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Resumen. Glaesserella parasuls es habitualmente encontrada en el tracto respiratorio de
cerdos, aunque existen cepas asociadas a enfermedades sistémicas severas, causantes de
pérdidas econdmicas a nivel mundial. Existen 15 serotipos caracterizados asociados a
diferentes grados de virulencia. En Paraguay, se desconocen los serotipos circulantes. El
objetivo de este trabajo fue identificar serotipos de G. parasuis presentes en el Departamento
de Itapua. Se incluyeron 62 cerdos con sintomas respiratorios provenientes de cinco granjas
productoras de porcinos de ItaplUa durante el mes de febrero del 2022 a marzo del 2023. Los
aislados se realizaron a partir de muestras de pulmon y de cornetes colectadas en necropsias
e hisopados nasales en animales vivos. Las muestras se cultivaron en Agar Chocolate + NAD,
tras 48 hs de incubacion a 37°C se realizaron pruebas bioquimicas a las colonias sospechosas,
posteriormente se realiz6 la extraccion de ADN a las confirmadas, seguido de PCR multiplex
utilizando cebadores para cada uno de los serotipos y un par especifico de la especie. En todas
las granjas se identificd la presencia de G. parasuis, un total de 12 cepas, entre las que se
encontraban el Serotipo 2 (1), Serotipo 3 (3), Serotipo 7 (1), Serotipo 8 (1) y otras Serotipo
no determinado (6), identificandose la presencia del gen de virulencia VtaA en todas las cepas
aisladas, excepto la correspondiente al Ser8. De esta manera, este trabajo se convierte en el
primer reporte de serotipos de G. parasuis en Itapla-Paraguay.

Palabras clave: enfermedad de Glasser, PCR multiplex, serotipado molecular.

Abstract. Glaesserella parasuks is usually found in the respiratory tract of pigs, although there
are strains associated with severe systemic diseases, causing economic losses worldwide.
There are 15 characterized serotypes associated with different degrees of virulence. In
Paraguay, the circulating serotypes are unknown. The objective of this work was to identify
G. parasuis serotypes present in the Department of Itapua. A total of 62 pigs with respiratory
symptoms from five pig production farms in Itapia were included during the month of
February 2022 to March 2023. The isolates were made from lung and turbinate samples
collected at necropsies and nasal swabs from live animals. The samples were cultured in
Chocolate Agar + NAD, after 48 hours of incubation at 37°C, biochemical tests were performed
on the suspected colonies, then DNA extraction was performed on the confirmed ones,
followed by multiplex PCR using specific pair of primers for each serotype and species. In all
farms, the presence of G. parasuis was identified, on a total of 12 strains, including Serotype
2 (1), Serotype 3 (3), Serotype 7 (1), Serotype 8 (1) and others Non-typeable (6), identifying
the presence of the VtaA virulence gene in all the isolated strains, except the one
corresponding to SV8. Thus, this work becomes the first report of G. parasuis serotypes in
Itapla-Paraguay.

Keywords: Glasser's disease, multiplex PCR, molecular serotyping.
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Introduccion

Glaesserella parasuis puede encontrarse como comensal colonizante del tracto respiratorio superior de los
cerdos, aunque también es un patdgeno bacteriano de importancia en el sector porcino. Es agente etiolégico de
la enfermedad de Glasser, y patdgeno secundario del Complejo Respiratorio Porcino (Costa-Hurtado et al., 2020;
Schuwerk et al., 2020). Las infecciones descontroladas producidas por G. parasuis resultan en pérdidas
economicas significativas en el sector porcino, causadas por diferentes variables como atraso en el crecimiento,
aumento en el indice de conversidn alimentaria, disminucion en la ganancia de peso diario, costos derivados del
uso de antimicrobianos, depreciacion de las carcasas y altas tasas de mortalidad (Frandoloso & Resende de
Macebo, 2022).

Las tasas de morbilidad y mortalidad asociadas con la enfermedad de Glasser pueden variar del 5 al 10%,
dependiendo de la gravedad de la enfermedad vy virulencia de la cepa de G. parasuis implicada (Aragon et al.,
2019). La enfermedad generalmente inicia de forma subita presentando sintomas tales como anorexia, fiebre,
apatia, estornudos, tos, disnea, cianosis, conjuntivitis, claudicacién o signos nerviosos, los lechones afectados
pueden morir durante la forma aguda o evolucionar a la forma crdnica en la que se observan artritis cronica y
adherencias en las serosas. Las lesiones cominmente observadas corresponden a pleuritis, pericarditis,
peritonitis, oftalmitis, poliartritis y meningitis con exudado fibrinoso o serofibrinoso (Frandoloso & Resende de
Macebo, 2022).

Se han descrito 15 serotipos (Ser) con diferentes grados de virulencia, siendo considerados de alta virulencia
a Serl, Ser5, Ser10, Ser12, Ser13 y Ser14; moderada virulencia a Ser2, Ser4, Ser8 y Serl5, y baja virulencia a
Ser3, Ser6, Ser7, Ser9 y Serll. Ademas, actualmente existe un porcentaje de aislados que no se pueden
serotipificar (Olvera et al., 2012; Pires Espindola et al., 2019; Schuwerk et al., 2020).

De esta manera resulta clave la identificacion de las serovariedades asociadas con brotes regionales para el
desarrollo de estrategias preventivas en cada region productora de cerdos, que permitan el desarrollo de vacunas
gue contengan antigenos para los serovares locales mas prevalentes (Pires Espindola et al., 2019), lo que a su
vez ayuda a limitar el uso de antimicrobianos en la produccion porcina. Estudios epidemioldgicos en regiones
productoras de cerdos de varios paises demuestran la circulacion de un grupo heterélogo de serotipos, siendo los
serotipos 4 y 5 los mas prevalentes en la mayoria de los paises con alta produccion porcina (Pires Espindola et
al., 2019). En Paraguay, no hay estudios sobre la prevalencia y distribucion de los serotipos de G. parasuis
circulantes en el pais, conocimiento necesario para poder plantear estrategias de control y manejo de esta

especie.

Materiales y métodos

Muestreo. El muestreo incluyd cinco granjas productoras de porcinos ubicadas en el departamento de Itapua
desde el mes de febrero del 2022 a marzo del 2023 (Figura 1). Se identificaron cerdos con sintomas respiratorios,
incluyéndose un total de 62 animales. En la figura 1, se observa la geoposicion de las granjas incluidas en el
trabajo. En animales vivos se aplicaron métodos de sujecién adecuados, las fosas nasales fueron higienizadas y

las muestras fueron colectadas con hisopos estériles en medio de transporte semisdlido Stuart. Para animales
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muertos se colectaron muestras de pulmodn o de cornetes durante las necropsias realizadas a campo, antes de

las cinco horas post mortem. La cantidad de muestras por granja se especifica en la Figura 2.
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Figura 1. Ubicacion geografica de las granjas incluidas en el estudio.

Cultivo y aislamiento de microorganismos. Las muestras fueron colectadas en las granjas y transportadas
al laboratorio, sembradas en Agar columbia Chocolate + NAD e incubadas por 48 hs a 37°C en atmdsfera de
microaerofilia. Se realizd tincion de Gram a las colonias sospechosas, posteriormente se realizaron pruebas
bioquimicas como Indol, Urea y Test de catalasa (Frandoloso & Resende de Macebo, 2022).

Extraccion de ADN. Para la extraccion de ADN se tomaron colonias crecidas en placa y fueron suspendidas
en 200 L de solucion PBS, se agitd con vortex, y posteriormente se utilizd el kit de purificacion GeneJET™ Viral
DNA/RNA (ThermoFisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermoscientific, 2021).

Tipificacion molecular y virulencia. Para realizar la tipificacion molecular se utilizaron los cebadores
descritos por Howell (2015), con modificaciones hechas por Lacouture et al. (2017). Cada reaccién de PCR
consistio en 12,5 yL de 2x GoTaq® G2 Colorless Master Mix (Promega); 1 mM de cada uno de los cebadores, csp
de agua libre de nucleasas y 2 pL de ADN extraido, con un volumen final de 25 pL. Las condiciones de ciclado
fueron las mismas descritas por Lacouture et al., (2017). Para identificar la presencia de genes relacionados a
virulencia se utilizd la metodologia descrita por Galofré-Mila et al., (2017) para la amplificacion de genes de
virulencia vtaA.

Analisis de los datos: Se clasificaron los resultados teniendo en cuenta la granja de procedencia, los mismos

fueron analizados con estadistica descriptiva, utilizando el Software RStudio 2022.07.0.

Resultados y discusion

Se identificd la presencia de G. parasuis en las 5 granjas incluidas en este estudio (Figura 2). Un total de 12
cepas fueron aisladas, identificdndose el serotipo al que pertenecen el 50% (6/12) de los aislados, perteneciendo
a cuatro de los 15 (Ser2, Ser3, Ser7 y Ser8) serotipos reconocidos, no correspondiendo los demas aislados a

ningun serotipo conocido actualmente, identificandose como NT (No Tipificables, Figura 2 y 3), correspondiéndose
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con lo reportado para otros paises (Pires Espindola et al., 2019; Schuwerk et al., 2020), lo cual estaria indicando
la posible existencia de mas serotipos que los 15 Unicos reportados actualmente, evidenciando la necesidad de
estudiar estas cepas NT. No se logro verificar la presencia de los serotipos 4 y 5, considerados como los mas
prevalentes en la mayoria de los paises con alta produccion porcina (Pires Espindola et al., 2019). Es importante
destacar que el 80,65% de las muestras sintomaticas, fueron ocasionadas por otras etiologias (OE), causadas
por otros agentes. G. parasuis es una especie bacteriana heterogénea que comprende cepas con amplias
diferencias en virulencia. Esta dualidad debe tenerse en cuenta a la hora de diagnosticar y controlar la enfermedad
(Costa-Hurtado et al., 2020). Es importante destacar que, practicamente cada granja presentd un serotipo
especifico, pudiendo esto relacionarse a la procedencia de los cerdos, como lo reportado en otros paises
productores (Pires Espindola et al., 2019). Considerando la alta diversidad antigénica intrinseca de las diferentes
serovariedades de este microorganismo, es imprescindible caracterizar minuciosamente las cepas envueltas en
los casos para desarrollar vacunas adecuadas que a su vez ayuden a reducir la utilizacién de antimicrobianos de
forma preventiva y disminuyan las probabilidades de crear resistencias en cepas clinicas como ya ocurre en Brasil

(Frandoloso y Resende de Macebo, 2022).
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Figura 2. Distribucién de muestras y serotipos encontrados en cada una de las granjas. OE: Otra etiologia, G.
parasuis. Ser2: Serotipo 2, Ser3: Serotipo 3, Ser7: Serotipo 7, Ser8: Serotipo 8, NT: No tipificable.
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Figura 3. Perfil de la PCR multiplex para cada uno de los aislados de G. parasuis encontrados. Agarosa al 2%.
M: marcador molecular; 1-8: muestras.
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En cuanto a la identificacion de genes relacionados a virulencia, los resultados indicaron que la amplificacion
del gen VtaA dio positivo en 11 de 12 de los aislados bacterianos. Aquellas que fueron positivas se obtuvieron de
muestras de pulmén (9/11, 82%), cornetes (1/11, 9%) e hisopado nasal (1/11, 9%). La Unica cepa que dio
negativo para el gen de virulencia se obtuvo de una muestra de hisopado nasal. Estos resultados sugieren que la
mayoria de los aislamientos estudiados positivos al gen VtaA pueden presentar mecanismos de resistencia al
suero y a la fagocitosis. Estos dos mecanismos se han reconocido como importantes factores de virulencia en la
enfermedad causada por G. parasuis (Cerda-Cuéllar & Aragon, 2008; Olvera et al., 2012).

De esta manera, se logré identificar la presencia y serotipificar los aislados de G. parasuis en cerdos con
sintomas respiratorios procedentes de 5 granjas dedicadas a la produccion porcina en Itapla, Paraguay. Si bien
los serotipos circulantes estan clasificados dentro de los grupos de moderada y baja virulencia todos fueron
aislados de animales sintomaticos, y en casi el total de los 12 aislados fue identificado el gen de virulencia VtaA.

De esta manera, este trabajo se convierte en el primer reporte de serotipos de G. parasuisen Itapla-Paraguay,

conocimiento fundamental para el control y manejo de este patdgeno.
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Fe de erratas

En el articulo “Glaesserella parasuis: serotipos y virulencia de cepas aisladas de cerdos en Itapua-
Paraguay entre febrero del 2022 a marzo del 2023”, con numero DOI:
https://doi.org/10.57201/IEUNA2313373, publicado en la Revista investigaciones y estudios-UNA ,
14(1):84-89.

Los autores se disculpan sinceramente por el error involuntario en la composicion tipografica en la
pagina 87, seccidén Materiales y Métodos.

El contenido completo de dicha seccidn debe ser el siguiente, la inclusidn se visualiza en negrita:
Tipificacién molecular y virulencia. Para realizar la tipificacion molecular se utilizaron los cebadores
descritos por Howell (2015), con modificaciones hechas por Lacouture et al. (2017). Fueron utilizadas
tres mezclas de cebadores que se detallan a continuacion: PM1: funB (Serl), glyC (Ser3),
wciP (Ser4), funQ (Ser7), funAB (Ser14); PM2: wzx (Ser2), funV (Ser9), gitP (Ser13), funl
(Serl5) y PM3: wcwK (Ser5/12), gItI (Ser6), scdA (Ser8), funX (Ser10), amtA (Serl1l). Cada
reaccion de PCR consistié en 12,5 L de 2x GoTag® G2 Colorless Master Mix (Promega); 1 mM de cada
uno de los cebadores, csp de agua libre de nucleasas y 2 pL de ADN extraido, con un volumen final de
25 pL. Las condiciones de ciclado fueron las mismas descritas por Lacouture et al., (2017). Para
identificar la presencia de genes relacionados a virulencia se utilizé la metodologia descrita por Galofré-
Mila et al., (2017) para la amplificacion de genes de virulencia vtaA.
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