Published in IVIS with the permission of the editor
M ARTICULOS

Close window to return to VIS

La importancia de las cepas
de Mycoplasma hyopneumoniae

» Resumen

Desde que Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyopneumoniae) fue iden-
tificado como agente etiologico de la micoplasmosis porcina y uno de
los principales patogenos implicados en la neumonia enzodtica (NE) y
en el complejo respiratorio porcino (CRP), se han observado diferencias
tanto en la incidencia como en la gravedad de las lesiones pulmonares
asociadas con esta infeccion. Actualmente se sabe que existe variabilidad
genética y de virulencia entre las distintas cepas de M. hyopneumoniae.
Sin embargo, las implicaciones y el efecto concreto que ello puede tener
a nivel de campo es en gran medida ain desconocido. En este articu-
lo se revisa el conocimiento existente referente a las distintas cepas de
M. hyopneumoniae, asi como la importancia que ello puede conllevar
en el desarrollo de la enfermedad y en el control de la infeccion a nivel
de granja.

Palabras clave: Mycoplasma hyopneumoniae, micoplasmosis
porcina, neumonia enzogtica, complejo respiratorio porcino, cepas,
virulencia

M Beatriz Garcia-Morante!,
Joaquim Segalés'? y Marina Sibila'

Imagenes cedidas por los autores

» Summary

Mycoplasma hyopneumoniae strain importance

Since Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyopneumoniae) was identified
as the etiologic agent of swine mycoplasmosis and one of the main patho-
gens involved in the enzootic pneumonia (EP) and porcine respiratory di-
sease complex (PRDC), differences have been identified both in incidence
and severity of lung lesions associated with such infection. It is known
that different virulence and genetic variability do exist among M. hyop-
neumoniae strains. However, the implications and the effect these may
have under field conditions is still largely unknown. In the present article,
current knowledge on M. hyopneumoniae strains and its importance on
the development as well as on the control of the disease at farm level is
reviewed.
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ycoplasma  hyopneumo-
niae (M. hyopneumoniae)
es un patdgeno porcino
implicado en distintas en-
fermedades respiratorias con importantes
repercusiones economicas en el sector. La
infeccion exclusiva por M. hyopneumo-
niae, situacion que se da en contadas oca-
siones, da lugar a la micoplasmosis por-
cina. Sin embargo, este patdgeno es mds
conocido por su implicaciéon en la neu-
monia enzodtica (NE), enfermedad en la
que participan otras bacterias comensales
del tracto respiratorio superior porcino.
Cuando ademas de la infeccion bacteria-
na existe implicacion virica, se genera el
complejo respiratorio porcino (CRP). En
todos los casos se trata de enfermedades
que afectan tipicamente las fases de tran-
sicion y engorde (Straw et al., 1999; Sibila
et al., 2009).
La infeccion por M. hyopneumoniae pue-
de cursar de forma subclinica o con una
tos seca no productiva como principal
signo clinico. La forma clinica puede afec-
tar parametros productivos tales como el
indice de conversién o la ganancia media
diaria de peso (Straw et al., 1999; Sibila
et al., 2009). A nivel pulmonar, la infec-
cién por este patogeno suele dar lugar a
una neumonia bronquiolo-intersticial que
en asociacion con otras bacterias pasa ra-
pidamente a bronconeumonia catarral-
purulenta. Como se puede apreciar en la
figura 1, la vision macroscopica habitual
de estas lesiones es de consolidacion pul-
monar craneo ventral.
A nivel de campo, se han observado di-
namicas de infeccion variables que pue-
den afectar la gravedad y la frecuencia
de las lesiones pulmonares (Vicca et al.,
2002). Esta variabilidad se ha atribuido a
factores tales como la presencia de coin-
fecciones, condiciones de manejo y esta-
bulacién y, finalmente, a la existencia de
distintas cepas de M. hyopneumoniae que
podrian tener distinta virulencia (Vicca
et al., 2002; Maes et al., 2008). El cono-
cimiento que se tiene hoy en dia de este
tltimo factor es bastante limitado.
Entender la variabilidad entre cepas de
M. hyopneumoniae es importante para
conocer mejor la epidemiologia de la in-
feccion e intentar obtener un mayor ren-
dimiento de las herramientas de control
establecidas. A continuacion se revisa el
conocimiento existente referente a las dis-
tintas cepas de M. hyopneumoniae, asi
como el efecto y potenciales consecuen-

cias que ello puede llegar a conllevar para
el sector porcino.

DIVERSIDAD EN MYCOPLASMA
HYOPNEUMONIAE

Los micoplasmas, pertenecientes a la cla-
se Mollicutes, se distinguen de otras bac-
terias por ser de pequefio tamafio y por
carecer de pared celular. Debido a la au-
sencia de esta estructura, no son sensibles
a los antibidticos que actdan bloqueando
la sintesis de la pared celular, como la pe-
nicilina u otros antibiéticos B-lactdmicos
(Razin et al., 1998). En 1965, Mare y
Switzer en los Estados Unidos y Goodwin
en Inglaterra aislaron M. hyopnewmoniae
a partir de pulmones de cerdos con neu-
monia. Al aislado de Mare y Switzer se
le nombré cepa “11” y fue depositado en
la ATCC (del inglés, American Type Cul-
ture Collection), mientras que al aislado
de Goodwin se le llamé6 cepa “J” y fue
depositado tanto en la ATCC como en la
NCTC (del inglés, National Collection of
Type Cultures) (Rose, 1979). La ATCC
y la NCTC son colecciones de cultivos
microbiolégicos reconocidas internacio-
nalmente, con su respectivo registro y
certificacion. Posteriormente y a partir de
cerdos inoculados con un homogenizado
de pulmén de un cerdo infectado con la
cepa “117, se aislo una nueva cepa lla-
mada “232” (Minion et al., 2004). Sin
embargo, se ha postulado que la cepa

Figura 1. Vision dorsal de un pulmon de cerdo con lesio-
nes compatibles con una infeccién por M. hyopneumo-
niae. Consolidacion pulmonar afectando bilateralmente
los l6bulos pulmonares craneales (I0bulo apical, medio y
borde lateral craneal del diagramatico).
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“11” y la cepa “J” podrian ser la misma
(Calsamiglia er al., 1999). Aunque esta
ultima cepa es mundialmente reconocida
como la cepa tipo (cepa que define y es re-
presentativa de una determinada especie
bacteriana) (Rose, 1979), es importante
mencionar que esta cepa es actualmente
no patdgena y que se utiliza en muchas
de las bacterinas comerciales frente a
M. hyopneumoniae (Villarreal et al., 2012).
A raiz de la variabilidad observada a nivel
de campo en cuanto a incidencia y gra-
vedad de lesiones, se empez6 a investigar
la diversidad de cepas de M. hyopneumo-
niae. Mediante técnicas de genotipado
(permiten diferenciar genéticamente los
aislados obtenidos a partir de muestras
determinadas) tales como la secuencia-
cién y/o el tipaje molecular, hoy en dia se
sabe que:

m A nivel individual: un mismo animal
puede estar coinfectado simultineamente
por varias cepas de M. hyopneumoniae
(Nathues et al., 2011; Vranckx et al.,
2011; Charlebois et al., 2014). Ademas,
se ha sugerido que esta infeccion por dis-
tintas cepas podria dar lugar a lesiones
pulmonares mds graves (Villareal et al.,
2009; Vranckx et al., 2011). También se
ha descrito que la infeccién con M. hyop-
neumoniae no impide la colonizacién pos-
terior con una variante clonal de la cepa o
con otra cepa de baja virulencia (Vranckx
et al., 2011; Villareal et al., 2009).

m A nivel de granja: se sabe que puede ha-
ber més de una cepa en circulaciéon pero
que, en general, el brote de NE estd pro-
ducido por solo una cepa (Nathues et al.,
2011). Dentro de los factores de riesgo
que podrian contribuir a la introduccion
de nuevas variantes de M. hyopneumo-
nide en una granja serian los sistemas de
produccion tradicionales (flujo continuo)
y la proximidad a otras granjas (Nathues
et al., 2011, Charlebois et al., 2014).

m A nivel territorial: se han descrito dife-
rencias en cuanto a la variedad de cepas
circulantes entre paises, zonas geograficas
e incluso entre granjas de un mismo pais.
Por el momento no se ha detectado nin-
guna relacion entre cepa y origen geogra-
fico (Dos Santos et al., 2015).

Para una mejor interpretacion de los re-
sultados obtenidos a partir de técnicas
de genotipado, es comtn la construccion
de dendrogramas filogenéticos (figura 2),
herramienta que aporta informacién so-
bre la semejanza genética entre distintas
cepas.
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Figura 2. Dendrograma filogenético que muestra la semejanza entre las cepas de M. hyopneumoniae aisladas en 25
muestras de pulmon procedentes de 24 granjas espanolas. Se identificaron 22 cepas distintas. El tridngulo gris repre-
senta cepas que han sido identificadas en dos muestras de pulmon procedentes de distintos animales.

Fuente: Dos Santos et al., 2015. Reproducido de la revista Veterinary Microbiology, con el permiso de Elsevier.

VARIABILIDAD DE CEPAS

DE M. HYOPNEUMONIAE

Una vez demostrada la existencia a nivel
del campo de distintas cepas de M. hyop-
neumoniae, se analizaron las diferencias
existentes entre ellas (caracterizacion de
las cepas) y aquellos factores que mds
podrian estar influenciando su capacidad
patogénica.

Caracterizacién de las cepas

de M. hyopneumoniae

En muchas especies, las diferencias en
patogenicidad u otros aspectos biolo-
gicos entre cepas se corresponden con
diferencias significativas a nivel del ge-
noma (Pinto et al., 2009). Hoy en dia, se
ha secuenciado el genoma completo de
las cepas “J”, “232” y otras dos cepas
aisladas posteriormente a las anteriores,
llamadas “7448” y “168” (Minion et al.,
2004; Vasconcelos et al., 2005; Liu et al.,
2011). Sin embargo, no se han identifica-
do diferencias genéticas significativas en-
tre la cepa J (actualmente considerada no
patdgena) y las cepas patdgenas “232” y
“7448” (Vasconcelos et al., 2005; Pinto
et al., 2009).

Ademads de la caracterizacion a nivel gené-
tico, algunas cepas de M. hyopneuwmoniae
también se han caracterizado segtn su vi-
rulencia. En un estudio, se aislaron distin-
tas cepas de M. hyopneumoniae a partir
de pulmones de cerdos con lesiones com-
patibles con NE que se clasificaron (en
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funcion del grado de las lesiones macros-
copicas observadas) en alta, moderada
o baja virulencia. A posteriori, mediante
una inoculacién experimental, se obser-
vO que solo las cepas de alta y moderada
virulencia presentaban un fragmento de
ADN de 5.000 pares de bases (bp) (Vicca
et al., 2003). Aunque se especuld que el
fragmento en cuestion se podria utilizar
como marcador de virulencia, posterior-
mente no se pudo confirmar (Nathues
et al., 2011). Ademds, este fragmento
también fue detectado en la cepa “J”,
actualmente no patogena (Calus et al.,
2007). De forma similar, en otro estudio
observaron que las cepas procedentes de
animales con lesiones pulmonares menos
graves mostraban un patréon molecular
distinto al de las cepas causantes de lesio-
nes neumonicas mas graves (Charlebois
et al., 2014). Aun asi, la asociacién direc-
ta entre heterogeneidad genética y pato-
genicidad es un tema que continua siendo
controvertido.

Posibles factores determinantes

de la virulencia en cepas de

M. hyopneumoniae

Ante la posible existencia de cepas de
M. hyopneumoniae con distinto grado de
virulencia, varios estudios han analizado
los posibles factores causantes de tales di-
ferencias. A continuacién se resumen los
principales factores estudiados hasta el
momento:

m Adhesion: la infeccion por M. hyop-
newmoniae se inicia con la adhesion a los
cilios del epitelio del tracto respiratorio
porcino, dafidandolos y causando altera-
cion de la respuesta inmunitaria en la zona
(Straw et al., 1999). Por ello, se intentd
correlacionar la virulencia de la cepa con
su capacidad de adhesién, con la hipétesis
de que aquellas cepas mds virulentas ten-
drian mayor capacidad para adherirse al
epitelio respiratorio. Tal hipétesis no fue
confirmada al no observarse diferencias en
cuanto a la adhesion entre cepas de alta y
baja virulencia (Meyns et al., 2007). No
obstante, recientemente se ha demostrado
una mayor expresion i vitro de proteinas
relacionadas con la adhesion y la coloni-
zacion del tracto respiratorio porcino en
cepas virulentas en comparacién con cepas
menos virulentas (Li et al., 2009; Pinto et
al., 2009). Aunque este tltimo estudio so-
portaria la hipdtesis anteriormente indica-
da, se requeririan mds estudios para poder
demostrarla inequivocamente.

m Multiplicacién: se ha descrito que las
cepas de alta virulencia tienen mayor
capacidad de multiplicaciéon a nivel pul-
monar que las cepas de baja virulencia
(Woolley et al., 2012). En varios estudios,
la cantidad de M. hyopneumoniae en pul-
mon se ha correlacionado positivamente
con la gravedad de las lesiones pulmona-
res. Ademads, en una infeccién experimen-
tal comparativa, la cepa de alta virulencia
se hallé no solamente en pulmén, sino
también en dérganos internos tales como
higado, bazo y rinién. En cambio, la cepa
de baja virulencia solo fue detectada en
pulmén (Woolley et al., 2012). Aunque la
diseminacion sistémica de M. hyopneu-
monide parece ser transitoria y no se ha
asociado nunca a presencia de lesiones
(Le Carrou et al., 2006; Marois et al.,
2007; Woolley et al., 2012; Marchioro et
al., 2014), dicho hallazgo cambiaria el pa-
radigma de la patogenia de este microor-
ganismo, hasta el momento considerado
un patdgeno exclusivamente respiratorio.
Por tanto, seria necesario realizar mds
estudios sobre la potencial diseminacion
sistémica de la infeccién por M. hyopneu-
moniae.

m Inmunogenicidad: la respuesta inmuni-
taria frente a M. hyopneumoniae tiene un
rol importante en el desarrollo de las le-
siones pulmonares y se ha observado que
las cepas mas virulentas inducen respues-
tas inmunitarias proinflamatorias locales
mas potentes (Woolley et al., 2012).
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m Adaptacion al medio de cultivo: mien-
tras que en las cepas de alta virulencia se
ha observado una mayor expresion de
proteinas relacionadas con la adhesion y
la colonizacién, en las cepas menos viru-
lentas predomina la expresion relaciona-
da con el metabolismo y el crecimiento (Li
et al., 2009; Pinto et al., 2009). Asi pues,
parece que aquellas cepas que desvian la
expresion genética hacia el crecimiento y
hacia una mejor adaptacién a los medios
de cultivo podrian estar perdiendo pato-
genicidad al dejar en segundo lugar la ex-
presion de ciertos factores de virulencia.
Esto concordaria con la reducciéon de la
virulencia de ciertas cepas de M. hyop-
neumoniae debido a su mantenimiento
perpetuado en subcultivos. Hay que tener
presente que estos estudios se han desa-
rrollado in vitro y que la expresion protei-
ca de M. hyopneumoniae in vivo podria
ser diferente.

Las diferentes caracteristicas que se han
descrito experimentalmente entre cepas
de M. hyopneumoniae de alta y baja viru-
lencia se muestran resumidas en la tabla 1.

CONSECUENCIAS DE

LA VARIABILIDAD EN

M. HYOPNEUMONIAE

EN EL SECTOR PORCINO

La existencia de distintas cepas de un pa-
togeno puede tener grandes repercusiones
para el sector porcino a nivel de eficacia

de los métodos de control/prevencion
(vacunacion y tratamiento con antibiéti-
cos) y de la sensibilidad de las técnicas de
diagnéstico.

Eficacia de las medidas

de control/prevencion

m Vacunacion: la variacién antigénica es
la habilidad de un organismo unicelular
de generar subpoblaciones (cepas) que ex-
presan diferencias en sus componentes de
superficie (Citti et al., 2010). En el caso de
M. hyopneumoniae, se han descrito dife-
rencias antigénicas entre varias cepas (Ca-
lus et al., 2007). Este fendmeno podria
conllevar que el repertorio de anticuerpos
generados frente la cepa vacunal no reco-
nozcan las cepas de campo circulantes en
la misma extension. A pesar de ello, en un
estudio experimental se comparé la pro-
teccion que ofrecia una vacuna homéloga
(cepa vacunal idéntica a la inoculada) con
una vacuna heteréloga (cepa vacunal dis-
tinta a la inoculada) y no se observaron
diferencias en cuanto a proteccion entre
los dos tipos de vacuna (Villarreal et al.,
2012). Por otro lado, el hecho de que se
haya descrito que las cepas mas virulentas
son aparentemente mas inmunogénicas,
también podria tener consecuencias en
términos de vacunacion. En otro estudio
experimental, la eficacia de una vacuna
comercial fue mas elevada en animales
infectados con una cepa de alta virulencia

que en los infectados con una de baja vi-
rulencia (Villarreal et al., 2011). Este he-
cho se explica probablemente porque las
cepas de alta virulencia inducen un proce-
so proinflamatorio (y por tanto lesiones)
mas grave, con mas probabilidad de que
la vacuna pueda prevenir parte del cuadro
lesional.

m Antibioterapia: en la literatura hay va-
rios articulos sobre la adquisicion (in vi-
tro) de resistencias por parte de diferentes
cepas de campo de M. hyopneumoniae a
macrolidos, licosamidas v, especialmente,
a fluoroquinolonas (Thongkamkoon ez
al., 2013). Sin embargo, y por el momen-
to, no existe ningun estudio que relacione
la variabilidad genética de las cepas con la
predisposicion a desarrollar resistencias a
antimicrobianos.

Sensibilidad de las herramientas
diagnosticas

En la actualidad existen varias técnicas
para el diagndstico y la monitorizacion
de la infeccién por M. hyopneumoniae,
siendo la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) y el ensayo inmunoenzimatico
ligado a enzimas (ELISA) las mds usadas.
Sin embargo, ambas técnicas pueden dar
lugar a resultados falsos negativos al no
ser capaces de detectar la cepa implicada
o los anticuerpos especificos generados
frente a una determinada cepa. Es mas,
se desconoce si el grado de reaccion a una

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales entre cepas de M. hyopneumoniae de alta y de baja virulencia

que se han descrito en diferentes estudios experimentales.

Cepas de alta virulencia

Cepas de baja virulencia

Clinica

Tos més pronunciada e inicio mas temprano

de los signos clinicos

Sin presencia de tos. Cuando hay tos, ésta es mas leve

y de inicio mas tardio

Parametros productivos

Afectacion variable de la ganancia de peso diaria

En la mayoria de los casos no se ven afectados

Lesiones pulmonares

Mayor porcentaje de animales afectados.
Las lesiones son mas graves

Menor porcentaje de animales afectados.
Las lesiones son menos graves

Aparicion generalmente mas temprana de los anticuerpos

Aparicién generalmente mas tardia de los anticuerpos

Seroconversion especfficos frente M. hyopneumoniae (seroconversién mas especificos frente M. hyopneumoniae (seroconversion
préxima al momento de infeccion) mas alejada al momento de infeccion)
Producen una respuesta proinflamatoria mas potente,
Inmunogenicidad implicando una mayor produccion de citoquinas La respuesta proinflamatoria desarrollada es menos potente
e infiltracién de células inflamatorias a nivel local
Multiplicacion Mayor tasa de multiplicacion y posible diseminacion a Tasa de multiplicaciéon mas baja. No se ha descrito
P otros 6rganos internos diseminacion a otros érganos internos
Transmision Sin diferencias significativas
Adhesion Sin diferencias significativas

Adaptacion al medio
de cultivo (in vitro)

Mayor expresion de proteinas relacionadas con la
adhesion y colonizacion del tracto respiratorio porcino

Mayor expresion de proteinas relacionada
con el metabolismo y el crecimiento

18 m SUIS N° 115 Marzo 2015



técnica seroldgica realmente se correlacio-
na con el repertorio de anticuerpos que
genera una cepa en concreto, dado que en
general estas técnicas detectan proteinas
concretas de una cepa especifica.

CONCLUSION
Las enfermedades asociadas a la in-
feccion por M. hyopneumoniae siguen
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