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Anadlisis de Diversidad Genética de Cepas de Pasteurella
multocida Aisladas de Alpacas con Signos de Neumonia

GENETIC DIVERSITY ANALYSIS OF Pasteurella multocida ISOLATES FROM ALPACAS WITH
CLINICAL SIGNS OF PNEUMONIA

Rocio Rimac B.!'; Raquel Hurtado C.!, Luis Luna E.', Rail Rosadio A.,
Lenin Maturrano H.'?

RESUMEN

El proposito del estudio fue caracterizar cepas de Pasteurella multocida aisladas de
pulmones de alpacas de 1 a 2 meses de edad con signos de neumonia, colectados en
2014. Se utiliz6 la técnica de BOX-PCR para demostrar la diversidad genética entre las
cepas. Se aislaron 24 cepas de P. multocida de 46 animales mediante identificacion
bioquimica. El andlisis por BOX-PCR demostr6 dos patrones de bandas amplificadas,
donde 22 cepas fueron agrupadas en un cluster y dos cepas en otro cluster. El presente
estudio demostrd una homogeneidad genética en la mayoria de las cepas, evidenciando
una fuente comun de infeccion que afectd a los animales.
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The purpose of this study was to characterize strains of Pasteurella multocida
isolated from lungs of 1-2 months old alpacas with signs of pneumonia, collected in 2014.
The BOX-PCR technique was used to demonstrate genetic diversity among strains.
Twenty-four strains of P. multocida were isolated from 46 animals through biochemical
identification tests. The BOX-PCR analysis showed two amplified band patterns, where
22 strains were grouped in one cluster and two strains in another cluster. The present
study showed genetic homogeneity in most of the strains, evidencing a common source
of infection that affected the animals.
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INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos son el
principal recurso econdmico para las comu-
nidades andinas del Pert; sin embargo, la efi-
ciencia productiva de estos animales se en-
cuentra afectada por procesos entéricos y
pulmonares, entre ellos la neumonia, ocasio-
nando altos porcentajes de mortalidad
(Ameghino y De Martini, 1991).

Pasteurella multocida, miembro nor-
mal de la microbiota nasal de alpacas adultas
(Barsallo, 1985), es un agente bacteriano fre-
cuentemente aislado de casos de neumonia
en alpacas (Cirilo, 2008), de alli que se sugie-
re que eventos de estrés potenciados por fac-
tores ambientales como la época de lluvias y
las heladas (Ameghino y De Martini, 1991)
facilitarian su multiplicacion y la colonizacion
de los alveolos pulmonares, especialmente en
animales inmunosuprimidos (Yates, 1982);
donde es posible aislar este agente bacteriano
del tejido pulmonar (Guzman, 2011; Rosadio
etal.,2011).

Estudios realizados en P. multocida de
alpacas se basan principalmente en la detec-
cion e identificacion microbioldgica; sin em-
bargo, no existe informacion acerca de la di-
versidad de las cepas que pueden afectar a
un grupo de animales susceptibles. Dagleish
et al. (2016) describen cepas de P. multocida
aisladas de bovinos de Gran Bretaifia y Esta-
dos Unidos, correlacionando el perfil genético
con el grado de patogenicidad, mediante la
técnica PFGE (Electroforesis de Campo Pul-
sado), destacando la importancia del analisis
de diversidad entre cepas, no solo para una
determinacion rapida de perfil patogénico, sino
ademas para el desarrollo de vacunas.

La técnica molecular PFGE es la técni-
ca «Gold Standardy para la evaluacion de la
diversidad genética por su alto poder
discriminatorio (Foxman et al., 2005), pero
requiere de equipos costosos y muy comple-
jos. Por ello, una alternativa para el analisis
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de diversidad es el uso de la técnica rep-PCR
(Amplificacion por PCR de elementos
repetitivos), basada en la amplificacion por
cebadores (primers) randoémicos de las se-
cuencias repetitivas del genoma bacteriano,
lo cual genera un patrén de bandas de distin-
tos pesos moleculares y permite obtener una
huella digital (fingerprinting) del aislado. La
técnica de rep-PCR emplea distintas secuen-
cias para cebadores, entre ellos, el BOX-PCR
(Martin et al., 1992; Versalovic et al., 1994;
Ishii y Sadowsky, 2009).

La técnica rep-PCR ha sido empleada
en el analisis de diversidad genética de aisla-
dos de Mannheimia haemolytica, bacteria
que también ha sido involucrada en la neu-
moniaen alpacas. En un estudio de 22 asilados
de EEUU vy 36 aislados de Australia prove-
nientes de tejido pulmonar de bovinos que
fallecieron por la Enfermedad Respiratoria
Bovina, se encontroé que la técnica de BOX-
PCR tuvo mas poder discriminatorio que el
secuenciamiento del gen 16 sARN, detec-
tandose diversidad entrelos aislados del mis-
mo pais y entre continentes (Taylor et al,
2014). Por ello, el presente estudio tuvo como
objetivo emplear la técnica BOX-PCR para
detectar diversidad genética a partir de 24
cepas de P. multocida de crias de alpacas
con signos de neumonia.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

Fueron analizados un total de 24 cepas
de P. multocida aisladas de crias de alpacas
con signos neumonicos del centro experimen-
tal La Raya — Universidad del Altiplano
(UNA), en el departamento de Puno, Peru,
en 2014. El procesamiento y andlisis de las
muestras se realizaron en las instalaciones
de la Seccion de Biologia y Genética
Molecular de la Facultad de Medicina Vete-
rinaria (FMV) de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM), Lima.
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Material del Estudio

Los aislados provinieron de un grupo de
46 animales con signos neumonicos prove-
nientes de un grupo o «puntay de alpacas Suri
(n=14) y de dos «puntas» de Huacayas
(n=32). De estos aislados, solo 24 fueron
positivos a P. multocida (6 Suris y 18
Huacayas) por analisis microbioldgico y por
el sistema API 20NE (Biomerux). Los ani-
males tenian entre 1 y 2 meses de edad.

Dos cepas de P. multocida aisladas de
ovino (V25 y V26), que fueron donados por
la Universidad Complutense de Madrid (Es-
pafia), fueron empleados como cepas de re-
ferencia para la identificacion bioquimica.
También se emplearon dos cepas de E. coli
(EPEC) (V27 y V28) aisladas de alpacas sin
diarrea para la elaboracion de un
dendograma, y provenientes del cepario de
la Seccion de Biologia y Genética Molecular,
FMV-UNMSM.

Extraccion de ADN

Los aislados de P. multocida de alpa-
ca, ovino y E. coli fueron cultivadas en 1 ml
de caldo infusion cerebro-corazon (BHI,
MERCK) a 37 °C por 24 h, en condiciones
aerdbicas. Posteriormente se realizo la ex-
traccion de ADN con el Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega), siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Analisis de Diversidad Genética por
BOX-PCR

Las cepas fueron analizadas mediante
la técnica BOX-PCR empleando los
cebadores descritos por Versalovic et al.
(1994). La reaccion consistié en un volumen
final de 20 pl con 1 uM de dNTPs, 3 mM de
MgCl,, 2 uM del cebador, 1.5 U de Tag
polimerasa y 2 pl de muestra de ADN. Las
condiciones de la PCR fueron: 95 °C por
5 min para una desnaturalizacién inicial, se-
guido por 30 ciclos de 94 °C por 3 s, 92 °C
por 30's, 50 °C por 1 miny 65 °C por 8 min,
con una extension final de 65 °C de 8 min. El

Rev Inv Vet Peru 2017; 28(3):723-729

cebador utilizado fue BOX A1R cuya secuen-
cia es CTA CGG CAA GGC GAC GCT
GACG

Los productos de PCR obtenidos fue-
ron analizados por medio de electroforesis en
gel de agarosa (3% de agarosaen 0.5X TBE)
por 4 h y tefiido con bromuro de etidio para
su posterior visualizacion en un
transluminador UV,

Dendograma
Se realiz6 el analisis de agrupamiento

(clusters) para generar el dendograma me-
diante el programa NTSYSpc 2.10m, em-

Figura 1. Analisis por BOX-PCR de cepas
de Pasteurella multocida de alpacas y
ovinos. M: marcador de 100 pb. Carril 1,2:
cepas de alpaca. Carril 3,4: cepas control de
ovino
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Figura?2. Analisis de diversidad genética de cepas de Pasteurella multocida aisladas de alpacas
con neumonia, mediante la técnica BOX-PCR. M1: marcador de 1 kb. Carril 1-15:
cepas aisladas de alpaca. M2: marcador de 100 pb
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Figura3. Dendograma del andlisis por BOX-PCR de Pasteurella multocida y Escherichia
coli
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pleando el método UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean),
basado en el coeficiente de similitud de
DICE. La matriz de distancias se construyo
a partir de datos binarios (presencia/ausen-
cia de bandas) obtenidos del analisis de los
BOX-PCR. Se emplearon dos aislados de E.
coli de alpacas sin diarrea y las dos cepas de
P. multocida de ovino para verificar el poder
discriminatorio de la prueba.

RESULTADOS

Para la estandarizacion del protocolo se
analizaron las dos cepas de ovino (V25, V26)
y dos cepas de alpaca, observandose que los
aislados de alpacas mostraban el mismo ni-
mero y peso molecular de bandas entre si,
pero distinto a lo observado en las cepas de
ovino (Figura 1). Los 22 aislados restantes
de alpaca mostraron el mismo patrén de am-
plificacion (cantidades y tamaiios de bandas),
distintas a los dos aislados analizados inicial-
mente, resultando en un patron de bandas dis-
tintas (Figura 2).

Asimismo, se realiz6 el analisis de dos
cepas de E. coli (V27, V28) aisladas de
alpacas sin diarrea del genotipo EPEC (E.
coli enteropatdgena) para verificar la distin-
cion entre los aislados de P. multocida de
alpacas y ovinos. En la elaboracion del
dendograma se incluyeron los resultados de
estas cepas de E. coli.

De acuerdo a los resultados obtenidos
mediante el BOX-PCR, las cepas de P.
multocida, tanto de ovino y de las alpacas,
formaron clusters distintos, pero muy aleja-
das de las cepas de E. coli (V27, V28). Los
aislados de alpacas fueron agrupados en dos
clados (Figura 3).

DiscUusION

Las comparaciones entre los aislados de
alpacas con las cepas de ovino demostraron-
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distintos fingerprinting (Figuras 1y 2). Los
aislados de P. multocida se agruparon en un
cluster diferenciandose de las cepas de E.
coli (EPEC) de alpaca, pudiendo
discriminarse entre los dos géneros. Las ce-
pas de ovino formaron un cluster, diferen-
ciandose de los aislados de alpacas.

En general, se observo una baja diver-
sidad entre los aislados de alpaca, evidencian-
dose como posible causa de la infeccion a
una cepa de P. multocida que se disemind
clonalmente entre los animales afectados por
neumonia (Figura 3). La posible causa de esta
baja diversidad detectada podria ser por el
sistema de empadre en el CIP-La Raya, don-
de tienen una «punta» de machos suris y
huacayas que son llevados a las «puntasy» de
hembras para el empadre de las hembras,
pudiendo ser el contacto un factor para la
poca diversidad observada entre los aislados
de alpacas, debido a que un solo animal in-
fectado pudo haber diseminado la infeccion
entre los individuos susceptibles. Esto con-
cuerda con el estudio de Pedersen et al.
(2003), con cepas de P. multocida de un bro-
te en aves silvestres en 2001, comparandolas
con una cepa que causo brotes en 1996 y
2003, obteniendo un patron electroforético por
la técnica de PFGE, concluyendo que una
cepa habia persistido durante afios afectan-
do a las aves.

En otro estudio, al analizar cepas de
aves de corral, se detectd 70.3% de similitud
en los analisis de ADN fingerprinting indi-
cando que una cepa habia persistido en el
tiempo; sin embargo, al analizar la misma
granja afios mas adelante, la tasa de similitud
disminuy6 drasticamente, debido a la intro-
duccion de nuevas cepas (nuevos clones),
posiblemente por animales carnivoros como
el zorro (Olson y Wilson, 2001). Esta misma
situacion también podria pasar en las alpacas,
lo que sugiere realizar analisis adicionales en
otros lugares y a través del tiempo.

Estos resultados podrian diferir a lo ob-

servado en otros estudios, donde se observa
una significativa diversidad genética entre
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cepas de P. multocida aisladas de un brote
de neumonia en bovinos; explicado quizas por
la introduccion de animales, variacion genética,
vacunacion, etc. Sin embargo, esta diversi-
dad fue dificil de interpretar porque todas las
cepas fueron aisladas de un mismo brote
(Taylor et al., 2010).

Esta técnica también ha sido empleada
en Mannheimia haemolytica, bacteria tam-
bién involucrada en la neumonia en alpacas y
otras especies. Klyma (2007) compar6 ce-
pas de esta especie con cepas de la familia
Pasteurellaceae provenientes de hisopado
nasal de bovinos, donde la técnica BOX-PCR
fue capaz de colocar correctamente en
clusters todas las especies de Mannheimia.

En otro estudio, Actinobacillus
pleuropneumoniae, agente bacteriano cau-
sante de neumonias en cerdos, fue analizado
por BOX-PCR vy otras secuencias del rep-
PCR, encontrando una unica banda en el
96.8% de los aislados de A. pleuropneu-
monia, a diferencia de las otras cepas de P,
multocida y Haemophilus parasuis toma-
dos como cepas control, ubicando en otro
cluster a estas cepas (César et al., 2013).

La baja diversidad genética de las ce-
pas de P. multocida encontrada en el pre-
sente estudio resulta relevante al momento
de desarrollar estrategias de control y pre-
vencion, asi como la elaboracion de vacunas
contra las cepas circulantes de esta especie.

CONCLUSIONES

e Los aislados de P. multocida de casos
de neumonia en alpacas mostraron una
baja diversidad genética entre ellas, in-
dicando la participacion de una misma
cepa que se diseminé clonalmente y cau-
sO los casos clinicos de neumonia en
alpacas.

e Latécnica BOX-PCR permitid analizar
aislados P. multocida de crias de alpacas
con signos de neumonia.
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