 Kokotovic et al.
M. mycoides subesp. Avill, BamH], BInl, BsiWI, Kpnl, Smal, Mlul, Sall, Nael,
2007 Tardy et al.
capri Sphl, Ncol, Stul
M. mycoides Bglll,BamHl, EcoRl, Hindlll, Nhel, Pstl, Smal, Xbal,
2001 Kusiluka et al.
subesp.mycoides SC Apal, Nael, Sall, Sau3Al, Xhol
M. pneumoniae Apal, Aval, Ncil, Bgll, Nael, Sacll, Smal, Xhol and Sstll 2000 Cousin-Allery et al.
M. synoviae Smal 2001 Marois et al. (b)

Tabla 1.5. Uso de PFGE para la tipificacion de las principales especies patégenas de micoplasmas

En lo que se refiere a estudios de variabilidad entre aislados, los resultados obtenidos

dependen de la especie de micoplasma estudiado. Por ejemplo, en el caso de M. agalactiae se ha

demostrado una gran homogeneidad entre aislados relacionados estrechamente (Tola et al.,

1996; Solsona et al., 1996), algo que ha sido confirmado igualmente en el caso de M. mycoides

subesp. mycoides SC y M. capricolum subesp. capripneumoniae (Kusiluka et al., 2001) y M.

hyopneumoniae (Stakenborg et al., 2005). Sin embargo, en el caso de M. bovis (McAuliffe et al.,

2004), al igual que en M. hyosynoviae, se ha demostrado una gran variabilidad intraespecie,
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demostrando la influencia de la especie y de su nivel de conservacion en los resultados obtenidos

a través de PFGE.

1.2.3.2.1.2.2. Analisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados de

ADN.

El analisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados de ADN o AFLP
(amplified fragment length polymorphism) es una técnica de tipificacién disefiada en 1995 por
Vos y colaboradores y supone una de las técnicas de tipificacion mas robustas y con mayor poder
de discriminacion descritas. Otra de las ventajas de AFLP es que puede usarse sin conocimiento
previo de las secuencias de ADN a estudiar. A pesar de estos aspectos positivos, el gran
inconveniente de su elevado coste y limitada distribucion a nivel cientifico hace que su aplicacion

al estudio de micoplasma haya sido limitada y actualmente sea una técnica en desuso.

Esta técnica combina el uso de enzimas de restriccion de corte frecuente y corte raro o
infrecuente con PCR especifica que es aplicada posteriormente a los fragmentos de ADN
obtenidos tras digestidon enzimatica. La PCR especifica es realizada gracias a un proceso previo de
ligacion de los fragmentos de ADN obtenidos por digestion con enzimas de restriccion a
adaptadores de ADN con secuencia conocida, frente a los que se han disefiado oligonucleétidos
especificos. Una vez amplificados los fragmentos de ADN obtenidos por restriccidn, éstos pueden
ser detectados por diferentes técnicas, siendo la secuenciacidn capilar el método de preferencia

(Mueller y Wolfenbarger, 1999).
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Aunque la técnica de AFLP se ha aplicado con éxito en M. hyopneumoniae (Kokotovic et
al., 1999), M. bovis (Kusiluka et al.,, 2000; McAuliffe et al., 2004) y M. capricolum subesp.
capripneumoniae (Kokotovic et al., 2000), es en el estudio de los micoplasmas aviares, y mas
particularmente en el caso de M. gallisepticum, donde AFLP ha demostrado ser una herramienta
extremadamente util. Usando esta técnica para de analizar la evolucion de la epidemia iniciada
por este microorganismo en Estados Unidos en 1994 y apoydndose en los datos obtenidos por
tipificacion, la AFLP ayudd a confirmar la teoria de un origen Unico de la epidemia y la posible
introduccién de una cepa epidémica independiente en 2001, demostrando su utilidad en

estudios de tipo epidemioldgico (Cherry et al., 2006).

1.2.3.2.1.2.3. Analisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion

tras PCR.

Esta técnica, denominada cominmente como PCR-RFLP (polimerase chain reaction -
restriction fragment length polymorphism) es una técnica sencilla que combina un proceso previo
de amplificacién por PCR de una secuencia de ADN diana seguido de una reaccién enzimatica de
restriccion del ADN amplificado. Debido a su naturaleza, esta técnica presenta una limitada
capacidad discriminatoria, ya que sélo podran llegar a estudiarse aquellas mutaciones presentes
en el gen de estudio. En micoplasmas, la PCR-RFLP se ha usado para distinguir entre cepas de M.
pneumoniae tras analisis del gen P1 (Cousin-Allery et al., 2000) o como herramienta para la
diferenciacion de cepas australianas y africanas de M. mycoides subesp. mycoides SC gracias a

una mutaciéon mutual de un solo nucledtido en el gen bgl (Vilei y Frey, 2004).
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1.2.3.2.2. Métodos basados en analisis de secuencias de ADN

1.2.3.2.2.1. Analisis de secuencias de genes sencillos

En el andlisis de genes sencillos, donde la informacidn obtenida se limita al andlisis de un
Unico gen, presenta ciertas limitaciones desde el punto de vista de la tipificacion molecular
debido principalmente a la limitada informacion presente en la secuencia de un solo gen en lo

que respecta a variabilidad intraespecifica.

Sin embargo esta limitacion en el campo de la tipificacidn se torna en ventaja al aplicarse
al area de la taxonomia bacteria, donde la secuenciacion de genes Unicos, y mas en particular en
el caso del gen ARNr 16S, supone la principal base de la clasificacion biolégica actual compuesta
por tres dominios y establecida por Woese y colaboradores en 1990. Ademads este gen supone
una de las principales herramientas usadas en la clasificacion taxonémica de micoplasmas

descritas hasta la fecha (Johansson et al., 1998)

Aun asi, varios trabajos han demostrado la aplicabilidad de esta técnica a la tipificacion de
micoplasmas. Por ejemplo, el andlisis del nimero de repeticiones del aminoacido serina
presentes en secuencias del gen p146 se ha usado satisfactoriamente para el analisis de cepas de
M. hyopneumoniae, ayudando a demostrar la presencia de cepas especificas o clones

responsables de brotes locales de NEP (Mayor et al., 2007).
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1.2.3.2.2.2. Tipificacion multilocus de secuencias

Esta técnica, mas conocida como MLST (Multilocus sequence typing) representa el sistema
de tipificacion con un mayor nivel de desarrollo en la actualidad. MLST se basa en el anélisis de
variaciones puntuales en secuencias de genes constitutivos o de mantenimiento (housekeeping
genes). Estos genes se encuentran sometidos a una baja presion selectiva por lo que cualquier

variacidn se asocia a cambios evolutivos (Maiden et al., 1998).

La principal ventaja de esta técnica reside en su reproducibilidad y en la capacidad de
compartir los datos producidos de forma rapida y eficaz con otros investigadores gracias a la
presencia de bases de datos gratuitas dedicadas a este objetivo (Chan et al., 2001). En lo que
respecta al campo de la epidemiologia molecular, esta técnica tiende a ser la de eleccidn en casos
de epidemiologia molecular intervencionista, ya que gracias al nivel de automatizacion en la
secuenciacion de ADN desarrollado en la actualidad, los datos obtenidos a través de MLST
pueden llegar a usarse de forma muy rapida en la toma de decisiones que pueden afectar a la

identificacidn y control de brotes de enfermedad (Urwin y Maiden, 2003).

M. hyopneumoniae y M. agalactiae son hasta la fecha los dos uUnicos ejemplos aplicados
de esquemas de MLST aplicados al estudio de micoplasmas (Mayor et al., 2008; McAuliffe et al.,
2011). En ambos casos se observé una limitada distribucién clonal de los aislados analizados.
Ademas, en el caso de M. hyopneumoniae, se pudo demostrar gracias a esta técnica la presencia

de un solo clon en aquellas granjas afectadas con NEP.
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1.2.3.2.3. Métodos basados en la hibridacion de sondas de oligonucleétidos marcadas.

Los métodos de tipificacién basados en hibridacién se fundamentan en el uso de la técnica
de Southern blotting (Southern, 1975) tras digestién enzimdatica con enzimas de restriccion. La
combinacién de estas dos técnicas junto con un proceso de hibridaciéon con oligonucleétidos
marcados con isdtopos radioactivos, 0 mas cominmente con digoxigenina, permiten la deteccion

de fragmentos especificos de ADN distribuidos a lo largo del genoma bacteriano.

La gran exigencia técnica y la duracion del protocolo completo para desarrollar métodos
basados en hibridacién hicieron que, con el desarrollo de otras técnicas mas rapidas como el caso

de PFGE, el uso de ensayos que necesitaban del Southern blotting se redujera en gran medida.

Uno de los primeros indicios de la aplicacion de esta técnica con el fin de tipificar
diferentes especies de micoplasma proviene de Razin y colaboradores en 1983, siendo
probablemente el primer ejemplo de cdmo técnicas de biologia molecular se pueden emplear
para tipificar microorganismos de la clase Mollicutes. Donde esta técnica goz6 también de un
gran uso para la tipificacion de Mollicutes fue en aquellos sistemas que buscaban evaluar la
dispersion de secuencias de insercién (Mabhillon y Chandler, 1998) a lo largo del genoma de estos
microorganismos. La deteccidn de estas secuencias moviles permitid el desarrollo de numerosos
sistemas de tipificacion que han demostrado ser muy Utiles en una gran variedad de especies de
micoplasma entre los que destacan M. mycoides subesp. mycoides SC, M. agalactiae y M. bovis

(Cheng et al., 1995; Pilo et al., 2003; Miles et al., 2005).
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2.1. Introduccion

El andlisis de la variabilidad genética y proteica de microorganismos representa un
elemento esencial en el estudio de la epidemiologia microbiana (Van Belkum et al., 2001). Debido
a la importancia que el estudio de distribuciéon de microorganismos tiene en el campo de la salud
publica y animal, se hace imprescindible el desarrollo de herramientas de tipificacién para
analizar aquellos microorganismos con implicaciones clinicas en cualquiera de estos dos campos

de la salud.

M. hyorhinis es un microorganismo aislado cominmente en el tracto respiratorio superior
de cerdos. Histéricamente su asociacidn con cuadros clinicos de enfermedad se ha caracterizado
principalmente por la produccion de cojeras, ademds de demostrarse su capacidad de producir
casos de otitis media, poliserositis y en menor medida, neumonia (Kobisch y Friis, 1996).
Recientemente varios estudios longitudinales enfocados al analisis de la relacion entre patégenos
presentes en el CRP (Palzer et al., 2008; Hansen et al., 2010) han demostrado el importante rol
que M. hyorhinis juega en este complejo de enfermedades, lo que ha elevado la transcendencia

de este patdgeno en la sanidad del ganado porcino.

En lo que respecta a la tipificacién y caracterizacidon antigénica de M. hyorhinis, la
investigacion enfocada a su analisis se ha limitado Unicamente a pequefios estudios de
variabilidad genética basados en PFGE (Kobisch, 1983; Lin y Weng, 2008) con resultados poco

concluyentes.
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Con estos antecedentes decidimos enfocar este primer capitulo en el desarrollo y analisis
del uso potencial de diferentes tipos de técnicas de tipificacion aplicadas al analisis de M.
hyorhinis, ademas de evaluar la variabilidad antigénica de este microorganismo por medio de la

técnica de Western blotting.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Aislados

Todos los aislados analizados con cada una de las técnicas desarrolladas en este capitulo

se encuentran representados en el anexo 2.1 de esta tesis.

2.2.2. Western blotting

2.2.2.1. Obtencién y cuantificacion de antigenos

Las cepas descritas en el anexo 2.1 fueron cultivadas en medio de Friis (anexo 2.2) a 37 °C
en volumenes de 40 ml. Una vez alcanzada la fase logaritmica de crecimiento, los cultivos fueron
centrifugados a 8000 rpm durante 30 minutos. El pellet celular obtenido fue entonces transferido
a tubos de plastico de 2 ml de volumen total y lavados por triplicado en PBS estéril 0.1M pH 7.4
(anexo 2.3), esta vez usando velocidad de centrifugacion de 14.000 rpm. Todo el proceso de

lavado y recoleccion de células se realizé a 4 °C.

Tras el altimo lavado, las células recolectadas fueron resuspendidas en PBS estéril 0.1M
pH 7.4 usando 1/200 del volumen inicial de cultivo. En este punto se tomd 30 pl de la suspension

gue fueron reservados para posterior cuantificacion de la concentracion proteica.
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Las células recolectadas se conservaron a -80 °C hasta la preparacion del antigeno para

electroforesis.

La estimacién de la concentracidn proteica se realizd usando un kit comercial basado el
método del acido bicinconinico y siguiendo las instrucciones del fabricante (BCA protein

estimation kit - Pierce).

2.2.2.2. Preparacion de geles, muestras y SDS PAGE

Para nuestro trabajo empleamos geles de acrilamida al 10 % los cuales se prepararon
usando el sistema de electroforesis PROTEAN® Il xi Cell (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del
fabricante. En la tabla 2.1 se exponen los volimenes de reactivos utilizados para preparar los

geles de 15 x 15 centimetros con separadores de 1.5 mm empleados en nuestro trabajo.

Una vez preparado el gel de resolucion al 10 %, éste se dejo solidificar para proceder a la
adicidn de gel de carga al 4 % al que se le insertd un peine de 15 pocillos (5 mm/pocillo) antes de

que solidificara y evitando la formacién de burbujas.

Reactivos Gel de resolucion Gel de carga
1 geles 2 geles 2 geles
10 % 10 % 4%
Acrilamida 30 % 16.6 ml 33.2ml 5.2ml
Agua HPLC 20.2 ml 40.4 ml 24.4 ml
1.5M Tris-HCl pH 8.8 12.5ml 25 ml -
0.5M Tris-HCl pH 6.8 - - 10 ml
SDS 10 % 500 pl 1ml 200 wl
APS 10 % 250 pl 500 pl 200 pl
TEMED 50 pl 100 pl 20l

Tabla 2.1. Volumen de reactivos usados para la preparacion de geles de acrilamida
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Tras calcular la concentracidn de proteinas en cada una de las muestras, éstas se ajustaron
a una concentracion de 2.5 pg por pl empleando PBS estéril 0.1 M pH 7.4. Con el fin de preparar
las muestras para electroforesis se combind un total de 10 pl de muestra (25 pg de proteina
total) con 10 pl de bufer de Laemmli (Sigma-Aldrich). Una vez combinados ambos componentes,
las muestras se colocaron en agua hirviendo durante 10 minutos para después conservarse en

hielo hasta su uso posterior uso.

Una vez solidificados los geles se procedid a cargar un volumen total de 20 pl de muestra
por cada pocillo, incluyendo un marcador de peso molecular por gel (Precision Plus Protein™ Dual
Color Standards, Bio-Rad) con el fin de comparar los pesos moleculares aparentes de los

determinantes proteicos observados.

Con el fin de separar las proteinas, los geles se sometieron a un proceso de electroforesis
utilizando un voltaje constante de 75 v durante 14 horas en bufer de electroforesis (ver anexo
2.3). Una vez finalizada la electroforesis se procedié al proceso de transferencia y marcaje de

antigenos o Western blotting.

2.2.2.3. Western blotting

En primer lugar se procedid a transferir las proteinas separadas en nuestros geles de
poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad). Con este fin se empaparon los
papeles secantes (Bio-Rad) junto con el gel durante 10 minutos en bufer de transferencia (ver

anexo 2.3). Tras este paso se incorporé la membrana al bufer y se esperé otros 10 minutos.
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A continuacion se procedio a la transferencia electroforética o “blotting” tras preparar un
sandwich formado por dos papeles secantes conteniendo el gel y la membrana en su interior el
cual se sometid a una corriente continua de 15 V durante 30 minutos. El blotting se realizé

empleando un sistema de transferencia semiseco (Wolf Laboratories Limited).

Una vez finalizado, se lavd la membrana de nitrocelulosa con agua destilada y se marcé
posteriormente con tincién de Ponceau S (ver anexo 2.3) con el fin de confirmar el proceso de
transferencia. Una vez demostrada la correcta transferencia de las proteinas a la membrana se
retird la tincién de Ponceau tras varios lavados con PBS estéril 0.1M pH 7.4 en exceso hasta
eliminar por completo cualquier indicio de tincidn. Los lugares de unidn inespecifica presente en
la membrana se bloquearon con solucién de bloqueo (ver anexo 2.3) a 4 °C durante 16 horas con

el fin de evitar inmunomarcaje inespecifico en la membrana.

Tras el proceso de bloqueo, la membrana se lavé tres veces con PBST (ver anexo 2.3) y una
vez con PBS. Cada lavado duré 10 minutos. Tras este paso, las membranas se conservaron a

temperatura ambiente en un lugar fresco y seco hasta su uso por un maximo de tres meses.

Para el proceso de marcaje se afiadid como anticuerpo primario un antisuero producido
en conejo a partir de la cepa de referencia de M. hyorhinis BTS-7 (RAS 173-2000, AHVLA
Weybridge) usado a una dilucién de 1/1000 en bufer de dilucién (ver anexo 2.3) y en un volumen
final de 20 ml, los cudles se incubaron con la membrana durante 2 horas a 37 °C y con agitacidn

continua.

79



Capitulo Il — Andlisis de variabilidad genética y proteica

Una vez finalizada la incubacidn, las membranas se lavaron como se describid
anteriormente, para a continuacién afadir el anticuerpo conjugado con peroxidasa (Recombinant
Protein G, Pierce) a una dilucién de 1/1000 en bufer de dilucidon (volumen final: 20 ml). Tras
afadir el anticuerpo secundario la membrana se incubd durante 2 horas a 37 °C y en agitacién

continua.

Una vez terminada la incubacién con el anticuerpo secundario se volvid a repetir el
proceso de lavado para a continuacién revelar la membrana tras afiadir la solucion de substrato
enzimatico (4CN 4-cloro 1-naftol, Pierce), la cual se incubd en agitacidon constante a temperatura
ambiente hasta que se observd el cambio de color deseado (de 5 a 30 minutos). Una vez

revelada, la reaccidn se finalizé afiadiendo agua destilada.

2.2.3. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

El ADN empleado en este experimento se extrajo a partir de 1 ml de cultivo de M.
hyorhinis en fase estacionaria usando el kit de extraccién de ADN gendmico Genelute genomic
DNA kit (Sigma-Aldrich) siguiendo la instrucciones del fabricante. Una vez extraido el ADN fue
cuantificado por espectrofotometria usando el sistema Nanodrop 1000 (Thermo Fisher

Scientific), para posteriormente conservarlo a -20 °C hasta su posterior uso.

La reaccion de RAPD se basé en la metodologia descrita anteriormente por Artiushin y
Minion en 1996, usando un Unico oligonucleétido individual (OPB-10 5’-GTCCACACGG-3’). El
proceso de amplificacién se realizé en un volumen final de reaccidon de 50 pl. Los principales

componentes de la reaccién de RAPD se encuentran recogidos en la tabla 2.2.
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Una vez combinados los reactivos se afiadié un 1 pl de ADN por muestra con una

concentracion de entre 75y 100 ng.

La reacciones de RAPD se llevaron a cabo en un termociclador iCicler (Bio-Rad) e
incluyeron un proceso de desnaturalizacién inicial de 5 minutos a 94 °C, seguidos de 40 ciclos
divididos en 94 °C durante 15 segundos, 37 °C durante 60 segundos y 72 °C durante 90 segundos.

Las reacciones se terminaron con un ultimo ciclo de 7 min a 72 °C.

Concentracion en
Reactivo Volumen (ul) Identificacién/fabricante
reaccion

Agua - 36.5 -

Gold bufer (Applied

Bufer de reaccién 10x 1X 5
Biosystems)
MgCl, 1.5nM 3 Applied Biosystems
Desoxiribonucledtidos
400 uM 2 Promega
trifosfato (dNTPs)
Oligonucledtido 400 nM 2 OPB-10 (Artiushin y Minion,
1996)
Taq polimerasa 2.5 unidades 0.5 AmpliTaq Gold (Applied
Biosystems)

Tabla 2.2. Volumenes de reactivos empleados por reaccién de RAPD

Los productos obtenidos una vez finalizadas las reacciones se detectaron tras ser
sometidos a un proceso de electroforesis en geles de agarosa al 2 % (Promega) de 10 cm bajo una

corriente constante de 90 V durante 1.5 horas en bufer de electroforesis (TBE 1X, ver anexo 2.4).
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Cada gel incluyd dos pocillos cargados con un patrén de peso molecular (Amplisize 50 —2000 bp,
Bio-Rad) en cada extremo del gel con el fin de comparar los perfiles de bandas obtenidos tras la

electroforesis y facilitar el analisis filogenético.

Tras la electroforesis, los geles se tifieron en una solucién de bromuro de etidio (Sigma-
Aldrich) a una concentracion de 0.5 pg/ml. Una vez tefiidos se retird el exceso de tincidén con
agua destilada y se procedid a visualizacion bajo iluminacion ultravioleta con el fin de observar
los perfiles de bandas, los cuales fueron grabados en formato jpeg usando un sistema de captura

de imagenes digital (Syngene).

Los perfiles de bandas obtenidas tras RAPD se analizaron empleando el software
bioinformatico de analisis de datos de tipificacion BioNumerics versiéon 4.5 (Applied Maths,
Bélgica). La similitud entre los perfiles de cepas diferentes fue calculado usando el coeficiente de
Dice (1945) con una tolerancia y optimizacién del 0.5 % para ambos parametros. La construccion
de dendrogramas se basd en el uso del método de pares no ponderados utilizando media

aritmética o UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic means).

2.2.4. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

2.2.4.1. Cultivo de las cepas y obtencién de las células

Las cepas de M. hyorhinis se cultivaron en volimenes de 40 ml de cultivo hasta alcanzar la

fase estacionaria.
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Una vez alcanzada la concentracién celular deseada se procedié a recolectar las células
por centrifugacidn, la cual se realizé a 8000 rpm durante 30 minutos. Tras el primer paso de
centrifugacion las células se lavaron en 10 ml de PBS + glucosa (ver anexo 2.5) con el fin de
maximizar la cantidad de células intactas al final de proceso de recoleccién. Este paso de lavado
se repitid tres veces para finalmente resuspender las células en 250 ul de PBS + glucosa. Todo el

proceso de obtencidn de células se realizd a 4 °C.

2.2.4.2. Preparacion de los dados de agarosa

Una vez obtenidas las células, éstas se inmovilizaron en dados de agarosa ultrapura de
bajo punto de fusidn (Bio-Rad) con el fin preservar las células y facilitar el proceso de digestion

enzimatica.

Los dados se prepararon a partir de una solucién de agarosa al 2 % preparada tras la
adicién de 0.2 g de agarosa en 10 ml de agua bidestilada. Una vez preparada la solucién se
calenté en el microondas hasta disolver la agarosa por completo para posteriormente

conservarla a 45 °C en un bano hasta equilibrar la temperatura de la misma para su posterior uso.

A continuacion se prepararon dos diluciones de células en PBS + glucosa en las

proporciones 1/5y 1/10 para a continuacion proceder a la preparacién de los dados de agarosa.

En primer lugar se prepararon tres tubos de plastico de 600 pl de volumen final donde se
distribuyeron 60 pl de cada una de las diluciones preparadas anteriormente junto con la solucidn
inicial no diluida. Estas tres diluciones se prepararon con el fin de evaluar la concentracién ideal

de células para el proceso de digestion enzimatica y posterior visualizacion de los perfiles de
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bandas tras la electroforesis en gel de campo pulsante. Una vez distribuidas las células se
tomaron 60 pl de solucion de agarosa la cual se mezclé suavemente con la suspensién celular

evitando formar burbujas de aire.

Para formar los dados se afiadié cuidadosamente 100 pl de la solucién conteniendo las
células y la agarosa en moldes de dados reutilizables de 5 mm x 5 mm (Bio-Rad). Los dados se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 min para posteriormente trasladarlos a 4 °C

con el fin de obtener la solidificacion total de los mismos.

2.2.4.3. Lisis celular y digestion proteica

En primer lugar se llevé a cabo la lisis celular y digestién proteica con el fin de exponer el
ADN de M. hyorhinis a la enzima de restriccién y eliminar cualquier proteina que pudiera

interferir con el proceso de digestidon enzimatica y electroforesis.

Con este fin se prepararon tantos tubos de plastico de 2 ml como dados de agarosa fueron
obtenidos en el paso anterior. Estos tubos se identificaron con la cepa y dilucidn correspondiente
para posteriormente afiadir 0.5 ml de bufer de lisis (ver anexo 2.5) a cada uno. A continuacion se
afadieron los dados de agarosa dentro de los tubos asegurando el contacto con el bufer de lisis y

se colocaron en una gradilla al bafio maria a 45 °C durante 24 horas.

Tras el proceso de lisis y digestidn se lavaron los dados con el fin de eliminar el exceso de
bufer de lisis y proteinasa K. Para ello se afiadieron 2 ml de bufer TE 1X (Sigma-Aldrich) que se

dejaron reposar con los dados durante 20 minutos antes de ser retirados. Este proceso se repitiod
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tres veces. Una vez terminados los lavados se afiadié 1 ml de TE 1X y se conservaron a 4 °C hasta

su posterior uso y por un maximo de 6 meses.

2.2.4.4. Digestion enzimatica

En primer lugar se cortaron 3 mm de agarosa de cada uno de los dados y se colocaron en

200 pl de TE 0.1X para posteriormente ser incubados a temperatura ambiente durante 30 min.

A continuacion se prepararon las reacciones de digestion enzimatica siguiendo las
instrucciones del fabricante y utilizando 40 unidades de cada una de las enzimas de restriccion
evaluadas por reaccién. Todas las enzimas de restriccion, sus respectivos buferes de restriccion y
la albumina sérica bovina usada en las reacciones de digestion enzimatica para PFGE se
obtuvieron de New England Biolabs. Con el fin de conocer la enzima de restriccidn ideal se
evaluaron las siguientes enzimas: Apal, Sall, Smal, BamHI, Sacl, Kpnl, Xhol, Sacll y Nhel HF. Las

reacciones de digestién enzimatica se prepararon de la siguiente forma:

e Volumen final por muestra — 200 pl:

O Agua bidestilada: 176 ul
O 10x Bufer 1-4* (New England Biolabs): 20 i
O 100x albumina sérica bovina (New England Biolabs): 2l
O Enzima de restriccion (20 U/ul)** (New England Biolabs): 2ul

* dependiendo de la enzima a utilizar

** afiadir tras equilibrado con bufer
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Una vez finalizados los 30 min de incubacién con TE 0.1X, éste se reemplazd con 100 ul de
la reaccidn de digestidon enzimatica sin enzima de restriccidn afiadida y se incubd durante 30 min
a 4 °C con el fin de equilibrar la agarosa. Tras el proceso de equilibrado se reemplazé el bufer de
digestion enzimatica con bufer fresco al que se incorporaron 2 pl de la enzima de restriccion a
evaluar. El proceso de digestion enzimatica del ADN se realizé durante 16 horas a 25 °C 0 37 °C

dependiendo de las instrucciones del fabricante.

2.2.4.5. Preparacion de geles, electroforesis y tincion

Los geles se prepararon combinando 150 ml de TBE 0.5X con 1.5 g de agarosa certificada
para PFGE (Bio-Rad). A continuacién se prepararon 4 litros de TBE 0.5X que fueron utilizados
como bufer de electroforesis. Este bufer se incorporé al sistema de electroforesis de PFGE CHEF
DR Il (Bio-Rad) 1 h antes de empezar la electroforesis con el fin de permitir la refrigeracion hasta

14 °C del mismo.

Mientras tanto se prepard el gel de agarosa para el proceso de electroforesis
introduciendo las porciones de dados de agarosa previamente sometidos a restriccién enzimatica
en los pocillos del gel, para a continuacién cubrirlos con agarosa al 1 % con el fin de asegurarlos
en el pocillo correspondiente. Cada gel incorpord en los extremos dos marcadores de peso
molecular obtenidos de un fago lambda con un rango de pesos entre 0.1 y 200 kb de ADN (Sigma-

Aldrich) para facilitar la comparacidn y analisis de los patrones de bandas.

A continuacion el gel se incorporé cuidadosamente al tanque CHEF DR Il con el fin de

someter las muestras al proceso de electroforesis en campo pulsado siguiendo estds
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caracteristicas: 6 V/cm™ durante 18 h con un dngulo inducido de 120° y una rampa de pulso entre

1y 20s.

Una vez finalizada la electroforesis se tifieron los geles en una solucion de bromuro de
etidio (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 0.5 ug/ml, para posteriormente retirar el exceso de
tincién con agua destilada. La visualizacién de bandas se realizd bajo iluminacién ultravioleta y la

imagen obtenida capturada en formato jpeg usando un sistema de imagenes digital (Syngene).

2.2.4.6. Analisis de perfiles de bandas

Los perfiles de bandas obtenidas tras PFGE se analizaron empleando el software
bioinformatico de analisis de datos de tipificacion BioNumerics version 4.5 (Applied Maths,
Bélgica) siguiendo el mismo protocolo de analisis descrito para RAPD en el punto 2.2.3 de esta

tesis.

2.2.5. Southern blotting — 151221

2.2.5.1. Extraccidn y cuantificacion de ADN

La extraccion de ADN se realizd mediante el método descrito por Bashiruddin en 1998 (ver
anexo 2.6) a partir de 40 ml de cultivo de cada uno de los aislados analizados con esta técnica
tras incubacion en medio de Friis durante 72 h. El método de extraccién de ADN utilizado, basado
en la combinacién de dodecil sulfato sédico (SDS), proteinasa K y fenol/cloroformo, permite la

obtencion de una alta cantidad de ADN a partir grandes volimenes de cultivo.
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Una vez extraido, el ADN fue cuantificado por espectrofotometria emplendo el sistema
Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Con el fin de ser capaces de procesar las muestras de
ADN en los pasos posteriores, toda aquella cepa con una produccidon de ADN menor a 100 ng/pl

fue cultivada y el ADN extraido de nuevo hasta alcanzar la concentracion necesaria.

2.2.5.2. Disefo de oligonucleétidos y produccion de sonda marcada

El disefio de oligonucledtidos se realizé a través de la herramienta bioinformatica Primer3
(Rozen y Skaletsky, 2000), utilizando como referencia la secuencia de insercién 151221 (nimero
de acceso de Genbank U01217.1), previamente descrita en 1995 por Zheng y Mcintosh. Los
oligonucleétidos 1S1221-F-2 5’-ACAGTTGGCAAAATTGCAGAC-3’ y 1S1221-R 5’-
CCTTTTCGAGACATGGACTGAG-3’ fueron seleccionados con el fin de amplificar un fragmento
especifico de M. hyorhinis de 338 pares de bases, obtenido a partir de la cepa de referencia de M.

hyorhinis (referencia National Collection of Type Cultures (NCTC) 10130 - BTS-7).

El producto de PCR obtenido fue secuenciado en la unidad de secuenciacién central —
AHVLA Weybridge (Reino Unido) y su identidad comprobada tras alineamiento con la secuencia
de referencia previamente descrita a través del software de alineamiento de bases MegAlign
(DNASTAR Inc) y tras la comparaciéon con bases de datos en linea usando la herramienta de

analisis de alineamientos BLAST (Altschul et al., 1990).

Antes de proceder a la produccion de la sonda marcada se obtuvo un mapa de restriccidon
in silico usando wuna herramienta en linea de analisis de perfiles de restriccidon

(http://watcut.uwaterloo.ca). La secuencia amplificada no presentd ninguna secuencia
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reconocida por la enzima de restriccion EcoRl, por lo que ésta fue seleccionada para el proceso

de digestion enzimatica posterior.

La sonda de ADN marcada con digoxigenina se obtuvo a partir del producto de PCR
amplificado con los oligonucledtidos 1S1221-F-2 y I1S1221-R empleando un kit comercial y

siguiendo las instrucciones del fabricante (PCR DIG Probe Synthesis Kit - Roche).

2.2.5.3. Restriccidon enzimatica y Southern blotting

Con el fin de realizar el proceso de reaccidon de restriccion enzimatica, se tomd una
cantidad total de 2 pug de cada una de las muestras de ADN gendmico extraido previamente en el

paso 2.2.5.1., la cual se diluyd en bufer TE 1X hasta obtener un volumen final de 20 pl.

De forma paralela se procedio a preparar la reaccidon enzimatica de la siguiente forma:

e Volumen final por muestra—30 pl:

O Agua bidestilada : 22,5l
0 10x bufer H (Promega): 5ul
O 100x albimina sérica bovina (Promega): 0.5 ul
O Enzima de restriccion EcoRI (12 U/ul) (Promega): 2 ul

El ADN diluido y la reaccién enzimatica se combinaron en un tubo de plastico de 200 pl
obteniéndose un volumen final de 50 pl. Con el fin de obtener la digestion de los fragmentos de

ADN, la reaccion de mantuvo a 37 °C durante 10 — 16 horas.

89



Capitulo Il — Andlisis de variabilidad genética y proteica

Una vez finalizada la digestion enzimatica se procedié a realizar el proceso de Southern
blotting siguiendo el protocolo establecido por Miles y colaboradores en 2005 con algunas

modificaciones (ver anexo 2.7).

2.2.5.4. Analisis de perfiles de bandas

Los perfiles de bandas obtenidas tras la técnica de Southern blotting fueron analizadas
mediante el software bioinformatico de analisis de datos de tipificacion BioNumerics versién 4.5
(Applied Maths). La similitud entre los perfiles de cepas diferentes fue calculado empleando el
coeficiente de Jaccard (Jaccard, 1901) con una optimizacion del 1 % y del 1 al 2 % de tolerancia.
La construccion de dendrogramas se basd en el uso del método de pares no ponderados

utilizando media aritmética o UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic means).

2.2.6. Variable Number Tandem Repeat (VNTR)

2.2.6.1. Seleccion de regiones repetitivas y disefio de oligonucleétidos

La seleccidn de regiones repetitivas susceptibles de ser utilizadas en nuestro sistema de
tipificacion basado en VNTR se obtuvo tras analizar el genoma completo de M. hyorhinis HUB-1
(nimero de acceso de Genbank NC_014448.1) usando la base de datos de regiones repetitivas

(http://minisatellites.u-psud.fr/GPMS/) descrita por Denoeud y Vergnaud, en 2004. El parametro

de busqueda en la base de datos incluyd aquellas secuencias repetitivas con una longitud

superior a 40 bases y con un porcentaje de similitud superior al 80 %.
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Usando estos parametros se encontraron un total de 67 secuencias que cumplieron
nuestras condiciones de busqueda, de las que seleccionaron un total de 12 basandonos en su
contenido en G+C, numero de repeticiones y tamafio para posterior evaluacion y seleccién de las

regiones variables a incluir en el esquema final.

2.2.6.2. Diseiio de oligonucleédtidos

Tras extraer cada una de las secuencias de las regiones repetitivas seleccionadas
anteriormente se procedié al disefio de oligonucleétidos de forma manual. Todos los
oligonucledtidos se disefiaron entre 60 y 40 pb de separacidén de la regién a analizar en ambos

sentidos con el fin de cubrir con seguridad las regiones hipervariables a estudiar.

Las caracteristicas de los oligonucledtidos seleccionados se comprobaron mediante la
herramienta de analisis online Oligocalc (Kibbe, 2007). Este analisis incluyd la formacion de
horquillas, autoalineacion y complementariedad en el extremo 3’. El tamafio estimado de los
productos de PCR se obtuvo tras emplear una herramienta online capaz de generar fragmentos
de PCR in silico tras anadir el fragmento de ADN a estudiar (Bikandi et al., 2004). La especificidad
de los oligonucledtidos se evalué usando la herramienta de analisis de alineamiento BLAST

(Altschul et al., 1990).

En la tabla 2.3 se pueden observar las secuencias, tamafio estimado del producto de PCRy

localizacidn en el genoma de M. hyorhinis HUB-1.
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Identificacion

Secuencia 5’-3’

Tamaiio en bp

Localizacion M. hyorhinis HUB-1

MHR-TR1-F
MHR-TR1-R
MHR-TR2-F
MHR-TR2-R
MHR-TR3-F
MHR-TR3-R
MHR-TR4-F
MHR-TR4-R
MHR-TR5-F
MHR-TR5-R
MHR-TR6-F
MHR-TR6-R
MHR-TR7-F
MHR-TR7-R
MHR-TR8-F
MHR-TR8-R
MHR-TRO-F
MHR-TR9-R

MHR-TR10-F

MHR-TR10-R

MHR-TR11-F

MHR-TR11-R

MHR-TR12-F

MHR-TR12-R

MHR-TR13-F

MHR-TR13-R

MHR-TR14-F

MHR-TR14-R

MHR-TR15-F

MHR-TR15-R

MHR-TR16-F

MHR-TR16-R

MHR-TR17-F

MHR-TR17-R

MHR-TR18-F

MHR-TR18-R

MHR-TR19-F

MHR-TR19-R

MHR-TR20-F

MHR-TR20-R

TGACTTGTTTTCCTGTAGC
CTAACAAGTGCTTCTATGCC
GAATACGATTAGTTTGTAC
ATAACCGTGGTTTTAAGGC
GAACAACCACTGGAACTGGC
GTATCTATATTTTAGACAC
TCTGGAACAACAACAGGTG
GTGGCAGTAGCCATAGC
GCAAATGGTTCAGGAAACG
CAGTCTGTTTTATATGAC
GCTCTTACATTGTGTCC
CGGTTGTAGTTAATCCGC
CACCAACTGAAGTATATGC
GAATTTATAATCAGAAGC
GAATAATAATAACCTTCAG
CTTTTGTTATTACAGTTGC
CACACCTAGAAAAGCAGC
GCACAACGTTTTGAACAAGC
CACCACATAATTACGAGAC
GGTGAAAGAGCTAATGTTGC
TTTAATAATGTCTTCTCAGTC
GTTGATCCCAAACTTGCTTCAC
TTAAGAAAAGGGTATCACCTC
ATTCAAGTTATAAATTCTGGA
CTTTACATTAATTCTCCTTTGTG
GACAAAGATACAATAGCAGATGATC
TGTAACTTGTCCTCTAACTGGG
ACAAGGATTAATGAAATATGGC
ATAATTGCCATCGCAACTGC
AACATGACTAGAATCCTTGAC
GAAGAGGTAATGACGACTCC
ATTGCTTCACTTTCTTCAGC
TGTTCATTTGCTTGGGTTGG
TCGCCATATGTAATTACATC
AAAGGAGATGATTTACACAGTG
GTATCTGTATAGTGTTCTAAGG
CTAAAGCAAAGTCATCGTG
TATCTGATTTTACACAAGTAGC
CTTGAAGAACTAAGATAATGTG

TGGTTGAGAAAGATAATTCAC

268 pb

436 pb

371 pb

785 pb

452 pb

205 pb

244 pb

253 pb

210 pb

285 pb

369 pb

209 pb

201 pb

323 pb

392 pb

438 pb

343 pb

242 pb

237 pb

273 pb

456600 — 457150
MHR_0358 — proteina hipotética

58100 - 58700
MHR_0044 — regulador de transcripcion

433700 — 434300
MHR_0337 — vipD

442700 - 443500
MHR_0349 — vIpC

434600 - 435100
MHR_0338 — vIpE

815100 - 815400
MHR_0660 — proteina putativa sin caracterizar

690300 - 690600
MHR_0561 — proteasa La dependiente de ATP

478700 - 478950
MHR_0370 — transportador putativo ABC

182500 — 182850
MHR_0149 — sistema de transporte
multidrogas ABC

82100 - 82500
MHR_0061 — lipoproteina sin caracterizar

384000 - 384300
MHR_0298 — proteina hipotética

48000 - 48300
MHR_0040 — transportador ABC

322600 - 322900
MHR_0251 — proteina putativa sin caracterizar

487422 to 487861
MHR_0683 — proteina ribosémica 50S L36

573100 - 573500
MHR_0466 — sistema de transporte de
espermidina

587500 — 588000
MHR_0479 — proteina ribosémica 505 L27

640672 - 641159
MHR_0523 — proteina hipotética
MHR_0524 — posible GTPasa, posible factor de
translacion

675400 - 675850
MHR_0551 — proteina hipotética

751950 - 752300
MHR_0610 - chaperonina hipotética de 33 kDa

826400 - 826800
MHR_0669 — proteina hipotética
MHR_0670 — proteina hipotética
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Todos los oligonucledtidos se disefiaron con una temperatura de alineamiento cercana a
los 58 °C con el fin de estandarizar las reacciones de PCR. La temperatura de alineamiento ideal
se comprobo tras una PCR con gradiente de temperaturas de alineamiento. Esta PCR demostré
que 58 °C fue la temperatura ideal en este paso, por lo que se empled en todos los procesos de

amplificacién de VNTR.

2.2.6.3. Reacciones de PCR, electroforesis y andlisis de datos

Las secuencias repetitivas seleccionadas se amplificaron usando los oligonucleétidos

descritos anteriormente. La composicién de cada reaccion de PCR se encuentra recogida en la

tabla 2.4.
Concentracion en
Reactivo Volumen (ul) Identificacién/fabricante
reaccion
Agua - 35.75 -
5 X Green GoTaq bufer 1X 10 Promega

Desoxiribonucleétidos

0.2 mM cada uno 1 Promega
trifosfato (dNTPs)
Oligonucleétido F 200 Nm 1 Sigma-Aldrich
Oligonucleétido R 200 nM 1 Sigma-Aldrich
Taq polimerasa 1.25 unidades 0.25 GoTaq (Promega)
ADN - 1 -

Tabla 2.4. Volumenes de reactivos empleados por reaccién de VNTR
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Las condiciones de la reaccidn de PCR incluyeron un ciclo de desnaturalizacién inicial de 5
minutos a 95 °C seguido de 35 ciclos divididos en tres pasos: desnaturalizacién a 95 °C durante 45
s, alineamiento a 58 °C durante 30 s y extensidn a 72 °C durante 30 s. Para finalizar se realizé un
paso de extension final de 5 minutos a 72 °C. Todas las reacciones se llevaron a cabo en un

termociclador iCicler (Bio-Rad).

La amplificacién del VNTR esperado se comprobé tras separar los productos de PCR en
geles de agarosa de 27 cm de longitud y con una concentracion de 2.5 % durante un proceso de
electroforesis de 2.5 h a un voltaje constante de 75 v. A continuacion se tifieron los geles en
bromuro de etidio (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 0.5 pg/ml. Tras tefirse se retird el
exceso de bromuro de etidio con agua destilada y se obtuvo una imagen de los perfiles de bandas
en formato jpeg empleando un sistema de captura de imagenes digital (Syngene) tras iluminacidn

ultravioleta.

Cada VNTR se analizé por separado otorgdndose a cada banda de ADN observada en los
geles un nimero de identificacién dependiendo del peso molecular de la misma. La combinacién
de indentificadores individuales produjo un identificador Unico denominado tipo de VNTR (VT).
Una vez obtenidos los diferentes indicadores numeéricos, y con el fin de evaluar las posibles
relaciones evolutivas entre tipod de VNTR (VTs), se procedié al analisis grafico de los mismos
mediante la creacidén de un arbol recubridor minimo o MST (del inglés minimum spanning tree)
obtenido a través del uso del algoritmo matematico goeBURST (Francisco et al., 2009). Este

algoritmo fue implementado gracias al software bioinformatico Phyloviz (Francisco et al., 2012).
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2.2.7. Analisis estadistico

El indice de diversidad de Simpson (IDS), empleado para calcular la capacidad
discriminatoria de técnicas de tipificacién, se calculé de acuerdo a la metodologia descrita por
Hunter y Gaston (1988) para el indice de diversidad y la descrita por Grundmann y colaboradores
(2001) para el calculo de intervalos de confianza (IC) del mismo. El IDS, que puede presentar
valores entre 0 (minima diversidad) y 1 (maxima diversidad), determina la probabilidad de que
dos aislados muestreados al azar en una poblacidon pertenezcan a dos grupos diferentes,
proporcionando por lo tanto un indicador de la capacidad de discriminacion de cualquier técnica
de tipificacion. Este valor indica por ejemplo que en un sistema de tipificacién molecular con un
IDS de 0.91, dos muestras seleccionadas de forma arbitraria en una poblacién bacteriana tienen
un 91 % de posibilidades de pertenecer a grupos diferentes al ser analizados con la técnica de

caracterizacion molecular correspondiente.

Los intervalos de confianza entre técnicas de tipificacion molecular junto con el nivel
cuantitativo de congruencia entre técnicas se calculd siguiendo la metodologia descrita por
Severiano y colaboradores (2011) empleando el coeficiente ajustado de Wallace con el fin de
cuantificar el nivel de relacién entre métodos e indicar la posibilidad de que dos aislados
clasificados en un determinado cluster por una técnica de tipificacion determinada pertenezcan

al mismo al cluster al usar una técnica de tipificacion diferente.

95



Capitulo Il — Andlisis de variabilidad genética y proteica

2.3. Resultados

2.3.1. Western blotting

Los resultados de Western blotting incluyendo las 41 cepas analizadas por esta técnica se

pueden observar en las figuras 2.2, 2.3y 2.4.

Los perfiles de Western blotting demostraron una gran homogeneidad entre los aislados.
Dentro de los principales componentes antigénicos cabe destacar dos proteinas de
aproximadamente 75 kDa, 60 kDa y 49 kDa de peso molecular aparente, que se presentaron de
forma invariable en todos los aislados analizados con un inmunomarcaje bastante evidente,

presentando limitada variabilidad en intensidad.

Ademas de estas dos proteinas, otro epitopo bastante conservado se localizé en el area
correspondiente a los 23 kDa de peso molecular aparente, aunque la variabilidad en la intensidad

de la reaccidn frente a esta proteina es bastante menor que la observada en los casos anteriores.

La principal drea de variabilidad observada correspondié a la regién comprendida entre 40
y 46 kDa de peso molecular aparente. Dentro de esta area se pudieron diferenciar 4 diferentes
tipos de perfiles de bandas, cada uno de ellos formados por entre 4 y 2 proteinas intensamente
marcadas. En la figura 2.1 se puede observar la distribucion de cada uno de estos tipos en las

cepas estudiadas.
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Porcentaje Porcentaje

Tipo de Origen Aislados de de
inmunoblot por tipo aislados aislados
por tipo por origen
1 2,4% 100,0%
a , Esparfa 3 7,3% 27,3%
[Istas Camarias | s 12,2% 27,8%
1 =" [ReinoUnido 6 14,6% 54,5%
% 12 Total perfil 1 15 36,6%
=] — Espafia 8 19,5% 72,7%
su  — 2 12 29,3% 66,7%
Ep W Reino Unido 3 7,3% 27,3%
é 9 | Total perfil 2 23 56,1%
1 2,4% 5,6%
§ 2 : 3 "Reino Unido 1 2,4% 9,1%
[= 7 1 " Total perfil 3 2 4,9%
a o .4 Reino Unido 1 2,4% 9,1%
8 | — Totalperfila 1 2,4%
E 3 Nimero total de
5 4 aislados 41 100,0%
s 3
2 .
E
z, 1N =
Cepa de Espafia Islas Canarias | Reino Unida Espaiia Islas Canarias = Reino Unido  Islas Canarias = Reino Unido | Reino Unido
referencia
1 2 3 4

Tipos de inmunoblot y distribucion de aislados por origen

Figura 2.1. Tipos de Western blotting y distribucién por origen

Siguiendo esta clasificacién se pudo observar cémo la mayoria de las cepas analizadas se
localizaron en el tipo de Western blotting nimero 2 (56.1 % del total de cepas). La mayoria de las
cepas con origen en las Islas Canarias (66.7 % - 12 de 18) y en la Espafia peninsular (72.7 % - 8 de
11) se agruparon dentro de este tipo de Western blotting, incluyendo ademas una pequefia

proporcién de cepas del Reino Unido (27.3 % - 3 de 11).

El segundo grupo en volumen de aislados corresponde al tipo de Western blotting 1 (36.6
% del total de cepas analizadas). Este grupo, ademas de contener a la mayoria de las cepas de
Reino Unido (54.5 % - 6 de 11), incluye a la cepa de referencia BTS-7 y a casi un tercio de las
cepas representativas de las Islas Canarias (27.8 %) y la Espafia peninsular (27.3 %). Ademds de
estos dos tipos de Western blotting mayoritarios destaca la presencia de dos grupos atipicos

caracterizados por la falta de inmunomarcaje en las proteinas de mayor peso molecular dentro
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de este grupo y cercanas a los 47 kDa de peso molecular aparente. El tipo 3 de Western blotting
incluye sélo dos representantes con origen en el Reino Unido e Islas Canarias. El tipo 4 de
Western blotting incluye solamente un representante (cepa 80p04), con origen en el Reino

Unido.Los perfiles asignados a cada una de las cepas se encuentran representados a continuacion

en la tabla 2.5.

Identificacion Origen Tipo Identificacion Origen Tipo
BTS-7 Cepa de referencia 1 Rmrl6 Espafia 1
GC37 Islas Canarias 1 Rmr7 Espafa 2

D Islas Canarias 1 Rmr12 Espaia 2
36 Islas Canarias 1 Rmr17 Espaia 2
65 Islas Canarias 1 Rmr19 Espafia 2
8B1 Islas Canarias 1 Rmr8 Espafia 2
22 Islas Canarias 2 Rmr15 Espaia 2
25 Islas Canarias 2 Rmr21 Espaia 2
54 Islas Canarias 2 Rmr9 Espaia 2
62 Islas Canarias 2 64p04 Reino Unido 1
Islas Canarias 2 61p07 Reino Unido 1
Islas Canarias 2 10p04 Reino Unido 1
46 Islas Canarias 2 35p06 Reino Unido 1
GCI1 Islas Canarias 2 67p07 Reino Unido 1
76 Islas Canarias 2 57p05 Reino Unido 1
4 Islas Canarias 2 112p03 Reino Unido 2
P Islas Canarias 2 58p04 Reino Unido 2
z Islas Canarias 2 35p07 Reino Unido 2
Ovel Islas Canarias 3 90p03 Reino Unido 3
Rmr14 Espafia 1 80p04 Reino Unido 4
Rmr3 Espafia 1

Tabla 2.5. Clasificacidn de los aislados analizados por la técnica de Western blotting basada en la diferencias observadas

en la region variable de 40 a 46 kDa.
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Figura 2.2. Membrana inmunomarcada representando al gel de SDS PAGE numero 1
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Figura 2.3. Membrana inmunomarcada representando al gel de SDS PAGE nGimero 2
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Figura 2.4. Membrana inmunomarcada representando al gel de SDS PAGE ndmero 3

2.3.2. RAPD

El analisis de RAPD realizado con el cebador OPB-10 produjo 27 perfiles diferentes en un

total de 41 cepas analizadas. El nimero de bandas por perfil varié entre 3 y 9 bandas con un peso
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molecular entre 200 y 1.800 pb. El analisis del dendrograma producido con BioNumerics
demostré una gran asociacion entre aislados procedentes de la misma area geografica (figura

2.5).

El mayor porcentaje de similitud se observé entre aislados procedentes del Reino Unido,
donde la mayoria de los aislados presentaron un porcentaje de semejanza superior al 80 %. El
siguiente grupo de aislados en porcentaje de similitud fue el correspondiente a la Espaia
peninsular, con la mayoria de los aislados presentando una similitud superior al 66 %. Los
aislados procedentes de las Islas Canarias presentaron la mayor variabilidad, con un porcentaje
de similitud cercano al 60 % siendo el Unico grupo de aislados estudiados que presentd alguno de
sus componentes en alguno de los otros grupos geograficos en estudio, como en el caso de los
aislados 8, GC 91 y P que se asociaron con cepas del Reino Unido, o el aislado 8B1 que se asocid
con los aislados con origen en la Espafia peninsular. La cepa de referencia BTS-7 se asocio con los
aislados procedentes de las Islas Canarias, mostrando un porcentaje de similitud del 90 % con el

aislado 4. La distribucidon de aislados por tipo de RAPD se encuentra representada en la tabla 2.6.

El andlisis del dendograma demostro la existencia de un grupo mayoritario de aislados, el
grupo A, el cual englobd el 85.3 % de todos las muestras analizados por RAPD. Este grupo a su vez
presenta dos subdivisiones, la Al, formada mayoritariamente por aislados con origen en la
Espafia peninsular (10 de 11 aislados con este origen geografico). El grupo A2, el cual presenta a
su vez dos subdivisiones, A2a y A2a, englobd al 100 % de los aislados britdnicos junto con mas de
la mitad de los aislados procedentes de las Islas Canarias (61.1 % del total de aislados con este

origen) ademas de la cepa de referencia de M. hyorhinis BTS-7.
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Ademas de este grupo mayoritario se encontraron otros tres grupos, B, C y D, formados
Unicamente por aislados procedentes de las Islas Canarias e incluyendo un 11.1 %, 16.7 % y 5.5 %
de los aislados totales con este origen. Una de las caracteristicas de este grupo es el escaso

porcentaje de similitud con respecto al grupo A, determinado entre un 50y 55 %.

' . Porcentaje en relacion al Porcentaje total de
Tipo de RAPD Origen ! X . y
origen aislados
RU  esp IDNGEM ReF
A RU, ESP, IC 100%  100%  667%  100% 85.3 % (35/41)
(11/11) (11/11) (12/18) (1/1)
ESP .
Al RU, ESP, IC 90.9 % (10/13) 5.6% (/18] 26.8 % (11/41)
RU ESP - REF
A2 RU, ESP, IC 100 % 9.1% 61.1% 100 % 58.5 % (24/41)
(11/11) (1/11) (11/18) (1/1)
RU ESP
A2a RU, IC 90.9 % 9.1% 444 % 46.3 % (19/41)
(10/11) (1/11) (8/18)
RU REF
A2b RU, ESP 9.1% 16.7 % 100 % 12.2 % (5/41)
(1/11) (3/18) (1/1)
B IC 4.9% (2/41)

11.1 % (2/18)

c c L

16.7 % (3/18)

7.3 % (3/41)

2.5% (1/41)

5.5 % (1/18)

Tabla 2.6. Distribucidn de aislados por tipo de RAPD

No se encontré ninguna relacion entre el afio de aislamiento y la distribucion de los

aislados en el dendrograma (figura 2.5).

103



Capitulo Il — Andlisis de variabilidad genética y proteica

Dice (Opt0.50%) (Tol 0.5%-0.5%) (H=0.0% 5>0.0%) [0.0%-100.0%]

RAPD

8 % 8 8 ®° » 8 8 38 8 &
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Rmr 17
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Rmr 19
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Rmr 12
Rmr 14
Rmr 16
Rmr @
Rmr 21
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P
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90p03
58p04
64p04
35p06
61p07
10p04
57p05

j
=4
[=]}
EA
=
@
g

B

[

Spain

Spain

Spain - Canary Islands
Spain

Spain

Spain

Spain

Spain

Spain

Spain

Spain

Spain - Canary Islands
United Kingdom

Spain - Canary Islands
Spain

Spain - Canary Islands
United Kingdom
United Kingdom
United Kingdom
United Kingdom
United Kingdom
United Kingdom
United Kingdom
United Kingdom
United Kingdom

Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands

Spain - Canary Islands
United Kingdom

Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands
Spain - Canary Islands

2005
2008
2002
2006
2005
2005
2005
20086
2005
2006
2005
2007
2007
2002
2005
2002
2007
2003
2003
2004
2004
2006
2007
2004
2005
2002
2002
2002
2002
2002

2002
2004
2002
2002
2007
2002
2007
2002
2002
2002

Figura 2.5. Dendrograma generado con BioNumerics v4.5 tras analizar los perfiles de bandas

obtenidos con RAPD

104



Capitulo Il — Andlisis de variabilidad genética y proteica

700 kb

. 500 kb
400 kb

e -

: 300 kb
200K (-, - RS 200k
100kb . - 100 kb
50kb W s0kb

GC37GC91D P U Z 8B1 4 8 22 25 36 46 54

2000kb =

g ! : o 2 BN - - 2000 kb
1500 kb e, —— - == 1500 kb
1000 kb ' - 1000 kb
mm; = 700 kb
500 kb | = 00k
400 kb . e 400kb
300 kb 300 kb
200 kb . g : " 200 kb
mokb' : W 100k

50 kb v  S0kb

-

GC37GC91D P U Z 8Bl 4 8 22 25 36 46 54

Figura 2.6. Andlisis de reproducibilidad: Geles de agarosa representando dos diferentes
reacciones de RAPD usando el mismo ADN de referencia. Obsérvese la diferencia en la region

comprendida entre las 300 y 1000 kb de peso molecular

La reproducibilidad se demostré al analizar geles obtenidos tras diferentes reacciones de
PCR usando ADN de un mismo grupo de cepas. Gracias a este analisis se determiné que la técnica
tiene una baja reproducibilidad, observdndose la desapariciéon de determinadas bandas entre
reacciones realizadas usando las mismas condiciones, reactivos y ADN de referencia (ver figura

2.6).
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2.3.3. PFGE

La enzima de restriccion Nhel HF presenté los mejores resultados en nuestro analisis y por

lo tanto fue seleccionada para el posterior analisis de todas las cepas dentro de este estudio.

El analisis de pulsotipos obtenidos con PFGE, y basados en la distribucidon de aislados
presente en la figura 2.7, demostré la presencia de dos grupos mayoritarios, A y B, que
incluyeron a la gran mayoria de los aislados, con 57.5 % y 37.5 % del total de aislados estudiados
respectivamente, los cuales presentaron a su vez varios subgrupos. Ademas se encontraron otros
dos grupos bien diferenciados tras el analisis filogenético, C y D, aunque de caracter minoritario
al incluir solamente un 2.5 % del total de aislados analizados. Todos los datos de distribucién de

pulsotipos por grupos se encuentran representados en la tabla 2.7.

Los aislados presentes en el grupo A presentaron una similitud superior al 55 %. Este
grupo incluyd a casi la totalidad de las cepas originarias del Reino Unido (90.9 % - 10 de 11),
ademas del 50 % de los aislados con origen en las Islas Canarias (50 % - 9 de 18) y el 40 % de los
aislados de la Espaiia peninsular (40 % - 4 de 10). Dentro de este grupo se encontraron a su vez
dos divisiones mayores, Al y A2. La division Al incluyd al mayor nimero de aislados dentro del
grupo A (19 de 23). A su vez, y dentro de esta divisién se encontraron varias subdivisiones
menores. La subdivision Alala, con un 70 % de variabilidad entre pulsotipos analizados, presenté
una marcada composicion de aislados del Reino Unido, con un 54.5 % (6 de 11) del total con este
origen analizados en nuestro estudio. Todos las demas subdivisiones presentaron una
distribucion minoritaria de aislados. Se observé ademds una distribucion mixta de los origenes de

los aislados distribuidos en todas las subdivisiones a excepcion de la Alb, compuesta Unicamente
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por cepas del Reino Unido (18.2 % del total por origen) y la A2, compuesta por aislados de las

Islas Canarias (22.2 % del total por origen).

El grupo B incluyd al 37.5 % (15 de 40) del total de aislados analizados, evidenciando una
variabilidad del 58 % dentro del mismo. La mayoria de los aislados en este grupo tuvieron como
origen las Islas Canarias (60 % de los aislados en el grupo B), mientras que el resto se distribuyd

entre la Espafia peninsular (33 % de los aislados en el grupo B) y la cepa de referencia BTS-7.

El grupo B presentd a su vez dos subdivisiones. La B1, de composicidon mixta respecto al
origen de los aislados, incluyé a todas las cepas con origen en la peninsula espafiola dentro del
grupo B, ademas de la cepa de referencia y la cepa 4 (Islas Canarias). La subdivision B2 se
compuso de integramente de cepas de las Islas Canarias, incluyendo un 44.4 % (8 de 18) de cepas

con este origen.

Los grupos C y D constituyeron dos divisiones atipicas compuestas por un solo aislado

cada una, con origen en el Reino Unido (67p07) y la Espafia peninsular (Rmr21) respectivamente.

Estos dos grupos presentaron una similitud situada entre el 45 % y 50 % con respecto al

total de aislados analizados.
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Porcentaje en relacion al Porcentaje total de

Pulsotipo Origen X R
P & origen aislados
RU esp  NCHNN
A RU, ESP, IC 90.9 % 40 % 50 % 57.5 % (23/40)
(10/11) (4/10) (9/18)
RU ese (G
Al RU, ESP, IC 90.9 % 40 % 27.8% 47.5 % (19/40)
(10/11) (4/10) (5/18)
RU es (G
Ala RU, ESP, IC 72.7% 40 % 27.8% 42.5 % (17/40)
(8/11) (4/10) (5/18)
Alal RU, ESP, IC 72.7% 20 % 5.5 9% 27.5 % (11/40)
(8/11) (2/10) (1/18)
RU [ -] .
Alala RU, IC 54.5 % (6/11) 5.5 % (1/18) 17.5 % (7/40)
RU ESP
0,
Alalb RU, ESP 18.2 % (2/11) 20% 10 % (4/40)
(2/10)
Ala2 ESP, IC 15 % (6/40)
20 % (2/10) 22.2 % (4/18)
RU .
Alb RU 18.2 % /1) 5 % (2/40)
A2 IC 10 % (4/40)
22.2 % (4/18)
esp  [NNMGIMN  REF
B ESP, IC, REF 50 % 50 % 100 % 37.5 % (15/40)
(5/10) (9/18) (1/1)
es [HNGHEN rer
B1 ESP, IC, REF 50 % 5.5% 100 % 17.5 % (7/40)
(5/10) (1/18) (1/1)
o,
B2 IC 44.4.% (8/15) 20 % (8/40)
RU
R 2.5% (1/4
c v 9.1 % (1/11) 5% (1/40)
D ESP ESP 2.5 % (1/40)

10 % (1/10)

Tabla 2.7. Distribucidn de pulsotipos por origen geografico
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 0.5%-0.5%) (H>0.0% 5>0,0%) [0.0%-100.0%]

PFGE

$ 8 8 8 8 2 ¢ g 8 g 8 &
......................................................... - ot T —
[ 35p06 United Kingdom 2008
| s1po7 United Kingdom 2007
B e Spain - Canary Islands 2002
. 112p03 United Kingdom 2003
. 90p03 United Kingdom 2003
. 64p04 United Kingdom 2004
B 58p04 United Kingdom 2004
. 80p04 United Kingdom 2004
Rmr 8 Spain 2005
i - Rmr 12 Spain 2005
A [] H- Spain - Canary Islands 2002
_I: B ce Spain - Canary Islands 2002
L B Z Spain - Canary Islands 2002
ﬂ P { Rmr 3 Spain 2005
Rmr 9 Spain 2005
B ccot Spain - Canary Islands 2007
__ Alb . 57p05 United Kingdom 2005
4{ B 35007 United Kingdom 2007
[l Ove Spain - Canary Islands 2007
A2 B Spain - Canary Islands 2002
{ B s Spain - Canary Islands 2002
. U Spain - Canary Islands 2002
Rmr 17 Spain 2006
| —: m ¢ Spain - Canary Islands 2002
Rmr 14 Spain 2005
B1 —1__ Rmr 15 Spain 2005
L———————— [ M. hyorhinis ref
Rmr 16 Spain 2008
Rmr 19 Spain 2006
B [l occa7 Spain - Canary Islands 2007
—: B s Spain - Canary Islands 2002
—|: [ Spain - Canary Islands 2002
B Spain - Canary Islands 2002
B ¢ Spain - Canary Islands 2002
B Spain - Canary Islands 2002
_: B > Spain - Canary Islands 2002
P ! 46 Spain - Canary Islands 2002
c ! 67p07 United Kingdom 2007
D Rmr 21 Spain 2006

Figura 2.7. Distribucién de pulsotipos por origen geogréfico
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2.3.4. Southern blotting —151221

2.3.4.1. Produccion y evaluacion de sonda marcada

El producto de PCR obtenido con los oligonucleétidos 1S1221-F-2 y 1IS1221-R presentd una
homologia del 100 % con la secuencia de refencia U01217.1 tras el andlisis realizado con

MegaAlign.

La eficiencia de la reaccién de marcaje con digoxigenina se comprobd por electroforesis en
gel de agarosa del producto amplificado en la reaccién de marcaje y siguiendo las instrucciones
del fabricante. Debido a la presencia de digoxigenina, los productos de PCR marcados migran mas
lentamente que los productos de PCR sin marcar aun teniendo el mismo peso molecular (figura

2.8).

Andlisis de sondas de Southern blot

. Sonda 1 marcada (IS1221F-3/1S1221R-2)
. Sonda 1 control

. Sonda 2 marcada (1S1221F-2/1S1221R)

. Sonda 2 control

W

Figura 2.8. Evaluacion de sondas marcadas
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2.3.4.2. Andlisis de perfiles de bandas de hibridacion

En la figura 2.9 se puede observar un ejemplo representativo de los perfiles de bandas en
una membrana de nilén marcada. El andlisis de repeticiones de la secuencia de insercién 1S1221

por Southern blotting demostro la presencia de entre 14 y 23 repeticiones por aislado.
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Figura 2.9. Imagen representativa de una membrana de nylon revelada tras la
hibridacién con la sonda marcada para la deteccién de la secuencia 1S1221. Cada banda

corresponde a una cepa de M. hyorhinis
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El analisis de bandas basado en BioNumerics demostrd una gran diferencia entre aislados,
con un porcentaje de similitud comprendido entre el 35 y 90 % (figura 2.10). A pesar de estas
grandes diferencias entre aislados se demostré una marcada asociacidén entre aquellos con el
mismo origen geografico. El grupo A, compuesto por 20 aislados, agrupd a la gran mayoria de los
representantes del Reino Unido, englobando al 94 % de los aislados britanicos (16 de 17 del total
de aislados con este origen) con la excepcidn del aislado 80p04, que se localizé en el grupo B1.
Ademas, el grupo A incluyé a dos aislados procedentes de las Islas Canarias y de la peninsula
espafiola, representando el 11.7 % (2 de 17 del total de aislados con este origen geografico) y el

13.3 % (2 de 15 del total de aislados con este origen geografico) respectivamente.

El grupo B1, formado por 8 representantes, presentd una composicion mixta formada
mayoritariamente por aislados procedentes de las Islas Canarias (5 de 17 del total de aislados con
este origen geografico), junto con los aislados Rmr 3 y Rmr 11, con origen en la Espafia peninsular
(2 de 15 del total de aislados con este origen geogréfico), ademas del aislado procedente del

Reino Unido anteriormente mencionado.

El grupo B2 agrupd a la gran mayoria de los aislados procedentes de la peninsula espaiiola,
concentrando al 73.3 % de todos los aislados con este origen geografico (11 de 15 cepas totales
analizadas). Ademas en este grupo también se localizaron 4 aislados con origen en las Islas
Canarias (23.5 % del total de aislados con este origen) junto con la cepa de referencia de M.

hyorhinis.

El grupo C constituyd el grupo con menor nimero de representantes, con un total de 6

aislados en total. Este grupo estuvo compuesto exclusivamente por aislados procedentes de las
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Islas Canarias (35.2 % del total de aislados con este origen geografico). La distribucidn de aislados

por tipo de Southern blotting se puede observar en la tabla 2.8.

Grupo de . g .
P . Porcentaje en relacion al Porcentaje total de
Southern Origen . L
. origen aislados en grupo
blotting
RU Ese NG
A RU, ESP, IC 94.1% 133% 11.7% 40 % (20/50)
(16/17) (2/15) (2/17)
RU esp G rer 48 % (24/50)
B RU,ESP,IC,REF 29 867 o, 100
% % (9/17) %
(1/17) (13/15) (1/1)
esp [HINGHE  RU
B1 ESP, IC, RU 133%  29.4% 59% 16 % (8/50)
(2/15) (5/17) (1/17)
ESP REF
B2 ESP, IC, REF 734%  236% 100 % 32 % (16/50)
(11/15) (4/17) (1/1)
IC
¢ 35.3 % (6/17)

12 % (6/50)

Tabla 2.8. Distribucién de aislados por grupos de Southern blotting. El valor entre

paréntesis indica el nimero de cepas por el total del respectivo origen geografico
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114

Jaccard(uzry) (Opt1 00%) (Tol 1.0%-2 0%) (H>0 0% 5=0.0%) [0 0%-100.0%)]

151221 Southern
2.3 5.2 8.8 8 8 8 8 8.8 .8 F
[ 57p05 United Kingdom
[ 35p07 United Kingdom
I 81p07 United Kingdom
i} 90p03 United Kingdom
_I 0 228p08 United Kingdom
i} 10p04 United Kingdom
] i} 6p07 United Kingdom
it} 7p07 United Kingdom
Rmr 17 Spain
. z Spain - Canary Islands
A . Ove 1 Spain - Canary Islands
Rmr 18 Spain
i@ 112p03 United Kingdom
il 68p07 United Kingdom
— [ 213 United Kingdom
e | 205 United Kingdom
[} 35p06 United Kingdom
i 67p07 United Kingdom
i} 64p04 United Kingdom
. 58p04 United Kingdom
— Juc] 4 Spain - Canary Islands
=] 8 Spain - Canary Islands
Rmr 3 Spain
B1 . u Spain - Canary Islands
=8 . P Spain - Canary Islands
. 881 Spain - Canary Islands
Rmr 11 Spain
. B0p04 United Kingdom
Rmr 8 Spain
Rmr 12 Spain
1 Rmr 7 Spain
—l—‘: Rmr 10 Spain
L Rmr 8 Spain
— Rmr 14 Spain
B2 | Rmri5  Spain
Rmr 16 Spain
Rmr 21 Spain
Rmr 22 Spain
Rmr 20 Spain
. M. hyorhinis ref
. GCo1 Spain - Canary Islands
_I . 46 Spain - Canary Islands
——— . 22 Spain - Canary Islands
- 25 Spain - Canary Islands
I 65 Spain - Canary Islands
. GCa7 Spain - Canary Islands
{5} 76 Spain - Canary Islands
C { . D Spain - Canary Islands
. 62 Spain - Canary Islands
. 36 Spain - Canary Islands

Figura 2.10. Dendrograma obtenido tras el analisis de perfiles de bandas de Southern blotting
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2.3.5. VNTR

La evaluacién de los diferentes pares de oligonucledtidos previamente disefiados
demostré cémo solamente 2 regiones repetitivas en el genoma de M. hyorhinis BTS-7
presentaron diferencias suficientes para ser detectables tras la electroforesis en geles de
agarosa. Por lo tanto, sélo las regiones MHR-TR-2 (regulador de transcripcién) y MHR-TR-6

(proteina putativa sin caracterizar) fueran empleadas para el andlisis de aislados a través de esta
Reino Unido
( Esparia
@ Islas Canarias
WT19 e ———

[16%)
Ancestro cornln
o Sub-ancestro
WT agaciado
6 696
WTL
WT21 fl B %T1S
(L. 6%] {1.6%)
viis VT17 4
(3.3%) 19.8%) (11.5%])
VT13

/ Y118

técnica.

2 (3.3%)
.9%)

VT9

(6.6%) WT20
13.3%)

T
(L6%)
VT WT7
(LB%] [1.6%])

Figura 2.11. MST representando las relaciones filogenéticas entre tipos de VNTR (VT)

obtenidas tras el analisis de VNTR
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En total se obtuvieron 21 VTs diferentes tras la combinacion de los diferentes perfiles de
bandas observados a partir del andlisis de las regiones repetitivas anteriormente descritas. La

distribucion de aislados por VT se encuentra representada en la tabla 2.9.

Numero Porzt;:taje ci " <

vT . de respecto al i § ‘_?’., g

aislados total de 5 > g.

por VT aislados s @
4 7 11,5% 3 2 2 -
12 6 9,8% 3 - 3 -
14 6 9,8% 1 - 5 -
17 6 9,8% 6 - - -
10 5 8,2% 2 - 3 -
3 4 6,6 % 1 3 - -
9 4 6,6 % - 4 - -
11 3 4,9% - - 3 -
13 3 4,9% 1 1 1 -
2 3 4,9% - 2 1 -
16 2 3,3% 2 - - -
18 2 33% 2 - - -
20 2 33% 2 - - -
1 1 1,6 % - - - 1
15 1 1,6 % - 1 - -
19 1 1,6 % 1 - - -
21 1 1,6 % 1 - - -
5 1 1,6 % - - 1 -
6 1 1,6 % - 1 - -
7 1 1,6 % - 1 - -
8 1 1,6 % - 1 - -
Total: 61 25 16 19 1

Tabla 2.9. Distribucidn de VT por origen
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La figura 2.11 representa un MST obtenido tras el analisis filogenético con el software
bioinformatico Phyloviz. Este andlisis sefiala al ST4 (11.5 % del total de aislados analizados),
formado por representantes del Reino Unido (3 de 25), Espafia peninsular (2 de 16) e Islas
Canarias (2 de 19) como el ancestro comun, relacionandolo estrechamente con el VT12, VT14 y
VT19, que a su vez fueron considerados por este anadlisis como sub-ancestros. Los demas VTs
fueron considerados con VTs asociados. VT11, VT13, VT16 y VT19, unidos por una linea amarilla a
cada uno de sus grupos asociados, presentaron el mayor nivel de variabilidad en comparacion

con el total de los diferentes grupos de VNTR descritos.

2.3.6. Analisis estadistico

Sélo los aislados tipificados empleando cada una de las técnicas descritas anteriormente
fueron utilizados en el analisis estadistico final. Los aislados empleados junto con los perfiles
asignados a cada uno de ellos por las diferentes técnicas de tipificacion se encuentran recogidos

en el anexo 2.1.

Los resultados obtenidos tras el andlisis del indice de diversidad de Simpson (IDS) de las
diferentes técnicas demuestra cémo la técnica de SB presenta la mayor capacidad discriminatoria
en comparacién con las otras técnicas testadas, seguida estrechamente por de la técnica de
PFGE, RAPD y VNTR. Todas las técnicas presentaron un nivel de discriminacién cercano al 0.95

por lo que se consideran como buenos sistema de tipificacion (ver tabla 2.10).
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Técnica Numero de divisiones IDS IC (95 %)
VNTR 18 0.947 (0.923-0.972)
RAPD 28 0.973  (0.949-0.997)
PFGE 32 0.987 (0.971-1.000)

SB 34 0.994  (0.987-1.000)

Tabla 2.10. IDS e IC de cada una de las técnicas de tipificacién evaluadas

En la tabla 2.11 se exponen los niveles de significacion obtenidos tras el estudio
comparativo de los intervalos de confianza producidos tras el analisis de diversidad. Estos niveles,
representados como valor p, permiten valorar si la diferencia entre los diferentes indices de
diversidad puede ser considerada estadisticamente significativa. Los resultados de este analisis
demuestran como solo las diferencias entre el IDS de PFGE y VNTR y SB y VNTR son
significativamente diferentes por lo que pueden considerarse como valores distintos. El analisis
de las demds comparaciones demuestra como la diferencia entre los IDS de SB y PFGE, RAPD y
VNTR, RAPD y PFGE y RAPD y SB no es estadisticamente significativa, por lo que su capacidad

discriminatoria es estadisticamente indistinguible.

VNTR PFGE SB RAPD
VNTR
PFGE 0.001
SB <0.001 0.391
RAPD 0.200 0.402 0.125
Leyenda | p20.05 p<0.05

Tabla 2.11. Analisis de los niveles de significacion entre IDS (IC) de las diferentes técnicas

analizadas

El andlisis de asociacion entre técnicas basado en el coeficiente ajustado de Wallace
demostré como la correlacidon entre las técnicas descritas es relativamente baja (ver tabla 2.12).
La mayor correlacién se observd entre SB y PFGE, donde se observd un coeficiente ajustado de
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Wallace ¢ 5 PFGE igual a 0.494. Este valor significa que las cepas localizadas dentro de un mismo
tipo de SB tras el analisis de secuencias de insercién tienen un 49.4 % de posibilidades de
pertenecer al mismo grupo al ser analizadas a través de la técnica de PFGE. Ademas de este
ejemplo, la asociacion entre PFGE y VNTR demostrd ser de las mas altas, con un coeficiente
ajustado de Wallace pgae 5 VNTR igual a 0.414. Los demas valores obtenidos son menores de 0.218,

lo que demuestra una baja correlacién entre las demas técnicas.

RAPD SB PFGE VNTR
0.111
RAPD 0.000 0.040 (0.000-0.360)

(0.000-0.201)  (0.000-0.249)

s 0.000 0.208
(0.000-0.514) (0.000-0.665)
0.086 0.218
PFGE (0.000-0.378)  (0.000-0.555)
UNTR 0.056 0.021 0.097
(0.000-0.205)  (0.000-0.168)  (0.000-0.273)

Leyenda: 0-0.1 0103  >03

Tabla 2.12. Resultados del andlisis de asociacidn entre técnicas de tipificacion basado en

el coeficiente ajustado de Wallace

2.4. Discusion

Las técnicas de tipificacion molecular aplicadas al estudio de micoplasmas han presentado
un nivel de desarrollo paralelo al observado en otros microorganismos de interés tanto
veterinario como de salud publica. En el campo de la micoplasmologia el desarrollo de estas
técnicas se ha ralentizado debido a la falta de genomas completos, lo que ha limitado

directamente el nimero de técnicas que pueden ser desarrolladas, como por ejemplo VNTR o
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MLST, por lo que la mayoria de los enfuerzos enfocados al desarrollo de estos esquemas se ha
enfocado hasta la fecha principalmente en el empleo de técnicas tradicionales, como es el caso

de RAPD, PFGE y Southern blotting.

Dentro de estas técnicas tradicionales, el RAPD ha presentando el mayor grado de
utilizacion en el campo de la micoplasmologia, habiéndose aplicado al estudio de la
epidemiologia molecular de casi todos los micoplasmas con importancia clinica en sanidad
humana y animal (Geary et al., 1994; Artiushin y Minion, 1996; Butler et al., 2001; McAuliffe et
al., 2004; Parham et al., 2006; Mannering et al., 2009; Nathues et al., 2011; Pinho et al., 2012). La
técnica de RAPD desarrollada en este capitulo presenté un IDS de 0.973. Este valor es
comparable al obtenido en otros aplicaciones de esta técnica al estudio de micoplasmas, como
en el caso de Stakenborg y colaboradores (2006), que fueron capaces de obtener un IDS de 0.95
tras aplicar esta técnica al estudio de cepas de campo de M. hyopneumoniae o Ferguson vy
colaboradores que demostraron un SID de 0.958 tras analizar cepas de campo de M.
gallisepticum (Ferguson et al., 2005). Gracias al andlisis del dendrograma obtenido con
BioNumerics se puede observar una mayor variabilidad dentro de los aislados procedentes de las
Islas Canarias, mientras que los aislados procedentes de la peninsula espafola y del Reino Unido
presentaron cierta tendencia a agruparse juntos. Esta varibilidad en los aislados de las Islas
Canarias puede explicarse por la diversidad en el origen de los animales vivos importados desde
otros paises Europeos con el fin de surtir al mercado de cria porcino islefio, lo que puede dar
lugar a la introduccion de nuevos aislados en animales portadores de este microorganismo que

llegan a las islas.
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Sin embargo, y a pesar de su buen IDS y facilidad de intrepretacion basada en
dendrogramas, esta técnica presenta una gran desventaja debido a su demostrada falta de
reproducibilidad. Este hecho, observado en nuestro estudio, implica que cualquier tipo de
analisis de epidemiologia molecular basado en esta técnica deba realizarse a partir de un
experimento Unico (Stakenborg et al., 2006). Estos bajos niveles de reproducibilidad se han
observado con anterioridad en varios casos (Penner et al., 1993; Van Looveren et al., 1999),
presentandose incluso en especies de micoplasma donde esta técnica ha gozado de un gran éxito
en estudios epidemioldgicos, como el el caso de M. gallisepticum (Hong et al., 2005). Si se tiene
en cuenta esta baja reproducibilidad a la hora de establecer experimentos que requieran el uso
de esta técnica, la técnica de RAPD representa una herramienta util en el campo de la
epidemiologia molecular, debido a su bajo coste y facilidad de realizacion, siempre y cuando se

pueda reducir al maximo cualquier tipo de variable que afecte el resultado final.

SB presento la mayor capacidad discriminatoria de todas las técnicas desarrolladas en este
capitulo en términos absolutos, aunque tras realizar el analisis de significacion de los intervalos
de confianza de los diferentes IDS, SB demostrd presentar valores indistingibles a los presentados
por las técnicas de RAPD y PFGE. En lo que respecta a su reproducibilidad, los resultados
obtenidos con esta técnica fuero altamente consistentes. A pesar de la complejidad de los
perfiles de bandas obtenidos tras el analisis de la secuencia de insercion IS1221, la evaluacion de
los patrones de bandas con el software bioinformatico BioNumerics tras el analisis basado en el
coeficiente de Jaccard, demostré una clara agrupacién de los aislados procedentes del Reino
Unido, la Espafia penisular y de la mayoria de los aislados de las Islas Canarias. La alta capacidad

de discriminacion y reproducibilidad presentada por esta técnica demuestra que puede ser
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aplicada de forma eficiente al andlisis de M. hyorhinis, lo que se ha demostrado en otras especies
de micoplasmas, como es el caso de M. mycoides subespecie mycoides Large Colony type
(actualmente renombrada como M. mycoides subespecie capri (Manso-Silvan et al., 2009)),
donde se ha utilizado con éxito a la hora de determinar aislados asociados a brotes de
enfermedad (Tardy et al., 2007) o en otras especies bacterianas y levaduras con alta importancia
clinica como en el caso de Mycobacterium tuberculosis (Bifani et al., 2009), Enterococcus faecius
(Werner et al., 2001) o Candida albicans (Postlethwait et al., 1996). El principal contrapunto
asociado a esta técnica reside en la larga duracion de los protocolos empleados, con un tiempo
promedio de cinco dias junto con los tres dias necesarios para obtener el ADN con una alta
concentracion, por lo que limita su uso como técnica de eleccidon para tipificacion a tiempo real,
relegandola a un segundo plano como técnica de subtipificacion tras el uso de otros test con
similar capacidad de discriminacién y bajo tiempo de realizacién, como es el caso de las técnicas

basadas en PCR.

Con el fin de evitar esta desventaja y aprovechando la capacidad de discriminacion
asociada a la deteccion de secuencias de insercidon en genomas bacterianos, varios autores han
evaluado el potencial de deteccion de estas secuencias a través de cebadores especificos que tras
PCR son capaces de crear un patrén de bandas uUnico basado en la posicidon y tamafio de estos
elementos mobiles de ADN (Ooka et al., 2009; Kaleta et al., 2009). Una aplicacion de esta técnica
para la tipificacion de M. hyorhinis, podria representar una posible alternativa al uso de SB,

reduciendo la complejidad de la técnica sin perder su valor discriminatorio.
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La técnica PFGE presentd un excelente nivel de discriminacion, similar al obtenido con SB
e indistinguible de ésta tras el analisis basado en el coeficiente ajustado de Wallace, junto con un
nivel de reproducibilidad éptimo. El uso de la enzima de restriccion Nhel demostrd ser de gran
utilidad para la tipificacion de M. hyorhinis. Esta enzima ha demostrado su utilidad en
microorganismos de gran importancia clinica, como en el caso de Neisseria gonorrhoeae y
Neisseria meningitidis (Xia et al., 2000; Popovic et al., 2001), aunque en lo que respecta a su
aplicacién para el andlisis de otros miembros del género Mycoplasma, y a pesar de haber sido
evaluada para la tipificacion de M. mycoides subesp. mycoides SC y M. capricolum subesp.
capripneumoniae (Kusiluka et al., 2001), no se ha conseguido su uso con éxito para el estudio de
estos microorganismos, siendo ésta la primera descripcion de la aplicacion de Nhel en un
esquema final de tipificacion dirigido al estudio de micoplasmas. Las excelentes caracteristicas de
este esquema demuestran las razones del gran éxito y distribucion que PFGE presenta en el
campo de la epidemiologia molecular, habiendo siendo reconocida de forma indiscutible durante
mas de 10 afios con la técnica de tipificacion bacteriana de referencia (Goering, 2010). Sin
embargo, en el caso de micoplasmas, PFGE no ha llegado a tener el nivel de desarrollo
presentado en otras microorganismos donde su aplicabilidad y distribucion ha permitido el
desarrollo de bases de datos y esquemas estandarizados que han servido de gran apoyo a
intervenciones clinicas gracias a la detecciéon temprana y seguimiento de brotes de enfermedad
(Graves et al., 2005), por lo que su potencial en el estudio de micoplasmas, probablemente
debido a complejidad asociada al cultivo de estos microorganismos, no se ha podido aplicar al

maximo dentro del campo de estudio de la epidemiologia molecular de este género bacteriano.
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Recientemente y gracias a la facilidad técnica y econdmica para conseguir genomas
completos de novo desarrollada en los ultimos 10 afios (Didelot et al., 2012), se ha observado un
aumento en el uso de técnicas como MLST, técnica de referencia actual para algunas especies
bacterianas, aunque de escaso desarrollo en micoplasmologia debido a su alto coste como
técnica de rutina o VNTR, que gracias a su facilidad de realizacién, reproducibilidad y bajo coste
presenta muchas ventajas respecto a otras técnicas de tipificacion aplicadas al estudio de
micoplasmas. En nuestro analisis, VNTR demostrd una excelente capacidad de discriminacidn con
un IDS de 0.947, indistinguible estadisticamente del obtenido con la técnica de RAPD y muy
cercano al obtenido con PFGE y SB. Este nivel de IDS es similar al demostrado en otros trabajos
basados en la aplicacion de VNTR al estudio de micoplasmas, como es el caso de M.
hyopneumoniae donde se observé un IDS de 0.93 (Vranckx et al., 2011) o en M. pneumoniae,
donde tras es analisis de muestras porcedentes de procesos epidémicos en diferentes periodos
de tiempo se observaron valores de IDS entre 0.91 y 0.93 (Chalker et al., 2012). A diferencia de
nuestro caso, la mayoria de las técnicas de VNTR descritas hasta la fecha utilizan mas de dos
regiones repetitivas en su metodologia, como por ejemplo, cuatro en el caso de M.
hyopneumoniae o M. pneumoniae, con 5 regiones empleadas (Dégrange et al., 2009).
Tedricamente un incremento en el nimero de regiones a analizar deberia llevar consigo un
aumento en la capacidad discriminatoria de la técnica, aunque en nuestro caso sdlo dos regiones
han sido capaces de proporcionar niveles de discriminacion similares. A pesar del limitado
numero de regiones analizadas, la capacidad discriminatoria presentada por esta técnica junto

con la facilidad de realizacidn e interpretacion y bajo coste de la misma la situan como la técnica
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de eleccidn para tipificacion molecular de M. hyorhinis dentro de las técnicas descritas en este

capitulo.

El andlisis de asociacidon entre técnicas de tipificacion basado en el coeficiente de Wallace
presenté un nivel de medio a bajo, con un valor maximo de 0.494, cercano al valor descrito
anteriormente como aceptable para este tipo de analisis (Pinto et al., 2008). Este analisis
demostré que la técnica de SB es capaz de predecir los grupos presentes en PFGE con una
probabilidad cercana al 50 %, aunque esta asociacion no fue observada de forma reciproca. Este
bajo nivel de asociacion entre diferentes técnicas de tipificacién aplicadas al estudio de
micoplasma se ha demostrado anteriormente en el caso de M. bovis (Pinho et al., 2012). Este
hecho puede explicarse por la diferente naturaleza de las diferentes técnicas en estudio, ya que
cada una de ellas se basa en metodologias altamente diferentes, lo que puede dar lugar a un bajo

nivel de capacidad predictiva entre ellas.

El andlisis de la variabilidad antigénica de M. hyorhinis demostré6 cémo este
microorganismo presenta una composicion proteica bastante estable, presentando solo ligeras
diferencias en una regién inmunodominante situada ente los 40 y 46 kDa de peso molecular
aparente, la cual puede presentar un gran potencial para el desarrollo de tests serolégicos de
diagndstico basadas en la deteccion de las proteinas presentes en este rango. Los pesos
moleculares aparentes de algunas de las proteinas inmunodominantes descritas en este capitulo
corresponden con las descritas por Assung¢do en 2003 tras analizar los principales componentes
antigénicos de M. hyopneumoniae, otro micoplasma porcino estrechamente relacionado con M.

hyorhinis. Este hallazgo puede demostrar una posible relacidén genética y antigénica entre ambos
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microorganismos, con posibles implicaciones en el desarrollo de vacunas y tests diagndsticos,
aunque estudios mas detallados serian necesarios para demostrar esta posibilidad. La escasa
variabilidad antigénica de M. hyorhinis representa una caracteristica diferencial de este
microorganismo, similar a los resultados obtenidos por Tola y colaboradores en 1996 al estudiar
M. agalactiae, donde las principales proteinas inmunogénicas se encontraron representadas, al
igual que en nuestro caso, en todos los aislados estudiados. Sin embargo, otros estudios
enfocados al analisis de la variabilidad antigénica y proteica de M. agalactiae (De la Fe et al.,
2006) y M. hyopneumoniae (Assuncdo et al., 2005; Calus et al., 2006) demostraron cdmo cepas
de estas especies de micoplasma pueden presentar una alta variabilidad tras ser analizadas por
SDS-PAGE e Western blotting, por lo que la varibilidad antigénica en micoplasma puede estar
relacionada estrechamente a la especie analizada. Cabe destacar que en casos como el de M.
hyorhinis y M. agalactiae existen diversos mecanismos de regulacion antigénica de complejos
inmunodominantes de superficies (Citti et al., 2000) lo que podria explicar la diferencias

observadas con este tipo de andlisis protéico hasta cierto punto.

Las diferentes técnicas de tipificacion descritas en este capitulo junto con la
caracterizacion antigénica nos proporcionan un acercamiento al entendimiento de la variabilidad
genética y proteica de M. hyorhinis, con informacién que puede ser de gran utilidad para el
desarrollo de medidas de control aplicadas a este microorganismo entre las que se podrian
encontrar nuevas técnicas de diagndstico, control y profilaxis y sistemas de vigilancia

epidemioldgica basada en sistemas de tipificacion molécular mds rapidos y efectivos.
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Anexo 2.1. Aislados caracterizados y perfiles asignados por técnica de tipificacion

Grupo de Western blotting / tipificacion

Aislado Western RAPD prGe  Southerm R Origen Afio de
blotting blotting aislamiento
Refg;‘:‘;ia ) 1 A2b B1 B2 1 Estados Unidos 1955
Rmr 3 1 Al Ala2 B1 4 Espaia 2005
Rmr 7 2 A2a B2 15 Espaia 2005
Rmr 8 2 Al Alalb B2 3 Espafia 2005
Rmr 9 2 Al Ala2 B2 6 Espaia 2005
Rmr 10 B2 2 Espaia 2005
Rmr 11 B1 8 Espaia 2005
Rmr 12 2 Al Alalb B2 3 Espafia 2005
Rmr 14 1 Al B1 B2 9 Espafia 2005
Rmr 15 2 Al Bl B2 2 Espafia 2005
Rmr 16 1 Al Bl B2 3 Espafia 2006
Rmr 17 2 Al B1 A 13 Espafa 2006
Rmr 18 9 Espafa 2006
Rmr 19 2 Al B1 A 4 Espaia 2006
Rmr 20 B2 9 Espaia 2006
Rmr 21 2 Al D B2 7 Espafia 2006
Rmr 22 B2 9 Espaia 2006
4 2 A2b Bl Bl 10 Islas Canarias 2002
8 2 A2a B2 B1 10 Islas Canarias 2002
22 2 A2a B2 B2 11 Islas Canarias 2002
25 2 A2a B2 B2 2 Islas Canarias 2002
36 1 A2a A2 C 5 Islas Canarias 2002
45 B2 14 Islas Canarias 2002
46 2 D B2 4 Islas Canarias 2002
54 2 A2a A2 12 Islas Canarias 2002
62 2 Alala C 13 Islas Canarias 2002
65 1 B2 C 14 Islas Canarias 2002
76 2 B B2 C 14 Islas Canarias 2002
D 1 A2a B2 C 4 Islas Canarias 2002
2 A2a Ala2 B1 11 Islas Canarias 2002
u 2 A2b A2 B1 12 Islas Canarias 2002
2 A2b Ala2 A 10 Islas Canarias 2002
8B1 1 Al Ala2 B1 14 Islas Canarias 2002
Ove 1l 3 C A2 A 12 Islas Canarias 2006
GC37 1 B2 C 14 Islas Canarias 2006
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GCol
90p03
112p03
10p04
58p04
64p04
80p04
57p05
35p06
6p07
7p07
35p07
61p07
67p07
68p07
10p08
11p08
228p08
73p09
362p10
364p10
372p10
373p10
329P11
330P11
205
213

Leyenda:
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B R R PN R N WN

A2a

A2a
A2a
A2a
A2a
A2b
A2a

A2a
A2a

No tipificado

Ala2
Alala
Alala
Alala
Alalb
Alala
Alalb

Alb
Alala

Alb
Alala

> > > > > J

[or]
e

> >» > > > > > >

11
13
14
12
18
19
21

18
20
16
17

16
20

17
17
17
17
17
10
10
12
12

Islas Canarias
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido

Reino Unido

2006
2003
2003
2004
2004
2004
2004
2005
2006
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2008
2008
2009
2010
2010
2010
2010
2011
2011
2011
2011
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Anexo 2.2. Medio de Friis para el aislamiento de micoplasma porcinos

Medio de Friis

Para 1 litro de medio:

Caldo Infusidn de Cerebro y Corazén 5g
Extracto de levadura Bacto 36¢g
PPLO Broth sin cristal violeta 5g
Glucosa 2g
Suero porcino inactivado 200 ml
Solucién de Hanks 30 ml
Rojo fenol al 0.2 % 7 ml
Solucién de ampicilina (100 mg/ml) 1ml
Agua destilada Hasta 1000 ml

Se ajusto el pH a 7,4 con hidréxido sédico 1 M o acido clorhidrico 1 M y se esterilizé por
filtracion usando un filtro de 0.2 um. Una vez preparado se distribuyd el medio en alicuotas de 3
ml cada uno usando tubos de cristal estériles y se guardé a 4 °C hasta su uso. Todo medio sin usar

se descarté tras 6 meses.
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Solucion de Hanks

Para 1100 ml de solucion:

Cloruro Calcico (CaCl,) l4g
Glucosa 10g
Cloruro sdédico (NaCl) 80g
Cloruro potasico (KCI) 4g
Sulfato de magnesio heptahidrato (MgS0,.,H,0) 2g
Fosfato monopotdsico (KH,PO,) 06g
di-sodio hidrogeno fosfato dodecahidrato (Na,HPO,.,H,0) 06g
Agua destilada Hasta 1100 ml

Ajustar el pH a 6.8 con hidroxido sédico 1 M o 4cido clorhidrico 1 M vy esterilizar por

filtracion usando un filtro de 0.2 um.

Una vez preparado distribuir el medio en alicuotas de 100 ml cada uno guardar a 4 °C

hasta su uso.
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Anexo 2.3. Reactivos de Western blotting

Bufer de electroforesis (5 X)

Tris base 758
Glicina 360 g
Dodecilsulfato sddico (SDS) 25g

Disolver en 5 litros de agua bidestilada. Conservar a 4 °C hasta su uso por un maximo de

un ano.

Antes de usar diluir 1/5 con agua bidestilada.

Bufer de transferencia (bufer de Bjerrum y Schafer-Nielsen)

Tris base 5.82¢g
Glicina 293¢
Dodecilsulfato sddico (SDS) 10 % 3.75ml
Metanol (grado analitico) 200 ml

Afadir agua bidestilada hasta alcanzar 1 litro. Ajustar el pH a 9,2 con hidréxido sédico 1 M

o acido clorhidrico 1 M.

Conservar a temperatura ambiente por un maximo de 1 afo.
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Tincion de Ponceau S al 0.2 %

Ponceau S 0.2g
Acido acético glacial 10 ml
Agua bidestilada 90 ml

Conservar a temperatura ambiente por un maximo de 1 afio.

Solucion de bloqueo

Glicina 7.5g
Ovoalbumina lg
Leche desnatada en polvo 5g
PBS0.1 M pH 7.2 100 ml

Conservar refrigerado a 4 °C por un maximo de 2 dias. Usar a temperatura ambiente.

Bufer de dilucion

Ovoalbumina 01g

Leche desnatada en polvo 01g
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PBS0.1 M pH7.2 100 ml

Conservar refrigerado a 4 °C por un maximo de 2 dias. Usar a temperatura ambiente.

Bufer fosfato salino (PBS) 0.1 M pH 7.2 100 mi

Preparar usando comprimidos de PBS (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Ajustar el pH a 7,2 con hidréxido sédico 1 M o acido clorhidrico 1 M.

Conservar a temperatura ambiente por un maximo de un afio

0.1 M PBS + 0.1 % Tween 20 (PBST)

Anadir 1 ml de Tween 20 a 1 litro de PBS 0.1 M pH 7.2.

Conservar a temperatura ambiente por un maximo de un afio
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Anexo 2.4. Bufer de electroforesis para geles de agarosa

Bufer TBE (5 X)

Para 1 litro

Tris base 54¢g
Acido bérico 275¢g
EDTA 0.5 M (pH 8.0) 20 ml

Antes de usar diluir 1/5 con agua bidestilada.
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Anexo 2.5. Reactivos para PFGE

PBS + glucosa

Para 1 litro:

Glucosa 100 g

Hasta alcanzar un
PBS 0.1 M pH 7.2

volumen de un litro

Conservar refrigerado a 4 °C por un maximo de 6 meses.

Bufer de lisis

Para 20 ml:

N-lauroilsarcosina 0.25g
Bufer TE 100 X 250 pl
Agua bidestilada estéril 25 ml

Filtrar un volumen de 20 ml usando filtros de jeringa de 0.2 um de poro y afiadir

proteinasa K a una concentracién final de 1 mg/ml.
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Anexo 2.6. Southern Blotting. Protocolo de extraccion de ADN a partir de grandes volumenes

basada en la técnica de fenol/cloroformo.

Todas las extracciones se realizaron a partir de 40 ml de cultivo.

Protocolo:

140

Transferir los cultivos en tubos cénicos de centrifugacién de 50 ml de volumen total y
centrifugar a 6000 rpm durante 20 minutos a 4 °C.

Retirar el sobrenadante y resuspender el depdsito celular en 1 ml de PBS 0.1 M pH 7.2.
Una vez resuspendido, transferir la suspension celular en tubos de micro centrifugacion
de 2 ml de volumen total.

Centrifugar a 14000 rpm durante 20 minutos a 4 °C.

Retirar el sobrenadante y resuspender el depdsito celular en 380 pl de bufer de lisis (ver
final de este protocolo).

Afiadir 20 pl de proteinasa K de grado molecular a una concentracién de 20 mg/ml e
incubar a 55 °C por dos horas o a 37 °C durante toda la noche.

Atemperar las muestras a 37 °C en caso de que sea necesario y anadir 25 g de
ribonucleasa A de grado molecular a cada una de las muestras. Incubar por 1 hora a 37
o

C.

Transferir de forma cuidadosa cada una de las muestras a tubos phase lock gel light
(5prime) de forma individual y afiadir 400 pl de fenol saturado en bufer a cada una de
ellas. Cerrar los tubos y mezclar cuidadosamente por inversion y centrifugar
rapidamente a 14000 rpm durante 3 minutos con el fin de separar las diferentes fases.

Transferir el sobrenadante (fase acuosa) a tubos phase lock gel light nuevos y repetir el
paso anterior tras afadir 400 ul de fenol saturado en bufer.

Repetir el paso anterior sustituyendo en este paso el fenol saturado en bufer por 400 pl
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1).

Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrifugacion estéril y libre de nucleasas
y afladir 40 pl de acetato de sodio 3 M (conservado a 4 °C) y 1 ml de etanol de grado
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molecular al 100 % (conservado a -20 °C). Mezclar usando un vértex durante 1 minuto e
incubar a -20 °C de 24 a 48 horas.

Tras la incubacion a -20 °C centrifugar las muestras a 14000 rpm durante 15 minutos a 4
o
C.

Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 400 pl de etanol al 70 % (conservado a -
20 °C) pipeteando el contenido del tubo 10 veces.

Centrifugar las muestras a 14000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet al aire durante 5 minutos o hasta que
todo el etanol se haya evaporado.

Resuspender el pellet en 300 pl de agua bidestilada estéril libre de nucleasas.

Cuantificar la concentracion de ADN usando el sistema de cuantificacion por
espectrofotometria Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) u otro sistema alternativo.

Una vez cuantificado el ADN se puede conservar a 4 °C si va a ser usado inmediatamente o

a -20 °C para periodos de almacenamiento prolongados.

Bufer de lisis de Southern blotting

En primer lugar es necesario preparar el bufer TNE.

- Bufer TNE 10x

Tris base 121g
037¢g
Cloruro sédico 11.68¢g

Afadir agua bidestilada estéril hasta alcanzar un volumen de 100 ml.
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Combinar los siguientes reactivos para preparar el bufer de lisis de Southern blotting:

TNE 10X

Dodecilsulfato sédico (SDS) 10 %

N-lauroilsarcosina al 5 %

Agua bidestilada estéril
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10 ml

10 ml

20 ml

60 ml
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Anexo 2.7. Protocolo de Southern blotting.

- Separacion de los fragmentos de ADN:

(0]

Preparar un gel de agarosa al 0.7 % de 21 cm de longitud y 5 mm de grosor
usando TBE 0.5X (obtenido a partir de la receta descrita en el anexo 2.4. de esta
tesis) con 25 pocillos.

Cargar 20 pul de marcador de peso molecular marcado con digoxigenina (DNA
Molecular Weight Marker 1lI; DIG-labeled, Roche) en el primer y Gltimo pocillo
del gel.

Cargar todo el volumen de cada reaccion en un pocillo independiente.

A continuacion realizar el proceso de electroforesis a 30 V durante 18 horas
usando como bufer de electroforesis TBE 0.5X.

- Transferencia electroforética del ADN a membrana de nailon cargada positivamente o

blotting:

(0]

Cortar dos papeles secantes de 3 mm de grosor (Bio-Rad) y la membrana de
nailon cargada positivamente (Roche) del mismo tamano del gel de agarosa y
empapar en TBE 0.5X durante 10 minutos.

Preparar un sandwich formado dos papeles secantes conteniendo el gel y la
membrana en su interior con la siguiente estructura: papel secante — gel de
agarosa — membrana de nailon — papel secante.

Colocar en sandwich en la parte inferior del aparato de transferencia
electroforético semiseco (Bio-Rad) con el gel mirando hacia arriba. Una vez
colocado, eliminar las posibles burbujas formadas dentro del sandwich con un
rodillo y colocar la parte superior del sistema de transferencia.

La transferencia se realiza a una intensidad de corriente eléctrica constante
calculada en mA. La cantidad de mA usada depende la superficie total del gel
en uso y se calcula tras multiplicar el area del gel en cm’ por un 3.55, basado en
las instrucciones del fabricante (Bio-Rad).
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- Hibridaci

144

Una vez calculada intensidad de corriente eléctrica a utilizar, conectar el
sistema de transferencia usando una fuente de energia Bio-Rad 200, ajustarlo a
la cantidad de mA necesarios y proceder a la transferencia del ADN durante 10
minutos.

Una vez terminada la transferencia, desmontar el sandwich y teir el gel en
bromuro de etidio a una concentracién de 0.5 pg/ml durante 30 minutos y
visualizar bajo iluminacién ultravioleta con el fin de comprobar la correcta
transferencia del ADN a la membrana.

Lavar la membrana en NaOH 0.4 M por 1 minuto seguido de dos lavados en SSC
2 X de 1 minuto cada uno.

En este momento se puede dejar secar y conservar la membrana en un lugar
seca y fresco hasta su posterior uso y se puede proceder directamente al
proceso de hibridacién.

on:

Prehibridacion: humedecer la membrana en SSC 2 X y colocarla enrollada en el
interior de un tubo de hibridacion.

Afadir 20 ml de bufer de hibridacién en el tubo. Cerrar el tubo y colocar en el
horno de hibridacidén en rotacidn constante durante 1 hora a 68 °C.

Antes de que el paso anterior finalice, desnaturalizar la sonda de ADN marcada
con digoxigenina DNA a 95 °C durante de 2 a 5 minutos. Una vez finalizada la
desnaturalizacion colocar la sonda inmediatamente en hielo hasta su uso.

Una vez finalizada la incubacién de 1 hora retirar el bufer de hibridacion del
tubo y afadir 10 ml de bufer de hibridacién fresco conteniendo 4 pul de sonda
desnaturalizada.

Cerrar el tubo y colocar en el horno de hibridacidn en rotacidn constante
durante 18 horas a 68 °C.

Una vez finaliza retirar el bdfer de hibridaciéon y lavar la membrana con 50 ml
de bufer de lavado | durante 5 minutos a 68 °C en el horno de hibridacién con
rotacién constante.

Repetir el paso anterior.
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0 Retirar el bufer de lavado | y lavar la membrana por duplicado con 50 ml de
bufer de lavado Il durante 5 minutos a temperatura ambiente en el horno de
hibridacion con rotacidn constante.

Deteccion de la hibridacion:

0 Todos los pasos de deteccidon de la hibridacién se realizaran a temperatura
ambiente.

O Incubar la membrana con 20 ml de bufer de acido maleico (Roche) durante 10
minutos en un agitador de plataforma orbital.

O Retirar el bufer de dcido maleico.

0 Afadir 20 ml de bufer de bloqueo (Roche) e incubar durante 10 minutos en un
agitador de plataforma orbital.

O Retirar el bufer de acido maleico.

O Afadir 10 ml de una dilucién 1/5000 de anticuerpo antidigoxigenina marcado
con fosfatasa alcalina (Roche) diluido en bufer de bloqueo e incubar durante 30
minutos en un agitador de plataforma orbital asegurando que todo la
membrana es recubierta completamente con la solucién.

0 Lavar la membrana por duplicado con bufer de lavado DIG 1X (Roche) durante
15 minutos en un agitador de plataforma orbital.

0 Equilibrar la membrana en 20 ml de bufer de deteccidn 1X (Roche) durante 10
minutos en un agitador de plataforma orbital.

0 Colocar la membrana en un contenedor plastico y afiadir el substrato
enzimatico (NBT/BCIP, Roche) diluido 1/50 en bufer de detecciéon 1X en un
volumen final de 10 ml.

O Cubrir la membrana y conservar en oscuridad hasta observar la presencia de
bandas. El revelado de bandas marcadas con digoxigenina puede durar entre 20
minutos y 16 horas.

0 Una vez alcanzada la intensidad deseada proceder a lavar la membrana con
agua destilada con el fin de terminar la reaccién de revelado.
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O Escanear la membrana y analizar el archivo de imagen usando el software
bioinformatico de andlisis de datos de tipificacion BioNumerics version 4.5
(Applied Maths).

- Reactivos:

0 Bufer de bloqueo:

Bufer de acido maleico 1X (Roche) 500 ml

Bufer de bloqueo 10 X (Roche) 50g

0 Bufer de hibridacion:

- Paraunvolumen de 50 ml

SSC 20X (Invitrogen) 12.5 ml
N-lauroilsarcosina al 5 % 1 ml
Bufer de bloqueo 10 X (Roche) 5 ml
Agua bidestilada — grado HPLC 31 ml
Dodecilsulfato sédico (SDS) 10 % 500 pl

0 Buferdelavado I:

SSC 20X (Invitrogen) 100 ml
Dodecilsulfato sédico (SDS) 10 % 10 ml
Hasta

Agua bidestilada — grado HPLC alcanzar 1
litro
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O Bufer de lavado Il:

SSC 20x (Invitrogen)

Dodecilsulfato sédico (SDS) 10 %

Agua bidestilada — grado HPLC

5ml

10 ml

Hasta
alcanzar 1

litro
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3.1. Introduccidn

El desarrollo de modelos de infeccidon experimental en animales es una herramienta
fundamental para el estudio de la patogénesis de diversos cuadros clinicos infecciosos en un
medio medianamente controlado. Este tipo de estudios juega un papel muy importante en la
mejora y avance de terapias de control y profilaxis (Zak y O'Reilly, 1993), ademas de presentar un
papel esencial en el desarrollo de la industria farmacéutica animal y humana actual. Hasta la
fecha, y a pesar de las evidencias que demuestran el importante papel de M. hyorhinis en
cuadros de neumonia en cerdos, el nimero de estudios destinados a analizar la capacidad
patogénica y variabilidad en virulencia de este microorganismo son bastante escasos,
presentando informacion actualizada limitada, ademas de disefios experimentales que dificultan

la reproduccion de los mismos.

La capacidad que presentan los micoplasmas para producir enfermedad ha demostrado
ser altamente variable. Con ciertas excepciones, entre las que se incluye M. mycoides subesp.
mycoides SC, el agente causal de la pleuroneumonia contagiosa bovina y M. capricolum subesp.
capripneumoniae, el agente causal de la pleuroneumonia contagiosa caprina, la mayoria de los
micoplasmas presenta una limitada capacidad patogénica por si mismos, lo que demuestra su
naturaleza oportunista y parasitica (Razin et al., 1998) y evidencia la necesidad de otros factores
condicionantes y/o una correcta seleccion de aislados a la hora de desarrollar modelos de

infeccidn con otros micoplasmas.

En el caso de M. hyorhinis, se ha demostrado con anterioridad la presencia de aislados sin

capacidad patogénica que actuan como microorganismos comensales en el cerdo (Palzer et al.,
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2008). Ademas de este dato, la variabilidad proteica y genética observada anteriormente en esta
tesis demuestra la necesidad de evaluar varias cepas de campo con el fin de asegurar el éxito de
este tipo de experimentos en micoplasmas. La evaluacidn de varias cepas con el fin de desarrollar
modelos de infeccidon experimentales se ha aplicado con éxito al estudio de M. hyopneumoniae,
otro micoplasma responsable de neumonia en cerdos que presenta una amplia variedad en la

virulencia de cepas de campo (Vicca et al., 2003).

Con el fin de desarrollar un modelo experimental de infeccidn respiratoria en lechones y
considerando las circunstancias descritas anteriormente decidimos evaluar la capacidad
patogénica de tres cepas de campo de M. hyorhinis con diferentes origen geografico y perfil de
Western blotting siguiendo un protocolo estandarizado con el fin de maximizar los resultados de
nuestra infeccion experimental y compararlas con la presentacion clinica conseguida en un grupo
infectado con una cepa virulenta de M. hyopneumoniae capaz de inducir lesiones de neumonia

enzodtica y que fue empleda como control positivo en nuestro experimento.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Animales y disefio experimental

Para la infeccién experimental se seleccionaron un total de 27 lechones machos hibridos
comerciales de cinco semanas de edad procedentes de una granja de alto estatus sanitario y con

vigilancia activa frente a M. hyopneumoniae, M. hyorhinis, PRRSv y circovirus porcino tipo II.

Una vez recibidos en el Royal Veterinary College, se tomo un hisopo nasal de cada uno de

los animales y se analizd la presencia de micoplasmas determinada a través de la técnica de
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PCR/DGGE (McAuliffe et al., 2005) para descartar la colonizacién por M. hyopneumoniae o M.

hyorhinis.

Tras una semana de aclimatacion a las instalaciones los animales fueron pesados vy
distribuidos de forma equitativa en cuatro grupos (n=6) que serian inoculados con cada una de
las cepas a analizar, ademds de un grupo control negativo (n=3) que incluyé al resto de los

animales.

3.2.2. Aislados, preparacion de la dosis infectiva, inoculacion experimental y patron de

toma de muestras

En este experimento se incluyeron tres cepas de campo de M. hyorhinis. Debido a la alta
variabilidad genética observada tras el analisis de epidemiologia molecular y a la incapacidad de
establecer una correlacidn evidente entre técnicas de tipificacion que nos permitiera seleccionar
grupos de aislados consolidados y facilmente distinguible, basamos la seleccién de cepas para
esta inoculacidn experimental en la variabilidad antigénica observada tras el andlisis del Western
blotting de la region antigénicamente variable situada entre los 40 y 46 kDa de peso molecular

aparente.

Basado en la informacidn obtenida a partir del analisis de esta region se seleccionaron dos
aislados presentando el perfil tipo 1, el patrén antigénico mas completo (ver 2.3.1. Resultados
Western Blotting): el aislado Rmr 16, con origen en la Espafia peninsular y el aislado 67p07 con
origen en el Reino Unido. Ademas de estos aislados con el perfil completo, y con el fin de evaluar

la posible asociacion entre virulencia y un nimero reducido de determinantes antigénicos, se
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incluyod el aislado 80p04, procedente del Reino Unido y Unico representante del patrén 4 de

Western blotting.

El aislado de campo de M. hyopneumoniae RVC se usd para inocular el grupo control
positivo. Este aislado fue proporcionado por el Royal Veterinary College y obtenido a partir de un

caso clinico de neumonia enzoética en el Reino Unido.

Los aislados se cultivaron en medio de Friis hasta alcanzar un volumen de cultivo total de
100 ml de cultivo en fase logaritmica. Una vez obtenido este volumen de cultivo se procedié a
alicuotarlo en voliumenes de 10 ml usando jeringas estériles de un solo uso de 20 ml de volumen

(Becton Dickinson) justo antes de proceder a la inoculacién.

Para la inoculacién, una vez colocados los animales en decubito supino, se procedié a
someter a cada lechdn a una anestesia inhalatoria superficial usando isofluorano (Vetflurane,
Virbac) al 3 —4 %. Una vez anestesiados se localizé la traquea por extension del cuello del animal
y tras introducir una aguja de 21G (0,8 mm) por via transtraqueal se procedio a instilar los 10 ml
de cultivo contenidos en la jeringa en direccién caudal, con el fin de depositar la mayor cantidad
de indculo en los pulmones. Una vez terminada la inoculacidn se retird la anestesia respiratoria y
los animales se colocaron en un corral climatizado y ventilado donde fueron observados por
personal veterinario hasta su total recuperacion y distribucidn en los corrales correspondientes

con separacion fisica y ventilacion independiente.

Tras la infeccién los animales fueron pesados semanalmente y observados diariamente

durante todo el experimento con el fin de evaluar cualquier variacién clinica entre grupos. Los
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parametros clinicos observados incluyeron descarga nasal y ocular, tos, disnea, depresion,

diarrea, inapetencia y deshidratacién junto con la observacion de la temperatura rectal.

La toma de muestras para el analisis laboratorial incluyé hisopos nasales tomados con
hisopos estériles, usados para el cultivo y deteccion de micoplasmas, y muestras de sangre total
con un volumen de aproximadamente 7 ml, empleadas para extraer suero que fué analizado
posteriormente con técnicas de deteccidn serolégicas. Estas muestras se tomaron en los dias 0,

7,14, 21y 28 post inoculacién (PI).

Tras los 28 DPI los animales se sacrificaron por aturdimiento eléctrico y sangrado

completo, para posteriormente proceder a la necropsia y al examen patoldgico.

Todos los procesos de experimentacion animal llevados a cabo se realizaron de acuerdo a
la legislacion vigente en el Reino Unido (Animals (Scientific Procedures) Act, 1986), tras el visto

bueno del comité de ética local correspondiente.

3.2.3. Estudio de la patologia macroscopica e histolégica pulmonar

Una vez sacrificados los cerdos, se procedio a retirar los pulmones de la cavidad toracica
con el fin de evaluar la extension de las lesiones compatibles con NEP. La evaluacion de las
lesiones macroscopicas se realizé empleando el protocolo descrito por Goodwin y Whittlestone
en 1973. Este sistema de puntuacion de lesiones macroscépicas compatibles con NEP se basa en
la asighacidn de una puntuacién estandarizada que varia entre 5 y 10 puntos por ldbulo hasta

alcanzar un total maximo de 55 puntos por pulmén usando la siguiente distribucion:
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- Lobulo apical derecho e izquierdo: 10 puntos cada uno

- Loébulo cardiaco derecho e izquierdo: 10 puntos cada uno

- Borde craneal del I6bulo diafragmatico derecho e izquierdo: 5 puntos cada uno

- Lobulo intermedio: 5 puntos

Con el fin de realizar el analisis de las lesiones pulmonares descritas macroscopicamente
para el consiguiente analisis histopatoldgico se procedié a conservar porciones de pulmén de un
tamafio de entre 1 y 2 cm® de cada uno de los animales analizados en nuestro estudio,
incluyendo los animales infectados y grupo control negativo, que fueron fijadas en formol
tamponado durante 24 a 48 horas e incluidas en parafina, para posteriormente ser cortadas en
secciones de 4 um que fueron tefiidas con hematoxilina/eosina como descrito anteriormente por

Sarradell y colaboradores (2003).

Una vez preparadas, se procedié a valorar las lesiones presentes en las diferentes
secciones de pulmén usando un protocolo semicuantitativo de valoracion de lesiones
microscépicas compatibles con neumonia enzodtica descrito anteriormente por Livingston en

1972 y descrito en apartado 1.2.2.1.4.3. de esta tesis.

La significacion estadistica de las diferencias presentes entre las medias de las lesiones
macroscdpicas y microscopicas de cada uno de los grupos se evalud usando la prueba de la T de
Student, determinandose como estadisticamente significativos aquellos valores con un valor p

inferior a 0.05.
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3.2.4. Anilisis de hisopos nasales y tejido pulmonar mediante cultivo y PCR/DGGE

Los hisopos nasales obtenidos en los dias 0, 7, 14, 21 y 28 PI fueron cultivados en medio
de Friis (Friis, 1971a) con el fin de determinar la presencia de micoplasmas. Los cultivos de
hisopos nasales se mantuvieron por un maximo de 21 dias a 37 °C en agitacion continua. Todo
aquel cultivo con presencia de crecimiento caracteristico de micoplasmas, incluyendo
acidificacién del medio y cambio de color del mismo y presencia de depdsito celular, fue
procesado con el fin de extraer ADN empleando el sistema de extraccién y purificacion

automatico de ADN Maxwell® 16 (Promega) siguiendo la intrucciones del fabricante.

Con el fin de extraer ADN para la deteccién de micoplasmas a partir de los pulmones
obtenidos tras la necropsia en el dia 28 Pl se tomd una seccidn de entre 25 a 50 mg de tejido
pulmonar de cada uno de ellos, preferiblemente de la interfase entre tejido sano y lesionado,
usando un bisturi estéril tras la esterilizacion de la superficie del pulmén con una espatula
caliente. Una vez obtenido el tejido, éste se procesd usando el sistema de extraccion ADN
Maxwell® 16 (Promega) esta vez empleando el sistema de extraccidn especifico para tejidos con
una digestion previa a 56 °C durante dos horas en una mezcla de 180 pul de bufer ATL (Qiagen) y

20 ul de proteinasa K (Sigma).

El ADN extraido se procesé mediante la técnica de PCR/DGGE (McAuliffe et al., 2005) con

el fin de detectar la presencia de cualquier micoplasma en cultivo puro o mixto.
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3.2.5. Anadlisis de muestras seroldgicas

Los animales fueron sangrados semanalmente en los dias 0, 7, 14, 21 y 28 Pl con el fin de
obtener suero para la evaluacion de la evolucion de las respuesta immune frente a cada uno de
los patdgenos empleados en la infeccion experimental. Las muestras de suero se obtuvieron a
partir de 7 ml de sangre total obtenida tras puncién de la vena yugular y siguiendo la
metodologia descrita por Coll y Morillo (2008) para la extraccion de sangre en lechones en
maternidad. Bdsicamente se procedié a inmovilizar los lechones en la posicion de decubito
supino sujetando las extremidades y cabeza con firmeza con el fin de exponer la zona del cuello
de forma clara. La aguja se intrujo en su totalidad perpendicularmente a la superficie en el centro
del angulo formado por el esternén y la primera costilla hasta extraer la cantidad de sangre
necesaria en tubos de tipo vacutainer (Becton Dickinson). Tras 24 h a 4 °C se procedid a
centrifugar los tubos durante 15 min a 4000 rpm con el fin de separar la sangre coagulada del
suero, que posteriormente fue alicuotado en tubos de serologia de 2 ml que se conservaron a -20

°C hasta su posterior uso.

Las muestras de suero se analizaron mediante el método de Western blotting descrito en
el apartado 2.1.2. de esta tesis para M. hyorhinis. La cepa M. hyorhinis BTS-7 fue empleada como
antigeno de referencia en este test. Suero hiperinmune porcino (PAS - Prof. José Poveda, ULPGC,
Espafia) y de conejo (RAS — VLA n° 193, 2001, Reino Unido) obtenido frente a la misma cepa (BTS-
7) fueron empleados como controles positivos. Como control positivo para el grupo infectado
con M. hyopneumoniae RVC se utilizo suero hiperinmune de conejo obtenido frente a la cepa de

referencia M. hyopenumoniae (VLA, Reino Unido). El andlisis de la presencia de anticuerpos
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frente a M. hyopneumoniae de realizé a través del kit de ELISA de bloqueo IDEIA™ Mycoplasma
hyopneumoniae EIA Kit, (Oxoid) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las muestras
de suero obtenidas se analizaron con ambos ensayos con el fin de evaluar la posibilidad de

reacciones o infecciones cruzadas.

3.3. Resultados

3.3.1. Evaluacion clinica

Durante los 28 dias de duracidon del proceso experimental no se observd ninguna
evidencia de descarga nasal u ocular, disnea, depresion, diarrea, inapetencia o deshidratacion,
siendo tos el Unico signo clinico detectado durante nuestro estudio. La distribucién de eventos de

tos por grupo se encuentra reflejada en la figura 3.1.

La gran mayoria de los eventos de tos se presentaron en el grupo infectado con M.
hyorhinis cepa 80p04 de origen britdnico. Este grupo acaparé el 73.1 % de los eventos de tos

detectados.

A continuacion se presentd en el grupo inoculado con M. hyorhinis cepa, 67p07, también
de origen britanico, con un 15.4 % del total de eventos de tos. El siguiente grupo fue el infectado
con M. hyopneumoniae con un 7.7 % del total, seguido del grupo inoculado con la cepa de origen
espafiol Rmr 16 que sdlo fue capaz de producir un 3.8 % de las toses totales. No se observd
ningun episodio de tos en el grupo control negativo. Un animal del grupo infectado con M.
hyopneumoniae presenté cojera por trauma en la primera semana y tuvo que ser sacrificado por

razones de bienestar animal.
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Eventos de tos
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Dias pre y post inoculacion

MControlnegativa WM. hyorhinis 67p07 WM. hyopneumonize RYC WM. hyorhinis 80p04 @ M. hyorhinis Rmr16

Figura 3.1. Distribucion de eventos de tos por grupo experimental de animales

La distribucidn detallada de los eventos de tos distribuidos por animal y dia pueden ser

observados en anexo 3.1.

En lo que respecta a la evolucidon de la ganancia de peso no se observé ninguna diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos infectados y no infectados (ver figura 3.2).

De igual manera la temperatura rectal no demostré la presencia de ningun incremento
clinico en la temperatura de los lechones, con valores observados entre 38.5 °C y 39.5 °C durante

todo el experimento en todos los grupos estudiados.
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36,0 4

Peso promedio (kg)
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Dias post infeccion

—s—Control negativo —#—M. hyorhinis Rmr16 —i—M. hyorhinis 67p07 —=—M. hyorhinis 80p04 M. hyopneumoniae RVC

Figura 3.2. Evolucidn de la ganancia promedio de peso por grupo

3.3.2. Estudio de la patologia macroscopica e histolégica pulmonar

Las puntuaciones obtenidas tras la valoracidn macroscopica de cada uno de los pulmones

de los animales en estudio obtenidos tras la necropsia se encuentran recogida en la tabla 3.1.

Las puntuaciones individuales observadas a partir de los pulmones de los animales en los
grupos infectados variaron entre 0 y 27 puntos sobre un total de 55 puntos posibles. El grupo
infectado con la cepa de M. hyorhinis 80p04 presentd la mayor puntuacion total y promedio, con
un total de 99 y 16.5 puntos respectivamente. El segundo grupo con mayor puntuacién fue el
infectado con la cepa de M. hyorhinis 67p07, con un valor total de 56 puntos y un promedio de

9.3 puntos. Este grupo fue seguido muy de cerca por el grupo control positivo infectado con M.
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hyopneumoniae cepa RVC, con un total de 36 puntos y 7.2 puntos de promedio. El grupo
infectado con la cepa de M. hyorhinis Rmrl6, de origen espafiol, presentd el menor valor de
todos los grupos infectados con 8 puntos de valoracidn total y 1.3 puntos de promedio. El grupo
control negativo presentd un total de dos puntos distribuidos entre dos de los tres animales
incluidos en el grupo (117e y 118e), ambos con un punto cada uno. La naturaleza de estas
lesiones se evalué a través de histopatologia con el fin de analizar el posible papel del
micoplasma, demostrandose que estas supuestas lesiones posiblemente atribuibles a

micoplasmas no presentaron ningun tipo de variacion patoldgica microscopica.

El andlisis estadistico demostré como el grupo infectado con la cepa 80p04 presentd una
diferencia en la valoracion macroscépica de lesiones estadisticamente significativa (p<0.05) al
compararse con los grupos infectados con la cepa de M. hyorhinis Rmrl6 y la cepa de M.
hyopneumoniae RVC ademas del grupo control negativo. Ademas, el grupo control positivo
infectado con M. hyopneumoniae también demostrd diferencias significativas con el grupo
control negativo y el infectado con la cepa Rmrl6. No se encontraron otras diferencias
estadisticamente significativas entre grupos desde el punto de vista de la valoracidon pulmonar
macroscépica. Los resultados de la valoracion semicuantitativa de las lesiones pulmones en

preparaciones histoldgicas se encuentran recogidos en la tabla 3.2.
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M. hyorhinis Rmr 16 _ Control negativo

Identificacion Puntuacion Identificacién Puntuacion Identificacién Puntuacion
127a 0 116¢ 20 117e 1
129a 3 119c¢ 4 118e 1
130a 0 122c¢ 9 125e 0
132a 3 123c 22 Total 2
134a 0 128c¢ 24 Promedio 0.7/55
135a 2 131c 19
Total 8 Total 98

Promedio 1.3/55 Promedio 16.3/55
_ M. hyopneumoniae RVC

Identificacion Puntuacion Identificacién Puntuacion
111b 3 112d 12
113b 27 114d
124b 0 115d
133b 4 121d 11
136b 0 126d 10
137b 22 Total 36
Total 56 Promedio 7.2/55

Promedio 9.3/55

Tabla 3.1. Puntuacion de lesiones pulmonares macroscopicas basada en el sistema de valoracion de lesiones

pulmonares compatibles con neumonia enzodtica descrito por Goodwin y Whittlestone (1973)

Dentro de las cambios patoldgicos observados a nivel microscépico en los animales
infectados, se pudo encontrar todo el abanico de lesiones descrito por Livingston y colaboradores

(1972) con lesiones variando entre 0 y ++++.

Los animales infectados presentaron una neumonia broncointersticial con hiperplasia
linfoide peribronquial y perivascular comprimiendo en algunos casos la luz de los bronquiolos,

ademads de observarse la presencia de neutréfilos en alvéolos y luz de las vias aéreas, edema
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alveolar, engrosamiento de los septos interalveolares y presencia de neutrdfilos en la luz

bronquial y bronquiolar.

M. hyorhinis Rmr 16 _ Control negativo

Identificacion Puntuacion Identificacion Puntuacion Identificacion Puntuacion
127a 0 116c¢ ++++ 117e 0
129a + 119c + 118e 0
130a 0 122c ++ 125e 0
132a + 123c ++++
134a 0 128c ++++
135a + 131c +++

_ M. hyopneumoniae RVC

Identificacion Puntuacion Identificacion Puntuacion
111b + 112d +++
113b ++++ 114d +
124b 0 115d 0
133b ++++ 121d +++
136b 0 126d ++
137b +++

Tabla 3.2. Resultados de la valoracién semicuantitativa de lesiones pulmonares en preparaciones histolégicas

(Livingston et al., 1972)

Un 39 % de los animales infectados (9 de 23) presentaron lesiones valoradas entre +++y
++++, un 35 % (8 de 23) presentaron lesiones valoradas entre + y ++ y un 26 % no presentaron

ningun tipo de lesion desde el punto de vista histopatoldgico.

Todos los grupos demostraron una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en las
lesiones histopatoldgicas al ser comparados con el grupo control negativo. Entre grupos se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el grupo infectado con la

cepa de M. hyorhinis 80p04 y el grupo infectado con la cepa de M. hyorhinis Rmrl6 y entre el
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grupo control positivo infectado con la de M. hyopneumoniae RVC y en el grupo infectado con M.

hyorhinis Rmr16.

J‘. T R

Figura 3.3. Animal 113b (grupo M. hyorhinis 67p07). A) Vision dorsal del pulmén.

Obsérvese la distribuciéon de
lesiones tipicas de consolidacién compatibles con NEP localizadas en los I6bulos apical, cardiaco y borde craneal del
16bulo diafragmatico. B) Detalle de las lesiones microscopicas observadas tras la tincién con hematoxilina/eosina (20
aumentos). Se observa un foliculo linfoide atravesando la capa muscular de la mucosa y la obliteracion de la luz del
bronquiolo debido a la presencia de gran cantidad de células antiinflamatorias. También se puede observar la

presencia de células inflamatorias y restos celulares en la luz de los bronquiolos

La figura 3.3 muestra una imagen representativa de las lesiones macroscopicas y
microscépicas producidas por M. hyorhinis en el animal 118b (grupo M. hyorhinis 67p07). Este
animal presentd una valoracién de lesiones macroscépicas de 27 sobre 55 puntos. En lo que
respecta a las lesiones microscoépicas, este animal alcanzé la puntuacién maxima descrita por el

esquema de Livingston (++++).
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3.3.3. Andlisis de hisopos nasales y tejido pulmonar mediante cultivo y PCR/DGGE

Los resultados obtenidos tras el andlisis de hisopos nasales y tejido pulmonar a través de

la técnica de PCR/DGGE se encuentran recogidos en la tabla 3.3.

El mayor porcentaje de positivos se obtuvo a partir de las muestras de tejido pulmonar
con un total de 15 muestras positivas por PCR/DGGE de un total de 23 animales infectados (65.21
%). El grupo infectado con la cepa de M. hyorhinis 80p04 presenté el mayor nimero de positivos
con 5 de 6 animales positivos a partir de tejido pulmonar. Ademas de este grupo, el infectado con
M. hyopneumoniae RVC también presentd una gran mayoria de muestras de pulmon positivas
frente a M. hyopneumoniae (4 de 5). En lo que respecta a los demas grupos, el infectado con la
cepa 67p07 fue el siguiente en nimero de positivos con un total de 4 sobre 6, seguido finalmente
por el grupo infectado con la cepa Rmr16 con sdélo 2 animales detectados como positivos frente a
M. hyorhinis de 6 animales infectados. Los resultados del andlisis de hisopos nasales demostraron
resultados dispares. La mayoria de los resultados positivos se detectaron en el dia 28 Pl (11 de
23, 47.8 % de los animales infectados). Tanto en el dia 14 Pl como en el dia 21 Pl se detecté el
mismo numero de hisopos nasales positivos (8 de 23, 34.78 % de los animales infectados) aunque
la distribucion de animales positivos y negativos vario significativamente ente grupos. Solamente
se encontrdé un animal positivo en el dia 7 Pl (128c, M. hyorhinis 80p04). Todos los resultados

obtenidos a partir de las muestras del dia 0 Pl fueron negativos.

En lo que respecta a la distribucién de los resultados del analisis de hisopos nasales, la
mayoria de los positivos se detectaron en el grupo infectado con la cepa de M. hyorhinis 80p04,

seguido del grupo control positivo (M. hyopneumoniae RVC), el grupo infectado con la cepa
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67p07 y por ultimo el grupo infectado con la cepa Rmrl6. Sélo se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos infectados entre el grupo M. hyorhinis 80p04 y
los grupos M. hyorhinis 67p07 y Rmrl6. Todos los grupos infectados presentaron diferencias
estadisticamente significativas con el grupo control negativo con la excepcion del grupo M.

hyorhinis Rmr16.

Hisopos nasales (DPI) Tejido pulmonar
0 7 14 21 28 PM (28 DPI)

127a | - - - +° - -

< 129 | - - - - - +°

3 T|oa |- - £ - - -
B3| 132 |- - - R -2
2 | 134a | - - - - - -
1358 | - - -+ - -

s | = | = = = = 7

T |113b | - - o+ - 4 4
AT | 124b | - - o+ - - -
T O a a
S3 |13 |- - - - o+ +
2 | 136b | - - - - - -
137b | - - +7 - 47 +°

116¢c | - - +° - - +°

< | 119¢ | - - -+ - +°
&8I | 122¢ | - - - +7 0 40 -
-g g a a a
R | 123¢c | - -+ - + +
E_ 128¢c _ 42 L _ 42 42
131c | - - +° +7  +° +°

o |17 |- - - - - -
2 18 | - - - - - -
o

= | 125e | - - - - - -

Tabla 3.3. Resultados del andlisis de hisopos nasales y tejido pulmonar por PCR/DGGE. ? positivo por PCR/DGGE

frente a M. hyorhinis b Positivo por PCR/DGGE frente a M. hyopneumoniae
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3.3.4. Anadlisis de muestras seroldgicas

Los resultados del andlisis de la respuesta inmune de tipo humoral frente a M. hyorhinis
basado en la técnica de Western blotting se pueden observar en la figuras 3.4 y 3.5. Todos los
grupos infectados con M. hyorhinis empezaron a seronconvertir tras 14 dias Pl. Esta
seroconversion se caracterizé inicialmente por un inmunomarcaje de entre uno y tres antigenos
inmunodominantes de M. hyorhinis localizados entre los 40 y 46 kDa de peso molecular
aparente. La reaccion frente a estos antigenos se incrementd de forma clara tras 21 y 28 dias PI.
En los grupos infectados con las cepas Rmr 16 y 67p07 también se pudo observar el
inmunomarcaje de antigenos localizados alrededor de los 30 kDa de peso molecular aparente
qgue siguio el mismo proceso de intensificacién a lo largo del experimento como en el area

descrita previamente.

El grupo infectado con la cepa M. hyorhinis 80p04 se caracterizé por la presencia de una
zona de inmunorreaccién adicional presente en la region comprendida entre los 75 y 150 kDa de
peso molecular aparente, junto con la zona inmunolégicamente dominante de entre 40 y 46 kDa
de peso molecular aparente. El grupo infectado con la cepa M. hyopneumoniae RVC y el grupo
control negativo no presentaron ningln tipo de reaccion inmunoldgica compatible con la

presente en las infecciones causadas por M. hyorhinis.

El andlisis de la respuesta inmune frente a M. hyopneumoniae basada en un kit comercial
de ELISA de bloqueo (IDEIA™ Mycoplasma hyopneumoniae EIA Kit, Oxoid) se encuentra
representado en la tabla 3.4 y en las figuras 3.6 y 3.7. La interpretacion de los resultados de este

ELISA se basd en el porcentaje de inhibicidn calculado con la siguiente férmula: porcentaje de

168



Capitulo Il — Infeccién experimental

inhibicion = 100 x media OD4sgnm de la muestra/media ODgsgnm cONtrol positivo. Se consideraron
como muestras sospechosas todas aquellas con un porcentaje de inhibicidon entre 50 y 65 % vy

como positivas todas aquellas muestras con un porcentaje menor al 50 %.

Mycoplasma hyorhinis Rmr16

DPIO DP17

DPI7 DPI 14

Figura 3.4. Resultados del Western Blotting producido tras el analisis de las muestras seroldgicas obtenidas

en los dias 0, 7, 14, 21y 28 Pl de los grupos infectados con M. hyorhinis Rmr 16 (A) y 67p07 (B)
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DPI O DPI7 DPI 14

Mycoplasma hyopneumoniae RVC Control negativo

B T T

DPIO DPI7 DPI14 DPI21 DP128

NP0 DPI7 DPI14 DPIZL DPI 28
Figura 3.5. Resultados del Western Blotting producido tras el andlisis de las muestras seroldgicas obtenidas en

los dias 0, 7, 14, 21 y 28 PI de los grupos infectados con M. hyorhinis 80p04 (A), M. hyopneumoniae RVC (B) y
grupo control negativo
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Ninguno de los animales infectados con M. hyorhinis presentd alguna respuesta inmune

frente a M. hyopneumoniae. Tampoco se observd ninguna en el grupo control negativo. El grupo

infectado con M. hyopneumoniae RVC empezd a evidenciar seroconversion tras 14 dias PI, con un

total en 3 de 5 animales sospechosos. En el dia 21 Pl sélo un animal fue considerado como

sospechoso, mientras que se observaron los primeros positivos con 3 de 5 animales con un

porcentaje de inhibicion inferior al 50 %. El mayor numero de animales seropositivos se observo

tras 28 dias PI, donde 4 de 5 animales presentaron anticuerpos frente a M. hyopneumoniae.

M. hyorhinis % M. hyorhinis % M. hyorhinis % M. hyopneumoniae % Control %
67p07 Rmr 16 80p04 RVC negativo

127a-DPIO 95,888 111b-DPIO 103,229 116c-DPIO 100,717 112d - DPIO 97,365 117e-DPIO 88,376

129a-DPIO 97,214 113b - DPIO 97,375 119c-DPIO 108,084 114d - DPI O 84,800 118e-DPIO 94,273

130a-DPIO 107,153 124b - DPIO 87,395 122c-DPIO 90,989 115d - DPI O 94,054 125e-DPIO 105,054

132a-DPIO 106,008 133b - DPIO 87,296 123c-DPIO 93,961 121d - DPIO 100,932 117e-DPI7 96,339

134a-DPIO 110,343 136b - DPIO 90,998 128c-DPIO 98,349 126d - DPI O 85,559 118e-DPI7 94,691

135a-DPIO 111,651 137b - DPIO 97,315 131c-DPIO 85,656 112d - DPI 7 93,431 125e-DPI7 92,193

127a-DPI 7 95,203 111b-DPI1 7 95,551 116c- DP17 95,378 114d-DPI7 80,517 117e - DPI 14 93,468

129a-DPI7 105,336 113b - DPI 7 98,517 119c-DP17 102,849 115d - DPI 7 88,354 118e - DPI 14 95,474

130a - DPI 7 99,362 124b - DPI1 7 86,521 122c-DP17 107,055 121d-DPI7 95,834 125e - DPI 14 102,953

132a-DPI7 89,179 133b - DPI 7 86,423 123c-DP17 94,317 126d - DPI 7 85,559 117e-DPI 21 99,378

134a-DPI7 89,078 136b - DPI 7 92,265 128c-DP17 86,423 112d - DPI 14 64,002 118e - DPI 21 85,646

135a-DPI 7 92,855 137b - DPI1 7 100,281 131c-DP17 90,088 114d - DPI 14 68,962 125e - DPI 21 89,277

127a-DPI 14 110,343 111b - DPI 14 99,720 116c-DPI 14 96,342 115d - DPI 14 70,248 117e - DP128 101,033

129a - DPI 14 111,897 113b - DPI 14 107,014 119c-DPI 14 105,944 121d - DPI 14 63,584 118e - DP1 28 97,463

130a - DPI 14 109,198 124b - DPI 14 90,088 122c-DPI1 14 94,252 126d - DPI 14 59,891 125e - DP1 28 101,923

132a-DPI 14 95,129 133b - DPI 14 93,031 123c-DPI 14 101,951 112d - DPI 21

134a-DPI 14 102,900 136b - DPI 14 94,317 128c-DPI 14 95,004 114d - DPI 21

135a - DPI 14 94,148 137b - DPI 14 96,342 131c-DPI1 14 86,521 115d - DPI 21 69,545

127a-DPI 21 102,327 111b-DPI 21 103,888 116c-DPI 21 93,374 121d - DPI 21 63,584

129a - DPI 21 101,755 113b - DPI 21 108,136 119c-DPI 21 102,197 126d - DPI 21

130a - DPI 21 109,198 124b - DPI 21 109,418 122c-DPI 21 85,559 112d - DPI 28

132a-DPI21 99,301 133b - DPI 21 93,299 123c-DPI 21 91,342 114d - DPI 28

134a-DPI 21 97,501 136b - DPI 21 108,136 128c-DPI 21 99,278 115d - DPI 28 73,022

135a - DPI 21 100,528 137b - DPI 21 109,659 131c-DPI21 108,324 121d - DP128

127a-DPI 28 88,287 111b - DPI 28 107,014 116c - DPI 28 92,366 126d - DPI 28 -

129a - DPI 28 88,187 113b - DPI 28 93,227 119c - DPI 28 107,055

130a-DPI28 91,926 124b - DPI 28 100,842 122c-DPI 28 108,563

132a-DPI 28 94,929 133b - DPI 28 93,970 123c-DPI 28 103,960

134a - DPI 28 96,242 136b - DPI 28 95,270 128c - DPI1 28 94,596

135a-DPI28 98,308 137b - DPI 28 105,010 131c-DPI 28 97,532

Tabla 3.4. Resultados del ELISA de bloqueo IDEIA™ Mycoplasma hyopneumoniae. Las muestras sospechosas se

encuentran resaltadas en amarillo. Las muestras positivas se encuentran resaltadas en rojo.
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M. hyorhinis Rmr 16

M. hyorhinis 67p07

M. hyorhinis 80p04
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100
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fica de los resultado del ELISA de bloqueo IDEIA™ Mycoplasma hyopneumoniae en los

6n grd

Figura 3.6. Representaci

Punto de corte superior para muestras sospechosas =sssm Punto de corte

grupos infectados con M. hyorhinis.

superior para muestras positivas.
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M. hyopneumoniae RVC
120
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100
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20

Control negativo
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Figura 3.7. Representacion grafica de los resultado del ELISA de bloqueo IDEIA™ Mycoplasma hyopneumoniae en los
grupos infectados con M. hyopneumoniae y control negativo. Punto de corte superior para muestras
sospechosas wmmmm Punto de corte superior para muestras positivas. Las barras correspondientes a las muestras
sospechosas se encuentran resaltadas en amarillo. Las barras correspondientes a las muestras positivas se

encuentran resaltadas en rojo.
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3.4. Discusion

En este capitulo se evalud la capacidad de M. hyorhinis para producir neumonia en
lechones. Las lesiones obtenidas tras la inoculacidn transtraqueal de diferentes cepas de campo
de M. hyorhinis demostré cémo este microorganismo fue capaz de producir lesiones pulmonares
indistinguibles a nivel macro y microscépico de aquellas producidas por M. hyopneumoniae, el
agente etioldgico clasico de NEP. Ademas, el uso de isofluorano como agente anestésico junto
con la inoculacion por via transtraqueal demostrd ser altamente efectivo a la hora de realizar
este tipo de experimentos al combinar una rapida induccion de anestesia, un proceso de

inoculacion poco invasivo y una rapida recuperacion de los animales.

Hasta la fecha el papel de M. hyorhinis en procesos respiratorios en porcino se encontraba
limitado a su rol en infecciones secundarias o como agente causal de casos de artritis y
poliserositis (Kobisch y Friis, 1996). Sin embargo evidencia epidemioldgica reciente ha
demostrado lo contrario. Su presencia estadisticamente significativa incrementada en animales
clinicamente enfermos, ademas de su rol en infecciones mixtas actuando de forma conjunta con
otros patdégenos tales como Streptococcus suis, PRRSv, circovirus porcino tipo Il y M.
hyopneumoniae (Palzer et al., 2008; Hansen et al., 2010), han confirmado que este
microorganismo deberia ser considerado un agente etiolégico primario tanto en cuadros de

neumonia causadas por micoplasmas como en el complejo respiratorio porcino.

La evidencia presentada tras la inoculacion experimental descrita en este capitulo se
corresponde con los resultados de otros investigadores al tratar de reproducir cuadros de

neumonia causados por M. hyorhinis en lechones. Por ejemplo, Gois y colaboradores (1968a)
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fueron capaces de demostrar esta capacidad patogénica tras su inoculacién intranasal y el uso de
contacto directo para infectar lechones. A pesar del buen resultado obtenido con ese
experimento, el uso de la via intranasal presenta varias contrapartidas que la hacen
desaconsejable a la hora de ser utilizada como via de inoculacién de eleccidén en infecciones
experimentales, siempre y cuando se quiera obtener un modelo de infeccién reproducible,
puesto que la capacidad de controlar la cantidad de material infectivo no es completamente
posible al usar esta via debido a la presencia de reflejo deglutorio y la sobreexcitacion y distrés
producido al introducir materiales extrafios por via nasal en animales completamente alerta, ya
que por lo general los animales infectados por esta ruta normalmente no reciben ningun tipo de

anestesia o analgesia.

Otros autores demostraron ser capaces de reproducir satisfactoriamente enfermedad
respiratoria con este microorganismo tras optar por la via intratraqueal de inoculacién (Lin et al.,
2006) aunque sin el uso de anestesia o sedacion, realizando el proceso con el animal consciente
durante el manejo del mismo. El estrés causado por este tipo de manejo animal junto con el dafio
mecdanico causado por el uso de la via intratraqueal puede condicionar el resultado final del
experimento ademas de presentar incompatibilidades con un proceso de experimentacion
animal ético, indoloro y con el minimo estrés posible que se deberia perseguir en cualquier tipo

de trabajo con animales siempre que fuera posible.

En este experimento se demostrd la presencia de cepas de M. hyorhinis con una gran
variabilidad en su capacidad de virulencia. Esta diferencia en la virulencia de cepas de campo ha

sido demostrada en anterioridad en M. hyorhinis (Kobisch., 1983; Lin et al., 2008) y en M.
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hyopneumoniae (Vicca et al., 2003) sin que hasta la fecha exista ningin tipo de marcador
genético o prueba fenotipica fiable que pueda diferenciar entre cepas capaces de causar
enfermedad. En nuestro experimento esta diferencia entre la virulencia de cepas también se vio
representada en el aumento de animales positivos por PCR/DGGE y la mayor inmunorreaccion
observada tras el analisis de la respuesta inmune frente a M. hyorhinis por Western blotting en el
grupo infectado con la cepa mas virulenta (80p04) que a su vez se correspondid con la de mayor

puntuacién en la valoracion de lesiones macro y microscopicas pulmonares.

A pesar de haberse demostrado la capacidad de M. hyorhinis para producir casos de
neumonia en lechones, existe escasa informacién que pueda explicar los mecanismos de
patogenicidad involucrados en la neumonia causada por M. hyorhinis. En el caso de M.
hyopneumoniae, un microorganismo del género Mycoplasma capaz de producir lesiones
pulmonares comparables en cerdos, su mecanismo patogénico primario reside en la capacidad
de adherirse a los cilios del epitelio respiratorio porcino y producir dafio celular, que
posteriormente desencadena la pérdida de cilios o ciliostasis facilitando la consiguiente invasion
por otros microorganismos patégenos secundarios (Thacker, 2006). La capacidad de adherencia
de M. hyopneumoniae se basa en la presencia de multiples proteinas de adhesién o adhesinas en
la superficie celular (Hsu y Minion, 1998; Deutscher et al., 2010; Bogema et al., 2011). Sin
embargo, tras analizar los genomas completos de las cepas de M. hyorhinis HUB-1 (Liu et al.,
2011), MCLD (Kornspan et al., 2011), GDL-1 (Calcutt et al., 2012) y SK76 (Goodison et al., 2013),
s6lo se observaron proteinas hipotéticas con capacidad de adherir plaquetas en los cuatro

genomas sin que ninguna de ellas tuviera similitud con las adhesinas descritas en M.

176



Capitulo Il — Infeccion experimental

hyopneumoniae tras el analisis basado en la herramienta de evaluacion de alineamientos BLAST

(Altschul et al., 1990).

Aun teniendo en cuenta la falta de informacidn sobre los determinantes de patogenicidad
en M. hyorhinis, cabe destacar entre los posibles mecanismos de patogenicidad que podrian
jugar un papel en los cuadros de enfermedad por este micoplasma el sistema de lipoproteinas de
superficie vlp, el cual se ha demostrado que puede ser empleado para evadir la actividad de
anticuerpos del organismo hospedador con capacidad de inhibir el crecimiento mediante la
variacién de los determinantes antigénicos de membrana (Citti et al., 1997). Ademas, se ha
demostrado como estas lipoproteinas, con una gran capacidad para estimular macréfagos, tienen
una similitud considerable con uno de los principales mecanismos de patogenicidad descritos en
bacterias Gram negativas, el lipopolisacarido, que se caracteriza por su capacidad para inducir

inflamacion en el organismo hospedador (Muhlradt et al., 1998).

Esta capacidad inmunomodulatoria también descrita en otros microorganismos del
género Mycoplasma, como en el caso de M. pneumoniae, donde se ha llegado a describir
infecciones autoinmunes tras la infeccion con este microorganismo (Ben Aissa-Fennira et al.,
2011) y en M. fermentans, donde se demostré su capacidad para producir activaciéon de
macroéfagos y sobreproduccion de factor de necrosis tumoral e interleuquina 6, dos citoquinas
involucradas directamente en procesos inflamatorios (Muhlradt y Frisch, 1994), ademas de
formar parte del repertorio patogénico de M. hyorhinis puede tener una importante repercusion
dentro del CRP, ya que la asociaciébn con otros microorganismos con capacidad

inmunomodaulatoria involucrados en este complejo, como por ejemplo el circovirus porcino tipo
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Il, podria desencadenar un efecto sinérgico incrementando la inmunodepresién presente en
algunos casos de CRP, facilitando la actividad de agentes patégenos secundarios y exacerbando la
presentacion clinica de esta enfermedad con las consiguientes pérdidas econdmicas asociadas a

un incremento en mortalidad y costes de produccion.

El andlisis de las lesiones macro y microscopicas presentes en los lechones infectados con
M. hyorhinis en este experimento se correspondieron completamente con aquellas asociadas con
cuadros de neumonia enzodtica causada por M. hyopneumoniae, observandose la presencia a
nivel macroscépico de consolidacién pulmonar craneoventral y a nivel microscépico de neumonia
intersticial, hiperplasia linfoide peribronquial y perivascular intensa y edema alveolar, por lo que
a nivel patoldégico no existe ninguna variabilidad apreciable que pueda usarse como indicador
diferencial entre cuadros de neumonia causada por estos microorganismos. Este hecho, en
combinacién con su caracteristica ubicuidad y naturaleza comensal, puede explicar porque en el
nivel de casos de neumonia causada por M. hyorhinis ha estado infradiagnosticado hasta el

advenimiento de las técnicas de diagnéstico molecular basadas en la deteccién de ADN.

La deteccion de ADN basada en PCR/DGGE llevada a cabo en nuestro estudio demostrd un
aumento de la presencia de M. hyorhinis detectable en las ultimas dos semanas Pl (dias 21 y 28
Pl) a partir del ADN obtenido de hisopos nasales, sin una correlacién absoluta con los resultados
obtenidos a partir de tejido pulmonar. Al analizar el nimero de positivos obtenidos a partir de
tejidos pulmonares se demostré una mayor prevalencia de M. hyorhinis por PCR/DGGE en
comparacién con los hisopos nasales del mismo dia (DPI 28). El uso de deteccidn de micoplasmas

porcinos en tejido pulmonar de forma directa ha demostrado ser bastante ventajoso,
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presentando indices de éxito similar a la deteccidén tras cultivo, con niveles de positividad
superior a los encontrados a partir de muestras obtenidas a partir del tracto respiratorio superior
porcino (Makhanon et al., 2012). Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en nuestro
experimento, sugiriendo que, con el fin de obtener un mejor resultado en la deteccién de M.
hyorhinis e incluso M. hyopneumoniae se deben considerar al tracto respiratorio inferior como el
area de muestreo de eleccion para la detecciéon de estos microorganismo siempre que sea

factible.

En lo que respecta a la deteccién de la respuesta inmune frente a M. hyorhinis, la
evaluacion de Western blotting para el analisis de anticuerpos en infecciones causadas por este
micoplasma demostrd ser una herramienta diagndstica bastante util y de facil interpretacion,
ademds de demostrar una gran especificidad sin que se observara ninguna reaccion cruzada con
M. hyopneumoniae. En el campo de la micoplasmologia el uso de la técnica de Western blotting
ha confirmado ser de gran utilidad en el andlisis de la respuesta inmune frente a enfermedades
animales de gran importancia, como en el caso de la perineumonia contagiosa bovina,
enfermedad devastadora que afecta al ganado bovino y que es responsable por la gran mayoria
de casos de neumonia en bovinos en paises en vias de desarrollo en el Africa subsahariana
(Gongalves, 1997; Andnimo, OIE, 2008). Por ejemplo, en el caso de la perineumonia bovina esta
técnica fue usada ampliamente durante el brote de esta enfermedad ocurrido en Portugal en los
afios 80 y 90 del siglo pasado, jugando un papel importantisimo en el diagndstico, control y
erradicacién de la enfermedad en esta pais (Regalla et al., 2000). Dentro de sus ventajas destaca
la alta sensibilidad y relativa facilidad de interpretacion. El andlisis de Western blotting nos

permitié detectar respuesta inmune especifica frente a M. hyorhinis a los 14 dias PI
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incrementandose progresivamente hasta alcanzar su maxima intensidad a los 28 dias PI. Esta
respuesta inmune especifica se detecté principalmente en el area localizada ente los 40 y 46 kDa
de peso molecular aparente, donde se observd un patrén similar al observado al area
inmunodominante descrita en el apartado 2.3.1. de esta tesis, y que pudo variar entre una y tres
proteinas inmunodominantes dentro de esa darea especifica. Junto con estas proteinas se
observaron otros antigenos inmunodominantes localizados a 30 kDa y 70 — 150 kDa de peso

molecular aparente pero de menor relevancia en lo que respecta al nivel de inmunorreaccion.

El uso de técnicas seroldgicas para la deteccidn de anticuerpos frente a M. hyorhinis no ha
sido explorado en profundidad ya que, hasta la fecha, los Unicos ejemplos de diagndstico
seroldgico incluyen técnicas tales como la inhibicién del metabolismo (Gois, 1968b; Taylor et al.,
1971), aglutinacion por latex (Gois et al., 1971) y hemoaglutinacién indirecta (Kobisch, 1983).
Todas estas técnicas se encuentran en desuso en la actualidad, siendo sustituidas en su gran
mayoria por el ELISA como técnica de seroldgica general y el Western blotting como técnica

confirmatoria.

Ademas de como técnica de diagndstico, el uso de Western blotting en este experimento
representa la primera evaluacién parcial del inmunoproteoma de M. hyorhinis usando suero de
animales infectados. Dentro de los patrones de bandas inmunogénicas descritas en este capitulo
destaca con diferencia el grupo localizado entre 40 y 46 kDa. A pesar de que actualmente no
existe informacion relativa a los principales componentes inmunogénicos de M. hyorhinis en
casos de neumonia en cerdos, el interés despertado por la posible relacidon entre determinadas

proteinas de M. hyorhinis y diferentes tipos de cancer ha hecho que una proteina en particular, la
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p37, haya recibido bastante atencion por la comunidad cientifica. Esta proteina, descrita como
una lipoproteina extracitoplasmatica capaz de unirse a la tiamina (Sippel et al., 2009), es capaz de
interaccionar con células F39 del sarcoma de ratones, dando lugar a un incremento en la
invasividad de células cancerigenas de este y otros tipos de cancer (Schmidhauser et al., 1990) y
ha sido asociada con metastasis y variaciones en la malignidad de diferentes tipo de cancer (Liu
et al., 2007; Gong et al., 2008). Aunque su relacidn con la respuesta inmune frente a M. hyorhinis
en cerdos no estd demostrada, sus caracteristicas inmunogénicas como lipoproteina y su
demostrada capacidad para interaccionar con células eucariotas la posicionan como una posible
candidata a presentar un rol en el desarrollo de inmunidad frente a infecciones causadas por este

microorganismo.

Aparte de como mecanismo de patogenicidad, el hecho de que las proteinas localizadas
en esta drea puedan ser detectadas tras 14 dias PI sugiere la posibilidad de su uso como posible
antigeno diana para el desarrollo de técnicas de deteccion serolégica mejoradas tales como el
ELISA competitivo o de bloqueo. En el campo de la micoplasmologia este tipo de ELISA goza de
una gran aceptacion para el diagndstico de enfermedades animales causadas por estos
microorganismos. Varios ELISA competitivos ha sido desarrollo y comercializados con éxito para
la deteccidn de anticuerpos frente a varios micoplasmas, incluyendo el ELISA comercial frente a
M. hyopneumoniae usado en esta tesis y desarrollado frente al proteina p74 (Feld et al., 1992) y
los enfocados al diagndstico de la pleuroneumonia contagiosa caprina (Thiaucourt et al., 1994) y
perineumonia contagiosa bovina (Le Goff y Thiaucourt, 1998), por lo que el desarrollo de un test
para la deteccidn de anticuerpos frente a M. hyorhinis siguiendo la misma metodologia podria ser

de gran utilidad para el estudio de los procesos infecciosos causados por este microorganismo.
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La metodologia y resultados descritos en este capitulo proporcionan un acercamiento al
entendimiento de la capacidad patogénica de M. hyorhinis en casos de neumonia porcina,
demostrando su rol como agente etioldgico primario, ademds de proporcionar herramientas
diagndsticas con aplicabilidad tanto en el campo experimental como en el diagndstico de casos

de campo.
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Anexo 3.1. Distribucion detallada de eventos de tos por animal y dia.

Dias post infeccion

Dias pre infeccion

Grupo -2

ID

M. hyorhinis Rmrl6

127a
129a
130a
132a
134a
135a

M. hyorhinis 67p07

111b
113b
124b
133b
136b
137b

M. hyorhinis 80p04

116¢c
119¢
122¢
123c
128c
131c

112d
114d
115d
121d
126d

hyopneumoniae

RVC

Control

117e
118e
125e

Tabla 1. Distribucién detallada de eventos de tos por animal y dia (DPI-2 a 7)
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Dias post infeccion

11 12 13 14

10

Grupo 8

ID

M. hyorhinis Rmr16

127a
129a
130a
132a
134a
135a

M. hyorhinis 67p07

111b
113b
124b
133b
136b
137b

M. hyorhinis 80p04

116¢

119¢

122c

123c

128c

131c

112d
114d
115d
121d
126d

hyopneumoniae
RVC

Control

117e
118e
125e

Tabla 2. Distribucion detallada de eventos de tos por animal y dia (DPI 8 a 14)
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Dias post infeccion

Grupo 15 16 17 18 19 20 21

ID
127a

M.

hyorhinis Rmr16

129a
130a
132a
134a
135a

M. hyorhinis 67p07

111b
113b
124b
133b
136b
137b

o o o o
o o o o o
o o o o

M. hyorhinis 80p04

116¢
119c¢
122¢
123c
128c
131c

M. hyopneumoniae

112d
114d
115d
121d
126d

RV

C

Control

117e
118e
125e

Tabla 3. Distribucion detallada de eventos de tos por animal y dia (DPI 15 a 21)
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Dias post infeccion

Grupo 22 23 24 25 26 27 28

ID
127a

M.

hyorhinis Rmr16

129a

130a

132a

134a

135a

M. hyorhinis 67p07

111b
113b
124b
133b
136b
137b
116c

0

0

M. hyorhinis 80p04

119c

122¢

123c

128c

131c

M. hyopneumoniae

112d
114d
115d
121d
126d
117e

RV

C

Control

118e
125e

Tabla 4. Distribucion detallada de eventos de tos por animal y dia (DPI 22 a 28)
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4.1. Introduction

Diagnostics tests are essential tools to provide valuable information for the veterinarian or
animal health worker in order to be able to support the process of decision making and to

produce informed decisions for many different animal health interventions.

Veterinary diagnostics applied to the analysis of mycoplasma infections present certain
issues associated with the intrinsic nature of these microorganisms. Some of these specific
characteristics, such as the presence of a small and reduced genome obtained as part as
reductive adaptative process, the presence of highly repetitive DNA motifs and their low G+C
content, restricts to a certain extent the repertoire of targets available for the development of
specific and sensitive diagnostic techniques. However in the area of mycoplasmology there are
numerous examples that demonstrate the applicability and usefulness of diagnostics tests, which

nowadays are essential in day to day veterinary investigations.

In the field of veterinary diagnostics, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
polymerase chain reaction (PCR) tests stand out as the most significant techniques for the
laboratory diagnosis of mycoplasmal infections. ELISA, a solid-phase enzyme immunoassay, has
been widely applied for the detection of specific antibodies against different mycoplasma
diseases affecting the majority of the main farmed animal species including porcine enzootic
pneumonia, caused by M. hyopneumoniae (Feld et al., 1992), M. bovis-induced mastitis in cattle
(Uhaa et al., 1990), M. synoviae and M. gallisepticum infections in chicken (Opitz et al., 1983) and
for important notifiable diseases such as contagious caprine pleuropneumonia (Thiaucourt et al.,

1994) and contagious bovine pleuropneumonia (Le Goff & Thiaucourt, 1998). Its high throughput,
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robustness, low cost and relative reproducibility positions this technique as the test of choice for
the detection of antibody responses in infectious diseases of human and animals. In addition the
multiple ELISA formats described up to date (e.g. indirect ELISA, sandwich ELISA, competitive (or
blocking) ELISA) adds flexibility to the design of serological diagnostic assays based on this

methodology increasing the potential applications of this technique.

The PCR assay, based on the detection of specific nucleotide sequences, currently
represents the gold standard for pathogen detection in veterinary diagnostics. This technique has
been widely utilised for more than 30 years since its discovery in 1983 (Mullis, 1990) and is
currently in use in most of the infectious diseases diagnostic laboratories worldwide. Thanks to
its broad availability and to increasing amounts of freely accessible genome sequence
information the number of PCR assays has boomed in recent years. Another characteristic that
has enhanced the uptake of this methodology by scientists worldwide is its ability, in
combination with fluorescence-based real time detection, of reliably measuring the accumulation
of amplified DNA products for the quantification of relative gene expression, viral and bacterial
loads, known as quantitative PCR (qPCR) (Higuchi et al.,, 1993). Consequently additional steps
associated with conventional PCR such as the evaluation of amplified product using agarose gels

are avoided reducing therefore the time necessary to obtain results using this test.

In spite of development of veterinary diagnostics in mycoplasmology, none of these two
extremely useful diagnostic tests have been developed for the diagnosis of M. hyorhinis. In order
to fill that gap we decided to develop an indirect ELISA and gPCR which will potentially provide a

better understanding of the dynamics of the respiratory infections caused by this microorganism.
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4.2. Material and methods

4.2.1. Mycoplasma hyorhinis indirect ELISA

An indirect ELISA (iELISA) was developed in order to assess the humoral response against
respiratory infection caused by M. hyorhinis. iELISAs are based on the ability of humoral
antibodies to bind to pathogen’s specific antigenic epitopes, commonly described as antigen. The
antigen is immobilised by adsorption to a solid surface and the antigen/primary antibody
complex detected by a secondary antibody enzymatically labelled able to bind to the primary
antibody. The presence of antigen/primary/secondary antibody complex is detected by an
enzymatic reaction obtained after addition of a specific enzyme substrate that it is detected by

colour change and measurement of absorbance or optical density (OD).

4.2.1.1. General chemicals, reagents and equipment

The general chemicals, reagents and equipment used for the development of the M.

hyorhinis indirect ELISA (iELISA) are listed below.

The serum samples and conjugate were diluted using sample buffer which prepared after

combining the following components:

- Tween 20 (Sigma) 250 pl
- Semi skimmed powdered milk (Marvel or equivalent) 10g
- Sterile Phosphate Buffer Saline (PBS) 0.1M pH 7.2 up to 1000 ml
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Once produced, the sample buffer was stored in a Duran bottle and kept at 4°C prior use.

Any unused buffer was discarded after 5 days.

The antigen selected to coat the 96-well plates (Nunc Polysorb) used in our assay was
diluted to the desired concentration using coating buffer, which was produced after dissolving
one tablet of carbonate-bicarbonate buffer 0.05M pH 9.6 (Sigma-Aldrich) in 100 ml of deionised

double distilled sterile water, mixed well and stored at 4 °C for a maximum of 14 days.

96-well plates were washed using an automated plate washer (Labsystems Multiwash

plate washer, Thermo Scientific) using sterile PBS 0.1M pH 7.2.

The enzymatic reaction was performed using ready-to-use 3,3',5,5', tetramethylbenzidine

(TMB) liquid substrate/chromogen (Vetoquinol) prepared as per manufacturer instructions.

The enzymatic reaction was stopped using a 1M anhydrous citric acid (Sigma-Aldrich)
solution prepared after dissolving 192.12 g of the acid in 1 litre of distilled water. The stopping

solution was discarded after 3 months of preparation.

The OD was measured using a Labsystems Multiskan MS plate reader (Thermo-Scientific)
with a 450 nm filter. The data processed using the microplate data acquisition and analysis

software Genesis (Thermo-Scientific).
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4.2.1.2. Antigen preparation

In order to determine the best performing coating antigen, three different preparations
were evaluated, including whole cell washed antigen, Tween 20 washed cells and pre-boiled

antigen.

Whole cell washed antigen was obtained from 100 ml of a 10’ CCU culture of M. hyorhinis
BTS-7 reference strain culture. The cells were collected after centrifugation at 8000 rpm for 30
minutes, washed three times in PBS, resuspended in a final volume of 2 ml of PBS and then

stored at -20 °C until used.

In order to prepare the Tween 20 washed antigen, cells were harvested as described
above and then resuspended in 2 ml PBS containing 1 % Tween 20 to give protein concentration

to 1 mg/ml buffer.

Cell suspension was divided in four vials and the incubated at 37 °C with constant shaking
for 30 minutes (modified from Nicolet et al., 1980). Suspensions were then centrifuged at 30.000
rpm for 30 minutes. Supernatant was separated from the cell pellet at stored at -20 °C until used.
Cell pellet was resuspended in PBS using the initial volume of sample and stored at -20 °C until

needed.

For the preparation of the pre-boiled antigen, cells were obtained as previously described
in the whole antigen preparation and samples boiled for 5 minutes and kept in ice prior to plate

coating.
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4.2.1.3. Antigen chequerboard and conjugate selection

For this purpose we followed standard ELISA chequerboard procedures. Briefly, plates
were coated with the three different M. hyorhinis antigen preparations using the following

dilutions made in coating buffer (table 4.1.).

1/100 1/100 1/200 1/200 1/400 1/400 1/800 1/800 1/1600 1/1600 1/3200 1/3200

1/100 1/100 1/200 1/200 1/400 1/400 1/800 1/800 1/1600 1/1600 1/3200 1/3200
1/100 1/100 1/200 1/200 1/400 1/400 1/800 1/800 1/1600 1/1600 1/3200 1/3200
1/100 1/100 1/200 1/200 1/400 1/400 1/800 1/800 1/1600 1/1600 1/3200 1/3200
1/100 1/100 1/200 1/200 1/400 1/400 1/800 1/800 1/1600 1/1600 1/3200 1/3200
1/100 1/100 1/200 1/200 1/400 1/400 1/800 1/800 1/1600 1/1600 1/3200 1/3200

1/100 1/100 1/200 1/200 1/400 1/400 1/800 1/800 1/1600 1/1600 1/3200 1/3200

I &6 m m O O W >

1/100 1/100 1/200 1/200 1/400 1/400 1/800 1/800 1/1600 1/1600 1/3200 1/3200

Table 4.1. Plate layout — antigen dilutions
Antigen was distributed in each appropriate well and then plates were incubated
overnight at 4 °C. After incubation plates were washed in PBS three times using a Labsystems

Multiwash plate washer. After washing the plates, positive and negative serum samples were

distributed as described in table 4.2.

I & " m oo w >
+ + + 4+ + + 4+ o+
+++++I-+++w
++++4I-+++
+ + + 4+ o+ o+ 4+ o+
++++-I|-+++u:
++++-I|-+++

Table 4.2. Plate layout — positive and negative serum distribution
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Known positive (M. hyorhinis strain 67p07 infected group — animal 136b day28 PI, see
chapter 3 of this thesis) and negative (M. hyorhinis strain 67p07 infected group — 111b day 0 PI
see chapter 3 of this thesis) serum samples were obtained from a previous M. hyorhinis

experimental infection carried out at the Royal Veterinary College.

A 1/100 dilution in sample buffer was used both positive and negative control. Once
added the plates were incubated at 37 °C for 30 minutes, following by a washing step as

described before.

For the conjugate selection two different horseradish peroxidase conjugated antibodies
were evaluated; Protein G (Pierce) and a goat anti-swine 1gG (Sigma-Aldrich) whole molecule
antibody were tested. The different conjugates were diluted in sample buffer and distributed in

the plate as described in table 4.3.

1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000

1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000
1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000

1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000

m O 0O W >

1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000

-

1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000 1/3000
1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000

1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000 1/4000

Table 4.3. Plate layout — distributions of different conjugate dilutions
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4.2.1.4. Test procedure

Antigen was diluted in coating buffer at the desired working concentration obtained after
the antigen chequerboard step and 100 pl of the diluted antigen added to each well. Wells E1

and F1 were left blank.

Plates were then incubated overnight at 4 °C and after incubation, washed using a volume
of 250 pl of PBS for three times using Labsystems Multiwash plate washer and gently tapped in
paper until excess PBS was removed. Test sera, positive and negative control were then diluted at
working concentration (1/100) in sample and 100 pl added to each desired well. Positive control
serum was dispensed in wells A1 and B1. Negative control serum was dispensed in wells C1 and
D1. Positive and negative controls were always run in duplicate. Plates were then incubated for

30 minutes at 37 °C.

After incubation, plates were washed as described before and the conjugate previously
diluted at desired concentration obtained after the conjugate chequerboard step and 100 pl

dispensed in all wells. Plates were then incubated for 30 minutes at 37 °C as described before.

Once the conjugate incubation step finished plates where washed again as described
before and 100 pl of fresh enzyme substrate, prepared immediately before addition, added to all
wells. OD4gs Was then measured at 30 seconds intervals until the positive control wells ODggs
(wells A1 and B1) reached values between 0.30 and 0.35. At this point the reaction was stopped
by the addition of 50 pl of stopping solution to all wells and optical density read using a 450 nm

filter.
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For the test to be valid, average positive samples OD,5 should be between 1 and 1.5 while
the average negative OD,5o should be equal or smaller than 0.14 while the average blank ODgsq

value should never be higher than % of the average negative OD, s,

4.2.1.5. Sample selection

A total of 1108 pig serum samples were tested were tested using M. hyorhinis iELISA.

130 samples (set A) were obtained from an experiment infection carried out at the Royal
Veterinary College and described in the Chapter 3 of this thesis. The samples included in set A
were obtained as part of the weekly blood sampling performed on days 0, 7, 14, 21 and 28 PI

from each of the animal groups included in the study.

All these samples were also tested by Western blotting against M. hyorhinis as described
before and the results used in order to compare the sensitivity and specificity of our iELISA test.
In addition, the M. hyopneumoniae samples previously tested in chapter 3 using the M.
hyopneumoniae IDEIA™ ELISA Kit (Oxoid) were analysed with the M. hyorhinis iELISA in order to

evaluate any possible cross-reactivity.

Two additional sets of samples, 180 field serum samples (set B) kindly provided by Ben
Strugnell (Animal Health and Veterinary Laboratories Agency - Thirsk) and 798 field serum
samples (set C) obtained as part as UK nationwide pleurisy study and kindly provided by Dr. D.
Tucker (Department of Veterinary Medicine - University of Cambridge Veterinary School) were

also included in the test evaluation.
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All serum samples were tested at a 1/100 dilution as stated in the test procedure.

4.2.1.6. Estimation of the predictive ability of the ELISA test

Serum sample set A (n = 130) was used for this purpose. The disease status of the ELISA
test results (pos/neg) was estimated by applying different cut-off points for the OD reading
(range: 0.052-1.458). Nineteen cut-off points were set from 0.1 to 1 with a 0.05 gap between

them, as follows: 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, ..., 0.95, 1.

Once each cut-off point was fixed, the disease status for every sample was assigned using

the Western blotting results as the serological gold standard.

Then the predictive ability of the ELISA test was obtained for each of the selected cut-off

points as follows:

- Sensitivity (Se): % of true positives (WB) declared positive by the ELISA test

- Specificity (Sp): % of true negatives (WB) declared negative by the ELISA test

Sensitivity and specificity was calculated as described before by Riegelman y Hirsch
(1991) from the data obtained from Western blotting and compared to iELISA using the formula

below:
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Reference test
Western blotting

Positive Negative
A (true B (false
Test unfier positive) positive)
ev§luat|on C (false D (true
iELISA negative) negative)

Sensitivity

Specificity

A
mxlﬂﬂ

D
—x1
srp

Figure 4.1. Sensitivity and specificity formulas

Finally Se and Sp values were calculated and collated for all cut-off points.

The iELISA the positive predictive value (PPV), described as the proportion of positive

samples correctly diagnosed as positive, and negative predictive value (NPV), described as the

proportion of negative samples correctly diagnosed as positive, was calculated as follows:

PPV

NPV

|

A

—x1
A+Bx 00

D

LA
D+ 00

Figure 4.2. Negative and positive predictive value formulas
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This formula considers a standard prevalence of 50 % by default. In order to account for
the effect of prevalence in the variation of the PPV and NPV, the following formulas, based on

Baye’s theorem (Altman and Bland, 1994), was applied:

sensitivity x prevalence

PPVb = — —
sensitivity x prevalence + (1 — specificity)x(1 — prevalence)

specificity x (1 — prevalence)

NPVb = — —
(1 — sensitivity ) x prevalence + specificity x (1 — prevalence)

Figure 4.3. PPV and NPV formulas corrected to account for the effect of prevalence

4.2.1.7. Kappa-statistic measure of inter-rater agreement (strength of agreement)

In order to calculate the reproducibility of our test, the agreement between different
operators, assay repeats and different batches of antigen variation was measured using the

Kappa-statistic measure of inter-rater agreement (Cohen, 1960) and calculated as follows:

_ P(A) —P(E)
=5

Figure 4.4. Kappa-statistic measure of inter-rater agreement formula

P(A) represents the proportion of times the raters (operators) agree and P(E) is the
proportion of times the raters are expected to agree by chance alone. Both values can be

calculated as follow:
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Operator 1

Operator B

A+D

P(A) =
AN =xTBrciD

(A+BxA4C) , (C+DxB4D)

A+B+C+D

Figure 4.5. P(A) and P(E) values formulas

The Kappa-statistic value can be interpreted as follows (Altman, 1991):

Value of K Strength of agreement
<0.20 Poor
0.21-0.40 Fair
0.41-0.60 Moderate
0.61-0.80 Good
0.81-1.00 Very good

Table 4.4. Interpretation of Kappa-statistic measure of inter-rater agreement values

Serum sample set B was used to determine the kappa (k) value.

4.2.2. Mycoplasma hyorhinis qPCR

4.2.2.1. Primer design

M. hyorhinis RNA polymerase (rpoB) gene (Genbank accession number U01217.1) was

selected as target for the design of our gPCR assay. Primer design was performed using Primer3
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(Rozen and Skaletsky, 2000). The sequence of the primers selected and can be observed in table

4.5,
Primer sequence (5'2>3') Length Tm CG%
MHR-rpobF AAAAGCCTCATCTCAGAAGGA 21 54.5°C 42,90 %
MHR-rpobR ACCTGATTCTGGAATACCTGC 21 55.6 °C 47,60 %

Table 4.5. M. hyorhinis qPCR primer characteristics

This primer combination produced a 439 bp product located between positions 71954 and

72392 of M. hyorhinis GDL-1 genome (Genbank accession number NC_016829).

The specificity of the primers was evaluated by comparison with the online alignment
comparison tool BLAST (Altschul et al., 1990) in order to evaluate the possible similarities with

mycoplasmas and other microorganisms.

In addition the primers designed were aligned against all M. hyorhinis rpoB gene
sequences available and against those of the most representative porcine mycoplasmas using the
DNA sequence alignment software MegAlign (DNASTAR Inc) in order to evaluate any possible

similarity that could produce false positive PCR amplifications.

4.2.2.2. Primer concentration evaluation

The optimal combination of forward and reverse primer concentrations was calculated
after evaluation of 5 different concentrations (50, 150, 300, 500 and 900 nM) per primer. The

experiments were performed in triplicate.
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All primer concentration combinations were evaluated using positive DNA (M. hyorhinis
reference strain BTS-7). No template control (NTC) reactions were also performed in order to
evaluate any possible false positives due to the formation of primer dimers or nonspecific DNA

amplification.

All reactions were performed in an Mx3000P qPCR system (Stratagene) and included a
pre-melting or real time amplification detection section divided in an initial activation step of 95
°C for 10 minutes followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 30 seconds and a combined
annealing/melting step at 60 °C for 45 seconds, with fluorescence being captured at the end of
this last step followed after the 40 cycles by a melting or dissociation curve divided in a initial
denaturation step for 1 minute at 95 °C followed by temperature ramp-down to 55 °C that then
incremented at a rate of 0.2 °C/second until a temperature of 95 °C was reached, with

fluorescence data being collected continuously.

All reactions were performed using Fast SYBR® Green gPCR mastermix (Applied

Biosystems) in 96-well PCR plates (ABgene) and qPCR-ready optical clear sealing film (Starlabs).

The best performing forward and reverse primer concentration combination was selected
after analysis of the quantification cycle (Cq) (Shipley et al., 2009), defined as the fractional PCR
cycle used for quantification or point where the fluorescence signal obtained from nucleic acid
amplification crosses the set fluorescence threshold (Bustin et al,, 2008) and confirmed after

dissociation curve analysis.
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4.2.2.3. Limit of detection, efficiency and dynamic range estimation

The sensitivity of our assay was determined by calculation of the limit of detection (LOD)

based on the calculation of genome copy equivalents of M. hyorhinis.

For this purpose a plasmid control including the rpoB gene fragment detected by our qPCR
was prepared using the pGEM®-T Easy Vector system (Promega) following manufacturer’s
instructions and selected by blue/white colony screening. Plasmid controls allow a more reliable
guantification of relative quantity of gene copies and therefore represent the best option for a

robust positive control in PCR-based detection tests.

In addition the plasmid control obtained was also used to determine the efficiency of our

SYBR green-based gPCR assay by standard curve analysis.

4.2.2.3.1. Plasmid control preparation

Briefly, M. hyorhinis rpoB gene PCR product size was confirmed after running on an
agarose gel and then cleanup performed using QIAquick PCR purification kit (Qiagen) following

manufacturer’s instructions with a final elution in 35 pl of nuclease free water (Promega).

The purified PCR product was then used in a ligation reaction including the pGEM plasmid.

In a 200 pl PCR tube a ligation reaction was prepared in a final volume of 10 ul as follows:

e  Final volume per reaction — 10 pl:
0 10x ligation reaction buffer (Promega) 1l

o0 TrATP10mM 1l
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0 pGEM®-T Easy Vector (50 ng) 1l
O Purified PCR product 2 ul
O T4 DNA ligase 0.5 ul
0 Nuclease-free water (Promega) 4.5 pl

A ligation control was also prepared in order to evaluate the efficiency of the ligation and

transformation reactions. The ligation control reactions were prepared as follows:

O 10x ligation reaction buffer (Promega) 1l
0 TrATP10 mM 1
0 pGEM®-T Easy Vector (50ng) 1l
0 Control insert DNA (Promega) 2 ul
O T4 DNA ligase 0.5 ul
0 Nuclease-free water (Promega) 4.5 ul

A negative ligation control was also prepared by avoiding the addition of any PCR product

or control DNA while increasing the amount of nuclease-free water to 6.5 pl.

Once prepared, the reactions were mixed by briefly vortexing the tubes for 5 seconds and

incubated overnight at 4 °C.

For this purpose tubes containing the ligation reactions were centrifuged in order to
collect the contents. 2 ul of each ligation reaction was then transferred to a sterile 1.5 ml
microcentrifuge tube set on ice per reaction, including the ligation, negative controls and a

transformation control as per manufacturer’s instructions.

211



Chapter IV — Development of diagnostic techniques

Escherichia coli IM109 high efficiency competent cells (Promega) were carefully mixed by
flicking the tube and then add 50 pl of cells into each of the tubes containing the ligation reaction

previously prepared.

Tubes were gently vortexed in order to mix the reagents and then placed on ice for 20
minutes. After that cells were heat-shocked 45 - 50 seconds in a water bath at 42 °C and place

back on ice for 2 minutes.

900 pl of room temperature SOC medium (appendix 4.1 — cloning reagents) was added to

all tubes and incubated at 37 °C with constant shacking at 100 rpm for 1 hour.

Then 100 pl of each transformation culture were plated onto duplicate
LB+ampicillin+IPTG+X-Gal plates (appendix 4.1. — cloning reagents) previously equilibrated at

room temperature which were then incubated overnight at 37 °C.

After the incubation the controls were checked in order to confirm that all the reactions
have worked properly and expected efficiencies and blue/white colony ratio (over 60 % white
colonies expected) were present. Once the control were evaluated and confirmed, six white
colonies were picked and cultured in 5 ml LB + Amp (appendix 4.1 — cloning reagents) and
incubate overnight at 37 °C with constant shacking at 100 rpom. White colonies represent groups

of cells that have successfully taken the M. hyorhinis rpoB gene fragment into the plasmid.

Once finished the incubation, plasmids were extracted from 2 ml culture using Qiagen
mini-prep spin column kit following manufacturer’s instructions. Aliquots of the remaining

culture were frozen at -80 °C in 15 % (v/v) glycerol.
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The insertion of the fragment was confirmed by plasmid digestion and sequencing.

The plasmid digestion reaction was performed in order to visually confirm the right
insertion of the fragment in the plasmid. This reaction aimed to free the gene fragment from the
plasmid after restriction enzyme digestion and electrophoresis in an agarose gel. For this purpose

a restriction enzyme digestion reaction including our plasmid was set as follows:

. Reaction volume = 30 pl:
0 Nuclease-free water (Promega) 22.5 ul
0 10x Buffer H (Promega) 5ul
O 100x bovine serum albumin (Promega): 0.5 ul
O EcoRl restriction enzyme (12U/ul) (Promega): 2l

A 1/100 dilution in a final volume 20 pl of the plasmid control was then prepared and
combined with previously prepared restriction enzyme reaction to obtained a final volume of 50
pl. Tubes were then incubated at 37 °C overnight. After the incubation 5 pl of digested and
undigested primer were run in a 2 % agarose gel and the presence and correct size of the insert

confirmed by comparison to 1 kb molecular weight ladder (Promega).

For the sequencing reaction, plasmid was quantified using Nanodrop 1000 (Thermo Fisher

Scientific) and the concentration adjusted to 200 ng in a final volume of 10 pl.

Sequencing reactions were prepared using the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems) following manufacturer’s instructions. Sequencing reactions were

prepared using both forward and reverse primers (MHR-rpobF, MHR-rpobR) as follows:
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e  Mastermix reaction volume = 10 pl:

0 Nuclease-free water (Promega) 6 pl
0 BigDye premix (Applied Biosystems) 1l
0 5 X BigDye reaction buffer (Applied Biosystems) 2l
O Primer [3.2 pmol] 1l

10 pl of the mastermix was then aliquoted into each well to be used using MicroAmp®
Optical 96-Well reaction plates (Applied Biosystems). Then 10 pl of the diluted primer was added
to all sample wells. Once all the samples were loaded and mixed, flat-top 8-well PCR strips were
fixed and the samples run in a GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) under the

following conditions:

e |nitial denaturation, 96 °C for 1 minute

e Repeat the following for 25 cycles:

O 96 °Cfor 10 seconds

0 50 °Cfor 5 seconds

0 60 °Cfor 4 minutes

e Hold at 4 °C until ready to cleanup.
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The sequencing reactions were then cleaned up. For this, 5 pl of 125 mM EDTA were
added to each well used on the plate, followed by the addition of 60 pl of 100 % ethanol (stored

at -20 °QC).

Plates were then sealed using flat top strips, mixed by inverting at least four times and
incubated at room temperature for 15 minutes. The plates were centrifuged for 30 minutes at

3000 rpm at 4 °C.

Once centrifugation was finished, caps were removed and plates inverted vigorously over
a sink in order to discard the supernatant and tapped dry on blue or white roll to dry any excess

washing solution.

A second washing step was then performed after adding 5 pl of 125 mM EDTA and 60 pl

70 % ethanol. Plates were then centrifuged for 15 minutes at 1650 rpm at 4 °C.

Supernatant was removed as before and left to air dry for 5 minutes.

After putting new PCR strip, plates were sent for sequencing performed at the Animal

Health and Veterinary Laboratories Agency Central Sequencing Unit (United Kingdom).

Once retrieved, DNA sequences were confirmed by BLAST analysis and sequence
alignment against M. hyorhinis rpoB gene and pGEM®-T Easy Vector sequences using MegAlign

(DNASTAR).
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4.2.2.3.2. Limit of detection, efficiency and dynamic range estimation reactions

For the limit of detection calculation, a standard curve including 10-fold dilutions of
plasmid with quantities ranging from 1 to 10° genome copy equivalents was prepared. All

standards were run in triplicate.
Plasmid concentration was calculated using Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).

The calculation of the genome copy equivalent was done after determination of the
plasmid concentration and based on the assumption that the average weight of a base pair is 650

Da. Taking that into consideration the following formula was applied:

(amount of plasmid (in ng) x 6.022 - 10%)
(length of plasmid (in bp) x 10° x 650)

Number of copies =

Figure 4.6. Copy number calculation formula

6.022x10% represents Avogadro’s number while the plasmid + insert length was 3454 bp

(3015 bp plasmid + 439 bp of PCR product).

The correlation, efficiency values and dynamic range were calculated using the software

MxPro v4.10 (Stratagene).

All gPCR reactions were performed as described in the paragraph 4.2.2.2 of this thesis.
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4.2.2.4. Evaluation of clinical and research DNA samples

A set of 112 samples from porcine respiratory disease cases in United Kingdom and
obtained from routine diagnostic submissions received at the Mycoplasma Group — AHVLA
Weybridge, previously tested by PCR/DGGE, were evaluated as part of the specificity analysis.

The samples analysed can be seen in table 4.6.

ID Source PCR/DGGE result ID Source PCR/DGGE result
1 101P11 Lung M. arginini 57 279P11 Lung M. hyorhinis
2 102P11 Lung M. hyopneumoniae 58 282P11 Lung M. hyopneumoniae
3 105P11 Lung Negative 59 283P10 Lung M. hyosynoviae
4 106P11 Lung M. hyopneumoniae 60 287P11 Joint Unidentified band
5 108P11 Joint Negative 61 28P11 Lung M. hyorhinis
6 113P11 Lung M. hyopneumoniae 62 292P10 Lung MACZZ;:Z’;;:;;W'
7 14P10 Lung M. hyopneumoniae 63  293P11 Lung thg Z;Zgr’;j:liéw
8 1sipp  rocheal Negative 64 204P11 Lung M. hyorhinis and M.

swab hyopneumoniae

9 155P11 Lung M. hyorhinis 65 296P10 Lung M. hyopneumoniae
10 157p11 Lung Negative 66 29P10 Lung Mh;';’:; Z’Sr’:’j:";éw
11 158P11 Lung M. hyorhinis 67  300P10 Lung Mh;’;'z; Z’Sf’:;:liéw
12 15P10 Lung Negative 68 308P10 Joint M. hyorhinis
13 165P10 Lung Negative 69 30P10 Lung Mh;';’:; Z’[J’r’:’j:";éw
14 165P11 Lung Negative 70 30P11 Lung M. arginini
15 176P10 Lung M. hyopneumoniae 71 31P10 Lung M. hyopneumoniae
16 179pP11 Lung M. hyorhinis 72 328P11 Lung Negative
17 184P10 Lung Negative 73 336P10 EDTA blood Negative
18 184P11 Lung Negative 74 347P10 EDTA blood Negative
19 186P11 Lung Negative 75 362P10 Lung M. hyorhinis
20 187P10 Lung M. hyopneumoniae 76 365P10 Lung M. hyopneumoniae
21 188P10 Lung Mh:;'Z;Z’L"’,’: j’:i:/’ 77 374P10 Lung M. hyorhinis
22 188P11 Lung M. hyopneumoniae 78 375P10 Lung M. hyopneumoniae
23 192P11 Lung M. hyopneumoniae 79 376P10 Lung M. hyorhinis
24 194P11 Lung M. hyopneumoniae 80 378P10 Lung M. arginini
25 196P11 Lung M. hyorhinis and M. 81 381P10 Lung M. hyorhinis
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26
27

28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

43

44

45

46
a7
48
49
50
51
52
53
54
55

56
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197P10
197P11

1P10

203P11

204P11

20P10
216P10

216P11

217P11
219P10
232P10
242P10
242P11
246P11
249P11
24P11

253P10

25P10

261P10

261P11
263P10
264P10
266P10
267P10
268P10
268P11
269P11
26P10
273P10
275P11

278P10

Lung
Lung
Spleen
Lung
Lung
Lung
Lung
Lung
Lung
Lung
Lung
Lung
Lung
Lung
Joint

Lung

Joint
Lung
Joint

Lung

Lung
Lung
Lung
Lung
Joint
Lung
Lung

Lung
Lung

Lung
Lung

hyopneumoniae

No mycoplasmas

M. hyorhinis

M. hyorhinis and M.

hyopneumoniae
M. hyopneumoniae

M. hyorhinis
M. hyopneumoniae
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
M. hyorhinis
M. hyopneumoniae
M. arginini

M. hyorhinis

Negative
M. hyorhinis

Negative

M. hyorhinis and M.

hyopneumoniae
Negative

Negative
Negative

M. hyosynoviae
Negative
Negative

M.hyorhinis
M. hyorhinis

M. hyopneumoniae

M. hyorhinis and M.

hyopneumoniae
M. hyopneumoniae

82
83

84

85

86

87
88

89

20
91
92
93
94
95
96
97

98

99

100

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

112

382P10
393P10

396P10

39P11

3P10

42P11
43P10

477P10

54P11
55P11
59P11
60P11
63P11
65P11
73P11
7P11

81P11

82P11

83P10

83P11
84P10
86P11
87P11
88P10
89P10
8P10
90P10
90P11
91P10
95P10

9P10

Lung
Lung
Lung
EDTA blood
Lung
Lung
Nasal Swab
Lung
Nasal Swab
Nasal Swab
Nasal Swab
Nasal Swab
Nasal Swab
Nasal Swab
Lung
Lung

Swab
Swab
Lung

Nasal Swab

Lung
Lung
Lung
Spleen
Joint
Lung

Joint
Lung
Joint
Lung

Lung

Table 4.6. Field samples analysed by M. hyorhinis rpoB qPCR

M. arginini
M. arginini

M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae

M. suis

M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae

M. hyopneumoniae

Negative

M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae

Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative

M. hyopneumoniae

M. hyorhinis

M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae
M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae
M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae

Negative

M. hyorhinis
M. arginini
M. arginini
M. hyorhinis
M. hyosynoviae
M. hyorhinis

M. floculare

M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae

M. hyorhinis
No mycoplasmas

No mycoplasmas
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Nasal swabs (DPI) Lung tissue
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Table 4.7. PCR/DGGE results from nasal swabs and lung tissue obtained after experimental infection. ? Positive by

PCR/DGGE against M. hyorhinis b Positive by PCR/DGGE against M. hyopneumoniae

Also a set of DNA samples obtained from an experimental infection described in chapter 3
of this thesis (table 4.7) and previously tested by PCR/DGGE was also analysed. M. hyorhinis
relative copy numbers differences between groups was calculated using the Mann-Whitney or U-

test for ranked non-paired observations as previously described (Sachse et al, 2010). The
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statistical differences in bacterial load observed between nasal swabs and lung tissue at 28 DPI

was also evaluated following the same procedure.

In addition 35 research samples obtained from de University of Las Palmas de Gran
Canaria — Veterinary Faculty and isolated from different areas of the Spanish mainland and

Canary Islands and M. hyorhinis BTS-7 (reference strain) were evaluated (table 4.8).

Isolate ID Origin Isolation date Isolate ID Origin Isolation date
Reference United States 1955 8 Canary Islands 2002
strain - BTS-7 - Spain
Rmr 3 Spain 2005 22 Canary Islands 2002
- Spain
Rmr 7 Spain 2005 25 Canary Islands 2002
- Spain
Rmr 8 Spain 2005 36 Canary Islands 2002
- Spain
Rmr 9 Spain 2005 45 Canary Islands 2002
- Spain
Rmr 10 Spain 2005 46 Canary Islands 2002
- Spain
Rmr 11 Spain 2005 54 Canary Islands 2002
- Spain
. Canary Islands
Rmr 12 Spain 2005 62 A 2002
- Spain
Rmr 14 Spain 2005 65 Canary Islands 2002
- Spain
Rmr 15 Spain 2005 76 Canary Islands 2002
- Spain
Rmr 16 Spain 2006 D Canary Islands 2002
- Spain
Rmr 17 Spain 2006 P Canary Islands 2002
- Spain
Rmr 18 Spain 2006 u Canary Islands 2002
- Spain
Rmr 19 Spain 2006 z Canary Islands 2002
- Spain
. Canary Islands
Rmr 20 Spain 2006 8B1 . 2002
- Spain
. Canary Islands
Rmr 21 Spain 2006 Ove 1l . 2006
- Spain
. Canary Islands
Rmr 22 Spain 2006 GC37 . 2006
- Spain
4 Canary Is.Iands - 2002 Gcol Canary Is.Iands 2006
Spain - Spain

Table 4.8. Research samples analysed by M. hyorhinis rpoB qPCR
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Other common Mycoplasma species reference strains and general bacteria isolated from

pigs were also tested (table 4.9).

Isolate Species
J M. hyopneumoniae °
S16 M. hyosynoviae °
H3-6B-F M. hyopharyngis °
Ms42 M. flocculare °
G230 M. arginini °
Y04779 Bordetella bronchiseptica b
Y04744 Pasteurella multocida ®
Y04243 Actinobacillus suis®
Y04436 Trueperella pyogenes b
1374 Haemophilus parasuis °
735 Streptococcus suis °
M62 Actinobacillus pleuropneumoniae °

Table 4.9. Common Mycoplasma species reference strains and porcine bacterial isolates used in M. hyorhinis gPCR

specificity testing. * NCTC reference strain, e Courtesy of Jon Rogers (AHVLA Bury St. Edmunds, UK)

4.3. Results

4.3.1. ELISA development

4.3.1.1. Antigen and conjugate selection

There was no significant difference between the positive and the negative control with the

whole washed antigen and Tween 20 washed cell and supernatant.

Pre-boiled antigen was the best performing antigen an OD,so of 1 to 1.5 for the positive
(136b - 28 DPI) and 0.08 to 0.14 for the negative control (RVC 111b - 0 DPI) and was therefore

selected as the standard antigen for our test.
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Protein G (Pierce) was selected as the best performing conjugate. Working dilution ranged
from 1/2000 to 1/4000 always determined by chequerboard after each new batch of antigen was

produce.

A representative M. hyorhinis iELISA chequerboard plate can be seen in figure 4.7.

Figure 4.7. M. hyorhinis iELISA chequerboard plate. Positive serum added in
columns 1, 3, 5, 7, 9, 11. Negative serum added in columns 2, 4, 6, 8, 10, 12.

4.3.1.2. Estimation of the predictive ability of the ELISA test

The highest OD,sq value providing the best specificity-sensitivity combined value was

selected as cut-off point for positive samples (table 4.10).

A cut-off point of 0.25 was selected to determine a positive sample when tested with M.
hyorhinis iELISA method in accordance with the highest combined Se-Sp value (141.26). Suspect

range was established between OD4s00.2 and 0.25.

Using this cut-off point, a specificity of 82.93 % and a sensitivity of 58.33 % was obtained.
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Cut-off point  Se(%) Sp(%) Combined Cut-off point Se(%) Sp(%) Combined

(ODys0) (ODy4so)
0,1 87,5 7,32 94,82 0,55 31,25 97,56 128,81
0,15 85,42 37,8 123,22 0,6 29,17 97,56 126,73

0,175 79,17 59,76 138,93 0,65 27,08 97,56 124,64
0,2 72,92 67,07 139,99 0,7 22,92 97,56 120,48

0,225 62,5 75,61 138,11 0,75 22,92 98,78 121,7
0,25 58,33 82,93 141,26 0,8 20,83 100 120,83
0,3 52,08 87,8 139,88 0,85 20,83 100 120,83
0,35 47,92 91,46 139,38 0,9 16,67 100 116,67
0,4 4167 9512 136,79 0,95 16,67 100 116,67
0,45 39,58 95,12 134,7 1 10,42 100 110,42
0,5 31,25 96,34 127,59

Table 4.10. Positive cut-off points and relative specificity and sensitivity

A 2x2 contingency table comparing Western blotting and iELISA results and including the

standard and corrected positive and negative predictive value of the iELISA can be observed in

table 4.11.
Western Blotting
Corrected
ELISA result + - Grand Total SENLELE PPV and
and NPV

NPV

PPV PPVb

* 28 14 42 66.7 % 81.1%

NPV NPVb

: 20 68 88 77.3% 61.2%

Grand Total 48 82 130

Se=58.33% Sp=82.92%

Table 4.11. Contingency table comparing Western blotting and iELISA positive and negative results

When using the 0.25 cut-off point applied to sample set C, an estimated seroprevalence of

55.7 % was determined for this array of samples collected throughout UK (n = 798).
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A PPV and NPV of 66.7 % and 77.3 % respectively were obtained when using standard
formulae. When the prevalence-corrected formulae were applied a great increase in the PPV and

reduction in the NPV of the iELISA was observed.

4.3.1.3. Cross reactivity

No cross reactivity with the closely related mycoplasma M. hyopneumoniae was observed

after testing positive samples obtained from the experimental infection.

4.3.1.4. Kappa-statistic measure of inter-rater agreement (strength of agreement)

The agreement between procedures was calculated using 0.25 ODyso cut-off point. The k
values obtained ranged from good to very good. A very good agreement between operators was

obtained (table 4.12, k value: 0.91). Sample set B (samples 1 to 90) was used for this purpose.

32 2 34

2 60 62

34 62 96
Agreement Expected agreement Kappa Std. Err. z Prob>Z
95.83 % 54.25% 0.9089 0.1021 8.91 0.0000

Table 4.12. Agreement calculation between two different operators

Good agreement was observed between repeats (table 4.13, k value: 0.73). Sample set B

(samples 1 to 90) were also used in this situation.
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17 3 20

6 70 76

23 73 96
Agreement Expected agreement Kappa Std. Err. z Prob>Z
90.63 % 65.19 % 0.7307 0.1016 7.19 0.0000

Table 4.13. Agreement calculation between iELISA repeats

A good agreement was also observed between different antigen batches (k value: 0.68-

sample set B (1-90), table 4.14, 0.85 - sample set B (91 to 180) table 4.15).

13

7 20

2 74 76

15 81 96
Agreement Expected agreement Kappa Std. Err. z Prob>Z
90.63 % 70.05 % 0.6870 0.1005 6.83 0.0000

Table 4.14. Antigen batch variation agreement calculation between two repeats - sample set B (samples 1 to 90)

10

3 13

0 83 83

10 86 96
Agreement Expected agreement Kappa Std. Err. z Prob>Z
96.88 % 78.86 % 0.8522 0.1009 8.44 0.0000

Table 4.15. Antigen batch variation agreement calculation between two repeats - sample set B (samples 91 to 180)
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4.3.2. Mycoplasma hyorhinis qPCR development

4.3.2.1. Primer design

No significant similarities were observed between the primers designed and any other
bacterial species after BLAST analysis. Figure 4.8 shows a representative sequence alignment
including both forward and reverse primers aligned against the most common Mycoplasma

species isolated from pigs.

Majority .AGGIAAAA.RAL}CCTC#TC?C;&IAaaAGaTACT‘T
730 2740 2750 2750
Mycoplasma_hyorhinis_GOL-1_rpob AGGT AA
Mycopl hyorhinis_HUB-1_rpob AGGT AA C
Mycoplasma_hyarhinis_MCLD mpob AGGTAA ACTT
M_hyaorhinis ATCC_17881_rpaB AGGTAA ACTT
M_hyorhinis_ATCC_2%052_rpob_ AGGET A4 ACTT
M _hyorhinis_rpoB_EUT14236.1 AGGT AA ACTT
Mycoplasma_hyopneumoniae_168_rpob AGGGAA - - ACTT
Mycoplasma_hyopreumonise_232_rpob AGGGAA ) > - A DR BT A CT T
Mycoplasma_hyopneumoniae_7448_rpob AGGEARA 3 3 .C TACTT
Mycoplasma_hyopneumoniae_I_rpob AGGGAA . o TACTT

Mycoplasma_flacculars_strain_Ms42 rmab GGGAAA AT T ACGT
Mycoplasma_hyoeynovias_1020_rpob . GCAAAGA

Mycoplasma_hyosynoviae_1108_rpob
Mycoplasma_hyosynoviae_MED_rpob
Mycoplasma_hyopharyngis_538_rpob
Mycoplasma_hyopharyngls_ATCC_S1909_rpols : 7 o 5 5C A TACTT
Mycoplasma_arginini_J3243_rpol
Mycoplasma_arginini_G230_rpob
Forward_primer

TGGTCA

Majority CATGAAGCAAATATTCCTGAATCAGGRAAATTT

3150 3180 3170

Mycoplasma_hyorhinis_GOL-1_rpob
Mycoplasma_hyorhinis_HUB-1_rpob
Mycoplasma_hyorhinis_MCLD_rpob
M_hyorhinis_ATCC_17981_rpoB
M_hyorhinis_ATOC_29052_rpob_
M_hyorhinis_rpo8_EUIT14235.1
Mycoplasma_hyopneumnoniae_168_rpob

Mycoplasma_hyopreumoniae_232_rpob AAAATTC
Mycoplasma_hyopnaumaniae_T448_rpob GATGAG AMATTC
Mycaplasma_hyopneumoniae_J_pob GATGAG AAAATTC
Mycoplasma_flocculare_strain_MsA2_rpab_ GCAGAA
Mycoplasma_hyosynoviae_1020_rpob Cohb AL
Mycoplasma_hyosynoviae_1108_rpob CALGAN
Mycoplasma_hyosynoviae_MED_rpob CAAGAA
Mycaplasma_hyopharyngis_538_rpob CAAGAA
Mycoplasma_hyopharyngis ATCC_S1909 rpoB CAAGAA G s GAAACAA
Mycoplasma_srginini_23243_meof GAAGAA : AAAATCT
Mycaplasma_arginini_G230_rpob GAAGAA AAAAT CT

Revarse_primer

Figure 4.8. Forward and reverse primer alignment

Nucleotides in red represent identity matches with each primer. A full match against our

primers was observed when compared all M. hyorhinis rpoB gene sequences available.
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4.3.2.2. Primer concentration evaluation

The primer combination of MHR-rpobF at 300 nM and MHR-rpobR at 900 nM
demonstrated to be the best performing final concentration per reaction and therefore selected
for all subsequent reaction. Figure 4.9 represents the amplification curves showing the

differences in amplification efficiency obtained as part of the primer concentration evaluation.

Fluorescsnos (dRn)

Figure 4.9. Differences in amplification efficiency associated to the use of different primer concentrations

4.3.2.3. Limit of detection, efficiency and dynamic range estimation

Standard curve analysis proved an efficiency of 92.4 % and correlation of R’=0.999 (figure

4.10).
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Standard Curve - M. hyorhinis rpob

Ct (dRm)

1 : : : :
1,00 e+00 1,00 e+01 1,00 e+02 1,00 e+03 1,00 e+04 1,00 e+05

Initial Cuantity (copies)

Figure 4.10. Standard curve for M. hyorhinis rpoB gPCR

Dynamic range - M. hyorhinis rpob qPCR

| = « SYBR. Upper Confidence Level = « SYBR, Lower Confidence Level

Ct (dRn)
N
]

1.00E-01 1.00E+00 1.00E+01 1.00E+02 1.00E+03 1.00E+04 1.00E+05 1.00E+06

Initial Quantity (copies)

Figure 4.11. Dynamic range for M. hyorhinis rpoB qPCR. Red dots represent multiple standards for each dilution

LOD evaluation proved a sensitivity of less than 3 genome copy equivalents, with 10

copies being reliably detected between the upper and lower 95 % confidence level (figure 4.11).
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4.3.2.4. Evaluation of clinical and research DNA samples

Specificity testing demonstrated a 100 % correlation with PCR/DGGE results. No other
Mycoplasma species or porcine bacterial species was amplified. The gPCR results of each sample,

including their relative copy number can be observed in appendix 4.2.

Relative copy number values obtained ranged from 4.75 to 1.54 x 10° copies of M.
hyorhinis. No statistically significant differences were observed between the bacterial loads
detected in the different animal groups at the same week of sampling when analysing the
samples obtained during the experimental infection experiment. This lack of statistical
differences was also observed between the load detected in nasal swabs and lung tissue samples

obtained from the same group.

4.4, Discussion

M. hyorhinis represents an excellent example of an emerging endemic pathogen. A recent
report published by Palzer and co-authors (2008) proving the statistical association between
diseased animals showing signs of pneumonia and the presence of M. hyorhinis by PCR vindicates
this pathogen in porcine respiratory disease with a primary role in the porcine respiratory disease

complex.

Serology

The data obtained from testing field serum samples (set C, n = 798) using the new iELISA

test developed as part of this thesis evidenced a clear seroconversion against M. hyorhinis in the
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samples analysed. A seroprevalence of 55.7 % was obtained, being comparable with other
prevalence levels previously described for M. hyopneumoniae in various countries and different
pig age groups (Calsamiglia et al., 1999b; Sibila et al., 2009; He et al., 2011). Interestingly the
sample set C was obtained as part of a country-wide pleurisy risk-factor study performed in
England and Wales (Tucker et al., 2009; Jager et al., 2012). Some of the findings in this study
demonstrated the correlation of the main porcine respiratory mycoplasmas, M. hyopneumoniae
and M. hyorhinis with pneumonia and pleurisy in the United Kingdom, an association that can be
extrapolated to any country with intensive porcine production systems due to the worldwide
distribution of these pathogens (Rosales & Nicholas, 2010) and to the similarities in production
systems. In addition it was also demonstrated that all-in all-out systems are extremely beneficial
for the control of pleurisy and could therefore be used as affective management strategy for the

control of M. hyorhinis infections.

It should be taken into account at this point that, due to the nature of the iELISA and the
scarce information about the exact epidemiology of M. hyorhinis infections, the results obtained
when using M. hyorhinis iELISA should be carefully analysed and supported when possible with
confirmatory data obtained by Western blotting analysis in order to counteract the level of false
negative samples detected. This fact is also supported with the data obtained after the analysis of
sensitivity and specificity which demonstrates the need for a more sensitive and specific
serological test for this specific microorganism. The PPV and the NPV provided some uncertainty
regarding the performance of this particular test. The PPV observed demonstrated how 33.3 % of
the real positive serum samples were not detected with the iELISA. When PPV calculations were

performed using the prevalence-corrected formula, a 14.4 % increase in the predictive values was
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observed (from PPV= 66.7 % to PPVb= 81.1 %), reducing the percentage of undetected
seropositive animals to 18.9 %. The NPV observed indicated how 22.7 % of true negatives were
detected as positive samples using the iELISA. As with the PPVb, when the NPV was corrected in
order to account for prevalence a great variation (from 77.3 % to 61.3 %), presenting a clear

decrease in the ability to detect true negatives in this case.

Various conclusions can be drawn from these results. First, it becomes clear that it is
necessary to input prevalence values in PPV and NPV calculations when possible in order to
achieve a more realistic value of the predictive ability of the test analysed. In our case it can
observed how the effect of prevalence is clearly marked (? Right word), producing a reduction in
the percentage of positive samples misdiagnosed as negative and therefore increasing the
reliability of the test at the seroprevalence levels for M. hyorhinis observed nowadays in the
United Kingdom. It is also important to note that reductions in the prevalence of the pathogen
will produce a drop in the PPVb of the iELISA and therefore an alternative test should be sought.
The introduction of prevalence levels in the calculation of predictive values for diagnostic tests
will always produce an opposite variation between PPVb and NPVb (Parikh et al., 2008), observed
in our case with the marked decrease in NPVb, with only a 61.3 % possibility to have diagnosed a
true seronegative sample as negative. A straightforward way to increase the sensitivity and NPVb
of the iELISA could be by testing all negative samples by Western blotting, a highly sensitive and
specific serological diagnostic test. However this test is highly laborious, so reducing the number
tested to only those tested as negative by iELISA could help improve the overall predictive ability

of M. hyorhinis antibody detection.
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Regarding the interater agreement analysis, the lowest value was observed when
comparing different antigen batches. Based on that data extreme care should be taken when the
coating antigen is prepared in order to avoid batch to batch variability; however taking into
consideration the relatively simple procedure involved in antigen production t good laboratory

practices should control this source of variation.

Future serological test development should be focused in the production of a more
sensitive and specific test such a as a blocking ELISA. For example, this technique is currently the
most widespread and commercialized ELISA test for the detection of antibodies against M.
hyopneumoniae (Feld et al., 1992). A similar application could be potentially designed using the
information obtained from the partial immunoproteome analysis done by Western blotting as
part of this thesis and targeting the 40 to 46 kDa area in combination with other downstream
techniques such as protein identification, expression, purification and mAb production in order to

produced an improved ELISA test comparable to that successfully used for M. hyopneumoniae.

Overall, the results obtained with this test, alone or in combination with Western blotting,
represent a useful tool for better understanding the role of this microorganism in enzootic
pneumonia of pigs. This iELISA also represents the first description of a serological test for the
detection of antibodies against M. hyorhinis at a herd level and represents a good diagnostic tool
for the detection of anti-M. hyorhinis antibodies in porcine serum samples, filling a diagnostic gap
present in the current market for serological detection of porcine mycoplasmal infections.,

However it is recommended that a combined testing regime including Western blotting analysis
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should be used in order to increase the overall sensitivity and specificity of the serological

detection of antibodies against M. hyorhinis.

Molecular detection

The use of gPCR for the quantification of the load of infectious agents has been widely
applied in veterinary research, with examples including different viral, bacterial, parasitic and

fungal agents (Leutenegger et al., 1999; Sedgley et al., 2005; Rockett et al., 2011; Liu et al., 2012).

In the field of mycoplasmology qPCR has also been applied in the detection and
quantification of a wide range of species including M. gallisepticum (Grodio et al., 2008), M.
mycoides cluster members (Fitzmaurice et al., 2008), M. agalactiae (Lorusso et al., 2007), M.
bovis (Sachse et al., 2010) and M. hyopneumoniae (Marois et al., 2010) demonstrating its

usefulness for the sensitive and specific detection of mycoplasmas.

The comparison with PCR/DGGE, a robust DNA detection technique applied for routine
veterinary diagnostics in various laboratories worldwide, demonstrated a 100 % correlation with
the results previously obtained as part of the diagnostic activities performed at the Mycoplasma
Group in AHVLA Weybridge, proving that M. hyorhinis rpoB qPCR could be considered as reliable

diagnostic technique for the routine detection of M. hyorhinis in clinical samples.

When comparing the different M. hyorhinis loads calculated by gPCR from samples
obtained from the experimental infection described in the chapter 3 of this thesis no statistically
significant differences could be found, in spite of the significant differences between groups

previously found when analysing other parameters such as gross pathology, microscopic changes
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and number of positive samples by PCR/DGGE, suggesting that the differences in M. hyorhinis
virulence are not related to an increment in the bacterial load detected in the infected animals

but possibly linked to intraspecific genetic variation in M. hyorhinis.

Other authors have been able to establish a link between mycoplasmal load and clinical
presentation in different hosts using gqPCR. Grodio and collaborators (2008) were able to
associate the presence of more severe cases of conjunctivitis in house finches (Carpodacus
mexicanus) with an increase in the number of M. gallisepticum cells detected by gPCR. Also
Sachse and collaborators (2010) described significant differences in the load of M. bovis between
animals presenting clinical mastitis and asymptomatic carriers. Based on these facts, and even
though no significant differences were obtained when using M. hyorhinis gPCR in experimentally
infected animals, the usefulness of this technique for quantification of the infection dynamics of

M. hyorhinis should not be underestimated.

Overall the two different diagnostic tests described in this chapter represent a good
addition to the analysis and understanding of M. hyorhinis infections in pig and represent a real
contribution to the field of veterinary diagnostics applied to the analysis of the infection

dynamics of this important porcine pathogenic microorganism.
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Appendix 4.1. Cloning reagents

- IPTG stock solution (0.1M)

IPTG

Add water to 50 ml final volume.

Filter sterilize and store at 4 °C.

- X-Gal (2 ml)

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside

Dissolve in 2 ml N,N’-dimethylformamide.

Cover with aluminium foil and store at —20 °C.

- LB medium (per litre)

Bacto®-tryptone (BD)

Bacto®-yeast extract (BD)

NaCl

Adjust pH to 7.0 with NaOH.

12¢g

100 mg

10g

58

5g
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- LB plates with ampicillin

Add 15 g agar to 1 litre of LB medium.

Autoclave.

Allow the medium to cool to 50 °C before adding ampicillin to a final concentration of 100

pg/ml.

Pour 30-35 ml of medium into 85 mm Petri dishes.

Let the agar harden.

Store at 4 °C for up to 1 month or at room temperature for up to 1 week.

- LB plates with ampicillin/IPTG/X-Gal

Make the LB plates with ampicillin as above; then supplement with 0.5mM IPTG and 80

ug/ml X-Gal and pour the plates.

Alternatively, 100 pl of 100 mM IPTG and 20l of 50 mg/ml X-Gal may be spread over the

surface of an LB ampicillin plate and allowed to absorb for 30 minutes at 37 °C prior to use.
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- SOC medium (100ml)

Bacto®-tryptone 2g
Bacto®-yeast extract 05¢g
1M NacCl 1ml
1M KCl 0.25 ml
2M Mg™* stock, filter-sterilized 1ml
2M Glucose, filter-sterilized 1ml

Add Bacto®-tryptone, Bacto®-yeast extract, NaCl and KCl to 97 ml distilled water.

Stir to dissolve. Autoclave and cool to room temperature.

Add 2M Mg** stock and 2M glucose, each to a final concentration of 20 mM. Bring to 100

ml with sterile, distilled water. The final pH should be 7.0.

2M Mg”* stock

MgCl,-6H20 2033¢g

MgS0,-7H20 24.65¢g

Add distilled water to 100 ml. Filter sterilize.
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Appendix 4.2. qPCR results

Table 1. qPCR results — field submissions

Relative Relative
ID PCR/DGGE result Cq copy ID PCR/DGGE result Cq copy
number number

5
101P11 M. arginini - - 279P11 M. hyorhinis 1642 1.54x10
102P11 M. hyopneumoniae - - 282P11 M. hyopneumoniae - -
105P11 Negative - - 283P10 M. hyosynoviae - -
106P11 M. hyopneumoniae - - 287P11 Unidentified band - -

2
108P11 Negative - - 28P11 M. hyorhinis 28.14  1.45x10

ini: 1
113P11 M. hyopneumoniae - - 20op10 M- fwerhinisand M. 5951 7.69x10
hyopneumoniae
- 5
14P10 M. hyopneumoniae - - 293p11 M fworhinisand M. 5851 116x10
hyopneumoniae
ini: 1
151P11 Negative - - 20ap11 M- Mvorhinsand M3y 38 1.16x10
hyopneumoniae
3
155P11 M. hyorhinis 24.84  1.03x10 296P10 M. hyopneumoniae - -
ini 1
157P11 Negative _ _ 29P10 M. hyorhinis an.d M. 31.98 1.48 x 10
hyopneumoniae
- 5
158P11 M. hyorhinis soop1o M- hvorhinisand M. 5403 15710
hyopneumoniae

4
15P10 Negative - - 308P10 M. hyorhinis 2064  1.26x10
165P10 Negative - ; sop10 M- fyorhinisand M. 3389 475

hyopneumoniae
165P11 Negative - - 30P11 M. arginini - -
176P10 M. hyopneumoniae - - 31P10 M. hyopneumoniae - -
5
179P11 M. hyorhinis 16.48  1.49x10° [ 328p11 Negative - -
184P10 Negative - - 336P10 Negative - -
184P11 Negative - - 347P10 Negative - -

4
186P11 Negative - - 362P10 M. hyorhinis 2015 1.68x10
187P10 M. hyopneumoniae - - 365P10 M. hyopneumoniae - -

ini: 1 3
188P10 M. hyorhinis an.d M. 29.21 7.69 x 10 374P10 M. hyorhinis 21.34 8.27 x 10
hyopneumoniae
188P11 M. hyopneumoniae - - 375P10 M. hyopneumoniae - -

2
192P11 M. hyopneumoniae - - 376P10 M. hyorhinis 25.61  6.53x10
194P11 M. hyopneumoniae - - 378P10 M. arginini - -

ini 2 2
196p11  M-hyorhinisand M. 3516 855x10” | 381p10 M. hyorhinis 2728 2.23x10
hyopneumoniae
197P10 No mycoplasmas - - 382P10 M. arginini - -
5
197P11 M. hyorhinis 1671 1.30x10 393P10 M. arginini - -
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1P10

203P11

204pP11

20P10
216P10
216P11
217P11
219P10
232P10
242P10
242p11
246P11
249P11
24P11

253P10

25P10

261P10

261P11

263P10
264P10
266P10
267P10
268P10
268P11
269P11

26P10

273P10

275P11

278P10

M. hyorhinis and M.

hyopneumoniae
M. hyopneumoniae

M. hyorhinis
M. hyopneumoniae
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
M. hyorhinis
M. hyopneumoniae
M. arginini
M. hyorhinis

Negative
M. hyorhinis

Negative

M. hyorhinis and M.

hyopneumoniae

Negative
Negative
Negative

M. hyosynoviae
Negative
Negative

M.hyorhinis
M. hyorhinis

M. hyopneumoniae

M. hyorhinis and M.

hyopneumoniae
M. hyopneumoniae

33.44

28.06

30.68

21.62

30.75

5.74

1.52x10°

1.30x 10°

6.08 x 10°
3.39x 10"

1.17x10°

2.96 x 10"

6.55 x 10°

2.85x 10"

396P10

39P11

3P10

42P11
43P10

477P10
54pP11
55p11
59P11
60P11
63pP11
65P11
73p11

7P11

81P11

82P11

83P10

83P11

84P10
86P11
87P11
88P10
89P10
8P10
90P10

90P11

91P10

95P10

9P10

M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae

M. suis

M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae

M. hyopneumoniae

Negative

M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae

Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative

M. hyopneumoniae

M. hyorhinis

M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae
M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae
M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae

Negative

M. hyorhinis
M. arginini
M. arginini
M. hyorhinis
M. hyosynoviae
M. hyorhinis
M. floculare

M. hyorhinis and M.
hyopneumoniae

M. hyorhinis
No mycoplasmas

No mycoplasmas

26.87

17.16

20.74

18.25

29.21

32.77

27.94

22.61

16.61

21.34

27.35

30.67

3.08x 10

9.94x 10

1.18x 10

5.20x 10

7.69 x 10

9.24

1.63x10

3.89x 10

1.38x10

8.27x 10

2.16x 10

3.03x10

2

4

4

4

1

2

3

5

3

2

1

243



Chapter IV - Appendices

Table 2. gPCR results — experimental infection. Cq and relative copy number in brackets. (* Positive

by PCR/DGGE against M. hyorhinisb Positive by PCR/DGGE against M. hyopneumoniae)

Nasal swabs (DPI) Lung tissue
0 7 14 21 28 PM (28 DPI)
+7(18.69,
127a = . = 3.72 x 10°) - =
< 129a 5 5 5 5 5 +°(18.48, 4.22 x 10%)
o > +(30.47,
3 S 130a = = 3.36x 10") - - -
. 3 +7(18.89,
& = 132a = . = . 1.80 x 10%) +7(16.81, 1.13 x 10°)
“ | 1348 | - - - - - -
+7(22.03,
135a - - - 3.89 x 10°) - -
111b 5 5 5 5 5 +°(25.78, 4.13 x 10%)
+°(31.48, +7(29.33,
< 113b = = 1.96 x 10) = 6.63 x 10") +7(20.68, 1.13 x 10)
& = +°(30.64,
N S 124b - - 3.04 x 10") - - -
T O a
S 3 +7(22.98,
~ =3 133b - - = = 2.89 x 10°) +7(22.52,2.84 x 10°)
& 136b | - - - - - -
+7(28.02, +7(27.46,
137b 1.44 x 10%) 1.41 x 10%) +°(24.44,1.21 x 10°)

o 117e - - - - - -
o
2 118e - - - - - -
s

125¢ - - - - - -
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Table 3. qPCR results — research samples

Relative Relative
ID Origin Cq copy ID Origin Cq copy

number number

Reference ited . 4

strain - Unite 14.98 8.68 x 10 3 . Cjna;v ' 15.29 8.86 x 10
BTS-7 States slands - Spain

Rmr 3 Spain 16.65 3.32x 10" 22 Canary 15.93 4.54x 10"
Islands - Spain

Rmr 7 Spain 14.89 1.16x10° 25 Canary 1458  113x10°
Islands - Spain

Rmr 8 Spain 16.26 4.64x 10 36 Canary 16.31 3.25x 10°
Islands - Spain

Rmr 9 Spain 14.67 9.89x 10" 45 Canary 1450 1.20x 10°
Islands - Spain

Rmr 10 Spain 1497  1.01x10° 46 Canary 1613  3.68x10"
Islands - Spain

Rmr 11 Spain 1578 3.19x10° 54 Canary 1480  1.23x10°
Islands - Spain

Rmr 12 Spain 16.63 3.36x 10" 62 Canary 1646  3.76x 10"
Islands - Spain

Rmr 14 Spain 15.04 1.17x10° 65 Camary 14,95 1.24x10°
Islands - Spain

Rmr 15 Spain 16.42 4.68x 10" 76 Canary 1580 3.15x 10°
Islands - Spain

Rmr 16 Spain 1513 1.02x10° D Canary 1544  895x10°
Islands - Spain

Rmr 17 Spain 16.80  3.40x10° P Canary 1443  1.12x10°
Islands - Spain

Rmr 18 Spain 1562  3.57x10° U Canary 1576  4.49x10"
Islands - Spain

Rmr 19 Spain 1482 859x10° z Canary 1612  3.26x10"
Islands - Spain

Rmr 20 Spain 1452 9.79x10° 881 Canary 1435  1.19x10°
Islands - Spain

Rmr 21 Spain 15.96 3.64x 10" ove 1 Canary 16,14 3.22x 10
Islands - Spain

Rmr 22 Spain 14.19 1.18x10° GC37 Canary 1559 4.45x 10*
Islands - Spain

Canary

4 Islands - 15.97 3.18 x 10 GC91 Canary 15.79 3.60 x 10*

Spai Islands - Spain
pain
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Table 3. gPCR results — Common Mycoplasma species reference strains and porcine bacterial

isolates
Isolate Species Cq Relative copy
number
J M. hyopneumoniae ° - -
S16 M. hyosynoviae ° - -
H3-6B-F M. hyopharyngis ° - -
Ms42 M. flocculare © - -
G230 M. arginini ° - -
Y04779 Bordetella bronchiseptica b - -
Y04744 Pasteurella multocida - -
Y04243 Actinobacillus suis ° - -
Y04436 Trueperella pyogenes b - -
1374 Haemophilus parasuis ° - -
735 Streptococcus suis ° - -
M62 Actinobacillus pleuropneumoniae ° - -
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5. Conclusiones

Primera:

Las técnicas de tipificacion RAPD, PFGE y Southern blotting demostraron ser de utilidad
para la tipificacion de M. hyorhinis siendo VNTR la técnica de tipificacién recomendada para la

caracterizacion de la variacidn genética de este microorganismo.

Segunda:

Las cepas de campo de M. hyorhinis presentan una limita variabilidad a nivel antigénico
tras el analisis de Western blotting demostrandose la presencia de varias componentes
antigénicos destacados y localizados en la dreas correspondientes al 25, 40 — 46 y 120 kDa de

peso molecular aparente.

Tercera:

El uso del coeficiente de Wallace para el célculo de la correlacidn entre los resultados de
técnicas de tipificacion demostrd ser util al aplicarse al analisis de M. hyorhinis, corroborando
que las técnicas de tipificacion aplicadas a la caracterizacion de este microorganismo presentan
un limitada nivel de asociacion entre ellas e indicando que la correcta seleccion de técnicas de

tipificacién estard supeditada al estudio de epidemiologia molecular en cuestion a realizar.
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Cuarta:

M. hyorhinis en capaz de producir lesiones respiratorias indistinguibles a nivel
macroscépico e histopatoldgico de aquellas observadas en casos de NEP causados por M.
hyoneumoniae, ademas de demostrarse una variabilidad en la virulencia de cepas de campo de

M. hyorhinis.

Quinta:

El uso de inoculacién trans-traqueal en combinacién con la aplicacién de isofluorano como
agente anestésico puede ser usado satisfactoriamente para el desarrollo de modelos
experimentales de infeccién causados por micoplasma en cerdos ademas de producir una mejora
en la reproducibilidad y bienestar animal debido a limitada invasividad y rapida induccion y

recuperacion de los animales tras la anestesia.

Sexta:

El uso de PCR/DGGE para el seguimiento de la excrecién o presencia de M. hyorhinis y M.
hyopneumoniae en hisopos nasales y tejido pulmonares demostrd ser gran utilidad aunque la
correlacion entre los resultados obtenidos entre los diferentes tipos de muestra es baja. El
anadlisis de tejido pulmonar presentd una mayor correlaciéon con las presentacidén y lesiones
macro y microscépicas por lo se debe considerar como una muestra indispensable en infecciones

experimentales con estos microorganismos.
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Séptima:

La técnica de Western blotting presenta una gran utilidad para el estudio de la evolucion
de la respuesta inmune y para el diagnéstico seroldgico de M. hyorhinis. A su vez el hallazgo de
varias proteinas inmunodominates, entre las que destacan las presentadas en la region
comprendida entre los 40 y 46 kDa de peso molecular aparente, presentan un gran potencial
para ser utilizadas en el desarrollo de técnicas de diagndstico mejoradas ademas de poder jugar
un papel dentro del desarrollo de vacunas de subunidad o recombinantes frente a la enfermedad

causada por M. hyorhinis.

Octava:

El uso de la técnica de ELISA indirecto para la deteccién de M. hyorhinis puede ser Util para
el estudios de seroprevalencia en M.hyorhinis ademds de presentar el potencial de ser
combinada con la técnica de Western blotting con el fin de producir un andlisis seroldogico mas

sensible y especifico.

Novena:

La técnica de gPCR aplicada a la deteccién de M. hyorhinis demostrd ser una técnica
rapida y fiable para la deteccién de ADN de este microorganismo, como una alta sensibilidad,
menor a 10 copias, y un 100 % de especificidad y correlacidn con los resultados obtenidos por

PCR/DGGE. Ademas, la capacidad de cuantificacion permite que esta técnica pueda ser usada
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como indicador de la carga bacteriana que pueda servir como data suplementario para el analisis

de la posible implicacién de M. hyorhinis en cuadros de neumonia porcina.

Decima:

La falta de diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de copias relativo
de M. hyorhinis encontrada en grupos con diferentes grados de lesiones pulmonares a nivel
micro y macroscopico sugiere que las diferencias en virulencia entre cepas de este
microorganismo no estan asociadas a un incremento en el numero de células de M. hyorhinis en
hisopos nasales o tejido pulmonar, debiendose probablemente a variaciones genéticas

intraespecie.
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6. Resumen

Aunque el papel de Mycoplasma hyorhinis como organismo patégeno en ganado porcino
se ha encontrado asociado por lo general a cuadros de artritis, otitis y poliserositis, diversos
estudios epidemioldgico recientes han sido capaces de demostrar la posible implicacion de este
microorganismo como agente etioldgico primario en cuadros de enfermedad respiratoria en
cerdos, con una presentacién clinica compatible con aquella causada por M. hyopneumoniae, el
agente etioldgico clasico de la neumonia enzodtica porcina, y con cuadros de enfermedad

respiratoria asociada al complejo respiratorio porcino.

Debido al limitado conocimiento de la variabilidad genética y antigénica de este
microorganismo decidimos enfocar la primera de parte de esta tesis al estudio y desarrollo de
diversas técnicas de tipificacion molecular para el analisis de M. hyorhinis. Dentro de este grupo
de técnicas desarrolladas, entre las que se encontraron las técnicas de RAPD, PFGE, Southern
blotting, cabe destacar la técnica de VNTR, que tras nuestro analisis destaca como la herramienta
de eleccion para la tipificacion y analisis de la epidemiologia molecular de M. hyorhinis. En lo que
respecta al analisis antigénico se demostrd una escasa variabilidad entre aislados con origenes
geograficos distantes, evidencidndose la presencia de componentes antigénicos
inmunodominantes altamente conservados que pueden jugar un papel importante en el futuro
desarrollo de herramientas enfocadas a la prevencién y control de este microorganismo, como

puede ser el caso de vacunas de subunidades o recombinantes.

Junto con el estudio de la varabilidad proteica y genética, y con el fin de demostrar la

capacidad de M. hyorhinis para causar cuadros de neumonia en lechones, se desarrolld un
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modelo experimental de infeccidén en estos animales. Gracias a este modelo se pudo demostrar
como M. hyorhinis es capaz de producir lesiones pulmonares indistinguibles a nivel micro y
macroscépica de aquellas producidas por el agente clasico de la NEP, M. hyopenumoniae. Estos
datos, ademas de demostrar la evidencia observada en estudios epidemiolégicos de campo,
ponen en duda todos aquellos resultados diagndsticos basados Unicamente en la evidencia

clinica y patoldgica sin demostracion del agente etildgico.

Con el fin de mejorar las herramientas diagndsticas aplicadas a M. hyorhinis y para
proporcionar herramientas fiables para la deteccién de la respuesta inmune y presencia de este
microorganismo en cerdos decidimos desarrollar dos técnicas ampliamente empleadas en el
diagndstico de enfermedad en el area de la sanidad animal, la técnica del ELISA indirecto para la
deteccién de anticuerpos frente a M. hyorhinis y la PCR cuantitativa a tiempo real para la
deteccion rdpida, sensible y especifica de ADN de este microorganismo. Ambas técnicas
demostraron ser de gran utilidad para el analisis de infecciones causadas por M. hyorhinis y junto
con la técnica de Western blotting desarrollada en esta tesis suponen una contribucidn real en el
campo del diagndstico veterinario aplicado al analisis de infecciones causadas por este

importante microorganismo patdgeno porcino.
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7. Summary

Even though the role of M. hyorhinis as a porcine pathogen has been usually associated to
cases of arthritis, otitis and poliserositis, various recent epidemiological studies have been able to
prove the significant part that this organism plays as a primary etiological agent in cases of
porcine respiratory disease compatible with those observed in enzootic pneumonia caused by M.

hyopneumoniae and in the porcine respiratory disease complex.

Due to the limited knowledge regarding the genetic and antigenic variability of this
microorganism, we decided to focus the first part of this thesis in the development and analysis
of various molecular typing techniques applied to the characterisation of M. hyorhinis. From the
various molecular typing techniques analysed, which included RAPD, PFGE and Southern blotting,
VNTR stood out as the most suitable technique for the molecular typing of M. hyorhinis due to its
easy interpretation and discriminatory power. The antigenic analysis, based on Western blotting,
showed a high similarity between M. hyorhinis isolates sourced from different geographical
origins demonstrating the presence of some highly conserved and immunodominant antigenic
determinants that could play a role in the future development of prevention and control tools

against this microorganism, including for example recombinant or sub-unit vaccines.

In addition to the genetic and antigenic variability analysis performed as part of this thesis
we also evaluated the pathogenic ability of M. hyorhinis in cases of pneumonia in piglets by the
development of an experimental model of respiratory infection in those animals. Our model was
able to induce respiratory disease with clinical presentation and lesions indistinguishable from

those produced by M. hyopneumoniae. Our data confirms the evidence observed in field
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epidemiology studies challenging those diagnostic results for enzootic pneumonia solely based of

clinical and pathological evidence without demonstration of the etilogical agent.

In order to improve the diagnostic tools applied to M. hyorhinis and with the aim of
providing reliable and robust techniques for the detection of the immune response and presence
of the microorganism in pig we decided to develop two assays widely applied in the field of
animal health diagnosis, the indirect ELISA test for the detection of antibodies against M.
hyorhinis and the real time quantitative PCR for the rapid, sensitive and specific detection of DNA
from this microorganism. Both techniques proved to be of great use for the analysis of infection
caused by M. hyorhinis and together with the Western blotting test developed in this thesis
represent a real contribution to the field of veterinary diagnostics applied to the analysis of the

infection dynamics of this important porcine pathogenic microorganism.
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