CAPITULO 3.4.10.

SEPTICEMIA HEMORRAGICA (SEROTIPOS 6:B Y
6:E DE PASTEURELLA MULTOCIDA)

RESUMEN

La septicemia hemorragica (SH) es una enfermedad importante del ganado vacuno y de los
bufalos caracterizada por una septicemia aguda y fatal con una alta morbilidad y mortalidad. Esta
causada por algunos serotipos de Pasteurella multocida que se restringen geograficamente a
ciertas zonas de Asia, Africa, Oriente Medio y el sur de Europa.

El diagnéstico de la SH se basa en el aislamiento del microorganismo causante, P. multocida, en
general a partir de la sangre o de la médula de un animal muerto, mediante la aplicacion de
métodos bioldgicos y de cultivo, asi como la identificacion del microorganismo mediante métodos
bioquimicos, serolégicos y moleculares.

Aislamiento y deteccidon del agente: Se pueden obtener cultivos puros de P. multocida
sembrando en estria muestras en medios de cultivo artificiales, y su identificacion posterior en
base al estudio de los rasgos morfolégicos, de cultivo y bioquimicos de P. multocida.

Convencionalmente, la identificacidn del serotipo especifico se lleva a cabo utilizando uno o varios
métodos serolégicos. Estos incluyen la prueba rapida de aglutinacion en portaobjetos, la
hemoaglutinacion indirecta para la tipificacion “capsular” utilizando eritrocitos de oveja recubiertos
con extractos bacterianos, la tipificacion “somatica” mediante las pruebas de inmunodifusion en gel
de agar, utilizando extractos celulares desnaturalizados por calor, o mediante la aglutinacion
empleando células tratadas con acido. La confirmacion de las cepas puede efectuarse mediante la
utilizacién de técnicas moleculares.

Serologia: Normalmente, no se utilizan las pruebas serolégicas para detectar anticuerpos
especificos con fines diagnosticos

Requisitos para las vacunas: Las vacunas eficaces contra la septicemia hemorragica son
bacterinas simples tratadas con formalina, o preparaciones densas de bacterinas con adyuvantes.
Estos ultimos aumentan el nivel de inmunidad y la prolongan.

Los in6culos de los cultivos para la produccién de vacunas deben contener microorganismos
capsulados. Las vacunas se estandarizan teniendo en cuenta la densidad bacteriana mediante pruebas
de turbidez y el peso seco bacteriano. Se llevan a cabo pruebas de potencia en ratones y/o conejos.

A. INTRODUCCION

La septicemia hemorragica (SH) es una enfermedad importante del ganado y de los bufalos que tiene lugar en
forma de catastroficas epizootias en muchos paises de Africa y Asia, produciendo una gran morbilidad y
mortalidad (Bain et al., 1982; Carter & De Alwis, 1989; De Alwis, 1992; Mustafa et al., 1978; Shivachandra et al.,
2011; Singh et al., 1996). Se ha registrado la enfermedad en mamiferos salvajes de diversos paises asiaticos y
europeos (Carigan et al., 1991; Rosen, 1981). En muchos paises asiaticos, la mayoria de los brotes tienen lugar
en las condiciones climaticas tipicas del monzén (humedad y temperaturas elevadas). La enfermedad esta
causada por Pasteurella multocida, un cocobacilo gramnegativo que vive principalmente como comensal en la
nasofaringe de los animales. El serotipo asiatico B:2 y el serotipo africano E:2 (en el sistema de Carter y
Heddleston), que se corresponden con el 6:B y el 6:E (en el sistema de Namioka—carter), son los principales
responsables de la enfermedad (26). En los rumiantes salvajes, el serotipo B:2,5 es el mas frecuente, mientras
gue el serotipo B:3,4 también se ha observado en el gamo (Aalbaek et al, 2009). En la India se ha observado se
han asociado otros serotipos, a saber, A:1, A:3, con un trastorno tipo SH en el ganado vacuno y en los bufalos
(Kumar et al., 1996; 2004). La distribucion geogréfica de la SH incluye ciertas zonas de Asia, Africa, Oriente
Medio y el sur de Europa. A:1, A:3 nunca se han confirmado en México, Centro América ni Sudamérica.
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Los signos clinicos de la SH causada por las cepas de B:2 o E:2 son la fiebre, la dificultad respiratoria con
rinorrea, la expulsién de espuma por la boca, la postracion y finalmente el decubito y la muerte. La infeccién por
los serotipos A:1 y A:3 provoca principalmente neumonia con resultado de muerte. La septicemia es el rasgo
mas caracteristico en todas las formas de la enfermedad. El periodo de incubacién va de los 3 a los 5 dias. En
casos hiperagudos, puede observarse muerte sin signos clinicos previos (Carter & De Alwis, 1989; De Alwis,
1992). Los bufalos son, por lo general, mas susceptibles a la SH que el ganado vacuno, y muestran formas mas
graves de la enfermedad con signos clinicos muy evidentes. Un rasgo caracteristico de la enfermedad es la
presencia de un edema subcutaneo en la mandibula, el cuello y el pecho. En zonas endémicas, la mayor parte
de las muertes se restringen a los terneros de mayor edad y a los adultos jévenes.

En el examen postmortem, la mayoria de animales que han muerto por SH presentan una destacada hinchazén
del cuello causada por un intenso edema sanguinolento. También hay abundantes hemorragias petequiales en
muchos tejidos y 6rganos, en concreto en las serosas. Las cavidades toracica, pericardica y abdominal pueden
contener liquido serosanguinolento. Los pulmones estdn muy congestionados y edematosos, y en general hay
espuma en la cavidad nasal, la traquea y los bronquios. Microscépicamente, se observa neumonia intersticial y
edema pulmonar, asi como infiltrados focales de neutréfilos y macréfagos en muchos tejidos. Todas estas
lesiones son similares a las observadas en casos de sepsis grave y shock septicémico grave.

Pueden tener lugar masivas epizootias en las zonas endémicas y en las no endémicas (Carter & De Alwis, 1989;
De Alwis, 1992). Se ha identificado a la SH como una complicacion secundaria en el ganado vacuno y los bufalos
gue tiene lugar después de brotes de fiebre aftosa (FA). Los casos mortales se aproximan al 100% si no se
aplica el tratamiento en el primer estadio de la infeccion (Carter & De Alwis, 1989; De Alwis, 1992). Para lograr
una reduccion efectiva de la mortalidad de los casos deben escogerse los antibiéticos adecuados en funcion de
los resultados de los antibiogramas, puesto que estan emergiendo cepas resistentes de P. multocida
(Shivachandra et al., 2011).

El diagnéstico de la enfermedad se basa en los signos clinicos, las lesiones macroscopicas, y los patrones de
morbilidad y mortalidad. La confirmaciéon requiere el aislamiento y la caracterizacion del agente patdgeno
mediante técnicas convencionales y moleculares. No existen informes confirmados de infecciones humanas por
P. multocida B2 ni E2; no obstante, otros serotipos causan infecciones humanas, por lo que deben tomarse
precauciones para evitar la exposicion. Este microorganismo debe manipularse aplicando procedimientos de
bioseguridad y bioproteccion adecuados, que vendran determinados por un andlisis del riesgo bioldgico (véase el
Capitulo 1.1.4 Bioseguridad y bioproteccién: norma para la gestion del riesgo biolégico en el laboratorio
veterinario y en las instalaciones para los animales).

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos existentes y su proposito

Propésito
Demostrar .
emostra Determinar .
; Demostrar ausencia de o ‘ a Determinar el estado
Método ausencia de infeccion en Contribuir a las Confirmar revalencia inmunitario en
: - animales politicas de casos P animales o
infeccién en L S P de la .
2 individuales erradicacion clinicos . t poblaciones tras la
la poblacién infeccién — .
antes de los vigilancia vacunacion
desplazamientos 9
Deteccion del agente®
Aislamiento _ _ + e + _
bacteriano
Detec’mon de _ _ + it + _
antigeno
Prueba de
patogenicida - - + +++ + -
d en ratén
CIEP - - + +++ + +

1 Se recomienda combinar varios métodos de identificacion del agente en la misma muestra clinica
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Propésito
Demostrar .
: Determinar .
; Demostrar ausencia de o ‘ a Determinar el estado
Método > infeccion en Contribuir a las Confirmar . inmunitario en
ausencia de - e prevalencia -
: - animales politicas de casos animales o
infeccién en L S Py de la ]
2 individuales erradicacion clinicos . t poblaciones tras la
la poblacién infeccién — L
antes de los L . vacunacion
) vigilancia
desplazamientos
Prueba de
agl'ut_lnamon _ + + it _ _
rapida en
portaobjetos
PCR - + + +++ + -
~PCRen _ + + 4+ + -
tiempo real
Deteccidn de respuesta inmunitaria
IHA - + + ++ + +++

Clave: +++ = método recomendado para este propdsito; ++ = método recomendado pero tiene limitaciones;
+ = método adecuado en muy pocas situaciones; — = no adecuado para este propésito
CIEP = contrainmunoelectroforesis; PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; IHA = hemaglutinacion indirecta.

1. Aislamiento y detecciéon del agente patégeno
1.1. Métodos de cultivo y bioquimicos

En la SH, se produce una verdadera septicemia en la fase terminal de la enfermedad. Por tanto,
deben extraerse muestras de sangre de los animales enfermos inmediatamente antes de la muerte.
Los animales que se encuentran en las primeras fases de la enfermedad no contienen P. multocida en
la sangre. Las bacterias tampoco estan siempre presenten en las secreciones nasales ni liquidos
corporales de los animales enfermos. Las muestras de sangre obtenidas de animales enfermos que
estén siendo tratados con antibiético pueden no indicar la presencia de la bacteria debido a su
supresion en la circulacion.

Una muestra de sangre o un hisopo de corazén son muestras adecuadas si se toman inmediatamente
después de la muerte. Si el animal lleva muerto mucho tiempo, para el aislamiento bacteriano se
pueden tomar muestras de medula 6sea de un hueso largo (himero, fémur, tibia, etc). Si no se
dispone de instalaciones para un examen postmortem, se puede obtener sangre de la vena yugular
por incisién y/o aspiracion. Las muestras de sangre deben enviarse en hielo por cualquier medio
estandar de transporte y bien empaquetadas, para evitar posibles fugas. Si las muestras de sangre no
van a transportarse al laboratorio en unas horas, pueden congelarse. No obstante, la congelacion y
descongelacion reiteradas pueden destruir el microorganismo, y no son aconsejables.

Los frotis de sangre de los animales infectados se tifien con las tinciones de Gram, de Leishman o con
azul de metileno. Los microorganismos tienen aspecto de bacilos cortos gramnegativos y con tincion
bipolar. No se puede establecer un diagnéstico definitivo basado solamente en el examen
microscopico directo.

Se cultivan las muestras de sangre o los hisopos después de su lavado en 2—-3 ml de solucién salina
fisiolégica estéril. Como alternativa, la superficie de un hueso largo se desinfecta con alcohol y se abre
por rotura. Se extrae la médula 6sea en condiciones asépticas y se cultiva. Normalmente el cultivo
directo resulta satisfactorio solo si la muestra es fresca y esta libre de contaminantes o invasores
postmortem que pudieran enmascarar el crecimiento de cualquier Pasteurella presente.

En los examenes biolégicos, se inocula por via subcutanea o intramuscular a ratones un pequefio
volumen (0,2 ml) del liquido de lavado de los hisopos impregnados de sangre o contenido nasal o con
una porcion de tejidos/médula 6sea en soluciéon salina. El ratén sirve normalmente como un “filtro”
biolégico para los microorganismos extrafios. Si hay P. multocida viable, los ratones mueren a las 24—
36 horas de la inoculacion, y se puede comprobar en los frotis de sangre (preferiblemente cardiaca) un
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1.2.

crecimiento puro de P. multocida. Por lo general, se pueden obtener cultivos puros de P. multocida a
partir de muestras de sangre de ratones, incluso aunque las muestras originales (muestras de hisopo
y tejido nasal) procedan de canales relativamente viejas. El microorganismo puede identificarse por
sus caracteristicas morfolégicas y de cultivo, por las reacciones bioquimicas y mediante pruebas
serolégicas. En el aislamiento bacteriano, como Ultima opcién se puede utilizar el método de la
inoculacion en ratén, sobre todo a partir de materiales nasales/tisulares muy contaminados.

Un medio bacteriolégico adecuado para el crecimiento de Pasteurella es el de caseina/sacarosa/
extracto de levadura (CSY) solidificado con agar y que contenga un 5% de sangre. La composicion de
este medio incluye: hidrolizado de caseina (3 g), sacarosa (3 g), extracto de levadura (5 g), cloruro
sédico (5 g), ortofosfato hidrégeno dipotasico anhidro (3 g) y agua destilada hasta 1 litro. El pH se
ajusta a 7,3-7,5, después de lo cual se afiade agar al 1,5%. El medio se esteriliza mediante autoclave
a una presion de 1 bar durante 15 minutos. Después de enfriar a 45-50°C, se afiade sangre de
ternero al 5% (libre de anticuerpos frente a P. multocida) (Wijewardana et al., 1986). También puede
emplearse agar sangre convencional.

P. multocida acabada de aislar en agar sangre forma colonias lisas, brillantes, de aspecto grisaceo y
trasltcido, de aproximadamente 1 mm de diametro, después de 24 horas de incubacién a 37°C. Las
colonias obtenidas en el medio sélido CSY son de mayor tamafio. Los cultivos viejos, en particular los
obtenidos con los medios que carecen de sangre, pueden producir colonias mas pequefias.
Pasteurella multocida no crece en el medio sélido de MacConkey. Los frotis de sangre o de tejido
teflidos por el método de Gram muestran cocobacilos gramnegativos, cortos, ovoides y de tincion
bipolar. Se puede observar un cierto grado de pleomorfismo, en concreto en los cultivos viejos, con
bacilos mas largos, de longitud variable. La tincién bipolar es mas evidente con azul de metileno o con
el colorante de Leishman.

Los microorganismos causantes de la SH son oxidasa, catalasa e indol positivos y reducen los nitratos
a nitritos. No producen sulfhidrico ni ureasa, y son incapaces de utilizar el citrato ni de licuar la
gelatina. Siempre fermentan la glucosa y la sacarosa con produccion exclusiva de acido. La mayor
parte de las cepas también fermentan el sorbitol. Algunas cepas fermentan la arabinosa, la xilosa y la
maltosa, mientras que la salicina y la lactosa casi nunca son fermentadas.

Una propiedad de las cepas de P. multocida que causan la SH es su capacidad de producir la enzima
hialuronidasa (Carter y Chengappa, 1980). Después de identificar el género y la especie a partir de las
caracteristicas del cultivo y por pruebas bioquimicas, la produccién de hialuronidasa se puede utilizar
como una prueba especifica para las pasteurelas que causan la SH. Debe advertirse que los serotipos
B, excepto el B.2 (0 6:B), y el tipo E no producen hialuronidasa.

Se siembra un cultivo productor de acido hialurénico en el centro de una placa de medio solido con
dextrosa y almidon. El cultivo de Pasteurella en el que se va a investigar la produccion de
hialuronidasa se siembra en estria en angulos rectos. Las placas se incuban durante 18 horas a 37°C.
Originariamente se utilizaba Streptococcus equi como productor de acido hialurénico, pero en la
actualidad es mas adecuado un cultivo de P. multocida de tipo A, con capsula mucosa. En el punto de
interseccion, el crecimiento de la cepa mucosa productora de acido hialurénico se vera disminuido
hasta una fina linea de crecimiento, indicando la produccién de hialuronidasa por el cultivo analizado.
El uso de placas con medios recién preparados y un incubador con humidificacion facilita la
produccion de acido hialurénico y, por consiguiente, la interpretacion de la prueba.

Métodos de serotipificacion

Se utilizan varias pruebas de serotipificacion para la identificacion de los serotipos de P. multocida que
causan la SH. Estas incluyen una prueba rapida de aglutinacion en porta (Namioka & Murata, 1961a),
una prueba de hemoaglutinacion indirecta (IHA) para la tipificacion capsular (Carter, 1955), una
prueba de aglutinaciéon con células tratadas con &cido clorhidrico para la tipificacibn soméatica
(Namioka & Murata, 1961b), la prueba de inmunodifusion en gel de agar (AGID) (Anon, 1981,
Heddleston et al., 1972; Wijewardena et al., 1982), y la prueba de contra-inmunoelectroforesis (CIEP)
(Carter & Chengappa, 1981).

Para la mayor parte de estas pruebas se preparan sueros hiperinmunes en conejos contra las cepas
especificas de referencia. Se siembran cultivos de caldo CSY liquido (después de 6-8 horas de
incubacién) en medio sélido CSY con sangre. Después de incubarlos toda la noche (18-20 horas) las
células se lavan con solucion salina fisioldgica que contenga un 0,3% de formalina. La turbidez de la
suspension celular se ajusta a la de un tubo nimero 4 de la escala de MacFarland. A intervalos de 3—
4 dias los conejos se inoculan subcutanea o intramuscularmente con 0,2, 0,5, 1,0, 1,5 y finalmente con
2,0 ml de esta suspension. Una semana después de la Ultima inyeccion, los conejos se inoculan
subcutdnea o intramuscularmente con 0,5 ml de una suspension celular similar, pero viva. Los
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animales se sangran 10 dias después. El suero se guarda a —20°C, pero, para el uso habitual, se
guardan pequefias cantidades a 4°C a las que se habra afiadido mertiolato al 1/10.000.

1.2.1. Prueba rapida de aglutinacién en portaobjetos (tipificacion capsular)

Se mezcla una sola colonia en una porta con una gota de solucién salina, se aflade una gota
de antisuero, y se calienta suavemente el porta. En 30 segundos aparece una aglutinacién
floculada y granulosa. Los cultivos viejos pueden presentar una aglutinacién granular fina que
tarda mas en aparecer.

1.2.2. Prueba de la hemaglutinacién indirecta (tipificacién capsular)

En un principio esta prueba se realizaba utilizando eritrocitos humanos de tipo “O”
sensibilizados con el antigeno (Carter, 1955), pero mas recientemente se han utilizado
eritrocitos de oveja (Sawada et al., 1985; Wijewardana et al., 1986). El antigeno se prepara
como sigue:

Un caldo de cultivo de 6—8 horas, de una cepa de referencia, se siembra en medio sélido CYS
con sangre y se incuba toda la noche a 37°C. Las células se recolectan en 3 ml de solucién
salina fisiolégica que contenga un 0,3% de formalina. Esta suspension se calienta luego a 56°C
durante 30 minutos, se centrifuga a 3.000 g durante 15 minutos a 4°C, y el liquido
sobrenadante claro se guarda a —20°C. Si no se dispone de una centrifuga refrigerada, la
centrifugacion a 1.500 g durante 30 minutos permite obtener un sobrenadante liquido. Este se
utiliza como el extracto antigénico. Se sigue un procedimiento similar para preparar un extracto
antigénico a partir de una cepa desconocida que se desee tipificar.

Por otro lado, se recoge sangre de oveja, con un anticoagulante, en condiciones asépticas y se
centrifuga a 500 g durante 10 minutos. Los eritrocitos sedimentados se lavan tres veces con
solucion salina fisiol6gica estéril. El extracto antigénico procedente de una cepa problema
preparado por el método descrito anteriormente se utiliza para sensibilizar los eritrocitos o se
absorbe a los mismos. Esto se lleva a cabo afiadiendo a los eritrocitos 15 volimenes del
extracto antigénico e incubando la mezcla 1 hora a 37°C con agitacion frecuente. Los eritrocitos
sensibilizados se recogen por centrifugacion, se lavan tres veces con solucion salina fisiologica
estéril, y se hace una suspension final al 1% en solucion salina fisiolégica. El antisuero
hiperinmune de tipo especifico (tres volimenes) se absorbe durante 30 minutos a temperatura
ambiente mediante la adicion de los eritrocitos sedimentados (un volumen), y a continuacion se
centrifuga a 500 g por 10 minutos para sedimentar los eritrocitos. El antisuero absorbido se
inactiva luego mediante calentamiento a 56°C durante 30 minutos.

La prueba se puede realizar en tubos o en placas, y se lleva a cabo en dos filas. La prueba
descrita a continuacién corresponde a la realizacion en placas de microtitulaciéon estandar.

i) El extracto capsular de la cepa desconocida se prepara como se ha indicado
anteriormente y se utliza para sensibilizar los eritrocitos de oveja. Los sueros
hiperinmunes especificos de serotipo conocidos que se han obtenido en conejos contra
los tipos A,B,D y E se diluyen del siguiente modo:

ii)  Utilizando cuatro filas separadas, los primeros pocillos de cada una se llenan con 0,72 ml
de solucién salina y los siguientes seis pocillos, 0 méas, con 0,4 ml.

iii) Cada uno de los sueros hiperinmunes especificos de tipo se diluye separadamente en
cada fila afiadiendo 0,08 ml del suero al primer pocillo y mezclando con una pipeta. Se
transfieren 0,4 ml de este pocillo al siguiente, se mezcla, y el proceso se repite hasta el
pocillo siete. Esto supone una diluciéon a 1/10 en el primer pocillo y una dilucion a la mitad
en cada uno de los siguientes.

iv) Cada uno de los pocillos se rellena con 0,4 ml de eritrocitos sensibilizados con el antigeno
absorbido, se agita levemente y se deja incubar a temperatura ambiente. Mediante la
adicion de los eritrocitos sensibilizados, las diluciones del suero de los pocillos se doblan,
es decir, 1/20 en el primer pocillo, 1/40 en el segundo, y asi sucesivamente. En cada
realizacién de la prueba se incluye un control positivo, un control negativo y un control de
solucién salina.

v) La primera lectura se realiza a las 2 horas y la final 18 horas después. La presencia de
aglutinaciéon de los eritrocitos por los lados de los pocillos concavos se considera un
resultado positivo, y la formacion de un botén en el centro de los pocillos como negativo.
Dependiendo del tamafio de la aglutinacion se establece una clasificacion arbitraria de 1—
4. Una cepa de serotipo desconocido se identifica por el suero hiperinmune con el que
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1.2.3.

1.2.4.

presenta aglutinacién. En caso de ausencia de aglutinacion con todos los sueros, la cepa
se considera como no tipificable.

Aunque la IHA puede utilizarse para tipificar cepas desconocidas, la prueba en si es mas eficaz
cuando se trata de los serotipos B y E y es mas fiable como prueba cuantitativa frente a estas
cepas.

Pruebas de inmunodifusién en gel de agar

Las AGID de inmunodifusién en gel de agar se utilizan para lo que se conoce como tipificacién
“capsular’, asi como para la tipificacion “somatica”, dependiendo de los antigenos y de los
antisueros empleados. Se utiliza la técnica de la difusién doble. Los pocillos se incrustan en el
agar solidificado siguiendo un modelo circular con un pocillo central y seis pocillos periféricos.

i)  Tipificacion capsular: El medio de gel se prepara con un 1% de agar Noble, o un producto
equivalente, en tampon fosfato 0,2 M que contenga mertiolato a una concentracion final
de 1/10.000 (Anon, 1981; Wijewardena et al., 1982). Los antigenos y antisueros son los
mismos que para la tipificacién capsular por IHA (Carter, 1955). El antisuero estandar se
coloca en el pocillo central, y los antigenos problema se colocan en los pocillos periféricos
alternandolos con el antigeno homologo estandar.

ii)  Tipificacion soméatica: El medio del gel es agar Noble especial, o un producto equivalente,
a una concentracion de 0,9% en una solucién de cloruro sddico al 0,85%.

iii) Para la preparacion del antigeno, se recogen las células crecidas en cada placa en 1 ml
de cloruro sddico al 8,5% que contenga un 0,3% de formalina. La suspension se calienta
a 100°C durante 1 hora, las células se sedimentan por centrifugacion, y el sobrenadante
liquido se utiliza como antigeno.

iv) Se preparan en pollos antisueros contra los 16 tipos soméaticos (Heddleston et al., 1972).
La bacterina emulsionada en aceite? (1 ml) se inyecta por via subcutanea en la zona
media del cuello de pollos machos de 12—-16 semanas. Tres semanas después, se inocula
otra inyeccion intramuscular de 1 ml en el pecho, a razén de 0,5 ml a cada lado del
esternén. Una semana después las aves se sangran, y el suero se separa y se conserva
con 0,01% de tiomerosal y 0,06% de fenol. Los sueros se analizan frente a todos los tipos
somaticos y aquellos que muestren reaccion cruzada se eliminan. Algunas preparaciones
de antisueros frente al B:2 pueden presentar reaccion cruzada con el tipo somatico 5.

v) El antigeno problema se coloca en el pocillo central, y en los pocillos periféricos se
disponen los antisueros contra los diferentes serotipos. Todos los serotipos que producen
septicemia hemorragica (cepas asiaticas y africanas) reaccionaran con el antisuero de
tipo 2. Pueden presentarse reacciones cruzadas con el tipo 5.

Contrainmunoelectroforesis

La contrainmunoelectroforesis (CIEP) ha resultado ser un método rapido para la identificacion
de cultivos pertenecientes a los tipos capsulares By E.

i) Preparacién del extracto capsular: El extracto capsular se prepara de la misma manera
que la descrita para la IHA.

i)  Preparacién de antisueros hiperinmunes: Se preparan antisueros en conejos como en el
caso de la IHA.

iii) Medio para la CIEP: El medio para la CIEP consta de agarosa (2,0 g), barbital sodico
(2,06 g), acido dietil barbitarico (0,37 g), agua destilada (180 ml) y solucién de mertiolato
al 1/1.000 (20 ml).

iv) Tampon de Veronal acetato (tampoén barbital): El tampon barbital consta de barbital sddico
(29,24 @), acetato sédico anhidro (11,70 g), acido clorhidrico 0,1 N (180 ml), y agua
destilada hasta completar 3 litros. El pH debe ser de 8,8.

v) Preparacion de las placas: Las placas para electroforesis se preparan recubriendo
previamente los vidrios (57 mm x 70 mm) con 12 ml del medio. En una fila, se excavan
siete pocillos de 4 mm de diametro y separados entre si por 7 mm. A 6 mm de distancia

Los antigenos bacterianos del caldo se cubren con un aceite mineral ligero (adyuvante) y luego se emulsifican (se
estabilizan) con un agente emulsionante, en este caso lanolina (grasa de lana). Esto debe hacerse debido a que la fase
acuosa que contiene la bacteria (fase liquida) no se mezcla con la fase lipidica (adyuvante). La proporcion entre el aceite
y el agente emulsionante varia segun cada lote de lanolina y tiene que ser ajustada segun corresponda. Cuanto mayor
sea el porcentaje de lanolina, mayor serd la estabilidad de la emulsion.
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(de centro a centro) se excava un conjunto de pocillos en paralelo con el otro conjunto de
pocillos.

vi)  Procedimiento de la prueba: Al pocillo del lado del catodo se le afiaden 20 ul de antigeno
capsular, y al del lado del anodo se afiade un volumen idéntico del antisuero especifico de
tipo. Los controles que se incluyen en la prueba son una solucién de cloruro sédico al
0,85% contra el antisuero positivo, y un extracto capsular contra el suero negativo de
conejo, asi como las muestras control positivas y negativas. El tanque de electroforesis se
llena con tampdn barbital, pH 8,8. El antigeno y el antisuero se someten a electroforesis
durante 30 minutos a 150 V (25 V/cm). A continuacidon se examinan las placas para
comprobar si hay lineas de precipitacion.

vii) Interpretacion de los resultados: La presencia de una linea definida entre los pocillos del
antigeno y del antisuero se considera un resultado positivo.

1.2.5. Pruebas de aglutinacién (antigeno somatico)

El antigeno somatico “O” se prepara con un método similar al descrito previamente para la IHA
(Namioka, 1978; Namioka & Murata, 1961b). Se siembra un cultivo problema de 6-8 horas en
medio sélido CSY con sangre y se incuba toda la noche. Las células de cada placa se recogen
en 2-3 ml de solucién salina fisiolégica que contenga un 0,3% de formalina, y se centrifugan a
3.000 g durante 15 minutos a 4°C (o0 1.200-1.500 g durante 30-45 minutos a temperatura
ambiente). Las bacterias depositadas se resuspenden en 25 ml de solucién salina con HCI
normal (cloruro sddico al 0,85% en una solucibn 1 N de HCI) hasta dar una opacidad
aproximadamente equivalente a la de un tubo nimero 6 de la escala de Brown, y se incuba
toda la noche. La suspension se centrifuga de nuevo, el sobrenadante se elimina, y los restos
celulares se lavan tres veces sucesivamente con solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
apH5,0, 6,0y 7,0, respectivamente.

Finalmente, se prepara en PBS a pH 7,0 una suspension de los restos celulares, equivalente a
la opacidad del tubo nimero 6 de Brown. Cualquier suspensién que muestre signos de
aglutinacion debe desecharse.

Se preparan antisueros contra suspensiones de células bacterianas completas de las cepas de
referencia B:2 (SH asiatica), E:2 (SH africana) y 11:B (cepa australiana 989, no productora de
SH). Las pruebas de aglutinacion se realizan en un porta y el antigeno problema se emplea
contra los tres tipos de sueros. Una aglutinacién fina y granular indica una aglutinacion
somética especifica. La realizacion de las pruebas utilizando antigenos estandar facilitara la
lectura y la interpretacion. Cuando tiene lugar una aglutinacién parcial inespecifica, las pruebas
realizadas con diluciones decimales del suero contra los antigenos problema y contra los
antigenos estandar pueden ayudar a identificar el antigeno somatico.

1.2.6. Designacion de los serotipos

En general, se adoptan dos sistemas de serotipificacion. Uno es la tipificaciéon capsular
mediante la IHA de Carter (Carter, 1955) o por pruebas AGID (Anon, 1981; Wijewardena et al.,
1982). El otro es la tipificacion “somatica” mediante el método de Namioka & Murata (Namioka,
1978; Namioka & Murata, 1961b; 1961c) y por el método de Heddleston et al. (1972). Existe un
acuerdo generalizado de que la designacion de los serotipos debe basarse en una combinacion
somatico-capsular. Dos sistemas que se usan normalmente son el de Namioka—Carter y el de
Carter—Heddelston. En el primer sistema, los serotipos de SH asiatica y africana se designan
respectivamente como 6:B y 6:E, mientras que en el Ultimo se designan como B.2 y E.2,
respectivamente.

1.3. Métodos de reconocimiento de acidos nucleicos

1.3.1. PCR especifica para Pasteurella multocida

La tecnologia de la PCR puede aplicarse para la deteccion rapida, sensible y especifica de
P. multocida (Miflin & Blackall, 2001; Townsend et al., 1998a). La rapidez y especificidad de
dos de las PCR especificas para P. multocida (Miflin & Blackall, 2001; Townsend et al., 1998a)
permiten una eficacia 6ptima sin necesidad de una hibridacién adicional. Las PCR especificas
para P. multocida (Miflin & Blackall, 2001; Townsend et al., 1998a) identifican todas las
subespecies de P. multocida. Se ha descrito que la PCR de Miflin & Blackall (Miflin & Blackall,
2001) dio un falso positivo tanto con P. avium biovar 2 como con P. canis biovar 2, mientras
que la PCR de Townsend et al. PCR (1998a) dio un falso positivo con P. canis biovar 2 (no se
ha utilizado contra P. avium biovar 2). Recientemente, tanto P. avium biovar 2 como P. canis
biovar 2 han sido rebautizados como P. multocida (Christensen et al., 2004), lo que significa
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1.3.2.

que las PCR de Townsend et al. (1998a) y de Miflin & Blackall (Miflin & Blackall, 2001) se
consideran actualmente como especificas para P. multocida. Pero aln persisten algunas
dificultades, puesto que se sabe que los microorganismos similares a P. multocida negativos a
la sacarosa procedentes de heridas grandes por mordedura de gato forman dos grupos.
Mientras que los dos son positivos segun la PCR especifica para P. multocida en el estudio de
Miflin & Blackall (2001), sélo un grupo ha sido confirmado como verdaderamente P. multocida
por otros métodos genotipicos (Christensen et al., 2005). La PCR de Townsend et al. (1998a)
se describe en el parrafo siguiente.

Se transfiere directamente una fraccion de una colonia aislada del microorganismo sospechoso
a la mezcla de PCR. Como alternativa, puede obtenerse ADN molde de 2 pl de un cultivo puro
0 mixto en medio liquido. Todos los métodos utilizados actualmente para la preparaciéon del
ADN molde proporcionan resultados reproducibles con los cebadores KMT1 (Townsend et al.,
1998a), y permiten la deteccién de < 10 microorganismos por reaccion. La sensibilidad y
especificidad de la PCR especifica para P. multocida representa el argumento mas convincente
para el uso de la tecnologia de PCR en la investigacién de laboratorio en casos sospechosos
de SH. Se puede detectar Pasteurella multocida independientemente de la pureza de la
muestra, lo que supone una ventaja si esta procede de una canal antigua o de hisopos de las
amigdalas o nasales. En tales casos, se deben inocular los hisopos que contienen la muestra
en 2 ml de medio CSY liquido e incubar en rotacion durante 2—4 horas; luego se afiaden 2 pl
del cultivo directamente a la mezcla de la PCR antes de la amplificacion.

Secuencias de los cebadores (Townsend et al., 1998a):

PCR especifica para P. multocida: KMT1T7 5-ATC-CGC-TAT-TTA-CCC-AGT-GG-3’
KMT1SP6 5-GCT-GTA-AAC-GAA-CTC-GCC-AC-3

Condiciones de la PCR:

Se aflade el ADN molde a la mezcla de PCR que contiene (en un volumen total de 25 pl)
tampon para PCR 1x, cada desoxinucle6tido trifosfato (ANTP) a una concentracion de 200 puM,
Mg Clz2 2 mM, 3,2 pmoles de cada cebador y 0,5 pg de ADN polimerasa Taq. Los parametros
del termociclador son: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos; 30 ciclos de 95°C
durante 1 minuto, de 55°C durante 1 minuto, de 72°C durante 1 minuto; con una extension final
a 72°C durante 7 minutos. Se someten 5 pl de cada muestra a electroforesis en gel de agarosa
al 2% en tampon de desarrollo Tris-acetato (TAE) 1x a 4 V/cm por 1 hora. El gel se tifie con
bromuro de etidio al 1% y los fragmentos de ADN se visualizan por luz UV en un
transiluminador.

La amplificacion por PCR genera un producto de 460 pb.

Sistema de tipificacién capsular maltiple de Pasteurella multocida por PCR

La identificacién de los genes implicados en la biosintesis de las capsulas polisacaridicas de
P. multocida A:1 (Chung et al., 1998) y B:2 (Boyce et al., 2000) suministrd la informacion
necesaria para determinar la region biosintética de los tres serogrupos restantes (D, E y F)
(Boyce et al.,, 2000). Es mas, mediante la utilizacion de la PCR mdltiple especifica para
serogrupos, pudo confirmarse la existencia de resultados contradictorios en la tipificacion de
algunas cepas (Townsend et al., 2001). Con este conocimiento, se identificaron las secuencias
especificas de serogrupo para utilizarlas como cebadores en un sistema de tipificacion capsular
multiple por PCR (Townsend et al.,, 2001). Los cebadores especificos de P. multocida se
incluyen como un control interno para la identificacion de la especie. En el sistema de
tipificacion capsular mdltiple por PCR, la banda de amplicon que da el resultado de la
tipificacion puede no estar clara. En estos casos, el resultado puede mejorar eliminando de la
mezcla los cebadores especificos de P. multocida (KMT1T7, KMT1SP6).

Secuencias de los cebadores (Townsend et al., 2001):

PCR capsular miltiple: CAPA-FWD 5-TGC-CAA-AAT-CGC-AGT-CAG-3’
CAPA-REV 5-TTG-CCA-TCA-TTG-TCA-GTG-3’
CAPB-FWD 5’-CAT-TTA-TCC-AAG-CTC-CAC-C-3
CAPB-REV 5’-GCC-CGA-GAG-TTT-CAA-TCC-3
CAPD-FWD 5'-TTA-CAA-AAG-AAA-GAC-TAG-GAG-CCC-3’
CAPD-REV 5’-CAT-CTA-CCC-ACT-CAA-CCA-TAT-CAG-3’
CAPE-FWD 5TCC-GCA-GAA-AAT-TAT-TGA-CTC-3’
CAPE-REV 5-GCT-TGC-TGC-TTG-ATT-TTG-TC-3’
CAPF-FWD 5-AAT-CGG-AGA-ACG-CAG-AAA-TCA-G-3’
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CAPF-REV 5-TTC-CGC-CGT-CAA-TTA-CTC-TG-3’
KMT1T7 5-ATC-CGC-TAT-TTA-CCC-AGT-GG-3’
KMT1SP6 5’-GCT-GTA-AAC-GAA-CTC-GCC-AC-3

Tamafio de los fragmentos resultantes:

Serogrupo A CAPA-FWD/CAPA-REV 1044 bp
Serogrupo B CAPB-FWD/CAPB-REV 760 bp
Serogrupo D CAPD-FWD/CAPD-REV 657 bp
Serogrupo E CAPE-FWD/CAPE/REV 511 bp
Serogrupo F CAPF-FWD/CAPF-REV 851 bp

Condiciones de la PCR:

Se aflade el ADN molde a la mezcla de la PCR que contiene (en un volumen total de 25 pl)
tampo6n para PCR 1x, cada desoxinucleétido trifosfato (ANTP) a una concentracion de 200 puM,
Mg Cl2 2 mM, 3,2 pmoles de cada cebador y 1 pg de ADN polimerasa Taq. En la publicacion
original (Townsend et al., 2001) se sugiere utilizar un programa de ciclado estandarizado como
la PCR especifica para P. multocida. Sin embargo, el programa de ciclado debe optimizarse y
validarse para el modelo del termociclador que se esté utilizando. La electroforesis en gel de
agarosa se lleva a cabo tal como se ha indicado anteriormente.

1.3.3. PCR especifica para las cepas de tipo B causantes de la SH

También es posible realizar una identificacién provisional de las cepas de P. multocida
especificas de tipo B causantes de la SH mediante la amplificacién por PCR (Townsend et al.,
1998a). Los cultivos de tipo B cuyo antigeno somatico predominante es del tipo 2 o del tipo 5
se identifican mediante la amplificacién de un fragmento de unas 620 pb con los cebadores
KTSP61y KTT72.

Secuencias de los cebadores (Townsend et al., 1998a):
PCR especifica para las cepas de tipo B causantes de SH:
KTT72 5-AGG-CTC-GTT-TGG-ATT-ATG-AAG-3’
KTSP61 5-ATC-CGC-TAA-CAC-ACT-CTC-3

Las condiciones de la PCR especifica para cepas de tipo B causantes de la SH son como las
descritas para la PCR especifica de P. multocida. Se ha observado que estos cebadores son
utiles para la identificacion de las cepas del serogrupo B.

Los cebadores de la PCR para las cepas de tipo B causantes de la SH se pueden utilizar
también en una PCR multiple con los cebadores especificos de P. multocida, lo que disminuye
drasticamente el tiempo necesario para la deteccion de P. multocida y la identificacion
provisional del serotipo causante de la SH. Las condiciones de la PCR mudiltiple son como las
descritas anteriormente excepto por el hecho de que se utilizan 3,2 pmoles de cada uno de los
cuatro cebadores y 1 pg de ADN polimerasa Taqg. En el caso de los microorganismos
sospechosos, mediante la utilizacion del sistema mdultiple de la PCR especifica para
P. multocida/PCR especifica para las cepas de tipo B causantes de la SH se puede confirmar
la identidad y determinar un serotipo provisional en 3-4 horas, en comparacién con las
2 semanas que puede requerir el andlisis bioquimico y la serotipificacion mediante los métodos
convencionales.

1.3.4. PCR especifica para el tipo B de Pasteurella multocida

Se ha observado que los cebadores que son dutiles para la tipificacion de las cepas del
serogrupo A con varios tipos somaticos también lo son para la identificacion especifica de las
cepas (Gautam et al., 2004).

Cebadores:
RGPMAS5: 5-AAT-GT-TTG-CGA-TAG-TCC-GTT-AGA-3’
RGPMAG: 5-ATT-TGG-CGC-CAT-ATC-ACA-GTC-3’

Condiciones de la PCR:

Se afiade ADN molde (50 ng) a la mezcla para PCR (en un volumen total de 25 pl) que
contenga tampon para PCR 1x, cada dNTP a una concentracion de 200 um, MgCl2 1,5 mM,
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1.3.5

20 pmoles de cada cebador y 1 unidad ADN polimerasa Tag. Las condiciones de la
amplificaciéon estandar son las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos;
30 ciclos de 95°C durante 45 segundos, 56°C durante 45 segundos y 72 °C durante 45
segundos, seguidos de una extension final a 72°C durante 6 minutos. Los productos
amplificados se separan mediante la electroforesis en gel de agarosa (gel de agarosa al 1,5%)
en tampo6n TBE 0,5x a 5 v/icm durante 2 horas.

La amplificacion por PCR proporciona un producto de 564 pb.

La prueba puede aplicarse en el cultivo directo, en las células lisadas hervidas y en los tejidos
infectados

Sistema de tipificacién de LPS de Pasteurella multocida mediante PCR miiltiple

Las cepas de Pasteurella multocida se pueden clasificar en 16 serovares (serotipos) somaticos
o de lipopolisacaridos (LPS) utilizando la prueba de difusion de la precipitina en gel de
Heddleston. Se han identificado los genes necesarios para el ensamblaje de los LPS. El
método de PCR multiple se desarroll6 para la tipificacion molecular de LPS basada en genes
de la estructura del nucleo externo de los LPS (Harper et al., 2015).

Cebadores:

BAP6119: 5’- ACA-TTC-CAG-ATA-ATA-CA-CCCG-3

BAP6120: 5- ATT-GGA-GCA-CCT-AGT-AAC-CC-3

BAP6121: 5- CTT-AAA-GTA-ACA-CTC-GCT-ATT-GC-3’
BAP6122: 5- TTT-GAT-TTC-CCT-TGG-GAT-AGC-3

BAP7213: 5-TGC-AGG-CGA-GAG-TTG-ATA-AAC-CAT-C-3’
BAP7214: 5’- CAA-AGA-TTG-GTT-CCA-AAT-CTG-AAT-GGA-3’
BAP6126: 5- CTT-TAT-TTG-GTC-TTT-ATA-TAT-ACC-3’
BAP6125: 5- TTT-CCA-TAG-ATT-AGC-AAT-GCC-G-3
BAP6129: 5- AGA-TTG-CAT-GGC-GAA-ATG-GC-3’

BAP6130: 5- CAA-TCC-TCG-TAA-GAC-CCC-C-3’

BAP7292: 5- TCT-TTA-TAA-TTA-TAC-TCT-CCC-AAG-G-3
BAP7293: 5'- AAT-GA-AGG-TTT-AAA-AGA-GAT-AGC-TGG-AG-3
BAP6127: 5- CCT-ATA-TTT-ATA-TCT-CCT-CCC-C-3’
BAP6128: 5'- CTA-ATA-TAT-AAA-CCA-TCC-AAC-GC-3
BAP6133: 5'- GAG-AGT-TAC-AAA-AAT-GAT-CGG-C-3
BAP6134: 5- TCC-TGG-TTC-ATA-TAT-AGG-TAG-G-3’

Tamafio de los fragmentos resultantes:

L1 (Heddleston Serovar 1Y) BAP6119/ BAP6120 1307pb
L2 (Heddleston Serovar 2/5) BAP6121/ BAP6122 810 pb
L3 (Heddleston Serovar 3y 4) BAP7213/ BAP7214 474 pb
L4 (Heddleston Serovar 6 y 7) BAP6126/ BAP6125 550 pb
L5 (Heddleston Serovar 9) BAP6129/ BAP6130 1175 pb
L6 (Heddleston Serovar 10, 11, 15,y 12) BAP7292/ BAP7293 1668 pb
L7 (Heddleston Serovar 8 y 3) BAP6127/ BAP6128 931 pb
L8 (Heddleston Serovar 16) BAP6133/ BAP6134 255 pb

Condiciones para la PCR:

Cada una de las PCR muiltiples finales de LPS (50 ul de volumen final) se realiza en tamp6n de
polimerasa Taq 1 x (Tris-HCI 10 mM, MgCI2 1,5 mM, KCI 50 mM) que contiene cada cebador a
una concentracion de 0,4 uM, trifosfatos de desoxinucleésido (dNTP) a 0,2 mM, y 1,7 U de Taq
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polimerasa. Para cada PCR de colonia, se recoge material de 2 a 3 colonias de P. multocida
bien aisladas utilizando una punta estéril de una micropipeta de 20 ul (volumen fijado en 20 ul)
e insertandola en el centro de cada colonia. A continuacion, el material recogido se afiade a
una mezcla de PCR de 50 pl y se mezcla minuciosamente pipeteando. En el caso de la PCR
que utiliza ADN gendmico, se afiaden aproximadamente 50 ng de ADN purificado en columna a
cada mezcla de PCR. Todas las mezclas de reaccion se mezclan brevemente y luego se
centrifugan durante 10 segundos a 13 000 g. En el caso de la PCR de colonias, las condiciones
de ciclo son 96°C durante 10 minutos, seguidas de 30 ciclos de 96°C durante 30 segundos,
52°C durante 30 segundos y 72°C durante 2,5 minutos, con una extension final a 72°C durante
5 minutos. En el caso de la PCR que usa ADN gendémico como molde, las condiciones de ciclo
son idénticas a las de la PCR de colonias, excepto en que el paso de desnaturalizacién inicial a
96°C se reduce a 5 minutos. Los productos amplificados se separan mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%.

1.3.6 PCR en tiempo real y amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP)

Se ha desarrollado una PCR en tiempo real SH-est basada en el gen diana est (Petersen et al.,
2014). Detecta especificamente ST122, ST63, ST147 y ST162 asociados a SH. Sin embargo,
no detecta cepas de ST151 con tipo capsular D aisladas de cerdos que si se detectan con la
PCR especifica de tipo B causante de SH. La PCR en tiempo real para SH-est aporta una
deteccion rapida y especifica de los tipos especificos de P. multocida implicados en la SH en
comparacién con otras PCR.

Recientemente, se ha descrito el desarrollo de un ensayo Pm-LAMP y un ensayo HS-LAMP
especifico para cepas del serogrupo B:2 asociadas a SH en bovinos y bufalos (Moustafa y
Bennett, 2017). Los hallazgos preliminares sugieren que el ensayo HS-LAMP tiene una alta
sensibilidad y especificidad para la deteccion de P. multocida asociada a la SH. Se supone que
el método Pm-LAMP deberia ser una herramienta de diagndstico Util para la deteccién rapida y
visible de P. multocida a partir de diversos materiales clinicos de diversas especies
hospedadoras. Sin embargo, necesita una evaluacion adicional directamente en muestras
clinicas, junto con su utilidad en condiciones de campo como alternativa simple a las PCR, que
son metodologias sofisticadas de laboratorio.

1.3.7. Diferenciacién genotipica de las cepas

Una vez que se ha realizado la identificacién provisional (o definitiva), se puede lograr una
identificacion adicional de las cepas por métodos de determinacién de la huella molecular
genotipica. El andlisis por endonucleasas de restriccion con el enzima Hhal ha resultado util
para caracterizar los serotipos de tipo B causantes de SH. De 71 cepas de serotipos
capsulares de tipo B de P. multocida, se observaron 20 perfiles de huellas de ADN. En relacion
con las cepas de los serogrupos causantes de la SH, se ha informado de 13 perfiles Unicos de
huellas entre 54 cepas semejantes al perfil de la cepa de referencia con serotipo somatico 2
(Wilson et al., 1992). Por el contrario, aunque se observé un perfil inico de Hhal entre 13 cepas
del serogrupo E, fue posible la diferenciacion de estas cepas después de la digestion con la
enzima Hpall. Hpal parece generar subdivisiones més finas que las obtenidas con el uso de
Hhal (Wilson et al., 1995). La ribotipificacion y la separaciéon por electroforesis en campo
pulsante de fragmentos de ADN de gran tamafio, también permite una discriminacion util de los
serogrupos B y E en cepas de P. multocida (Townsend et al., 1997a). Podria establecerse la
diversidad genética de las cepas de origen animal o aviar de Pasteurella multocida causantes
de SH mediante analisis de la secuencia del gen que codifica la sintesis de la subunidad 16S
del rARN. En un estudio llevado a cabo en el Reino Unido en el que se han empleado 79 cepas
naturales recuperadas de distintas especies, se pusieron de manifiesto 19 tipos de rARN 16S
que se agrupaban en dos linajes filogenéticamente diferenciados (Davies, 2004). Por otra
parte, analisis de la secuencia de cepas de la India del serogrupo B de P. multocida de distintas
especies animales no mostraron demasiada variacién (Dey et al., 2007). La tipificacién
mediante la secuenciacién multilocus (MLST), un sistema de tipificacion por secuencia basado
en siete genes constitutivos se ha empleado para identificar la diversidad de genética de cepas
bovinas de P. multocida y de cepas de otras especies hospedadoras (Davies et al. 2004;
Hotchkiss et al., 2011; Sarangli et al., 2016; Subaaharan et al., 2010). La MLST de 55 cepas
aisladas de P. multocida asociadas a SH determiné que la mayoria incluia el tipo de secuencia
(ST) 122 (n = 50), y en ocasiones muy infrecuentes ST63, ST147 y ST162, en comparacién con
otros miembros de especies aisladas de otros tipos de lesiones y hospedadores (Petersen et
al., 2014).

Para cualquier laboratorio con capacidad para realizar la PCR resulta posible llevar a cabo las
determinacion de huellas moleculares con la PCR, con varios métodos utilizados con
anterioridad para diferenciar otros microorganismos de P. multocida. El andlisis de ADN
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polimoérfico amplificado al azar (RAPD) y la técnica de la PCR con cebadores aleatorios (AP-
PCR) han sido tiles, respectivamente, en estudios epidemioldgicos de P. multocida aislada de
conejos (Chaslus-Dancla et al., 1996). El analisis de P. multocida mediante las secuencias
repetitivas por la PCR ha permitido diferenciar entre cepas aviares y porcinas, aunque todas las
cepas analizadas que causaban la SH mostraron perfiles similares (Townsend et al., 1997b;
1998b). Sin embargo, recientemente se ha hallado que existe una variabilidad molecular entre
las cepas de P. multocida causantes de la SH y pertenecientes al serogrupo B. Se ha
informado de diferenciacion genotipica de cinco cepas del serotipo B de P. multocida mediante
la utilizaciéon de la PCR palindromica, extragénica y repetitiva (REP), la PCR de consenso,
intragénica, repetitiva y enterobacteriana (ERIC) y la PCR de cebador Unico (Biswas et al.,
2004). No se ha descrito con anterioridad ninglin analisis mediante RAPD y AP-PCR de cepas
de P. multocida causantes de SH.

2. Pruebas serolégicas

Por lo general, en el diagnéstico no se utilizan las pruebas seroldgicas para detectar anticuerpos. La IHA puede
utilizarse con este fin, siguiendo un método en cierto muy similar al descrito antes para la tipificacion capsular.
Cuando por la prueba IHA se detectan titulos altos, el resultado indica una exposicion reciente a la SH. Como la
SH es una enfermedad que se presenta principalmente en los animales mantenidos en condiciones de cria poco
sofisticadas, donde los sistemas de declaracién de los casos de enfermedad son también deficientes, a menudo
se produce un retraso considerable en la declaracion de los brotes. Las muertes se producen de modo muy
repentino y, cuando se declaran el caso no se dispone de canales la necropsia. En tales situaciones, a efectos
de diagnostico, la presencia de titulos altos en IHA, de 1/160 hasta 1/1280 o superiores, en los animales
supervivientes que han estado en contacto con las manadas afectadas, es un indicador de la exposicion reciente
ala SH.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

1. Antecedentes

1.1. Fundamentos y uso previsto del producto

Los tres tipos de vacunas utilizadas contra la SH son las bacterinas, las vacunas precipitadas con
alimina (APV) y las vacunas con adyuvantes oleosos (OAV). Para lograr una inmunidad suficiente con
las bacterinas, se requiere una vacunacion repetida. La administracion de bacterinas densas puede
dar lugar a la aparicion de reacciones de shock, que son menos frecuentes con las APV y casi
inexistentes con las OAV.

Desde 1989, se ha utilizado en Myanmar una vacuna viva contra la SH, preparada con una cepa B:3,4
(cepa de gamo) no virulenta de P. multocida para el control de la enfermedad en el ganado vacuno y
en los bufalos mayores de 6 meses. Se administra por via intranasal mediante aerosol (Carter et al.,
1991; Myint et al., 2005). La vacuna ha sido recomendada por la Organizacion de Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) como vacuna inocua y potente para su uso en los paises
asiaticos. Sin embargo, no existen informes sobre su utilizacién en otros paises, y las vacunas
muertas son las Unicas que se usan en los paises afectados por la SH.

Las directrices para la produccion de vacunas se presentan en el capitulo 1.1.8 Principios de
produccién de vacunas veterinarias. Las normas dadas aqui y en el capitulo 1.1.8 son de caracter
general y pueden suplementarse con los requisitos regionales y nacionales.

2. Descripcion de la produccién y requisitos minimos para las vacunas convencionales
2.1. Caracteristicas del inéculo

2.1.1. Caracteristicas bioldgicas

Se utiliza una cepa local de P. multocida que represente el serotipo predominante. Se debe
mantener un cultivo estable y bien capsulado que produzca grandes colonias, de
aproximadamente 2 mm de diametro, en el medio soélido CSY con sangre. Debe guardarse
cultivos del inéculo en un agar nutritivo semisélido a temperatura ambiente como cultivos por
picadura, o como cultivos liofilizados.
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Se infecta un ternero con el cultivo, y, dentro de las 2-3 horas postmortem, se toma
asépticamente sangre del corazén y se guarda en alicuotas de 1 ml a —20°C. Para cada nuevo
lote de vacuna se usa una alicuota nueva. Se puede subcultivar esta alicuota una o dos veces,
con tal de que el tamafio de las colonias no disminuya. Se descongela una alicuota de sangre,
se siembra sobre el medio solido CSY con sangre, y se comprueba en un porta si el
crecimiento resultante presenta aglutinacién con el antisuero adecuado. Un buen cultivo
presentara una aglutinacion gruesa y floculenta, en menos de 30 segundos. Un mal cultivo solo
producira una aglutinacion fina y granular.

2.1.2. Criterios de calidad (esterilidad, pureza, ausencia de agentes extrafios)

Debe demostrarse que los lotes de siembra son:

i) Puros: Exentos de agentes contaminantes.

i)  Inocuos: No causan reacciones adversas en la especie de destino cuando se suministran
siguiendo las recomendaciones.

iii)  Eficaces: Estimulan una inmunidad eficaz, como se indica en las pruebas de potencia.
Las pruebas requeridas se describen mas adelante en el apartado C.2.2.4.

2.2. Método de fabricacion

2.2.1. Procedimiento

Para la produccion de vacunas se requieren suspensiones bacterianas densas. Deben tener un
contenido bacteriano minimo de 1,5 g de peso seco por litro de suspension. Existen dos
métodos para producir suspensiones densas. El primero consiste en cultivar en medio sélido en
frascos Roux y recoger en solucion salina fisiolégica con formalina, con lo que se pueden lograr
suspensiones de cualquier densidad. Este procedimiento resulta laborioso ya que cada frasco
debe ser recolectado por separado y probado en cuanto a la pureza. El segundo método es el
recomendado y se basa en el uso de un gran contenedor con los cultivos aireados y en un
medio que permita especificamente el crecimiento de P. multocida.

Existen dos tipos de proceso de aireacion — por vortex y por inyecciéon. En la aireacién por
vortex, el aire estéril se introduce con un compresor, y el cultivo se agita por la fuerza de
impulsion de la columna que opera en la corriente de aire, mientras que en la aireacion por
inyeccion el aire se dispersa a través de un inyector. Una aireacién intermitente parece producir
un crecimiento mas denso (Thomas, 1968). Cuanto mas fina sea la dispersion del aire, mejor
es el crecimiento bacteriano. Normalmente se emplean contenedores de 20-40 litros, y la
incubacion se realiza a 37°C. En sistemas de cultivo continuo, y una vez alcanzada la densidad
méaxima, lo que normalmente tiene lugar en un plazo de 15 horas, se recoge un 25% del
volumen de trabajo y se reemplaza cada hora. Las cosechas de los cultivos continuos se
recogen en volumenes relativamente pequefios por separado, pero, después de varios dias, la
densidad disminuye, posiblemente debido a la pérdida del antigeno capsular. Por esta razon,
son preferibles los cultivos discontinuos. Si los recipientes con cultivos discontinuos se inoculan
con 50 ml/litro de medio, se obtiene una turbidez maxima en 15-18 horas, que es cuando el
crecimiento se puede detener por adicion de formalina a una concentracion final de 0,5%. Este
procedimiento, en el que se emplea un gran in6culo y el crecimiento se detiene después de un
corto periodo, ayuda a reducir la posibilidad de contaminacién. La turbidez se estandariza
contra una referencia que contenga el equivalente a 1,5 g/litro, peso seco/volumen.

También se obtienen cultivos densos empleando fermentadores, en los que puede llevarse a
cabo una esterilizacién por calor de los recipientes y del cultivo in situ, con sistemas
automaticos de control de la temperatura, el pH y la aireacién. En el fermentador también
pueden incluirse sistemas de esterilizacion de liquidos por filtracién, para componentes
termolabiles. Un fermentador de lotes de 100 litros dara un minimo de 66.000 dosis (cada una
de 3 ml) de OAV, e incluso mas si la densidad es lo bastante alta como para conseguir una
dilucién hasta un estandar de referencia equivalente a 1,5 g/litro, peso seco/volumen.

La OAV se logra emulsificando volimenes iguales de un aceite mineral ligero y de la
suspension bacteriana, con lanolina pura anhidra al 5% como agente emulsionante. El aceite
mineral y la lanolina se esterilizan primero, y después de enfriarse a 40°C, se afiade a la
muestra un 0,5% de formalina. La suspension bacteriana se afiade lentamente y la emulsion
continda durante otros 10 minutos. Después de dejar que se estabilice toda la noche, la mezcla
se vuelve a emulsionar, se embotella y se guarda a 4°C durante 2 semanas antes de su uso.
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La APV se prepara ajustando primero la turbidez de la suspensién al estandar de referencia
como anteriormente, y diluyéndola con un volumen igual de solucién salina fisiolégica con
formalina al 0,5%. El pH se ajusta a 6,5, y se afiade una solucién caliente al 20% de alumbre
de potasio para obtener una concentracion final de alumbre al 1%. Después de dejarlo toda la
noche con agitacién continua, la vacuna se embotella para ser utilizada.

2.2.2. Requisitos para los sustratos y los medios

Un medio esterilizado idoneo para el método de cultivo aireado es el que contiene hidrolizado
de caseina (2 g), sacarosa (6 g), extracto de levadura (6 g), cloruro sédico (5 g), ortofosfato
hidrégeno dipotasio anhidro (8,6 g), ortofosfato dihidrégeno potasio anhidro (1,36 g) y agua
destilada hasta 1 litro. Se obtiene un crecimiento mas denso si la caseina, la sacarosa y la
levadura se preparan como concentrado, esterilizado mediante filtro o autoclave durante
10 minutos a 107°C, y se transfieren de forma aséptica al recipiente que previamente se ha
esterilizado por calor con el resto de los ingredientes.

2.2.3. Controles durante el proceso

Es necesario comprobar que la concentracion de la masa bacteriana, la capsulacién de las
bacterias, la pureza del cultivo y la eficiencia de la inactivacion son las adecuadas.

2.2.4. Pruebas en lotes de producto final
i) Esterilidad y pureza

Las pruebas de esterilidad y de ausencia de contaminantes en los materiales bioldgicos
de uso veterinario se detallan en el capitulo 1.1.9.

i)  Inocuidad

Se vacunan dos cabezas de ganado seronegativas con el doble de la dosis recomendada
y se observa la presencia de efectos adversos durante un periodo de 10-14 dias.

Se inoculan por via intramuscular cinco ratones con 0,2 ml de vacuna cada uno, y se
observan durante 5dias. La sangre de cualquier raton que muera, se cultiva para
comprobar si esta infectada por P. multocida.

i) Potencia del lote

Las pruebas de potencia se pueden realizar mediante cualquiera de los métodos
siguientes:

a) Vacunacion del ganado seguida de un desafio directo o de pruebas de proteccion
pasiva en el raton, utilizando sueros bovinos. Este procedimiento no es muy viable
ya que con la OAV en el ganado vacuno tarda bastante en desarrollarse una
inmunidad suficiente.

b)  Vacunacién de conejos seguida del desafio directo o prueba de proteccion pasiva en
el raton utilizando los sueros de conejo; o

c) Pruebas de potencia en ratdn, que es el método mas factible de los tres.

Cada ratén, de un grupo de 50, se vacuna intramuscularmente con 0,2 ml de
vacuna, y se repite la dosis 14 dias después. Al dia 21, los ratones se dividen en
diez grupos de cinco, y a cada grupo se le desafia con las diluciones respectivas de
un cultivo de 6-8 horas en un medio liquido de una cepa natural a niveles de 10~—
10719 un grupo control de 50 ratones no vacunados se estimula de forma similar, y
se observa a todos los ratones durante 5 dias. A continuacion, se puede calcular la
dosis letal 50 (DLso) para obtener una indicacion de la dosis suficiente para proteger
el ganado vacuno: las vacunas preparadas del modo descrito contienen al menos
10* unidades de proteccién en los ratones vacunados.

2.3. Requisitos para la aprobacion del registro

2.3.1. Requisitos de inocuidad
i) Inocuidad en especies de destino y no de destino

Véase el Capitulo 1.1.8.
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i)  Reversion a la virulencia en vacunas atenuadas/vivas

Véase el Capitulo 1.1.8.

iii) Consideraciones ambientales

Véase el Capitulo 1.1.8.

2.3.2. Requisitos de eficacia
i) Para la produccién animal

Una dosis Unica de vacuna administrada a terneros jovenes de 3-6 meses de edad
protegera a los animales susceptibles durante 3-4 meses empleando APV, y durante 6—
9 meses empleando OAV.

La vacuna debe administrase por inyeccion intramuscular profunda. Para dosis de 3 ml se
aconseja utilizar jeringas de nylon de 5 ml y una aguja de 14-15 G, y la edad
recomendada para la vacunacioén inicial es 4—-6 meses. Para la vacunacién rutinaria
profilactica, se recomienda una dosis Unica de OAV a los 4-6 meses, un recordatorio 3—
6 meses después y una revacunacion anual a partir de se momento. Cuando el sistema
de produccion no permita acceder a cada animal en el momento oportuno, se recomienda
una vacuna anual de todos los animales aproximadamente a los 4 meses de edad,
preferiblemente antes de la época reproductiva, y una vacunaciéon de todos los terneros
antes del afio de edad, 6 meses después. En caso de brote en animales vacunados, se
recomienda una dosis de APV seguida de una dosis de OAV.

La fuga de OAV hacia el tejido subcutaneo a veces puede dar lugar a bultos fibrosos en
los puntos de inyeccion. En ocasiones muy infrecuentes, pueden aparecer abscesos si no
se respetan las normas de esterilidad, aunque la mayoria de animales son resistentes a
estas infecciones. La APV a veces puede causar reacciones de shock.

i)  Para el control y la erradicacion

No es aplicable.

2.3.3. Estabilidad

La emulsion de la OAV debe ser de color blanco puro, y adherirse al vidrio como pintura. Si la
emulsion muestra signos de fragmentacion, debe desecharse. Se puede permitir la separacion
de una capa fina de aceite en la superficie. Se puede guardar durante 6 meses a 4—8°C sin
pérdida notable de potencia. No debe congelarse. El aumento de la concentracion de lanolina
mejora la estabilidad, pero también aumenta la viscosidad, lo que es un inconveniente
importante. El uso de otros agentes emulsionantes como “Arlacel” favorece la produccion de
emulsiones més finas y estables.

3. Vacunas desarrolladas mediante la ingenieria genética

No es aplicable actualmente. No obstante, se estan llevando a cabo varios intentos de desarrollar vacunas
vivas mutantes definidas, fantasmas bacterianos y vacunas recombinantes de subunidades con los
adyuvantes adecuados (Shivachandra et al., 2011).
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* %

NB: En el momento de la publicacion (2021) no existian Laboratorios de Referencia de la OIE para la septicemia
hemorragica (puede consultarse la pagina web de la OIE:
https://www.oie.int/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3)

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1989. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2021.

Clave: +++ = método recomendado para este proposito; ++ = método recomendado pero tiene limitaciones;
+ = método adecuado en muy pocas situaciones; — = no adecuado para este proposito
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