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RESUMEN

Este estudio se propuso estimar la distribucién de la infeccidn por Mycoplasma suis en poblaciones de cerdos
de Argentina e identificar factores de riesgo asociados. Se recolectaron 284 muestras de sangre de cerdos de dife-
rentes categorias productivas en frigorificos y granjas de las provincias de Santa Fe, Cérdoba y Buenos Aires.
Amplificando el gen del ARNr 16S de M. suis a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se calcu-
16 un porcentaje de infectados del 64%. Se estim6 ademas que no existia asociacién estadisticamente significativa
(p>0,1) entre un resultado positivo a la PCR y el sexo del animal muestreado, los antecedentes de anemia en la
granja y las condiciones de alojamiento. Contrariamente se encontrd asociacion significativa (p<0,1) con el origen
geogréafico y la categoria productiva. Se estimd que los cerdos de Buenos Aires y Cordoba tenian mas probabili-
dades de ser PCR positivos que los de Santa Fe, mientras que los lechones y los cerdos de recria tenian menos
riesgo de infectarse que los animales de mas edad. Se concluye que el M. suis esta ampliamente distribuido en las
poblaciones porcinas estudiadas del pais.
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INTRODUCCION

Mycoplasma suis parasita obligadamente la superficie de los eritrocitos porcinos pudiendo causar anemia
hemolitica desde suave a severa. M. suis, asi como otras especies anteriormente incluidas en los géneros Eperyth-
rozoon y Haemobartonella de la familia Anaplasmataceae, representa un nuevo grupo de micoplasmas hemotrofi-
cos 0 hemoplasmas®-4-22,

Los hemoplasmas pueden persistir por afios infectando animales en forma latente sin producir enfermedad. Es
el bazo el que clarifica la circulacion secuestrando los glébulos rojos infectados, y si se somete a estos animales a
esplenectomia, estrés u otros factores inmunosupresores, se provoca la aparicion de numerosas bacterias en sangre
e inclusive signos clinicos. Sin embargo, algunas especies de hemoplasmas entre las que se incluye M. suis, pue-
den causar enfermedad evidente atn en huéspedes inmunocompetentes®23-14-2L Asi, M. suis produce la eperitro-
zoonosis, hemoplasmosis (HP) o anemia infecciosa de los cerdos®223-4 enfermedad que se detectd por primera
vez en la Argentina en 1985 y que se caracteriza por cuatro sindromes:

1- Anemia crdnica y fallas reproductivas en cerdas, caracterizadas por celos irregulares, muerte embrionaria, abor-
tos y muerte perinatal; disminucion en la produccién de leche e inadecuada conducta maternal asociadas con
el estrés del post—parto®&--#,

2- Anemia, ictericia y debilidad en lechones recién nacidos con una susceptibilidad aumentada a enfermedades
respiratorias y digestivas?-2--2,

3- Inadecuada conversion del alimento en las etapas de recria y terminacion

4- Anemia, ictericia, debilidad, dificultad respiratoria y muerte en cerdos de recria y terminacion
Historicamente se han utilizado las tetraciclinas para aliviar los signos clinicos en forma efectiva®, aunque

hoy también se reconoce la eficacia de la tilosinal’. De cualquier manera, se asume que tanto los cerdos tratados

como aquellos que sobrevivieron a la infeccidn sin tratamiento, se transforman en portadores, ya que no se ha
comprobado que sean capaces de liberarse de la infeccion®2-14,

Debido a la imposibilidad de cultivo de M. suis, no se conté con métodos seguros de diagndstico hasta el ad-
venimiento de las técnicas moleculares®23-14 | a reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) puede detectar mi-
croorganismos aun en muy bajo nimero en muestras clinicas como sangre. La amplificacion del gen del ARNr

16S de M. suis usando PCR es un procedimiento especifico y sensible para detectar la bacteria ain en portadores®
12

2,6,7,22
1,6,7,10,17,18,20
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En Argentina, no se conoce la distribucion de la infeccion en los cerdos, los factores de riesgo asociados, ni
todos los posibles problemas que esta infeccion acarrea para la porcicultura. Por lo tanto, el objetivo de este traba-
jo fue investigar en qué medida la infeccion por M. suis estaba presente en distintas poblaciones porcinas de Ar-
gentina asi como estimar la asociacién con distintos factores de riesgo, como un paso hacia una mejor compren-
sién del comportamiento de la HP en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccidn de muestras de sangre de cerdos de campo

Se obtuvieron 284 muestras de sangre en tubos con anticoagulante (EDTA) de porcinos pertenecientes a 38
granjas: 22 ubicadas en las zonas central y sur de la provincia de Santa Fe (Departamentos Caseros, General L6-
pez, Rosario, Iriondo y San Jer6nimo), 11 en las &reas sur y sureste de la provincia de Coérdoba (Departamentos
Marcos Juarez, Union y Rio Cuarto) y 5 del area centro-norte de la provincia de Buenos Aires (Partidos de Roque
Pérez, Bragado, General Viamonte y Marcos Paz). Ciento noventa y seis muestras de sangre fueron recolectadas
durante la faena en frigorificos, obteniéndose luego la informacidn sobre el establecimiento del cual provenian; 88
muestras se recolectaron en granjas de produccion que se seleccionaron de acuerdo al interés de los propietarios
de participar en el estudio.

Se categorizaron las muestras de acuerdo a la ubicacién geogréafica de las granjas de origen, a la categoria
productiva de los animales (lechones, cerdos de recria, cerdos en desarrollo, cerdos en terminacion y reproducto-
res), al sexo, al tipo de manejo y a los antecedentes de anemia en el establecimiento del cual provenian (la infor-
macion sobre estas 3 Gltimas variables no se pudo obtener para todas las muestras).

Todas las muestras fueron almacenadas en freezer de —20° C hasta su analisis.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Extraccion y purificacion del ADN.

Se utiliz6 un kit comercial de extraccién de ADN (Generation® Capture Column Kit, Gentra Systems, Min-
neapolis, MI, EEUU) basado en un sistema de columnas simples mas centrifugacion. Se siguieron las especifica-
ciones del fabricante para extraer y purificar el ADN a partir de 200ul de sangre entera con EDTA.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un ciclador térmico tipo Peltier (PTC- 100® Peltier
Thermal Cycler, MJ Research, Inc, Waltham, MA, EEUU). Se utilizaron primers para la amplificacion del gen
16S del ARN ribosomal reportados previamente (12): el primer sentido (f2) fue 5° GCT TAA CAA GTG TTC
GCG GT 3" y el primer antisentido (r2) estaba conformado por 5° CTT AAC TCC AAT CA AAT TAC C 3. El
perfil de ciclado térmico consistié en un paso inicial de desnaturalizacién a 94°C durante 10 minutos seguido de
32 ciclos a 94°C por 1 minuto, 54°C por 1 minuto, y 72°C por 2 minutos, con un paso final de extension a 72°C
por 7 minutos. Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis durante 1 a 2 horas a 120-150V,
en un gel con 1% de agarosa y 1pg/ul de bromuro de etidio. Cada pocillo se cargd con 25ul de cada reaccion y Sul
de buffer de carga. Los geles fueron fotografiados bajo luz ultravioleta (sistema de imagenes Alpha Imager 2200,
Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA, EEUU). En cada corrida se incluy6 un control M. suis positivo, un
control M. suis negativo y un marcador estandar del tamafio molecular del ADN (HI-Lo DNA marker Minnesota
Molecular, Minneapolis, MN, EEUU).

Para asegurar la extraccion exitosa del ADN y que su amplificacion no estuviera impedida por inhibidores, se
realiz6 una PCR para el gen B-actina (gen de control interno). Los primeros utilizados fueron: sentido, 5'-
GGGACCTGACCGACTACCTC-3y antisentido, 5-TGTTGGCGTAGAGGTCCTTC -3'. El perfil de ciclado
comenzé con una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 62°C, y 1 minuto a 72°C. Las muestras fueron guardadas a 4°C hasta su analisis. Los productos de
437pb fueron separados por electroforesis.

Todos los resultados de las reacciones de la PCR fueron confirmadas con un SB.

Southern Blot

Los geles provenientes de la PCR fueron sometidos a la desnaturalizacion con alcalis y neutralizacion estan-
dares; los fragmentos de ADN se transfirieron a una membrana (Hybond-N+ RPN303B, Amersham Pharmacia
Biotech, Arlington Heighers, IL, EEUU) cargada positivamente que fue incubada por 16 horas. El buffer de trans-
ferencia utilizado fue 10X SSC (1X SSC corresponde a cloruro de sodio 0,15M, citrato de sodio 0,15M). Un
fragmento de 839pb del gen de ARNr 16S de M. suis fue amplificado por PCR usando el set de primers previa-
mente descripto pero con el agregado de digoxigenina a uno de ellos. El producto fue purificado usando un kit de
extraccion (Qiaex Il Gel Extraction Kit, Qiagen Inc, Valencia, CA, EEUU) y revelado por el método no radioacti-
vo basado en la union especifica a la digoxigenina unida a uno de los primers (DIG Nucleic Acid Detection Kit,
Roche Diagnostics Corporation, Indianopolis, IN, EEUU). Las membranas fueron prehibridizadas durante > 10
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minutos en buffer de hibridizacién comercial (PerfectHyb™Plus, Sigma-Aldrich Corp St Louis, MO, USA). Se
Ilevo a cabo durante 16 horas una hibridizacion bajo condiciones de estringencia a 68°C en el mismo buffer con la
adicion de aproximadamente 10ng/ ml de la sonda marcada con digoxigenina. Las membranas fueron lavadas y
reveladas de acuerdo al protocolo del fabricante para la deteccion por quimioluminiscencia y autorradiografia.

Andlisis estadistico

Se examinaron los resultados surgidos del analisis para cuantificar la asociacion entre estatus sanitario a la in-
feccion con M. suis y potenciales factores de riesgo de la enfermad mediante la estimacion de la razon de las ven-
tajas u odds ratio (OR), utilizando una combinacidon de analisis de chi cuadrado y modelos de regresion logistica.
Un cerdo fue definido como infectado o positivo si la muestra de su sangre resultaba positiva por PCR y era con-
firmada por SB. La variable dependiente (casos, controles) correspondié al resultado de la PCR (positivo, negati-
VO0).

Las variables independientes incluyeron sexo (macho, hembra), region geogréfica (Santa Fe, otra), categoria
(lechon, recria, desarrollo, terminacién y reproductores), lugar de muestreo (frigorifico, granja), antecedentes de
anemia (si, no), y condiciones de alojamiento (aire libre, confinado). Los factores de riesgo para los cuales fue
estimado un p<0,1 en un analisis de chi cuadrado, fueron incorporados en un andlisis de regresion logistica multi-
variada. De esta manera, el test de chi cuadrado sirvié6 como una especie de prueba tamiz para la deteccién de
variables potencialmente significativas, lo que permite reducir el nimero de variables introducidas al modelo mul-
tivariado. En el modelo multivariado, las variables significativas (p<0,05), fueron identificadas usando un algo-
ritmo de pasos condicionales hacia adelante. El ajuste del modelo fue evaluado mediante estimacion del estadisti-
co de Hosmer-Lemeshow.

Se calcul6 la proporcion real (PR) de animales infectados en la muestra examinada utilizando los valores de
proporcion aparente (PA) de positivos obtenidos con PCR aplicando la formulaPR=[PA+E-1]/[S+E-1],
donde S y E denotan la sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnédsticas utilizadas, respectivamente. Los
valores de Sy E de las pruebas fueron estimados en 98% y 94% respectivamente®’.

RESULTADOS

Ciento ochenta y cinco muestras de un total de 285 (65,1%) fueron positivas a la presencia de M. suis por
PCR y SB. Como se muestra en la figura 1, se amplific6 un fragmento de 893 pb del gen del ARNr 16S a partir
del ADN extraido de la sangre de cerdos infectados por M. suis. Todas las muestras amplificaron un producto de
437pb del gen B-actina (datos no mostrados). Para confirmar la identidad de los productos de PCR, se llevé a cabo
una hibridizacion por SB para cada producto amplificado (figura 2).

Figura 1-A
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Figura 1-B
Figura 1.- Reaccion en cadena de la polimerasa. Reacciones positivas para las muestras 107 a 109, 112 a 116, 119
a 123 (1-A), 126, 127, 129 a 133, 135, 138 y 140 (muy débil) a 142 (1-B). Reacciones negativas para las muestras
110,111, 117, 118 y 124 (1-A), 125, 128, 134, 136, 137 y 139 (1-B). Primera linea: marcador de peso molecular
(1-A'y 1-B). Ultima linea: control positivo (1-A) y control negativo (1-B) de Mycoplasma suis.

Figura 2.- Southern blot. Confirmacion de los resultados de la reaccion en cadena de la polimerasa
de las muestras de la Figura 1.
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El valor estimado de PR fue mayor a 50% en todas las provincias, para un valor global de PR de 64% en el
total de la muestra (tabla 1). Se calcul6 que la probabilidad estimada de asociacion entre un resultado positivo a
PCR y el sexo del animal muestreado, los antecedentes de anemia en el establecimiento y las condiciones de alo-
jamiento era mayor a 0,1 en todos los casos (tabla 2). Debido a que en cambio, la probabilidad estimada de aso-
ciacion entre un resultado positivo a PCR vy las variables lugar de muestreo, origen geogréafico y categoria produc-
tiva era menor a 0,1, éstas fueron incluidas en el anélisis multivariado de regresion logistica. EI modelo que mejor
ajusto los datos incluyd las variables origen geografico y categoria productiva como variables dependientes, pero
no lugar de muestreo (tabla 3). Asi, los cerdos de Buenos Aires y Cordoba tuvieron en promedio 2,44 veces mas
riesgo de ser positivos a PCR (p<0,01) que cerdos de Santa Fe. Por otra parte, los lechones y animales en recria
tuvieron en promedio, respectivamente, 6,25 (1/0,160=6,25) y 2,65 (1/0,378=2,65) veces menos riesgo de ser
positivos a PCR gue animales en terminacién y reproductores. Los animales en desarrollo tuvieron en promedio
8,3 veces mas riesgo de ser PCR positivos que animales en terminacion y reproductores. Los lechones versus el
resto de las categorias tuvieron 6,6 veces menos riesgo de desarrollar enfermedad.

Tabla 1.- Proporcion aparente (PA) y real (PR) de animales infectados por Mycoplasma suis en las
regiones estudiadas segun los resultados positivos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR+).

Tabla 2.- Asociacién bivariada entre la infeccion por Mycoplasma suis y factores de riesgo para la
infeccion estimada mediante la prueba chi-cuadrado. El asterisco indica las variables seleccionadas
para un andlisis de regresion multivariado (p<0,1)
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Tabla 3.- Asociacién entre la infeccion por Mycoplasma suis y factores de riesgo para la
infeccion estimada mediante una prueba multivariada de regresion logistica

DISCUSION

La proporcion de animales positivos a M. suis detectada en este estudio fue considerablemente superior a las
evidencias serolégicas de infeccion reportadas previamente en otros paises en donde se demostré que aproxima-
damente el 20% de los animales eran seropositivos'®. También son superiores a la mayoria de los escasos reportes
previos en donde se utilizé la PCR para determinar la presencia de infeccion por M. suis en cerdos, aungue en
ellos se analiz6 un numero menor de muestras. En Brasil se estudiaron 186 cerdos de 4 criaderos comerciales: de
121 cerdas el 18,2% fueron positivas utilizando PCR y el 33,1% con SB; de 61 lechones sélo 1 estaba infectado y
de 4 machos s6lo 1 padrillo fue positivo®. Mientras tanto, en un trabajo europeo en el cual se desarrollé una PCR
gue podia detectar la porcién de ADN que codifica para la proteina MSG1 implicada en la adhesion de M. suis al
eritrocito, se analizaron 100 cerdas de Suiza detectandose 19 positivas y 160 cerdos de recria de Alemania de los
cuales 17 fueron positivos®. Sin embargo, en un trabajo reciente realizado en China se determing una prevalencia
del 86% en la poblacién de cerdos analizados™:. Debe considerarse que en todos los casos en donde se utilizd
PCR, se estudiaron muestras de granjas en particular o de pequefias poblaciones y que tanto en nuestro trabajo
como en los referenciados en esta discusion, fue utilizado un muestreo no probabilistico que limita la extrapola-
cion de los resultados a otras poblaciones.

Al contrario de lo que sucede en caninos y felinos en donde la prevalencia de infeccion con hemoplasmas no
supera el 20% (21), en estudios realizados en ovinos de distintas zonas de Australia, utilizando una prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) que detectaba anticuerpos contra Mycoplasma ovis, se obtuvieron en algunas
zonas del pais porcentajes de infeccion de alrededor del 50% 16, muy similares a los encontrados en la zona cen-
tral de Argentina en la especie porcina.

A pesar de la elevada PR detectada, los casos reportados de HP son escasos, por lo que podriadecirse que su
presencia no tiene consecuencias importantes en las granjas. Sin embargo, si fuera capaz de actuar sinérgicamente
con otros agentes tal como comprobadamente lo hacen otros micoplasmas y especificamente otros hemoplasmas®
2L entonces su significacion cambiarfa hasta tornarse un factor a tener muy en cuenta en la salud y productividad
de los cerdos. Efectivamente, en un estudio mas amplio se lo ha visto asociado a otros agentes causantes de en-
fermedad'>8 en la mayoria de los casos clinicos de HP analizados. El reporte escaso de casos clinicos puede atri-
buirse ademas a la préactica tan difundida de alimentar los cerdos con dietas que contengan oxitetraciclina. Hoy se
conoce que la tilosina, antibidtico utilizado para muchas enfermedades de los cerdos, es también efectiva en casos
de HP. Por otro lado, actualmente, la Unica metodologia diagndstica de la enfermedad en nuestro pais es la obser-
vacion microscopica de extendidos sanguineos coloreados, por lo que seguramente se esta subestimando la apari-
cion de casos'’. Como se sabe, la gran variabilidad en los niveles de bacteriemia limita la sensibilidad de esta
prueba®®-4,

El porcentaje de positivos detectado en Santa Fe fue significativamente menor que el de Cérdoba y Buenos
Aires. Esta diferencia no parece haberse debido a diferencias en el origen del muestreo (granja o frigorifico), ya
que este factor no fue significativo en el andlisis. Las razones para esta diferencia no estan claras, ya que el siste-
ma de produccién de cerdos es similar en las tres provincias, de manera que seran necesarias investigaciones adi-
cionales para investigar en profundidad estas diferencias®’.

El porcentaje de infeccion fue menor en los animales jovenes y se fue incrementando con la edad, lo que es lo
mismo decir con la categoria productiva. Los animales en desarrollo, los de terminacion y los reproductores, fue-
ron las categorias con més posibilidades de ser PCR positivos, y de ellas, la de mayor riesgo se correspondié con
la de cerdos en desarrollo. Posiblemente ese aumento se deba al progresivo contacto con ectoparasitos y fomites
que hasta ahora se consideran responsables de la transmision a partir de una fuente de infeccion?, tal como sucede
con otros hemoplasmas®-*-2, Sin embargo se admite que muchos aspectos de la transmision de M. suis no estan
aclarados todavia. Por ejemplo, algunos trabajos mencionaron la posibilidad de transmision de la bacteria desde la
cerda al lechon, antes o durante el parto®, sin embargo en el exhaustivo trabajo de Heinritzi en el cual se investigé
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cada posible via de transmisién, no se pudo comprobar esa forma de diseminacién®. Existe una comunicacion de
un caso en nuestro pais en donde se observé M. suis en extendidos realizados a partir de sangre de recién nacidos?,
lo que constituiria un indicio en este sentido. Se puede mencionar también que los porcentajes de infeccion en las
diferentes categorias productivas resultantes de una prueba de IFI desarrollada para detectar 1gG contra M. suis,
son similares a los de la PCR, excepto en la categoria lechones, donde son notablemente superiores’, lo que po-
dria indicar la presencia de anticuerpos maternales, aunque tampoco esta documentada la transmisién de inmuni-
dad pasiva desde la madre al lechon.

Finalmente, no se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de animales infectados y el sexo
de los mismos, ni con la existencia de antecedentes de anemia en la granja, ni con el sistema de crianza al aire
libre 0 en confinamiento cuando estos datos eran conocidos. Lo ultimo es coherente con el hecho de que el bienes-
tar de los animales es independiente del tipo de instalaciones donde se alojen o del manejo: las condiciones estre-
santes como el hacinamiento o la presencia de enfermedades infecciosas y parasitarias pueden afectar a cualquier
sistema de crianza®’.

CONCLUSIONES

El anélisis por PCR de poblaciones porcinas de la Argentina en blsqueda de M. suis, constituye el primer es-
tudio molecular sobre esta bacteria realizado en el pais. Del mismo se desprende que el 64% de los individuos
estaban infectados por lo que M. suis puede considerarse endémico en las poblaciones estudiadas, que la edad o
categoria productiva y la region geografica o procedencia de los cerdos constituyeron factores que favorecieron la
infeccion, mientras que contrariamente, el tipo de alojamiento, el sexo y los antecedentes de anemia en las granjas
no se pudieron relacionar con la aparicion de cerdos positivos a M. suis. Si bien estos resultados sélo se aplican a
las poblaciones estudiadas, aportan importante informacion para el entendimiento de la epidemiologia de la en-
fermedad en la region.
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