2N PORC

ENTIiFICO

ARTICULO CI

La microbiota nasal
v la enfermedad de Glasser

VIRGINIA ARAGON

IRTA, Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA,
IRTA-UAB).Campus de la Universitat Autonoma de
Barcelona.

RESUMEN

La microbiota es el conjunto de microorganismos que
colonizan de manera natural las superficies del cuerpo
de individuos sanos, y constituye una barrera natural a la
entrada de patégenos. Una alta diversidad en la microbio-
ta se asocia con la salud de los individuos. LLa microbiota
nasal tiene caracteristicas comunes con la microbiota de
otras partes del cuerpo, con los filos Proteobacteria, Bacte-
roidetes y Firmicutes como grupos predominantes. A nivel
de géneros bacterianos se hacen evidentes las diferencias
entre las microbiotas, pero hay bacterias que pueden ser
consideradas marcadores generales de salud, como Lacto-
bacillus o Bacteroides, que se encuentran en las microbiotas
de zonas tan distintas como el intestino y la cavidad nasal.
Los andlisis de la composicién de la microbiota mediante
secuenciacién proporcionan gran cantidad de datos, pero
necesitan ser complementados con la caracterizacién de
las cepas especificas de cada grupo bacteriano detectado.

Palabras clave: microbiota nasal; enfermedad de Glisser;
diversidad bacteriana; colonizacién nasal.
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MICROBIOTA

La microbiota normal, antes llamada flora normal, es el
conjunto de microorganismos que encontramos de ma-
nera natural en distintos sitios del cuerpo de individuos
sanos. Aunque microbiota hay en muchas partes de los
organismos, la microbiota intestinal es la que ha sido mas
ampliamente estudiada, sobre todo en relacién a su efecto
tanto nutricional como de estimulacién del sistema inmu-
ne y proteccién frente a patégenos. Uno de los aspectos
que se estudian habitualmente es la diversidad de la co-
munidad bacteriana que compone la microbiota.

La diversidad mide cudntas bacterias diferentes compo-
nen la microbiota. Una diversidad alta de la microbiota
intestinal se asocia a un estado saludable, mientras que
una baja diversidad se considera un marcador de disbio-
sis o desequilibrio microbiano encontrdndose en personas
con diversas enfermedades (Valdés et al., 2018).

La microbiota constituye una barrera natural a la coloniza-
cién y entrada de patégenos, pero no solo a nivel digestivo
sino también en otras partes del cuerpo. En el ambito de
las enfermedades respiratorias, la microbiota de la cavidad
nasal adquiere una clara importancia ya que ésta es la via
de entrada de estos patogenos. Ademds, la colonizacién
del tracto respiratorio superior constituye frecuentemen-
te un primer paso en la patogenia de las enfermedades
respiratorias. La cavidad nasal de los lechones comien-
za a colonizarse con bacterias durante el nacimiento, y la



composicién de esta comunidad de colonizadores se va
modificando a través del contacto con el ambiente y las
madres hasta alcanzar una composicién estable. Asi, en
las granjas, las madres representan una fuente no sélo de
patégenos (aspecto ampliamente estudiado en el control
de enfermedades), sino también de bacterias beneficio-
sas de la microbiota. Estas ultimas han adquirido interés
cientifico mas recientemente.

MICROBIOTA NASAL

La microbiota nasal porcina tiene componentes bacteria-
nos comunes con la microbiota de otras zonas del cuerpo,
pero también bacterias mds especificas. Los tres grupos
bacterianos mayoritarios en la microbiota nasal de los le-
chones son los filos Proteobacteria, Bacteroidetes y Firmi-
cutes, que representan mds del 90% del total de bacterias
presentes (Correa-Fiz et al., 2016). De forma similar, es-
tostres taxones son también los predominantes en la mi-
crobiota intestinal (Yang et al, 2019) y en la orofaringea
(Wang et al., 2018).

Estas similitudes desaparecen cuando se caracteriza la
composicién de la microbiota con mas detalle, a nivel
de género bacteriano. En la microbiota nasal los géne-
ros bacterianos mds abundantes en los lechones sanos
al destete son Moraxella 'y Bergeyella (Correa-Fiz et al.,
2016; Figura 1), seguidos de Streptococcus, Haemophilus
(Glasserella) y Prevotella. Estas bacterias, excepto Strep-
tococcus y Prevotella, no se encuentran en la microbiota
intestinal de los lechones.

Algunas de las bacterias propias de la microbiota nasal,
como Glaesserella (Haemaphilus) parasuis, son colonizado-
res tempranos del tracto respiratorio superior. G. parasuis
coloniza la cavidad nasal de los lechones en los primeros
dias tras el nacimiento, pero en determinadas circunstan-

cias las cepas virulentas son capaces de pro-
ducir enfermedad. Como colonizador,
G. parasuis se puede aislar de la ca-
vidad nasal de lechones sanos,
formando parte de la micro-
biota nasal. Como patége-
no, las cepas virulentas de

G. parasuis son causantes

de poliserositis fibrinosa

en la fase posdestete, la
dolencia conocida como
enfermedad de Glisser. Meoraxella
En su vertiente patége-

na, las cepas virulentas

de G. parasuis se enfren-

tan a la microbiota nasal
como una de las primeras
barreras que tienen que su-
perar durante el proceso de in-
feccién. Tras la colonizacién inicial
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del tracto respiratorio superior, principalmente la cavidad
nasal, las cepas virulentas resisten la inmunidad nativa y
sobreviven tanto en el pulmén como en el torrente san-
guineo para llegar a invadir érganos sistémicos donde
producen las lesiones tipicas de la enfermedad.
Uno de los factores que mds afectan la composicién de
la microbiota es el uso de antibiéticos. El control de
las enfermedades causadas por colonizadores tempra-
nos, como es G. parasuis, se realiza a menudo mediante
tratamientos antimicrobianos perinatales. Aunque es
verdad que en los primeros momentos los antibiéti-
cos perinatales pueden disminuir la carga bacteriana
de patégenos, también afectan a las bacterias benefi-
ciosas de la microbiota, provocando en muchos casos
una disminucién de la diversidad bacteriana. Esta dis-
minucién de la diversidad bacteriana en la microbiota
puede a su vez incrementar la predisposicién del le-
chén a sufrir enfermedades. De hecho, se ha observa-
do que la eliminacién de la administracién de ceftiofur
cristalino en los primeros dias de vida de los lechones
supone un aumento de la diversidad de la microbiota.
Aunque este aumento en la diversidad de la microbio-
ta era esperable al eliminar el antibiético, cabe desta-
car que esta mejora en la diversidad fue acompafada
de una disminucién de la mortalidad y de los casos
clinicos de poliserositis en la transicién, asociando el
aumento de diversidad microbiana con una mejora de
la salud de los lechones (Correa-Fiz et al., 2019).
Los tratamientos antimicrobianos ademds pueden fa-
vorecer la aparicién de resistencias, e incluso en el caso
de la enfermedad de Glisser. También se ha observado
que los tratamientos antibidticos en el momento de la
colonizacién por G. parasuis, inhiben la respuesta in-
mune frente a la bacteria (posiblemente por la reduc-
cién en la carga bacteriana), dejando a los
lechones desprotegidos (Macedo et al.,
2017). En conjunto, cabe recalcar
la prudencia que debe haber
en el uso de los antimicro-

Lnetonsifgs

bianos, evitando su uso
de forma metafilictica,
sobre todo en los lecho-
nes recién nacidos que
necesitan colonizarse
correctamente para su
proteccion y la correc-
ta maduracién del sis-

tema inmune. >

Composicion de la micro-
biota nasal de lechones
sanos de 3-4 semanas de
vida.
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EL PAPEL DE LA MICROBIOTA NASAL

EN LA ENFERMEDAD DE GLASSER

Los anticuerpos juegan un papel esencial en el control de
la enfermedad de Glisser, ya que facilitan la opsonizacién
y el reconocimiento por el sistema inmune de las cepas
virulentas de G. parasuis, con el consiguiente control de la
infeccién. Sin embargo, no se puede entender completa-
mente el control de esta enfermedad sin estudiar el papel
de la respuesta inmune nativa y el de la microbiota nasal.
Como se ha mencionado anteriormente, la microbiota
de la cavidad nasal es la primera barrera a la infeccién y,
junto con la respuesta inmune, es clave para establecer un
equilibrio con el huésped. El destete es un momento de
estrés y grandes cambios para los lechones, que pueden
alterar este equilibrio. La respuesta inmune nativa, como
la accién bactericida del complemento del suero o la fago-
citosis de los macréfagos alveolares, no es capaz de con-
trolar las cepas virulentas de G. parasuis, pero si las cepas
no-virulentas. De este modo, las cepas no-virulentas de G.
parasuis son retenidas en la cavidad nasal, donde forman
parte de la microbiota, y junto al resto de las bacterias
de la misma, juegan un papel importante en el control
de la enfermedad de Glisser. De hecho, la composicién
de la microbiota nasal en el momento del destete juega
un papel importante en el desarrollo de las poliserositis
en transicién. Aunque el mecanismo no se ha estudiado
todavia, es probable que exista un mecanismo de exclu-
sién competitiva de las cepas patdgenas, asi como una es-
timulacién del sistema inmune por parte de la microbiota.
Es esperable que el papel de la microbiota nasal no sea
especifico para la enfermedad de Glisser, sino que podria
intervenir en el control de multiples enfermedades de ori-
gen respiratorio.

La microbiota puede considerarse una fuente de bac-
terias beneficiosas, pero en su composicién pueden
encontrarse también posibles patégenos. Con el fin de
determinar qué bacterias podrian ser beneficiosas para
la salud de los lechones y el control de la enfermedad de
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Glisser, se realizaron comparaciones entre la microbio-
ta nasal de lechones sanos frentes a la de aquellos que
sufrian la enfermedad. En el momento del destete, la
diversidad de la microbiota nasal de los animales que
posteriormente sufrian la enfermedad de Glisser era
menor que la de aquellos que permanecia sanos en la
transicion (Correa-Fiz et al., 2016; Figura 2), confirman-
do una vez mds que una alta diversidad estd asociada con
la salud. Los lechones que desarrollaban la enfermedad
de Glisser en la transicién presentaban cambios en la
microbiota nasal al destete que se caracterizaban por un
aumento del fifum Proteobacteria y una disminucién del
Sfilum Firmicutes (Correa-Fiz et al., 2017).

A nivel de género, la composicion se veia afectada con un
aumento de Bergeyella, Streptococcus, Glasserella, Moraxella
y Mycoplasma, y la disminucién de la abundancia relativa
de Bacteroides, Lactobacillus y Prevotella en los lechones
que enfermaban (Correa-Fiz et al., 2016). Algunas de
estas observaciones se han confirmado en estudios de la
microbiota orofaringea en relacién con otras enfermeda-
des respiratorias. Asi, una mayor abundancia relativa de
Moraxella en la microbiota orofaringea se asocié con el
desarrollo de enfermedad respiratoria, mientras que Lac-
tobacillus parecia tener un papel protectivo (Wang et al.,
2018). También en el caso de la microbiota intestinal y su
relacién con el desarrollo de diarreas se observan aspectos
comunes, como la asociacién de un mayor porcentaje de
Proteobacteria con la predisposicién a sufrir diarrea y la
asociacién de Bacteriodes y Lactobacillus con la salud intes-
tinal (7an et al., 2019; Yang et al., 2019).

La comparacién de las microbiotas de los lechones sa-
nos respecto a los que desarrollan enfermedades es una
herramienta para la identificacién de grupos bacterianos
relacionados con la salud. Esta informacién podria ser util
para la posterior caracterizacién de las bacterias identifi-
cadas y su posible aplicacién para el control de la enfer-
medad. Globalmente, las caracteristicas comunes que se
han identificado en la composicién de la microbiota de
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distintos lugares del cuerpo hacen pensar en
la relacién entre las distintas microbiotas de
los lechones y cémo la manipulacién de una
podria afectar al resto.

LA DEFINICION DE LA MICROBIOTA

A NIVEL DE CEPAS

Los andlisis mds comunes de microbiota se
realizan por la secuenciacién parcial del gen
ribosomal 16S. Con esta secuencia parcial,
la mayoria de las bacterias presentes en la
microbiota se identifican a nivel de género
y, en algunos casos, a nivel de especie. Sin
embargo, no todas las especies dentro de un
género, ni todas las cepas dentro de una es-
pecie, tienen las mismas propiedades. Hay
grupos bacterianos mds homogéneos y otros en el que
la heterogeneidad se refleja en aspectos muy variados,
incluida la virulencia. La presencia de cepas virulentas
de un determinado grupo bacteriano en la microbiota
tiene unas connotaciones diferentes a la presencia de ce-
pas que carecen de propiedades virulentas de ese mismo
grupo bacteriano, ya que las primeras aumentan el ries-
go a desarrollar enfermedad. Asi, cuando obtenemos la
composicién de la microbiota a nivel de género (o espe-
cie) nos falta mucha informacién detallada de las capa-
cidades patogénicas y fisiol6gicas de las cepas especificas
ahi presentes.

Uno de los géneros mas abundantes de la microbio-
ta nasal de los lechones al destete es Moraxella (Co-
rrea-Fiz et al., 2016; Figura 7). La caracterizacién de
aislados nasales de Moraxella de lechones sanos revelé
que las cepas de este género pertenecian a varias espe-
cies, incluidas Moraxella porci y Moraxella pluranima-
lium. Las cepas nasales del género Moraxella eran he-
terogéneas en varias propiedades, incluida la capacidad
de adhesion o la resistencia al suero y a la fagocitosis
por macréfagos alveolares (Lo’pez—Sermno et al., 2020).
Asi, se encontraron cepas con distinto potencial pato-
génico, definido por las pruebas de virulencia in vifro
mencionadas anteriormente. Aunque se necesita escla-
recer el papel patogénico de Moraxella en cerdos, cabe
esperar que fuese beneficioso evitar la colonizacién de
los lechones con cepas de este género bacteriano que
presenten mecanismos de virulencia. Otro grupo de ce-
pas nasales recientemente estudiado ha sido Bergeyella,
también muy abundante en la microbiota nasal (Co-
rrea-Fiz et al., 2016; Figura 1 ). Las cepas de Bergeyella
aisladas de muestras nasales pertenecian a dos especies
diferentes: Bergeyella zoohelcum y Bergeyella porcorum.
Al contrario de Moraxella, las cepas de estas dos espe-
cies de Bergeyella resultaron ser bastante homogéneas,
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pero las pruebas in vifro también detectaron una po-
tencial capacidad patogénica en estas cepas (Lorenzo
de arriba et al., 2018). De hecho, la abundancia relativa
de Bergeyella en la microbiota nasal se ha asociado con

enfermedad, ya que es uno de los géneros bacterianos
que presenté un mayor incremento de abundancia re-
lativa en los lechones que desarrollaban la enfermedad
de Glisser.

En el caso concreto de G. parasuis,la presencia de cepas
virulentas en la microbiota nasal es un factor de ries-
go reconocido para el desarrollo de la enfermedad de
Glisser, ya que son éstas las que la producen. Por otro
lado, las cepas no-virulentas podrian tener una cierta
capacidad protectiva frente a la infeccidn posterior con
cepas virulentas (Brockmeier et al., 2013). Los analisis
de microbiota con el fragmento del gen ribosomal 165
indican que la abundancia de G. parasuis es mayor en
los lechones que posteriormente enferman. Sin embar-
go, esta informacion es limitada, ya que esta bacteria
es muy heterogénea y contiene cepas con distintos
grados de virulencia. De hecho, mediante un modelo
matemadtico se confirmé que son las cepas virulentas las
que realmente estdn asociadas con la enfermedad, como
era de esperar. EI mismo modelo permitié un analisis
detallado de la asociacién entre la composicién global de
la microbiota nasal y la presencia de cepas de G. parasuis
de distinta virulencia. Se observé que distintos grupos
bacterianos de la microbiota nasal estin asociados con
la presencia de cepas virulentas o no-virulentas en esta
microbiota (Figura 3). En concreto, algunas bacterias
de la microbiota nasal, como Phascolarctobacterium (una
bacteria que puede producir dcidos grasos de cadena cor-
ta), se asociaron con una mayor colonizacién por cepas
no-virulentas de G. parasuis. Ademds, otras bacterias,
como Escherichia o Clostridium X1, se asociaron con una
reduccién de la colonizacién por cepas virulentas, con la
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consiguiente disminucién del riesgo a sufrir la enferme-
dad de Glisser (Figura 3). Estos datos se deberin con-
firmar con muestras procedentes de un mayor nimero de
granjas, pero indican que las cepas de G. parasuis, depen-
diendo de su virulencia tienen asociaciones y equilibrios
distintos con otras bacterias de la microbiota. Es impor-
tante conocer estos equilibrios y redes de interaccién entre
las bacterias de la microbiota para poder predecir posible
cambios secundarios a manipulaciones dirigidas a cambiar
la composicién de esta comunidad bacteriana.

CONCLUSION

El disefio de métodos seguros de manipulacién de la mi-
crobiota nasal para conseguir una composicién 6ptima,
podria tener una clara aplicacién en una produccién porci-
na sostenible con un uso limitado de antimicrobianos. Sin
embargo, la composicién de la microbiota éptima en las
distintas localizaciones del cuerpo es dificil de establecer
y se deberian ampliar los estudios incluyendo un alto nd-
mero de individuos y de origenes diferentes. Ademds, no
estd claro hasta qué punto cada especie bacteriana es res-
ponsable de la funcionalidad y estabilidad de la microbio-
ta, o es mds bien la interaccién entre determinados miem-
bros de la microbiota lo que es esencial para sus funciones.
Estos aspectos, junto con la relacién entre las microbiotas
de distintos lugares del cuerpo de los lechones, estin to-
davia sin dilucidar completamente, y podrian abrir nuevas
perspectivas en el control de las distintas enfermedades
respiratorias porcinas. ®
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