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Herramientas disponibles para
diagnosticar la infeccion por
Erysipelothrix rhusiopathiae

Priscilla F. Gerber' y Tanja Opriessnig'?"
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» Resumen

Durante mas de 135 arios la bacteria grampositiva Erysipelothrix spp. se
ha asociado con enfermedades clinicas en los cerdos. A pesar de dis-
poner de medidas preventivas y antimicrobianos eficaces, a menudo el
tratamiento es obstaculizado por enfoques diagnosticos inapropiados.
Este articulo resume los conocimientos actuales sobre las herramientas
de diagndstico disponibles para confirmar la presencia de Erysipelothrix
rhusiopathiae asociada con enfermedades en los cerdos.
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» Summary

Update on diagnostic tools for Erysipelothrix
rhusiopathiae associated disease in pigs

The gram positive bacterium Erysipelothrix spp. has been associated with
clinical disease in pigs for more than 135 years. Despite availability of
effective preventive measures and antimicrobials, treatment is often ham-
pered by inappropriate diagnostic approaches. This article summarizes
current knowledge on diagnostic tools available for confirmation of £ry-
sipelothrix rhusiopathiae associated disease in pigs.
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os organismos del género Ery-

sipelothrix, ampliamente distri-

buidos en la naturaleza, causan

un amplio espectro de enferme-
dades en mamiferos, reptiles, anfibios,
peces y aves, incluyendo la erisipela en
cerdos y erisipeloide en personas (Brooke
y Riley, 1999; Wang et al., 2010). Erysi-
pelothrix spp. se ha aislado a partir de
diversos mamiferos y aves independien-
temente del estado de la enfermedad, y
también de productos alimenticios tales
como la carne de cerdo, pollo y mariscos
(Fidalgo et al., 2000; Nakazawa et al.,
1998; Wang et al., 2002). En humanos,
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las infecciones con Erysipelothrix spp.
suelen estar relacionadas con la exposi-
cién ocupacional a los animales y pro-
ductos infectados. La erisipela porcina
sigue siendo un importante motivo de
decomiso de la canal en los mataderos
(Opriessnig et al., 2004; Takahashi et al.,
2008). El hospedador principal de Erysi-
pelothrix spp. es el cerdo (Opriessnig y
Wood, 2012), pero esta bacteria también
causa pérdidas econdmicas en jabalies,
pavos, gallinas, emts, terneros, ovejas y
corderos (Brooke y Riley, 1999).

En la actualidad el género Erysipelothrix
consta de dos especies principales, E. rhu-

siopathiae y E. tonsillarum,y dos especies
menos frecuentemente aisladas, Erysi-
pelothrix sp. cepa 1y Erysipelothrix sp.
cepa 2 (tabla 1) (Takahashi et al., 1992;
Takahashi et al., 1999). Otras especies de
E. rhusiopathiae se consideran de baja vi-
rulencia en los cerdos (Takahashi et al.,
2008) y se ha sugerido que Erysipelothrix
sp. cepa 1 probablemente sea especifica
bovina (Hassanein et al., 2001). Existen
al menos 28 serotipos (1a, 1b-26 y N) re-
conocidos hasta la fecha (tabla 1). Entre
los 15 serotipos de E. rhusiopathiae, los
serotipos 1 (subdividido en serotipos 1a y
1b) y los serotipos 2 son los mds impor-
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Tabla 1. Especies de Erysipelothrix, serotipos asociados y tipos de antigeno de superficie (Spa).

Especies Serotipos tipo de Spa
1a,1b, 2,5,8,9,12,15,16,17,N SpaA
E. rhusiopathiae
4,6,11,19, 21 SpaB
E. tonsillarum 3,7,10, 14, 20, 22, 23, 24, 25, 26 -
Especies E. cepa 1 13 -
Especies E. cepa 2 18 SpaC

tantes en la producciéon mundial de porci-
no (Coutinho et al., 2011; Opriessnig et
al., 2010; To et al., 2012).

Debido a la importancia de la erisipela
porcina, se utilizan ampliamente vacu-
nas vivas atenuadas e inactivadas. Sin
embargo, continta habiendo pérdidas
econémicas (Bender et al., 2009; Imada
et al.,2004; To et al., 2012). La reciente
introduccién y la disponibilidad de nue-
vas pruebas con mayor sensibilidad ana-
litica puede dar lugar a una mejor eva-
luacién de la conformidad de la vacuna
y la sensibilidad para el diagndstico de
las infecciones de E. rhusiopathiae antes
de una posible exposicion en el futuro.

SIGNOS CLINICOS

En cerdos se conocen tres presentacio-
nes clinicas (Opriessnig y Wood, 2012).
La forma aguda puede estar asociada a
una elevada morbilidad y mortalidad
en cuestion de dias y se caracteriza por

una enfermedad repentina con fiebre,
letargo, depresién, inapetencia, evita-
ciéon del movimiento o paso torpe y/o
muerte subita a menudo asociada con
lesiones cutdneas romboides (figura 1).
Las cerdas gestantes con infeccion aguda
pueden abortar. Esencialmente, la forma
subaguda se asemeja a la forma aguda,
pero los signos clinicos suelen ser menos
graves. En los rebafios de cria se puede
observar infertilidad, descarga vulvar
pre y posparto y camadas pequefias o
con mayor numero de lechones momi-
ficados. La erisipela subaguda también
puede pasar inadvertida. La forma cré-
nica puede acompanarse de infecciones
agudas, subagudas o subclinicas y, a me-
nudo se caracteriza por cojera debido al
desarrollo de artritis, crecimiento redu-
cido e insuficiencia cardiaca debido a le-
siones proliferativas como endocarditis,
a veces asociadas con la muerte subita
(Opriessnig y Wood, 2012).

Figura 1. Cerdo infectado experimentalmente con Erysipelothrix rhusiopathiae. Presenta lesiones romboides multifocales

o difusas en Ia piel.
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DIAGNOSTICO Y
CARACTERIZACION

En la tabla 2 se proporciona un resumen
de los métodos de diagndstico utilizados
comunmente. El diagnédstico de la erisipe-
la se realiza principalmente por el cultivo
y la identificacion de E. rhusiopathiae a
partir de tejidos basdndose en el creci-
miento y las caracteristicas bioquimicas;
sin embargo, los métodos son laboriosos
y necesitan mucho tiempo. La serotipi-
ficacién, aunque ahora rara vez se reali-
za, es la herramienta tradicional para la
caracterizacion adicional de las cepas de
Erysipelothrix spp. Los métodos actuales
de cultivo bacteriolégico requieren por
lo menos 1-3 dias para el aislamiento de
esta bacteria y hasta ocho dias para deter-
minar su serotipo (Bender et al., 2010).
Recientemente, también hay disponibles
métodos para mejorar el diagndstico
ante mortem de E. rhusiopathiae que
incluyen el uso de fluidos orales para la
deteccion de dcidos nucleicos bacterianos
y anticuerpos anti-Erysipelothrix spp.
(Giménez-Lirola et al., 2013). En los ul-
timos anos ha aumentado la recoleccion
de muestras de fluidos orales para fines
de vigilancia y diagndstico debido a la
facilidad de este método de recoleccion y
a la rentabilidad (Ramirez et al., 2012).
El uso de fluidos orales como muestra de
diagnéstico para la infeccion por Erysi-
pelothrix rhusiopathiae tal vez también
podria proporcionar informacién sobre
la eficacia de la vacunacion.

Aislamiento bacteriano

Los miembros del género Erysipelothrix
son no moviles, no esporulantes, no-acido
rapido, bacilos grampositivos delgados y
anaerobios facultativos que crecen entre 5
y 44 °C, con un crecimiento 6ptimo entre
los 30 y 37 °C (Brooke y Riley, 1999). Se
utilizan comtunmente para el cultivo direc-
to en agar de tripticasa de soja que contie-
ne 5 % de sangre de oveja o placas de agar
acido nalidixico colistina con sangre de
oveja al 5 % (CNA) (Bender et al., 2009).
En medios de agar, las colonias son claras,
circulares y muy pequenas (0,1-0,5 mm de
diametro) después de 24 horas de incuba-
cién a 37 °C (figura 2), con un aumento
de tamafio después de 48 horas (Carter,
1990). La mayoria de las cepas inducen
una estrecha zona de hemolisis parcial en
agar sangre. El género Erysipelothrix es
generalmente inactivo y no reacciona con
catalasa, oxidasa, rojo de metilo o indol
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Tabla 2. Herramientas de diagndstico disponibles para demostrar la presencia

de Erysipelothrix spp. y para caracterizar mejor la bacteria.

Herramientas

Aplicacion S Comentarios
p diagnosticas
Laborioso y lento (>3 dias)
At Permite el andlisis de los antimicrobianos y aislar atn
diesis mas la caracterizacion
de bacterias Baja sensibilidad
Deteccion Interferencia con tratamientos antimicrobianos previos
de bacterias . ,
N~ Laborioso y lento (>3 dias)
Aislamiento Permite el andlisis de los antimicrobianos y aislar
indirecto de aun mas la caracterizacion
bacterias por — — -
enriquecimiento Aumento significativo de la sensibilidad en comparacion
previo con el aislamiento directo
Interferencia con tratamientos antimicrobianos previos
Especialmente Util en lesiones cronicas y piel
Deteccion . . . ; ; e ; ;
de Inmunohisto- Ninguna interferencia del tratamiento antimicrobiano previo
, quimica con la deteccion
antigenos
Requiere disponibilidad de antisuero
» Sensible y rapido
Reaccién en
cadena de la Requiere electroforesis
polimerasa
(PCR) Ninguna interferencia del tratamiento antimicrobiano previo
con la deteccién
Sensible y rapido
No necesita electroforesis, mas rapido en comparacion
Deteccion PCR con la PCR convencional
de ADN < tlerrllpo Ninguna interferencia del tratamiento antimicrobiano previo
(=2 con la deteccién
Requiere equipos sofisticados y técnicos de laboratorio
con experiencia
Amplificacion Sensible y rapido
e Rentable y sélo requiere equipo rudimentario
mediada por y q quip
asa (LAMP) Puede utilizarse directamente en la granja
Puede utilizarse para detectar y controlar la respuesta
ELISA humoral en el tiempo
Bajo coste
Deteccion -
© Ze I Inmunoensayo Puede utilizarse para detectar y controlar la respuesta
. i h | I ti
anticuerpos de fluorescencia umoral en el tiempo
con .
) Bajo coste
microesferas
multiplex Posibilidad de multiplexacion para la deteccion simultanea
e anticuerpos frente a varios agentes patégenos
(FMIA) de anti frent gent tog
Requiere la disponibilidad de un aislado
Electroforesis : q
Es capaz de diferenciar las cepas vacunales
en gel de campo de las cepas de campo
Oras  Pulsado (PFGE) P P
D S Lento (>3 dias tras el aislamiento inicial)
ciones

Serotipado
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Requiere la disponibilidad de un aislamiento

Lento (>3 dias tras el aislamiento inicial)

Requiere disponibilidad de antisuero contra todos los serotipos
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(Cottral 1978), pero produce 4cido y sul-
furo de hidrégeno en agar triple aztcar-
hierro (figura 3; Vickers y Bierer, 1958). El
cultivo directo puede ser complicado de-
bido a la contaminacién de las muestras,
las condiciones del tejido y el tratamiento
antimicrobiano previo del cerdo.

Para dar cuenta de la baja sensibilidad del
cultivo directo, se utilizan cominmente
caldos de enriquecimiento antes del aisla-
miento en placas de agar (Bender et al.,
2009). Un medio utilizado es el caldo se-
lectivo de Erysipelothrix, un caldo infu-
sién cerebro-corazon suplementado con
suero. Se ha demostrado que el uso de esta
etapa de enriquecimiento aumenta las ta-
sas de aislamiento 9,5 veces en compara-
cion con el cultivo directo en agar sangre
(Bender et al., 2009). La disponibilidad
de los aislamientos permite al laboratorio
llevar a cabo las sensibilidades antimicro-
bianas y una caracterizacién adicional de
los aislamientos si asi se desea.

Figura 2. Aspecto caracteristico de una colonia de Erysi-
pelothrix rhusiopathiae en agar colistina-&cido nalidixico
(CNA) después de 48 horas de incubacion. Cortesia del
Dr. J. Bender.

Figura 3. Produccidn de hidrogeno sulfuro por Erysipe-
lothrix rhusiopathiae en agar triple azicar-hierro.
Cortesia del Dr. J. Bender.
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Técnica inmunohistoquimica

Para los laboratorios es comun recibir
tejidos de animales que han sido trata-
dos previamente con agentes antimicro-
bianos. Estos pueden complicar el éxito
del diagnéstico a la hora de demostrar la
presencia de Erysipelothrix spp. En los
casos de cultivo negativo donde se sospe-
cha que Erysipelothrix es el agente cau-
sal, es muy util la inmunohistoquimica
(IHC) para detectar E. rhusiopathiae en
el tejido fijado en formol incluido en pa-
rafina. Especificamente, la THC también
es beneficiosa para la deteccion de antige-
no de Erysipelothrix en lesiones de la piel
(figura 4), que son a menudo negativas al
cultivo (Opriessnig et al., 2010).

PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se utiliza cada vez mds en los labo-
ratorios de diagndstico veterinario (Ma-
kino et al., 1994; Takeshi et al., 1999;
Yamazaki, 2006). Aunque los ensayos
de PCR proporcionan una identificacion
mas rapida y sensible de Erysipelothrix
spp. (figura 5), la PCR convencional que
requiere el uso de electroforesis para
detectar el producto amplificado debe
distinguirse de la PCR en tiempo real
que permite la amplificaciéon simultdnea
y la detecciéon del objetivo dentro del
tubo cerrado, eliminando asi los posi-
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Figura 5. Deteccion esperada de Erysipelothrix rhusiopathiae de fluido oral por diferentes métodos

desde el dia 1 hasta el dia 28 después de la infeccién experimental. Los datos representan los
valores medios de siete corrales y se han adaptado de Giménez-Lirola ef al., 2013.

Exposicion
a E. rhusiopathiae

ADN positivo (PCR
\

0123

bles problemas de contaminacién por la
amplificacién posterior de los métodos
de aislamiento y reduciendo el tiempo
del proceso (Makino et al., 1994; Pal et
al., 2009; Shimoji et al., 1998; Takeshi et
al., 1999; Yamazaki, 2006). La PCR en
tiempo real tiene el beneficio adicional
de que se pueden detectar varios objeti-
vos de forma simultdnea en las llamadas
reacciones multiplex. Mediante el uso
de este método se ha logrado la identi-
ficacion y la diferenciacion de diferentes
especies de Erysipelothrix en una sola re-
accion (E. rhusiopathiae, E. tonsillarum,
y E. sp. cepa 1) (Pal et al., 2009).

Figura 4. Piel de cerdo. La tincion inmunohistoquimica con un antisuero policlonal frente a Erysipelothrix rhusiopathiae
revela tanto bacterias como abundantes organismos (tincion oscura) en la dermis. Complejo estreptavidina-biotina-

peroxidasa método de contraste con hematoxilina.
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Recientemente, se ha descrito un ensayo
de amplificacién isotérmica mediada por
bucle (LAMP) para la deteccién de E.
rhusiopathiae (Yamazaki et al., 2014).
El LAMP tiene la principal ventaja de ser
mads barato y requiere menos instrumen-
tacion para lograr la amplificaciéon en
comparacion con la PCR en tiempo real.
Esto es debido principalmente a la am-
plificacion isotérmica del acido nuclei-
co a una temperatura constante de 60-
65 °C que se puede lograr mediante el
uso de un simple bloque de calor sin ne-
cesidad de un caro termociclador capaz
de alternar los pasos de temperatura. La
reaccion puede evaluarse a simple vista
a través de tintes fluorescentes que se in-
tercalan o directamente etiquetan ADN
facilitando su uso en laboratorios con
recursos limitados o incluso directamen-
te en el campo (Boonham et al., 2014).
Ademais, generalmente el LAMP se con-
sidera de sensibilidad similar y es com-
parable con la PCR en tiempo real. Se
estdn utilizando de cuatro a seis primers
que reconocen entre seis y ocho regiones
de la secuencia de ADN objetivo (Boon-
ham et al., 2014). Aunque el LAMP para
Erysipelothrix (Yamazaki et al., 2013)
ha demostrado una gran sensibilidad
en el crecimiento de E. rhusiopathiae
en caldos de cultivo enriquecidos, debe
realizarse una evaluacion adicional en
muestras de campo para facilitar el uso
de este método.

Aplicaciones seroldgicas

La evaluacion de la respuesta inmuni-
taria humoral frente a E. rhusiopathiae
puede ser importante para determinar
la situacion del hato, y para cumplir el
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programa vacunal. Se han descrito va-
rios ensayos en nuestras propias insta-
laciones y test comerciales ELISA para
la deteccion de anticuerpos anti-E. rhu-
siopathiae. Generalmente, estos ensayos
tienen un formato simple y la capacidad
de analizar un gran nimero de muestras
en un periodo de tiempo corto con la
determinacion objetiva de los resultados
(Chin et al., 1992; Imada et al., 2003;
Sato et al., 1998).

Recientemente, se ha desarrollado un
inmunoensayo de fluorescencia con mi-
croesferas multiplex (FMIA) para la de-
teccion en suero y fluidos orales de anti-
cuerpos IgM e IgG anti-E. rhusiopathiae
(figura 5). El FMIA ha demostrado tener
una mayor sensibilidad para la deteccion
temprana en comparacion con las prue-
bas disponible en nuestras instalaciones
y los ELISA comerciales (Giménez-Lirola
et al., 2012; Giménez-Lirola et al., 2013).
Cada vez se estdn utilizando mas FMIA
en la serologia veterinaria (Anderson et
al., 2011; Chen et al., 2013; Gundersen
et al., 1992; Lawson et al., 2010; Wag-
ner et al., 2011). La prueba es similar a
un ELISA indirecto, con la diferencia de
que el antigeno estd acoplado a particulas
paramagnéticas con un cddigo de color
que queda en una matriz de suspension
liquida en lugar de ser recubierto en una
superficie lineal. Esta matriz de particulas
permite procedimientos de lavado muy
exigentes, que pueden reducir significati-
vamente los problemas de fondo y la mul-
tiplexacion de hasta 500 analitos en una
sola prueba. Después de finalizar las in-
cubaciones con un reactivo de deteccion,
las particulas se separaron dentro de un
citémetro de flujo con dos laseres o LED,
uno para clasificar la identidad de la par-
ticula (region) y otro para cuantificar la
unién fluoréforo reportada (Boonham et
al., 2014).

Caracterizacion de los aislamientos
de Erysipelothrix spp.

Los métodos de diferenciacion de Erysi-
pelothrix en los aislamientos de campo
pueden proporcionar informacion util a
los propietarios de cerdos y veterinarios
durante situaciones de brote de erisi-
pela (Imada et al., 2004; Opriessnig et
al., 2004). La herramienta mds comin
para la caracterizacion de aislamientos
de E. rhusiopathiae es a través de sero-
tipificacion mediante el uso de un gel
de inmunodifusién en gel de agar con

el tipo especifico de antisueros de
conejo y recuperacion de anti-

geno por extraccion acuo-

sa en caliente (Kucsera,

1973) (figura 6). En los

cerdos, el 75-80 % de

los aislamientos se cla-

sifican como serotipo

1 0 2 (Wang et al.,

2010). Histoéricamen-

te se ha determinado

que el serotipo 1 estd

presente de forma

habitual en los casos

agudos, mientras que

el serotipo 2 es mds

frecuente en los cerdos

afectados crénicamente

(Opriessnig vy Wood, 2012).

Sin embargo, se han demostrado
resultados contradictorios en la pa-
togenicidad con diferentes aislados del
mismo serotipo (Wang et al., 2010).
Para clasificar en especies los aislamien-
tos de Erysipelothrix se aplican varios
métodos de tipificacion molecular. En la
actualidad se conocen E. rhusiopathiae,
E. tonsillarum, E. sp. cepa 1, y E. sp.
cepa 2 (tabla 1) (Coutinho et al., 2011;
Dunbar y Clarridge, 1II, 2000; Ima-
da et al., 2004; Okatani et al., 2000;
Opriessnig et al., 2004; Pal et al., 2009;
Takahashi et al., 1992). Cuando las
cepas de Erysipelothrix se analizaron
mediante polimorfismos de longitud de

D> Discusion

Close window to return to VIS
ARTICULOS

Figura 6. Placa tipica para determinar el serotipo de Ery-
sipelothrix spp. Los antigenos se colocan en los pocillos
centrales y los antisueros en los que los rodean. La flecha
indica una linea de precipitacion entre un antisuero y el
antigeno utilizado.

fragmentos de restriccion (RFLP), tan-
to en E. tonsillarum y E. rhusiopathiae
contenian cepas de serotipo 2 (virulenta)
y 7 (avirulenta) (Imada et al., 2004), lo
que sugiere que no hay relaciéon directa
entre el serotipo y la virulencia (Taka-
hashi et al., 1992).

Erysipelothrix sp. es importante en la produccion porcina. Con los intentos para
reducir o incluso eliminar el uso de antimicrobianos en los animales de produccion,
probablemente los enfoques preventivos ganan importancia y por lo tanto, es posi-
ble que en un futuro aumente el monitoreo de las infecciones por Erysipelothrix spp.
en las poblaciones (figura 7). Es importante que los profesionales del laboratorio,
veterinarios y propietarios de cerdos evallen cuidadosamente qué prueba debera
indicar la respuesta que estan buscando y también tener en cuenta las limitaciones
de cada una de ellas. Por ejemplo, la deteccion de anticuerpos frente a Erysipe-
lothrix spp. podria indicar anticuerpos adquiridos pasivamente, anticuerpos en res-
puesta a una vacunacion previa, una infeccién previa o una infeccion aguda/suba-
guda. Sélo puede evaluarse con el uso de pruebas complementarias adecuadas.
Ademas, en los casos de brotes clinicos de otros patdégenos que pueden inducir
lesiones similares también es necesario incluir el virus de la peste porcina clasica
y bacterias capaces de causar enfermedad sistémica como Actinobacillus sp. y
otras. La secuenciacion, una herramienta comin para caracterizar los virus que
no se utiliza de rutina para Erysipelothrix spp., probablemente gane importancia en
el futuro debido a una disminucién sustancial del coste y tiempo de obtencién de
resultados.
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Figura 7. Analisis transversal de los niveles de anticuerpos Erysipelothrix en un rebafio de reproductoras, vacunadas segiin

lo determinado por un inmunoensayo de fluorescencia con microesferas multiplex (FMIA).
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B Anticuerpos Erysipelothrix

Aunque se utilizan varios métodos de
biologia molecular para diferenciar
especies del género Erysipelothrix, la
electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE) se considera el “estindar de
oro” entre los métodos actuales de tipi-
ficacion basados en el ADN (Opriessnig
et al., 2004; To et al., 2012). Recien-
temente, se ha desarrollado un nuevo
método de caracterizacion de las cepas
basiandose en la secuencia de nucle6ti-
dos de una region hipervariable en la su-
perficie de proteccion (Spa) gen A para
discriminar la cepa de vacuna viva de
los aislamientos de campo (Nagai et al.,
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2008). Se investiga la prevalencia de Spa
entre las cepas aisladas a partir de teji-
dos de campo para determinar el papel
de las proteinas Spa en la protecciéon de
la vacuna y la patogénesis. Hoy en dia,
el antigeno Spa, que se puede dividir en
SpaA, SpaB1, SpaB2 y SpaC (Shen et al.,
2010), es una de las mejores proteinas
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