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RESUMEN

La disenteria porcina (DP) es una colitis mucohemorra-
gica clasica de cerdos de crecimiento/finalizacién como
resultado de una infeccién por la espiroqueta intestinal
anaerdbica Brachyspira hyodysenteriae. Este estudio tuvo
como objetivo determinar si los aislamientos de Ayody-
senteriae de cerdos sanos en tres lotes alemanes que su-
ministraban primerizas a otras granjas, diferian de los
aislamientos de nueve hatos de produccién alemanes con

disenteria porcina. Los aislamientos se sometieron a se-
cuenciacién genémica completa y la tipificacién de se-
cuencias multilocus iz sifico mostré que dos de los tres
lotes multiplicadores eran de tipos de secuencia no des-
critos previamente (ST132, ST133 y ST134), con todos
los aislamientos del mismo lotes que tienen el mismo ST.
Todos los aislamientos se examinaron para detectar la
presencia de 332 genes que codifican factores asociados
con virulencia, y estaban bien conservados. Los aislamien-

tos de un lote multiplicador fueron atipicos por ser hemo-
liticos débiles: tuvieron 10 sustituciones de aminodcidos
en la proteina hemolisina III y cinco en la proteina de
activacién de la hemolisina en comparacién con la cepa
de referencia WA1, y tuvieron una interrupcién en el sitio
promotor del gen hlyA.




Estos cambios probablemente contribuyan al fenotipo
débilmente hemolitico y la supuesta falta de virulencia.
Estos mismos aislamientos también tenian inserciones
de nueve pares de bases en los genes del metabolismo del
hierro 4iB y 4itC y carecian de cinco de los seis genes
de plasmidos que anteriormente se habian asociado con
la colonizacién.

Otras diferencias generales entre los aislamientos de los
diferentes grupos fueron en los genes de tres de las cinco
proteinas de la membrana externa, que no se encontraron
en todos los aislamientos, y en los miembros de un bloque
de seis genes de plasmidos. Los aislamientos de tres reba-
fios con DP tenian los seis genes de pliasmidos, mientras
que los aislados que carecian de algunos de estos genes
se encontraron en los tres lotes sanos, pero también en
aislamientos de seis rebafios con DP. Otras diferencias en
los genes de funcién desconocida o en la expresién génica
pueden contribuir a la variacién en la virulencia.
Alternativamente, una mejor crianza en granja y una me-
jor salud en general pueden haber hecho que los cerdos en
los dos lotes multiplicadores, colonizados por aislamien-
tos “tipicos” altamente hemoliticos, sean menos suscepti-
bles a la expresién de la enfermedad.

INTRODUCCION

La espiroquetas intestinal Brachyspira hyodysenteriae es el
agente causal cldsico de la disenteria porcina (DP), una
enfermedad asociada tipicamente con colitis severa y
diarrea mucoide sanguinolenta que se observa principal-
mente en cerdos de cebo y de finalizacién'. También se
ha demostrado que dos especies relacionadas, Brachyspi-
ra suanatina y “Brachyspira hampsonii”, aparecen en cer-
dos y causan DP en ocasiones**. La DP es una enferme-
dad comun que ocurre en todos los paises de produccién
porcina y puede causar grandes pérdidas econémicas en
la cria de cerdos debido a la reduccién de la produccién,
la mortalidad y los altos costes de tratamiento. Ademds,

la enfermedad puede representar un problema de bien-

estar animal si no se controla adecuadamente. Las Ayod-
ysenteriae en hatos de reproduccién y multiplicadores
también pueden causar grandes trastornos en la indus-
tria al impedir el comercio y el movimiento de animales.
Aunque la infeccién con B. hyodysenteriae puede conducir
a DP tipica, los aislamientos de la espiroqueta también
se han recuperado de rebafios aparentemente sanos*®. La
falta de enfermedad en un rebafio colonizado podria estar
asociada con la presencia de cepas de Brachyspira hyody-
senteriae con virulencia reducida’. El uso de un régimen de
medicacién eficaz y/o la aparicién de cambios relaciona-
dos con la dieta en condiciones fisicas o microbioldgicas
en el intestino grueso, hacen que el entorno sea desfavo-
rable para la colonizacién por espiroquetas®'2.

La preocupacién por la presencia de los espiroquetas
en los rebafios de reproduccién y multiplicacién podria
mejorarse si hubiera una forma ficil y confiable de re-
conocer cepas con bajo potencial de virulencia que, pro-
bablemente, no causen enfermedades si se transfieren a
los rebafios de produccién. La infeccién experimental de
cerdos con tales cepas puede dar una indicacién de su

potencial de virulencia*®'?

, pero este procedimiento es
costoso y complicado y, como resultado, no es prictico
para el uso rutinario.

Alternativamente, el desarrollo de métodos para el reco-
nocimiento de los atributos de la cepa que los haria menos
propensos a causar enfermedades seria altamente util. Una
serie de factores potenciales de virulencia que promueven
la colonizacién se han descrito en B. Hyodysenteriae*®.
Estos incluyen hemolisinas, fosfolipasas y lipooligosacéri-
dos (factores de virulencia), y aquellos asociados con qui-
miotaxis, motilidad, factores accesorios para la utilizacién
de sustratos, enlace de hierro, aerotolerancia y lipoprotei-
nas de la superficie celular (factores de estilo de vida de
virulencia). Ademds, se ha sugerido que un bloque de seis
genes de funcién incierta en el plismido de ~ 36 kB son
factores de virulencia en el estilo de vida, promoviendo la
colonizacion'®. Las cepas que carecen de genes virulen-
tos pueden ser menos capaces de colo-
nizar o colonizar en nimeros criticos,
mientras que las que carecen de genes
asociados con dafio tisular pueden no
ser capaces de causar lesiones tipicas en
cerdos colonizados.

Este estudio compar6 a B. Hyodysente-
riae aislada de tres hatos multiplicado-
res alemanes aparentemente sanos >

Colon de unlechdén de 10 semanas de
vida con disenteria porcina. Necrosis su-
perficial de la mucosa asociada a hemo-
rragia discreta y contenido catarral.
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> aaislamientos recuperados de cerdos con
DP en hatos de produccién del mismo pais.
El objetivo era determinar si los aislamien-
tos de los rebafios multiplicadores tenian di-
ferencias que pudieran explicar su aparente
falta de virulencia.

No se encontraron diferencias genémicas
consistentes que pudieran explicar las dife-
rencias en la expresién de la enfermedad por
los aislamientos de los tres rebafios multi-
plicadores, excepto en el caso de aislamien-
tos débilmente hemoliticos de un rebafio
multiplicador que tuvieron una alteracién
en la regién promotora para el gen de la he-
molisina A/yA , asi como cambios en la he-
molisina III y las proteinas de activacién de
la hemolisina, y en los genes del metabolismo
del hierro 4izB'y bitC.

Ninguno de los aislamientos de los tres rebafios multipli-
cadores poseia los seis bloques de genes plasmidicos, pero
también se encontraron aislamientos con una falta similar
de genes pldsmidos en algunos grupos con enfermedad, lo
que indica que incluso si estos genes aumentan el poten-
cial de colonizacién no son esenciales para la produccién
de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Fuente de aislados de Brachyspira hyodysenteriae

Este estudio utilizé 23 aislados de B. hyodysenteriae ob-
tenidos de la recogida de cultivos de la Universidad de
Medicina Veterinaria de Hannover (Alemania). Los aisla-
mientos originalmente se habian recuperado de muestras
fecales de diagndstico recibidas de 12 hatos de cerdos ale-
manes presentados en 2014. Trece aislamientos provenian
de tres hatos multiplicadores sanos A, By C (n=6,4y3

aislamientos, respectivamente) y se recuperaron durante el

Brachyspira hyodysenteriae.

andlisis de rutina de muestras fecales de cerdos sanos para
confirmar el alto estado de salud en curso de los rebafios.
Estos rebafios suministraron existencias genéticamente
mejoradas a los rebafios de produccién. No se utilizaron
regularmente antimicrobianos que pudieran enmascarar
la presencia de enfermedades en los cerdos. Los otros diez
aislamientos se enviaron de nueve rebafios de produccién
que tenian una historia clinica de DP, pero que no esta-
ban directamente vinculados a los rebafios multiplicado-
res (Tabla 1).
Inesperadamente, B. Hyodysenteriae se aislé del hato mul-
tiplicador A en 2014 durante la evaluacién de rutina de la
salud general de los cerdos. A medida que el rebafio pro-
porcionaba cerdos a otros rebafios, se realizé un programa
de erradicacién en el cual el rebafio se despoblé durante
seis semanas antes de ser repoblado. Una empresa profe-
sional llevé a cabo un programa de limpieza, desinfeccién
y control de plagas a fondo durante el periodo de despo-
blacién; posteriormente, el muestreo de rutina indicé que
la granja estaba libre de B. Ayodysenteriae.
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Seis meses después, se aislaron nuevamen-
te las espiroquetas de muestras fecales du-
rante el examen de rutina. Los aislamientos
anteriores (n = 1) y posteriores (n = 5) del
intento de erradicacion estaban disponibles
para el examen. Posteriormente, se encontrd

‘i

una colonizacién aparentemente subclinica
similar en el rebafio multiplicador B ubi-
cado a aproximadamente 30 kilémetros del
rebafio A, y que recibié pruebas adicionales

TABLA 1

Origen, estado de la enfermedad, tipo de se-
cuencia, fuerza de la hemolisis y perfiles del
gen plasmidico (ORF) de 23 aislados de B.
hyodysenteriae.
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porque existian lechones del mismo origen que el rebafio
A. Igualmente, se recuperé durante la vigilancia B. hyod-
ysenteriae, un aislado de B. hampsonii que posteriormente
se identificé como grupo genético III en la secuenciacién
multilocus tipificacién’®. La manada C era una manada ce-
rrada que no habia recibido ningtn cerdo vivo durante 15
afios, y estaba ubicada en una regién diferente de Alemania
a las manadas A y B. Ninguna de las tres manadas tenia
contacto directo entre si.

CULTURA E IDENTIFICACION

Las muestras fecales de diagndstico y el contenido del
colon se cultivaron en agar selectivo con Trypticase Soy
(TSA) suplementado con 0,1% de extracto de levadura, 6
pg / ml de vancomicina, 6.25 pg / ml de colistina, 12.5 pg
/ ml de rifampicina, 15.25 pg / ml de espiramicina, 200 pg
/ ml de espectinomicina y 5% de sangre bovina'’ y en agar
sangre Columbia (CBA), todos suministrados por Oxoid,
Wesel (Alemania), y se incubaron anaerébicamente en un
Anaergfar con un generador de AnaeroGen (Oxoid) a 42°
C para seis dias. El crecimiento de Brachyspira sospechado
se confirmé mediante microscopia de contraste de fase y
se identificé a nivel de especie utilizando 7ox-RFLP como
se describié anteriormente?*??, Aislamientos identificados
posteriormente como B. hyodysenteriae se confirmaron su
identidad utilizando PCR especifica para especies de
hyodysenteriac® y secuenciacién de genes nox utilizando
los mismos cebadores que para nox-RFLP. La interpre-
tacién de los resultados de la secuenciacién se basé en la
guia CLST MM18-A4*. Antes de la secuenciacién gené-
mica, la identidad de los aislamientos de B. hyodysenteriae
nuevamente se confirmaron de forma independiente uti-
lizando una PCR basada en nox modificada®.

Fuerza de 1a hemdlisis

Se registr6 la fuerza de la hemdlisis beta alrededor del cre-
cimiento braquiespiral en las placas de aislamiento para
todos ellos. La fuerza de la hemdlisis para todos los aisla-
mientos se probé nuevamente tanto en TSA con 10% de
sangre bovina como en CBA con 5% de sangre ovina, don-
de se hizo un corte en el agar durante la inoculacién para
mejorar cualquier hemolisis (la prueba del “fenémeno del
anillo”). La produccién de hemolisina también se indujo
durante hasta dos horas a partir de células en reposo utili-
zando el tipo de ARN XI-C (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.
UU.). Como se describié anteriormente?, las células de
espiroquetas en crecimiento exponencial se recogieron de
placas de TSA después de 5 dias de crecimiento. Las cé-
lulas se lavaron tres veces con solucién salina tamponada
con fosfato estéril (PBS) antes de resuspenderse en PBS
suplementado con glucosa 2 mM, MgSO, 2 mM y niicleo
de ARN al 0,2% (p/v). Las espiroquetas se contaron en

una cimara de hemocitémetro vista con un microscopio

2]

de contraste de fase, los nimeros se ajustaron a aproxima-
damente 1 x % células por ml con el mismo tampdn y se
incubaron 2 ml de suspensién celular a 37 ° C.

Secuenciacién genémica completa

El ADN bacteriano se extrajo de cultivos de cinco dias
de B. hyodysenteriae utilizando el kit de tejido y sangre
DNeasy (Qiagen, Hilden, Alemania). Secuencias genémi-
cas de B. hyodysenteriae generaron cepas en un Ilumina
MiSeq utilizando quimica v3 y lecturas de pares pareados
de 300 pares de bases (pb) utilizando bibliotecas Nexzera
XT de doble indice. El tamafio medio del inserto fue de
alrededor de 250 a 300 pb y la secuenciacién se realizé
a una profundidad de cobertura de 70x. Las secuencias
contiguas ensambladas se mapearon a la secuencia del ge-
noma de la cepa de B. Hyodysenteriae WA1 (nimero de
acceso NC_012225) utilizando CONTIGuator*” con un
valor Blast E de 1¢-20.

Investigacién del entorno genémico alrededor de los
genes de lahemolisina

Las regiones genémicas directamente adyacentes a la secuen-
cia de codificacién de los ocho genes asociados a la hemoli-
sina se examinaron utilizando la herramienta de alineacién
MUSCLE del software Geneious R9 para identificar posibles
diferencias en las regiones promotoras entre los aislados.

RESULTADOS

Aislamiento de espiroquetas.

El crecimiento del espiroquetal se registré como escaso
u ocasionalmente moderado a partir de muestras fecales
de los tres hatos multiplicadores, mientras que fue pesado
para todas las muestras recuperadas de los nueve hatos
de produccién con DP. Veinte muestras de colon que se
examinaron de cerdos de la manada B mostraron colitis
linfoplasmocitica crénica con hiperplasia del tejido linfoi-
de asociado al intestino. Las muestras de un animal tam-
bién mostraron el agotamiento de las células caliciformes,
y se aislé Brachyspira murdochii de esta muestra. Un fuerte
crecimiento de B. hampsonii se recuperé de una muestra
de colon, y crecimientos grandes y escasos de B. Hyody-
senteriae se recuperaron de otras dos muestras de colon.
Se realizé una necropsia de tres cerdas de la manada Cy
no se observaron hallazgos histolégicos o macroscépicos
compatibles con la DP, aunque el crecimiento de B Hyod-
ysenteriae fue moderado o intenso. Ninguno de los pro-
ductores que recibieron cerdos de los tres rebafios mul-
tiplicadores antes de que dejaran de suministrar el stock
informé sobre la aparicion subsiguiente de DP.

Montaje del genoma
Secuenciacién de la cobertura de las lecturas finales em-
parejadas de la base de I/fumina 300 y estadisticas
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> de ensamblaje para las 23 cepas de B. hyodysenteriae
se muestra en la zabla 2. El tamafio del genoma de to-
das las cepas fue de aproximadamente 3 Mb (3.172.065 a
3.622.295 pb), que es similar a la cepa de referencia WA1
de B. Hyodysenteriae. El contenido de GC fue de alrede-
dor del 27,1%, lo que también estd de acuerdo con los

valores para la cepa de referencia®.

Genomay plasmido de la cepa WA1

Los resultados para mapear las secuencias contiguas en-
sambladas con el genoma de la cepa WA1 de referencia
se muestran en la 7ub/a 3 . Todas las cepas tuvieron una
cobertura de alineacién de la secuencia del genoma entre
2,28% y 18,2% en comparacién con el genoma WA1L. De
las secuencias mapeadas, la similitud con el genoma WA1

varié de 94.04% a 96.98%.

Escritura de secuencia multilocus
Los tipos de secuencia (STs) para los aislados de B. hyod-
ysenteriae se muestran en la Tabla 1,y el dendrograma
MLST se muestra en
la Figura 1. Los 23 ais-

el B e fio multiplicador A y los rebafios de produccién.

g ::: II\D/IeSnLEjI'rgggama Los aislamientos de los rebafios multiplicadores

D .i:._. muestra las A, By C eran de ST no descritos anteriormente

- relaciones (ST132, ST133 y ST134, respectivamente), y to-

::: entrelas 11ST  dos los aislamientos del mismo rebafio tenian el

- ,Cb‘liesll?alri?;?l?oBs' mismo ST. Los aislamientos recuperados del hato

—lrr de hyodysen- A antes y después del programa de erradicacion

Fo.ym teriae de este tuvieron el mismo ST (ST132),1o que sugiere que

s s estudio. la misma cepa habia vuelto a aparecer. Los dos ais-

| lamientos de la manada D también compartieron

- :::: un ST comun (ST138) y los aislamientos simples
o de los rebafios K y L fueron ambos de ST120,

[ L mientras que todos los demds aislamientos de los

e diferentes rebafios tuvieron diferentes ST. Tres de

s ok las ST de las nueve manadas con SD fueron des-

[ichaniy critas recientemente, mientras que las otras cinco

,.,:: J tenfan ST que se describieron anteriormente. Es-

4 | " - tas ultimas incluyeron cepas de Alemania (ST52,
S ST112,ST118 y ST120), Bélgica e Italia (ST52),

y Estados Unidos (ST104), recuperadas en las dé-
cadas de 1990, 2000 y 2010 (7abla 2). La cepa débilmente
hemolitica D28 de Bélgica pertenecia a un ST diferente
(ST172) de los aislados en el presente estudio®.

Un drbol de expansién minima que muestra las relaciones
de las ST entre siy con las ST descritas anteriormente se
presenta como la Figura 2. Aunque los aislamientos de los
rebafios A, B y C pertenecian a las ST recién descritas, es-
taban estrechamente relacionados con otras ST. Por ejem-
plo, el ST de los aislamientos de la manada A (ST132)
compartié cuatro alelos MLST con ST23 que contenia
un aislado australiano de la década de 1980 y cuatro con
ST53 que contenia un aislado de Estados Unidos. De la
década de 1970; el ST de aislamientos de la manada B
(ST133) compartié cuatro alelos con ST87 que contenia
un aislado italiano de 2006, pero también compartié tres
alelos con ST52 que contenia aislamientos de Alemania,
Bélgica, Italia y Austria aislados entre 1996 y 2009; el ST
de los aislamientos del hato C (ST134) compartié tres
alelos con ST112 y con ST120 que incluyé aislamientos
alemanes recuperados en 2005 (ST112) y 2013 (ST120),

TABLA 2
lamientos alemanes se ) oP [ Aislado ' Pais de origen Afio del aislado
asignaron allST (Figu— Nombre, orlg'er_1 :52 ._ AS677/96 _ Alemaﬁ_i;- B __1996
L. y fecha de ais 52 Bed5 Bélgica 19905
ra 1).Los aislamientos de lamiento para - s T (19905
los rebafios multiplica- los aislamientos 52 ] | Italia 2005
dores B y C estaban mds _porcinos ante- 52 | 227 Mtalia | 2009
riores que tenian 104 NMB2 Estados Unidos 2012
estrechamente relaciona- el mismo tipo de 104 | NM3s | Estados Unidos | 2012
dos entre si que con los secuencia (ST) 104 | NM63 Estados Unidos |2012
de los otros nueve tipos que Iosecslfuedsige ::: ' :ggfﬁ ':::m:::: §$i
de secuencia (ST, origi- ’ 120 | vaszna | Alemania 2013
nados a partir del reba- d0i.10.1371/joumal pone.01603562.1002



y los aislamientos actuales de los rebafios G,y Ky L res-
pectivamente.

Aislamientos y hemdlisis

Los aislamientos de la manada C fueron todos débilmen-
te hemoliticos, mientras que todos los demds aislamientos
fueron fuertemente hemoliticos. Cuando se indujeron cé-
lulas en reposo en presencia de nicleo de ARN, se detect6
actividad hemolitica en el sobrenadante de los aislamien-
tos fuertemente hemoliticos después de 30 minutos de in-
cubacién, mientras que no se detecté actividad hemolitica
en el sobrenadante de los aislamientos débilmente hemo-
liticos, incluso después de 120 minutos de incubacién.

Presencia de genes que codifican factores asociados al
estilo de vida virulencia y virulencia

En todos los casos, los aislamientos que compartian un
ST tenian los mismos perfiles de genes de virulencia y

Arbol de expansién minimo que muestra las relaciones de aisla-
mientos de B. hyodysenteriae de este estudio (marcados con un
asterisco) y 349 aislamientos previamente descritos que se obtu-
vieron de PUbMLST. Los aislamientos mostrados se originaron en
Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Alemania, Italia, Japon,
Corea, Serbia, Suecia, el Reino Unido y los Estados Unidos. En el
MST, cada nodo representa un ST diferente (etiquetado) y el color
representa el pais de origen. El tamafio del nodo indica el nimero
de cepas que tienen el mismo ST.

podian considerarse representativos de una sola cepa. En
consecuencia, el nombre de la cepa utilizada es el del pri-
mer aislamiento recuperado de cada hato (p. Ej., JR11
para el hato C). De los 332 genes investigados, 12 (3,8%)
estaban ausentes en uno o mds aislamientos. Los primeros
seis fueron genes de proteinas de membrana: 64/p16 (que
estuvo ausente en los aislados con STs 133,134,112y 137
de los rebafios B, C, G y H respectivamente), 6bip17 . 6
(que solo se encontré en el aislado en ST137 del hato H),
bhmp39e'y bhmp39f (ambos genes ausentes de los aislados
con STs 133,134 y 137 en los hatos B, C y H respecti-
vamente), supuesta cisteina peptidasa BHWA1_RS01825
(ausente de los aislados) con STs 132,120, 138,118 y 137
en los rebafios A, C, D, E, H y K respectivamente), y pro-
teina putativa de membrana interna BHWA1_RS02825
(ausente de aislados con STs 132,133,134, 120, 138,152
y 136 en las manadas A, B, C, D, L,] y K respectivamente).

Ademis, hubo diferencias entre los aislamientos en los

miembros del bloque de seis ge-
nes de plismidos (ORF 11-16;
Tabla 1). Los aislamientos con
STs 138, 118 y 104 de los re-
bafios D, E y F (todos con SD)
tenfan los seis genes plasmidi-
cos presentes; Los aislamientos
con ST132 (sin enfermedad)
y ST112 (con SD) carecian de
dos genes (ORFs 11 y 12); los
aislados con ST 133 y 134 (sin
enfermedad) y ST 137 y 52 (con
SD) solo tenian uno de los >

Diarrea porcina.
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genes presentes (ORF15); y los aislados con STs 136 y
120 (con SD) no tenian ninguno de los seis genes.

Similitud de secuencia entre los genes estudiados.

En general, las comparaciones entre cepas de las secuen-
cias de los genes y sus secuencias de aminodcidos tradu-
cidas mostraron que estas estaban altamente conservadas,
con una similitud mayor al 90% a nivel de nucleétidos y
una similitud mayor al 92.1% a nivel de aminodcidos.

DISCUSION

El primer hallazgo importante en este estudio fue la
confirmacién de que cada una de las tres manadas mul-
tiplicadoras fue colonizada por cepas de B. Hyodysente-
riae que no fueron genéticamente atipicas de la especie
(Figura 2). El segundo fue que cada uno de los rebafios
multiplicadores tenia su propia nueva cepa de B. Ayody-
senteriaey, en consecuencia, que era poco probable que se
hubieran infectado de una fuente comun. Esto fue parti-
cularmente importante para los hatos A y B, ya que am-
bos recibieron lechones del mismo hato de cria. Como
los aislamientos del hato A que se recuperaron antes y
después del programa de erradicacién compartieron el
mismo perfil genético de ST y virulencia, la explicacién
mids probable es que se trata de una cepa Unica que per-
sistié en el entorno de la granja después del procedi-
miento de desabastecimiento y limpieza.

No estaba claro cudnto tiempo estuvo presente la colo-
nizacién subclinica en los rebafios multiplicadores, pero
como se encontraron casi por casualidad, pudieron haber
estado presentes durante algin tiempo, y esto lleva a la
implicacién de que otros rebafios multiplicadores aparen-
temente saludables podrian potencialmente colonizarse
de manera similar , pero quedan sin identificar. Los reba-
fios fueron atendidos por consultores veterinarios expertos
y tenian una rutina de presentar muestras fecales normales
para su examen cada seis meses, asi como muestras de cer-
dos productores y finalistas con diarrea. Desafortunada-
mente, este régimen de deteccion aparentemente no es lo
suficientemente sensible para la deteccién, ya que inicial-
mente solo se identificé a la manada A como colonizada a
través de esta ruta. Un escenario de colonizacién subclini-
ca podria tener importantes consecuencias para la propa-
gacién de la infeccién a través de la industria porcina ale-
mana. De hecho, el problema no se limita a Alemania, ya
que recientemente se identificé un rebafio multiplicador
suizo infectado™® al igual que otros rebafios aparentemen-
te sanos en Australia’**. Los dltimos rebafios infectados
se detectaron inicialmente mediante deteccién serolégica,
y se obtuvo confirmacién de la colonizacién mediante el
cultivo de las paredes colénicas de cerdos aparentemente
sanos en el matadero. Parece probable que el problema de
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la colonizacién no reconocida también pueda ocurrir en
otros paises de cria de cerdos, pero puede que no haya sido
investigado adecuadamente.

Una posible explicacién de por qué las cepas en los reba-
fios multiplicadores no causaban enfermedad es que eran
de virulencia reducida en comparacién con la B tipica. Los
aislados de hyodysenteriae son menos capaces de colonizar
en cantidades lo suficientemente grandes como para cau-
sar enfermedad y / o ser detectados,y / o carecen de facto-
res de virulencia capaces de inducir lesiones tipicas®!3%.
Dado que se identificaron diferentes cepas (ST) en los
tres rebafios multiplicadores, intuitivamente tal falta de
virulencia es menos probable que sea el caso para los tres
rebafios. Sin embargo, en apoyo de una posible reduccién
del potencial de colonizacién, se encontré que en los tres
rebafios solo se recuperaron cantidades relativamente ba-
jas de espiroquetas de las heces, mientras que se recupera-
ron nimeros altos de los rebafios de produccién con en-
termedad. Por otro lado, los nimeros de espiroquetas en el
colon tendian a ser mds altos que en las heces. En relaciéon
con la capacidad de producir lesiones, en la manada B, las
muestras de colon de diagnéstico examinadas mostraron
una colitis linfopldsmica crénica, que no es compatible
con la SD aguda donde los cerdos suelen presentar colitis
mucohemorrigica. B. murdochii'y b . hampsonii también se
aislaron de la manada B, y la colonizacién potencialmente
persistente por parte de los miembros de estas especies
podria contribuir a una colitis linfoplasmatica crénica. En
contraste, no se encontraron lesiones en tres cerdas de la
manada C, a pesar de que tenfan un gran crecimiento de
B. Hyodysenteriae en sus dos puntos. Estos hallazgos son
consistentes con los aislamientos de estos dos rebafios que
tienen un potencial de virulencia diferente pero relativa-
mente reducido en comparacién con los aislamientos de
los rebafios de produccién. La cepa J11 de la manada C
parecia ser particularmente inocua.

Los aislamientos de las nueve manadas con SD pertene-
cian a tres ST recién identificadas y a cinco que anterior-
mente se habian registrado en paises europeos o en los
Estados Unidos (74b/a 2). Por consiguiente, estos aisla-
mientos también podrian considerarse como tipicos de los
que circulan en rebafios con SD en Europa, por lo que
deberian representar un buen conjunto para compararlos
con los aislamientos de los tres rebafios multiplicadores
donde no se observé la enfermedad.

De los factores de virulencia, la actividad hemolitica de B.
Se cree que la Ayodysenteriae es particularmente importan-
te para la produccién de lesiones, y se han descrito ocho
genes que codifican proteinas predichas para participar en
la actividad hemolitica'*'>**, El nimero y las secuencias
de todos estos genes en general se conservaron bien en los
aislamientos del estudio actual. En relacién con la cepa



débilmente hemolitica J11 de la manada C, el gen de la
hemolisina III y la proteina fueron los mds disimiles de
los de WA1 (7abla 3), con 10 sustituciones de aminod4ci-
dos que se pronosticaron en ambas regiones de dominio
transmembrana y topoldégico del canal-forma proteica,
basada en la estructura de yqfA en Escherichia coli .

Desafortunadamente, los rebafios de cria y multiplicacién

con cerdos que no muestran signos de enfermedad, pero
que albergan cepas de B. hyodysenteria se colocan en una
posicién dificil. En el caso de los tres rebafios descritos
aqui, se dejaron de vender cerdos vivos. En el trabajo actual,
no fue posible usar definitivamente el genotipo para identi-
ficar cepas que tenian virulencia reducida, pero la cepa J11
en el hato C tuvo diferencias significativas con respecto a
tener hemdlisis débil, y potencialmente disminuy6 la unién
de hierro y la falta de genes de plismidos que sugieren un
potencial reducido para causar enfermedades.

Es importante tener en cuenta que las cepas que carecen
de parte o la totalidad del bloque de seis genes de plds-
midos atn pueden ser capaces de causar enfermedades en
condiciones de mal manejo, estrés o cambios en la dieta
que pueden mejorar la colonizacién y predisponer al de-
sarrollo de la enfermedad. ™
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Imagen al microscopio de diarrea epidémica porcina.



