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DESCRIPCION

Procedimiento para la deteccidn, identificacion y tipado de Haemophilus parasuis (Sistema DITPAR).
Sector de la técnica

Diagndstico de Procesos Respiratorios Bacterianos en el Cerdo. Métodos de Diagnéstico Molecular.
Estado de la técnica

En el sector ganadero, la produccién porcina intensiva que, a nivel mundial, se concentra en paises como EE.UU.,
Canadd, Holanda, Alemania, Rusia y algunos paises de Europa del Este, posee una gran importancia econdémica que
alcanza anualmente billones de ddlares. Espafia es a la vez que un reputado pais consumidor, un exportador tradicional.
En cualquier caso, el grado de tecnificacién de la porcinocultura solo admite comparacién con la avicultura.

En las modernas granjas “saneadas” se han producido cambios estructurales (aumento del tamafio, compartimenta-
cién de las naves, producciéon en multiples sitios) y funcionales (destete precoz, sistemas de produccién “todo dentro-
todo fuera”, etc.) que a la vez que mejoras zootécnicas (indices de reproduccion y crecimiento) han sido la causa de
progresos 5 sanitarios evidentes, en particular, la prictica desaparicion de las diarreas por Escherichia coli, salmonelo-
sis (Salmonella choleraesuis) o disenteria (Serpulina hyodysenteriae). Sin embargo, estas mejoras, han coincidido con
una auténtica explosién de problemas de naturaleza septicémica post-destete, en cuyo origen se encuentran A. suis, H.
parasuis y E. coli, ala vez que con un aumento en el nimero de casos de epidermitis exudativa y septicemias por A.
suis durante la fase de maternidad. En los cebaderos se han incrementado los problemas por Lawsonia intracelularis,
por Serpulina pilicosi, por A. suis y H. parasuis, con una transformacion de los cuadros clinicos originados por los
mycoplasmas que pasan de procesos cronicos a manifestaciones agudas e intensas. También se observan problemas
de naturaleza virica, como es el caso del PRSS (sindrome respiratorio y reproductivo porcino) y otros.

H. parasuis se presenta solo en el cerdo. Morfolégicamente se presentan como bacilos pleomérficos, de tamafio
variable, que tienen en el tracto respiratorio superior del cerdo, su lugar de residencia habitual, aunque puede per-
manecer algiin tiempo en el ambiente exterior, en el que sobrevive escasamente. Su poblacion es extremadamente
heterogénea, segtin se desprende de los estudios llevados a cabo con procedimientos fenotipicos (reacciones bioquimi-
cas), inmunoldgicos (serotipado) o moleculares (tipado por restriccién del DNA -dcido desoxirribonucléico- y SDS-
PAGE electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sédico).

La introduccion de H. parasuis en explotaciones sin experiencia inmunolégica por ausencia de contacto anterior
con el agente, puede ser la causa de brotes de gravedad extraordinaria, auténticamente devastadores, en animales de
cualquier edad. Otras veces se asocia a los cambios de manejo u otras causas de estrés en los lechones. Los signos
clinicos incluyen muerte subita, signos neuroldgicos, anorexia, inflamacion articular, claudicaciones y cojeras con
resistencia al desplazamiento, reclinacién lateral, dificultad respiratoria, fiebre, descarga nasal, abortos, inflamacién
auricular, tos corta (por lo general, 2-3 episodios) y cianosis. Macroscépicamente, las lesiones incluyen artritis, pleu-
ritis, pericarditis, peritonitis, meningitis, poliserositis, rinitis y periorquitis. En brotes agudos, se han descrito estados
septicémicos, sin poliserositis fibrinosa.

H. parasuis se aisla, con regularidad, de lesiones neuménicas, aunque no se conoce bien su patogénesis en ellas.
En condiciones experimentales, con cerdos SPF (specific pathogen free) obtenidos por cesdrea y privados de calostro,
no es fécil reproducir los cuadros respiratorios.

Desde el punto de vista antigénico, mediante el uso del sistema de Kielstein y Rapp-Gabrielson (KRG) se admiten
hasta la fecha, un total de 15 serotipos en H. parasuis. El procedimiento se basa en la presencia de antigenos termoes-
tables entre los que, al menos en teoria, se incluyen proteinas de membrana externa, capsula y LPS (lipopolisacarido).
A nivel mundial, se describe el predominio generalizado de algunos tipos; en los EE.UU., por ejemplo, el 4% de los
aislamientos pertenecen a los serotipos 4 y/o 5, mientras que los serotipos 2, 12, 13 y/o 14, se reparten otro 35% y el
resto incluye un 15% de cepas no tipables y, aproximadamente, un 10% en el que puede aparecer cualquiera de los se-
rotipos restantes. Los resultados de otros paises, como es el caso de Alemania, no varian sustancialmente, y en Japon,
se mantiene el predominio del serotipo 5, con abundancia (68°3%) de cepas no tipables, mientras que en Australia la
incidencia mds alta corresponde a los serotipos 4, Sy 13.

No existe una idea clara que relacione serotipo con virulencia pues, aunque en los primeros estudios se sefialé que
los serotipos 1 y 5 eran los mds virulentos mientras que los serotipos 2, 3, 4, 6 y 7 eran avirulentos, otras veces se
incluyen entre los primeros, también, a los serotipos 10, 12, 13 y 14, mientras que los serotipos 2, 4, 8 y 15 serfan
capaces de producir poliserositis, pero no la muerte, y los serotipos 3, 6, 7, 9 y 11, se mantendrian como avirulentos.
Aunque no resulta ficil interpretar estas variaciones en los datos sefialados, 1a mayoria se inclina por responsabilizar de
los mismos a variaciones de distinto alcance que afectarian al ambiente o, por el contrario, a la propia cepa microbiana,
el hospedador o la presencia de otros agentes (bacterias o virus).

Hasta la fecha no se ha descrito ningtin factor de virulencia de caracter téxico. Se ha sefialado una transferrina con
especificidad de especie y una neuraminidasa que se expresa in vitro, en cultivo, al final de una larga fase logaritmica
y que parece pudiera estar relacionada con la exposicion de puntos de adherencia o como ligando, para la provisién
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de nutrientes. También se especula con el interés del LPS como factor de virulencia, cuya presencia en sangre parece
que se relacionaria con la aparicién de trombos (trombosis) y estados de coagulacién intravascular diseminada.

Hasta ahora no se dispone de métodos que separen las cepas patégenas de H. parasuis pues, como se ha sefialado,
las relaciones descritas entre serotipos y patogenicidad no son homogéneas y, ademds, no se puede asegurar la base
del tipado y el ndmero de cepas no tipables es muy elevado en todos los estudios.

Tampoco se dispone de métodos comerciales para la deteccion y diagnéstico de la enfermedad. Con carécter
interno, algunos laboratorios japoneses y daneses, utilizan una prueba de fijacién del complemento que presenta el
inconveniente del poder pro y anticomplementario natural del suero porcino, ademds de la existencia de numerosas
reacciones cruzadas entre serotipos. Por otra parte, como en la mayoria de las granjas estan presentes de forma habitual
muchos serotipos de H. parasuis sin relacién con enfermedad clinica, desde el punto de vista epidemiolégico, la
utilidad de un sistema de diagndstico basado en la respuesta inmune (seroldgico) es muy discutible.

No se dispone de vacunas especificas. A titulo individual, en una granja concreta, el uso del antigeno de la cepa
que predomina y a la que se relaciona con la patologia podria ser utilizado con fines vacunales. Cuando se introducen
animales nuevos en granjas infectadas con cepas virulentas de H. parasuis, los animales deberian ser vacunados antes
de la introduccidn e incluso recibir tratamiento antibidtico previo a la llegada, justo antes de la recepcién, bien por via
parenteral o por via oral. El problema podria aliviarse, también, con el aislamiento de los animales a la llegada y la
introduccion gradual en las naves,

Actinobacillus minor, A. porcinus y A. indolicus antes conocidos, respectivamente, como grupo minor, taxones D y
E y, tax6n F, comparten localizacién pulmonar con H. parasuis, A. pleuropneumoniae y A. suis pero, al contrario que
ellas, no son patégenas y forman parte de la flora respiratoria normal. Su presencia, sin embargo, puede adquirir gran
importancia practica pues interfieren con facilidad en la deteccion e identificacién debido a su caracter de dependencia
del factor V, que comparten con los dos primeros. Los criterios microbioldgicos que se utilizan habitualmente en la
deteccion e identificacion de estos microorganismos, resultan insuficientes para resolver la asignacién de una cepa
aislada a H. parasuis o a las cepas apatdgenas, puesto que las caracteristicas bioquimicas son idénticas. En rigor, solo
se han clasificado mediante el andlisis del gen del ARN ribosomal 16S. Puede afirmarse que, en general y en todos
los 4mbitos, las técnicas de diagndstico molecular estan sustituyendo progresivamente a los métodos convencionales,
tanto por su rapidez, como su sensibilidad, fiabilidad y reproductibilidad.

Debe quedar claro, por tanto, el interés de disponer de herramientas o reactivos para el diagndstico y prevencion,
tanto en el caso de H. parasuis como de A. suis.

En lo que se refiere a la deteccién, identificacion y tipificacién de H. parasuis mediante procedimientos mole-
culares, hasta la fecha se carece de métodos disponibles, ni a nivel de laboratorios especializados ni, por supuesto,
comercializados por empresa alguna, en nuestro conocimiento Hasta la fecha, la deteccidn se realiza mediante el culti-
vo de las muestras de material clinico del animal enfermo o, més frecuentemente, el caddver, utilizando procedimientos
convencionales de bacteriologia. La identificacién se lleva a cabo mediante pruebas bioquimicas y, el tipado (tipifica-
cién) mediante un sistema de clasificacion serolégico que adolece de problemas de diferenciacion e interpretacion en
su significado real, al menos, desde el punto de vista clinico.

Explicacion de la invencion

Se describe un procedimiento para la deteccidn, identificacion y tipificacion de H. parasuis, el agente de la en-
fermedad de Glésser del ganado porcino. Brevemente, el procedimiento se basa en la amplificacion, por una técnica
de PCR, de una region del genoma de la bacteria con homologia a los genes tbpA, que codifican para una proteina
receptora de transferrina sérica porcina. Cuando el procedimiento se aplica directamente a la bacteria de referencia (H.
parasuis) se obtienen, mediante electroforesis en gel de agarosa, un producto de amplificacién de 1’9 Kb, distinto al
de 2’8 Kb, que se obtiene cuando se procede a la amplificacién del mismo gen a partir de otras bacterias de la misma
familia Pasteurellaceae que se aislan en los mismos medios que H. parasuis y que no se diferencian por otros procedi-
mientos, ademds de que otras especies de este grupo no amplifican. El método puede aplicarse, indistintamente, a un
cultivo puro de las bacterias, a cultivos mixtos o muestras clinicas, incluyendo tanto liquidos o secreciones bioldgicas
(exudados nasales) como a tejidos sélidos (muestras de tejido pulmonar).

La especificidad del procedimiento se basa, por tanto, en el diferente resultado de la amplificacién por PCR después
del uso de la pareja de primers (cebadores) DITPAR-tbpA-55 y DITPAR-tbpA-33 sobre H. parasuis y otras especies
de la familia Pasteurellaceae, habitualmente colonizadores del tracto respiratorio superior del cerdo, relacionadas o no
con procesos patoldgicos. Las variaciones en la secuencia de los genes tbpA permiten el disefio de primers adecuados
para el fin que se propone y en las condiciones de amplificacién

Como se ha sefialado, mientras que en H. parasuis se obtiene un producto de 1’9 Kb, en A. pleuropneumoniae y A.
suis se obtiene un producto de 2’8 Kb y en el caso de A. minor, A. porcinus y A. inddlicus, no se obtiene amplificacion.

Modo de realizacion de la invencion
Existen diversos protocolos que permiten obtener los resultados deseados. El aspecto critico es la utilizacién de los
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primers descritos mediante los protocolos de PCR que proporcionan la amplificacién adecuada. A modo de ejemplo
se describe a continuacién un protocolo general que conduce a resultados satisfactorios.

Muestras

El sustrato de la reaccion esté representado por cultivos, lisados de cultivos y/o extractos de tejidos. En todo caso,
estos materiales representan la fuente de DNA bacteriano.

Preparacion de la muestra

Incluye todo protocolo de procesamiento de muestras para el diagndstico por PCR de enfermedades bacterianas.
En el caso particular de los cultivos puros, para su obtencién, se utiliza la metodologia convencional para el cultivo,
en el laboratorio, de los aislamientos, tanto de H. parasuis, como de los otros microorganismos con los que, el método
propuesto, consigue la diferenciacién. Pueden utilizarse los siguientes medios de cultivo comercializados o cualquier
modificacion de los mismos que mejore los rendimientos, en términos de cultivo.

Agar TSA (4gar de soja tripticaseina). Puede utilizarse la férmula que comercializa la firma “Biolife”, aunque sirve
cualquiera. Incluye por litro, 15 g de peptona de caseina, 5 de peptona de soja, 5 de cloruro sédico y 15 de dgar Bios
LL. El pH final es de 7°3. La preparacion se ejecuta siguiendo las indicaciones del fabricante.

Agar PPLO (agar “pleuro pneumoniae like organisms”). Puede utilizarse la férmula que comercializa la firma
“Difco”, aunque sirve cualquiera. Incluye, por litro, 5 g de extracto de corazén de ternera, 10 g de triptona, 5 g de
cloruro sédico y 15 g de agar. El pH final de ser de 7°6. Se prepara siguiendo las instrucciones del fabricante.

Agar Infusion de Cerebro y Corazon (BHIA). Puede utilizarse cualquier férmula de las disponibles en el mercado.
Por regla general, por litro, incluye 20 g de infusién de cerebro de ternera, 25 g de infusién de corazén de bovino, 10
g de mezcla de peptonas, 5 g de cloruro sédico, 2’5 g de fosfato dipotésico, 2 g de dextrosay 15 g de agar. El pH final
debe ser de 7°4 y en la preparacion, se sigue las instrucciones del fabricante.

Agar Chocolate. Se utiliza una base de las varias disponibles en el mercado, en cuya preparacion se siguen las
instrucciones del fabricante. Por ejemplo, puede utilizarse como base el Agar GC, de la firma “Difco”. Después de la
esterilizacion en el autoclave, se mantiene en bafio maria a 50°C, hasta que alcanza esa temperatura. Después se anade
un 5% de sangre desfibrinada, estéril, de caballo (obtenida directamente o a partir de un proveedor, por ejemplo, la
firma Oxoid), subiendo la temperatura del bafio hasta 80°C y manteniéndola estable durante 5 minutos, hasta provocar
la lisis de los eritrocitos. Después de un nuevo enfriamiento a 45-50°C, se afiaden los suplementos nutritivos (factores
de crecimiento) para las especies V-dependientes de los géneros Haemophilus y Actinobacillus (H. parasuis y las
Actinobacillus spp citadas), en particular, 0°025% de NAD (nicotinamida adenina dinucleétido). Con caracter general
se afiade, también, 0’ 1% de glucosa.

Agar Sangre. Se utiliza una base comtin para dgar sangre, por ejemplo, la proporcionada por “Difco”, a la que una
vez preparada siguiendo las instrucciones del fabricante, se le afiade un 5% de sangre desfibrinada estéril de carnero
(obtenida directamente, o a partir de un proveedor, por ejemplo Oxoid).

En el caso de muestras clinicas, tienen tal consideracién las muestras de fluidos obtenidos a partir de secreciones
nasales (fosas nasales) o los obtenidos del parénquima pulmonar, o de cualquier otro tejido, mediante la impregnacién
de hisopos estériles. Con los hisopos se obtiene una suspension en un buffer fosfato (PBS) estéril, que se procesa
inmediatamente. Las muestras de tejidos s6lidos se obtienen de los pulmones de los animales; con ese propdsito, una
vez extraidos los érganos de la cavidad tordcica, y elegida la zona de muestreo por la presencia de lesiones sospechosas,
se cauteriza directamente con una espdtula calentada al rojo en la llama de un mechero y se procede a realizar uno o
dos cortes en el tejido con ayuda de un instrumento cortante y estéril (cuchillo, bisturi, etc.) Penetrando en la hendidura
con el hisopo estéril, se obtienen muestras liquidas, a las que nos hemos referido antes Ademads, se practican cortes
para obtener pequefios fragmentos en forma de cubo, de aproximadamente 2 x 2 x 2 mm de largo, ancho y alto, que
son trasladados a bolsas, placas o morteros estériles, donde son completamente machacados, hasta formar una pasta,
que después se homogeiniza con PBS. Después de una centrifugacién suave (2.000 rpm durante 5 minutos), la muestra
estd lista para su utilizacion en el paso siguiente.

Obtencion del DNA genomico

Se incluye aqui, con validez, cualquier protocolo de utilidad en la extraccion de DNA gendmico. Con caricter
particular, a partir de cultivos bacterianos puros se obtuvo DNA de alta calidad y limpieza mediante un protocolo de
lisis con proteinasa K y lisozima, con limpieza posterior mediante un procedimiento de extraccidn fenol-cloroformo.
Brevemente, se resuspende el crecimiento bacteriano obtenido en los medios de cultivo, sefialados antes, después de
10 horas de incubacién a 37°C (fase logaritmica tardia), en tampén TE (10mM TrisCl y 1 mM EDTA, de pH 8°0). La
suspension se incuba 3 h a 37°C en una mezcla de SDS (dodecil sulfato sédico) al 0’5% y 100 ug/ml de proteinasa K,
con una pequefia cantidad, no definida, de lisozima en polvo. Al término de ese periodo, se lleva a cabo una segunda
incubacién a 65°C durante 10 minutos, después de haber afiadido 100 ul de SM NaCl y 80 ul de CTAB (bromuro
de hexadecil-trimetil amonio)/NaCl (10% de CTAB en 0’7 M NaCl). A partir de aqui, el DNA se purifica mediante
extracciones sucesivas en fenol-cloroformo-isoamilico, hasta que la interfase esta desprovista de residuos, punto en
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el que se aplica una dltima extraccién, ahora con cloroformo- isoamilico, para asegurar la eliminacién completa del
fenol La fase acuosa resultante se precipita manteniéndola a -80°C durante 30 minutos, con dos voltimenes de etanol
absoluto, en frio. El DNA se sedimenta centrifugando a 15.000 rpm durante 30 minutos y, después de un lavado en
etanol al 70%, se resuspende en agua destilada estéril. Puede utilizarse, también, una variante de este método, mas
simplificada, en base al uso de un tampdn de lisis en el que se resuspenden varias colonias, precalentando a 56°C 1 h,
al término de la cual se calienta hasta ebullicién (100°C) en bafio de agua durante 15 minutos. En cualquier caso, el
producto final se conserva a -20°C.

En el caso de muestras clinicas (sélidas y liquidas), se utiliza la resina comercial Gene Clean (Biorad Lab.) en la
que se resuspende el sobrenadante procedente de su procesado (ver antes).

Primers (cebadores)

Se disefiaron en base al andlisis de las secuencias del gen tbpA de H. parasuis, serotipos 2, 3 y 5 (resultados propios;
datos sin publicar). La secuencia de los cebadores es, en el caso del DITPAR-tbpA-55: “5’-TTA GCC TTC CTC TTC
TTA GCC-3”, mientras que en el caso del DITPAR-tbpA-33, la secuencia es: “5°-AAG CTT GAA ACT AAG GTA
CTC TAA-3”.

Condiciones de amplificacion

Las de cualquier protocolo de amplificacién por PCR, entre las que se cuentan la presencia de polimerasa termo-
estable, dNTPs (desoxirribonucleosido trifosfato) y condiciones de fuerza iénica [CIMg**] y pH adecuados para la
accion de la enzima. A modo de ejemplo, por cada 5 ul de DNA gendmico se utilizan 4 U de Taq polimerasa de DNA,
2’5 mM MgCl,, 10 ul de buffer de amplificacién a concentracién 10 x (160 mM (NH,),SO,, 670 mM Tris-HCI de pH
8’8 a 25°C, y 0°1% de Tween-20). Se utilizan, ademads, 50 picomoles (7M) de cada primer, 0’2 mM de cada ANTP y
agua bidestilada, hasta un volumen final de 100 ul.

Las condiciones 6ptimas de ejecucion incluyen:
1. Desnaturalizacion previa a 94°C durante 5 min
2. Desnaturalizacién en cada ciclo a 94°C durante 1 min
3. Alineamiento (hibridacién) a 50°C durante 1 minuto
4. FElongacion (extensién) en cada ciclo a 72°C durante 3 min
5. Elongacion final a 72°C durante 10 min
6. Mantenimiento a 4°C hasta el andlisis
7. Nuamero de ciclos: 35
El protocolo de PCR, cuando se lleva a cabo la deteccion directa a partir de las muestras clinicas, se modifica
ligeramente: Se utilizan 5 U de Taq polimerasa de DNA, 1’85 mM de MgCl, y una temperatura de desnaturalizacién
previa de 95°C durante 6 minutos. El resto de los pasos es similar al descrito.
Deteccion
La deteccion del producto y el célculo de su tamafio molecular, se lleva a cabo mediante un procedimiento de
electroforesis en gel con 1% de agarosa en tampo6n Tris-borato-EDTA con 0’5 ug de bromuro de etidio por ml. En
cualquier caso, es necesario incluir un patrén de peso molecular, como referencia, para el cdlculo del tamafio.
Sensibilidad
En el caso de cultivos bacterianos, en los que el manipulado y procesado de la muestra influye de modo importante,
la sensibilidad del método oscila entre 5 y 50 UFC (unidades formadoras de colonias). Para su determinacién se
utilizan diluciones decimales de cultivos de H. parasuis (serotipo 2), desde 1’11 x 10® hasta 1°11 x 10° UFC/ml
diluidas en DMEM (GibcoBRL, referencia 21969-027), procesando 100 ul de cada dilucién y utilizando 5 ul de cada
muestra como plantillas para la amplificacién por PCR. Las células viables (UFC) se contaron, por triplicado, sobre
agar TSA con 0°025% de NAD, llevando a cabo los recuentos después de 24 horas de incubacién a 37°C. Todas las
determinaciones de sensibilidad se han llevado a cabo por duplicado.
La determinacién de la sensibilidad llevada a cabo a partir de diluciones de una suspension inicial de DNA ge-
némico de alta calidad y concentracién conocida ha permitido establecer, en el caso de los serotipos 1, 2y 5 de H.

parasuis los limites minimos detectables en valores de 4.800, 675 y 636 pg, respectivamente. En el caso de A. suis, el
minimo valor de DNA detectable, mediante este procedimiento, es de 812 pg.
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Andlisis por restriccion (RFLP) de los productos PCR

El uso de tres enzimas de restriccion, que se sefialan, permite la diferenciacién de tipos genéticos en H. parasuis.

Enzima Sitio de corte Temperatura de
(restriccion) actuacion (°C)
Aval ClPiCGPuG 37
Taql T|CGA 65
Rsal GT|AC 37

| sitio de corte; Pi: cualquier base pirimidinica; Pu: cualquier base purica

El volumen de utilizacién del producto PCR se condiciona al rendimiento de la reaccién, alto o bajo (3 ul en el
caso del rendimiento alto y 5 ul en el caso de rendimiento bajo), mientras que las digestiones se llevan a cabo siempre
con 1 ul de la enzima en 20 ul de volumen total. Las condiciones especificas de uso de cada enzima (temperatura,
concentracion de solutos, etc.) son fijadas por el proveedor (por lo general New England Biolabs).

Los genes tbpA de los 15 serotipos se distribuyeron en 12 grupos en funcién de los perfiles de restriccion. Solo se
repite, en mas de una cepa de referencia (serotipos 5, 12, 14 y 15), el perfil combinado EDBE. La mayor diversidad.
individual se obtiene con la enzima Rsal (9 tipos) y la menor con Aval (3 tipos). Los resultados mas faciles de
interpretar se obtienen con las enzimas Aval y Tagl. En las digestiones con Aval se obtienen entre 1 y 3 fragmentos
dependiendo de que en la secuencia existan 0, 1 6 2 puntos de corte. En la tabla, se recogen los resultados obtenidos
con las 15 cepas de referencia de los serotipos de H. parasuis.

Serotipo Taql Aval Rsal Tagl-Rsal | Tagl-Aval | Aval-Rsal Taql-
Aval-Rsal
1 A A A AA AA AA AAAA
2 B B B BB BB BB BBBB
3 C C C CcC CcC CcC CCcCC
4 B A D BD BA AD DBAD
5 D B E DE DB BE EDBE
6 B A F BF BA AF DBAF
7 E C G EG EC CG FECG
8 B A H BH BA AH DBAH
9 B A I BI BA Al DBAI
10 B A A BA BA AA DBAA
11 E A F EF EF AF AEAF
12 D B E DE DB BE EDBE
13 B B E BE BB BE BBBE
14 D B E DE DB BE EDBE
15 D B E DE DB BE EDBE
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Ventajas sobre la técnica anterior

Con caricter general y, en primera instancia, las ventajas de la adaptacién de un sistema molecular en el diagndstico
de problemas patolégicos, cualquiera que sea el caso, son comunes a las de cualquier otra técnica de PCR. Bdsicamente
el menor coste, rapidez y facilidad de ejecucién representan los tres pilares cldsicos de éste tipo de métodos, que les
diferencian sobre otro tipo de alternativas. En el caso presente, la ausencia de otras alternativas moleculares para el
mismo fin, convierten la propuesta en especialmente interesante.

Aplicacién industrial

Aunque es aplicable a cualquier condicién que tenga que ver con el diagndstico, se desarrollard su posible apli-
cacién en un supuesto. El Servicio de Microbiologia de la Unidad de Microbiologia e Inmunologia (Departamento
de Patologia Animal. Sanidad Animal) que asiste al Hospital Clinico y Servicios Externos, ha recibido, por distintos
conductos, un total de 438 cepas de microorganismos aislados de cerdos, sospechosos de pertenecer a especies de la
familia Pasteurellaceae. En la tabla siguiente se resumen los resultados de la aplicacion del sistema DITPAR-tbpA a
una coleccién de cepas clinicas de diversas procedencias que incluye distintas especies.

Especie DITPAR-A DITPAR-A (kb.) Num. de cepas
Haemophilus parasuis + 1.8 114
Haemophilus parasuis + 1.8 2

Actinobacillus pleuropneumoniae + 2.6 248
Actinobacillus pleuropneumoniae + 2.6 1
Actinobacillus suis + 2.6 29
Actinobacillus minor - - 10
Actinobacillus porcinos - - 8
Actinobacillus indolicus - - 2
Otras especies (total 19) - - 21

N: nimero de cepas ensayadas

En la tabla que sigue, se relacionan 31 identificaciones mediante el sistema DITPAR-PCR tbpA en el que se
comparan los resultados con los obtenidos mediante identificacién bioquimica. El resultado se valida con 12 cepas
previamente identificadas.

Identificaciéon  Origen geografico Hemolisis Catalasa NAD  Ureasa Indol Especie PCR
bioquimica  rbpA

23 cepas Segovia - - + - - H. parasuis +
PR 12316 Segovia - + - - - Otros -
PR 12605/2 Segovia - - + - - A. porcinus -
PR 12597 Segovia - - + + - A. minor -
PR 12004 Segovia - - + + - A. minor -
PR 12313 Segovia - - - - - Otros -
PR 12450 Segovia - - + - - A. porcinus -
PR 12506 Segovia - - + + - A. minor -
PR 12486 Segovia - - + + - A. minor -
H-425 Barcelona - - + - - A. porcinus -
H-169 Lérida - - + + - A. minor -
H-133 Castellon - - + + - A. minor -
H-103 Barcelona - - + - - A. porcinus -
H-136 Castellon - + + - + A. indolicus -
H-137 Teruel - - + - - A. porcinus -
H-927 Lérida - - + - - A. porcinus -
AUS 487 Australia - - + + - A. minor -
AUS 883 Australia - - + + - A. minor -
AUS 228 Australia - - + + - A. porcinus -
NM 305 Dinamarca - - + + - A. minor -
NM 319 Dinamarca - - + - - A. porcinus -
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En la siguiente tabla se resumen los resultados del andlisis, mediante PCR-RFLP, de un grupo de cepas de H.

ES 2205967 B1

parasuis procedentes de Canadd y EE.UU.

Identificacién Resultado anélisis RFLP del Combinacién del resultado
producto PCR de las digestiones
Tagl Aval Rsal  Tagl-Rsal Tagl-Aval Aval-Rsal T-A-R

CA HP + E A I EI EA Al EAI
587

CA HP + E A I EI EA Al EAI

587 B

CA HP + D B F DF DB BF DBF
663

CA HP + B B F BF BB BF BBF

9480-1

CA HP + C C C CC CcC CcC CCC

646 A

CA HP + B B E BE BB BE BBE
504

CA HP + D B E DE DB BE DBE
3609

CA HP + B B E BE BB BE BBE

9321-213

CA HP + B A M B BA A BA
672

CA HP + C C C CC CC CC CC

646 B

CA HP + B B F BF BB BF BBF

9551-1

En la tabla siguiente se resumen los resultados de anélisis mediante PCR-RFLP, de cepas de H. paraseis proceden-

tes de explotaciones porcinas de la provincia de Segovia.

Identificacion Taql Aval Rsal Tagl-Rsal Taql- Aval- Las tres:
Aval Rsal T-A-R
PR 12540 D A I DI DA Al DAI
PR 12540 D A I DI DA Al DAI
PR 12540 D A I DI DA Al DAI
PR 12546 D B F DF DB BF DBF
PR 12605/1 D B F DF DB BF DBF
PR 12586 D B E DE DB BE DBE
PR 12593 E C G EG EC CG ECG
PR 12614 D B F DF DB BF DBF
PR 12623 B B B BB BB BB BBB
PR 12537 D B E DE DB BE DBE
PR 12287 D B E DE DB BE DBE
PR 11261 D B E DE DB BE DBE
PR 11781 D B E DI DB BE DBE
PR 11797/1 E C G EG EC CG ECG
PR 1179772 E C G EG EC CG ECG
PR 11797/3 E C G EG EC CG ECG
PR 12181 E B G EG EB BG EBG
PR 12240/1 D A E DE DA AE DAE
PR 12240/2 D A E DE DA AE DAE
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(Continuacién)
Identificacion Taql Aval Rsal Tagl-Rsal Taql- Aval- Las tres:

Aval Rsal T-A-R
PR 12317 E C C EC EC CcC ECC
PR 12689 D B B DB DB BB DBB
PR 12287 D B E DE DB BE DBE
PR 12851 D B F DF DB BF DBF
PR 12952 D B F DF DB BF DBF

En la siguiente tabla se relacionan los resultados del andlisis de cepas de origen cataldn y relacionados, con el

sistema DITPAR tbpA.
Identificacion NY Tagl Aval Rsal Tagl- Taql- Aval- Las tres:
Rsal Aval Rsal T-A-R
33 1 D A I DI DA Al DAI
857 1 D A I DI DA Al DAI
258 2 B A A BA BA AA BAA
403 2 D B E DE DB BE BDE
1251 3 C C J CJ CC CcJ CGJ
660 4 C C G CG CC CG CCG
744 4 D B A DA DB BA DBA
964 4 D B F DF DB BF DBF
131 4 A A A AA AA AA AAA
1217 4 D B E DE DB BE DBE
1236 4 D B E DE DB BE DBE
185 5 B B H BH BB BH BBH
212 5 D B E DE DB BE DBE
504 5 D B E DE DB BE DBE
645 5 D B E DE DB BE DBE
652 5 C B E CE CB BE CBE
818 5 D B E DE DB BE DBE
878 5 D B B DB DB BB DBB
1180 5 D B E DE DB BE DBE
1183 5 E A I EI EA Al EAI
1132 5 D B H DH DB BH DBH
1203 5 B B H BH BB BH BBH
1235 5 D B E DE DB BE DBE
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(Continuacién)

Identificacion SV Tagl Aval Rsal Tagl- Taql- Aval- Las tres:
Rsal Aval Rsal T-A-R
191 6 B A D BD BA AD BAD
321 7 B A A BA BA AA BAA
689 7 B B H BH DB BH BBH
1193 7 C C G CG CC CG CCG
956 7 D B H DH DB BH DBH
178 9 D B B DB DB BB DBB
936 9 B F F BF BA AF BAF
167 9 D B H DH DB BH DBH
515 12 A A A AA AA AA AAA
110 12 D C G DG DC DC DCG
228 13 E A A EA EA AA EAA
837 13 D B B DB DB BB DBB
745 14 B B B BB BB BD BBB
1252 15 D B E DE DB BE DBE
120 NT D B H DH DB BH DBH
172 NT D B E DE DB DE DBE
189 NT E A L EL EA AL EAL
385 NT C B E CE CB BE CBE
423 NT D B E DE DB BE DBE
426 NT B B BB BB BB BB BBB
440 NT E A I EI EA Al EAI
743 NT D B F DF DB BF DBF
787 NT D B H DH DB BH DBH
830 NT E A B EB EA AB EAB
840 NT D B E DB DB BE DBE
912 NT D B E DE DB BE DBE
971 NT D B H DH DB BH DBH
976 NT D B B DB DB BB DBB
1144 NT D B H DH DB BH DBH
1146 NT D B H DH DB BH DBH

10
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(Continuacién)

Identificacion SV Tagl Aval Rsal Tagl- Taql- Aval- Las tres:
Rsal Aval Rsal T-A-R

1149 NT D B E DE DB DE DBE
1194 NT D B H DH DB BH DBH
1205 NT B A K BK BA AK BAK
1219 NT D A I DI DA Al DAI
1145 NT B B E BE BB BE BBB
1204 NT D B H DH DB BH DBH
1214 NT E A I EI EA Al EAI
1213 NT C B H CH CB BH CBH
1175 NT D B B DB DB BB DBB
742 NT D B B DB DB BB DBB
424 NT B A 1 BI BI Al BAI
395 NT D B B DB DB BB DBB
384 NT E B I EI EB BI CBI

Se trata de un método de deteccidn, identificacién y tipado de aislamientos bacterianos de la especie Haemophilus

parasuis, mediante técnicas moleculares dirigidas al gen thpA.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la deteccidn, identificacion y tipado de Haemophilus parasuis basado en una reaccién de
PCR con cebadores especificos, cuya secuencia es SEQ ID NO1 y SEQ ID NO2, que amplifican una regién del genoma
de la bacteria con homologia a los genes tbpA, con fines diagndsticos de tipo molecular.

2. Procedimiento para la deteccidn, identificacién y tipado de Haemophilus parasuis, segtn la reivindicacion pri-
mera, que se caracteriza por la utilizacién los cebadores especificos que amplifican una regién homéloga a los genes
tbpA, con fines diagndsticos de tipo molecular, para identificacion de H. parasuis, cualquiera que sea su procedencia,
cultivos puros de laboratorio o muestras clinicas de cualquier tipo.

3. Procedimiento para la deteccidn, identificacion y tipado de Haemophilus parasuis, segtn la reivindicacién pri-
mera, se caracteriza por la utilizacién de cebadores especificos que amplifican una regiéon con homologia a los genes
tbpA, con fines de diferenciacién de H. parasuis de otros microorganismos, en particular, de bacterias de origen por-
cino, implantadas en el tracto respiratorio, patégenas o no, a partir de cualquier tipo de muestra clinica.

4. Procedimiento para la deteccidn, identificacion y tipado de Haemophilus parasuis, segun las reivindicaciones
anteriores, se caracteriza por la utilizacién de cebadores especificos que amplifican una regiéon con homologia a los
genes tbpA, con fines de tipificacién de aislamientos de Haemophilus parasuis obtenidos a partir de cultivos o de
cualquier tipo de muestra clinica.

12
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LISTA DE SECUENCIAS

SEQID NO 1

<110> Rodriguez Ferri, Elias Fernando; Navas Méndez, Jesus; De la Puente Redondo, Victor.
<120> Procedimiento para la deteccidn, identificacion y tipado de Haemophilus parasuis (Sistema DITPAR).
<140> P200100946

<141>2001-4-23

<160> 1

<210>2

<211>21

<212> DNA

<213> Haemophilus parasuis

<400> 2

ttagccttcc tcttcttage ¢

SEQID NO 2

<110> Rodriguez Ferri, Elias Fernando; Navas Méndez, Jesus; De la Puente Redondo, Victor.
<120> Procedimiento para la deteccién, identificacion y tipado de Haemophilus parasuis (Sistema DITPAR).
<140> P200100946

<141>2001-4-23

<160> 1

<210>3

<211>24

<212> DNA

<213> Haemophilus parasuis

<400> 3

aagcttgaaa ctaaggtact ctaa
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