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Las espiroquetas del género Brachyspira son bacterias anaerobias que colonizan el intestino de aves y mami-
feros, incluido el hombre. La especie mas conocida y relevante de este género es Brachyspira hyodysenteriae,
agente etioldgico de la disenteria porcina. Otras cinco especies mas del género Brachyspira han sido capaces de
colonizar el intestino del cerdo, incluyendo tanto especies patdgenas como comensales. Desde que en 1971 se
confirmara por primera vez la colonizacién del cerdo por espiroquetas intestinales, no han parado las investiga-
ciones en este campo que se han llevado a cabo en Europa, Estados Unidos y Australia. Estos estudios nos han
aportado un importante grado de conocimiento de aspectos clinicos, epidemiol6gicos y bacteriol6gicos, quedando
aun muchas cosas por aprender de estas peculiares bacterias.

En Espafia, Carvajal y colaboradores (2006) hemos detectado la participacion de B. hyodysenteriae en un
34,1% de los brotes de diarrea en granjas porcinas distribuidas por todo el pais, mientras que B. pilosicoli se de-
tectd Gnicamente en el 2,9% de los brotes. Mas recientemente, segin Osorio y colaboradores (2010), las especies
de espiroquetas intestinales apatdgenas del cerdo mas frecuentemente detectadas en nuestro pais fueron B. mur-
dochii y B. innocens.

En esta tesis se han identificado y caracterizado genéticamente aislados débilmente 3-hemoliticos del género
Brachyspira de origen porcino obtenidos en nuestro laboratorio desde 2001 a 2007 (Grupo de investigacion de
enfermedades digestivas del ganado porcino de la Facultad de Veterinaria de Ledn). Los 18 aislados se obtuvieron
de 14 explotaciones tanto de cerdo blanco como ibérico y pertenecieron a 6 Comunidades Auténomas y 9 provin-
cias de nuestro pais, excepto uno que procedi6 de una granja de Portugal.

Se ha podido comprobar que el método de MLST (del inglés “multilocus sequence typing” o andlisis de se-
cuencias multilocus) desarrollado por Rasback y colaboradores (2007) es eficaz para la deteccion, identificacion y
analisis de las diferentes especies del género Brachyspira. Los loci (plural de “locus” que en latin significa genes)
empleados en este estudio han mostrado una excelente diversidad entre nuestros aislados. Los resultados mostra-
ron que los aislados débilmente B-hemoliticos son genéticamente heterogéneos con numerosas variantes por locus
a nivel nucleotidico y un nimero menor a nivel aminoacidico que determinaron un total de 17 perfiles alélicos
diferentes (denominados ST del inglés “Sequence type” o también conocidos como genotipos multilocus) y 16
tipos aminoacidicos (AATs del inglés “amino acid types”). Se comprobd que la resolucion taxondmica de esta
técnica fue muy elevada.

Estos aislados débilmente 3-hemoliticos fueron identificados como B. murdochii, B. innocens y B. pilosicoli.
Ademaés, un nuevo grupo genético formado por Unicamente dos aislados procedentes de cerdo ibérico de la zona
de Extremadura ha sido descrito. No obstante, para que estos aislados sean reconocidos como una nueva especie
del género es necesario que sean incluidos en la lista de nuevas especies que regularmente publica la revista Inter-
national Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology y, para ello, se necesita una caracterizacién mucho
mas exhaustiva. En este sentido, el anélisis filogenético basado en varios genes tendrd mucho protagonismo, espe-
cialmente cuando se haga mas factible en un futuro cercano. Esto unido a la informacién obtenida por el conoci-
miento de las secuencias completas de cuatro genomas de especies del género (B. hyodysenteriae, B. pilosicoli, B.
Murdochii y B. intermedia) hace prever que en los proximos afios se producirdn nuevos hallazgos dentro de este
género.

Ademas, mediante el analisis BURST de los datos obtenidos mediante MLST pudimos detectar la existencia
de relaciones evolutivas estrechas entre aislados débilmente R-hemoliticos de diferentes paises, lo que a su vez
corrobora la utilidad de la técnica de MLST como herramienta en estudios epidemioldgicos.

Por otro lado, se ha aplicado por primera vez a aislados espafioles de origen porcino el esquema de MLST re-
cientemente descrito para el analisis de la epidemiologia molecular y la estructura poblacional de B. hyodysente-
riae (La y colaboradores, 2009). De este anlisis se dedujo que la técnica fue excelente en la identificacion de
clones estables en el tiempo y que englobaron aislados procedentes de diferentes Comunidades Autonomas de
todo el pais. También se dio el caso de aislados que aun siendo obtenidos de la misma granja presentaron un perfil
alélico diferente y se pudo poner de manifiesto la presencia de transmision de aislados entre diferentes granjas
porcinas. Para las secuencias analizadas, el porcentaje de sustituciones nucleotidicas de los aislados de B. hyody-
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senteriae con respecto a los aislados débilmente -hemoliticos oscil6 entre el 3,7% y el 11,0% dependiendo del
locus, con una media del 6,6%.

Se comprob6 que la poblacién de 52 aislados de B. hyodysenteriae de cerdos de nuestro pais en su mayoria
blancos, que incluy6 aislados de 47 granjas diferentes de 11 Comunidades Auténomas y de 21 provincias presento
una estructura clonal, con un alto grado de desequilibrio de ligamiento detectado en los genes analizados. Un re-
sultado muy similar se obtuvo cuando se emplearon ademés de los aislados espafioles otros 111 aislados proce-
dentes de muy diferentes paises. Todos los aislados quedaron incluidos en 10 STs diferentes y en 7 AATSs. Nin-
guno de los genotipos presentd diferencias con las restantes en todos los loci y el porcentaje de sustituciones nu-
cleotidicas detectadas entre las cepas espafiolas no fue mayor del 0,5%. Estos resultados dan consistencia a la
hipotesis de un origen no muy diverso de las cepas espafiolas de B. hyodysenteriae, ya que parece ldgico pensar
gue las cepas pertenecientes a los genotipos multilocus de este estudio no divergieron hace mucho tiempo.

Se ha descrito la presencia de dos clones internacionales en granjas de nuestro pais. Uno habia sido previa-
mente descrito en el Reino Unido en diferentes granjas porcinas y asociado con resistencia a la tiamulina, antibio-
tico de uso frecuente para el tratamiento de la DP. El otro, habia sido descrito en granjas de Alemania y de Bélgi-
ca. El primero de ellos ha resultado ser el genotipo que ha conseguido un mayor éxito en la colonizacion de cerdos
en nuestro pais ya que incluy6 al 41,2% del total de los aislados espafioles. Todos los aislados espafioles quedaron
englobados en 3 clusters cuando se representd en el mismo diagrama las relaciones genéticas entre aislados de
todo el mundo.

Dado que la técnica de MLST resulta apropiada para la epidemiologia a largo plazo y que los datos son fa-
cilmente intercambiables entre laboratorios via Internet, pudimos comparar aislados de localizaciones geogréficas
muy diferentes asi como muy separados en el tiempo a la vez que identificar las cepas que son miembros de un
mismo linaje clonal globalmente distribuido. Estos clones descritos han presentado una diseminacion internacio-
nal y su aparicion en Espafia demuestra la expansion global de algunas cepas de B. hyodysenteriae. Dichos aisla-
dos podria haber llegado a nuestro pais y esos genotipos habria encontrado las condiciones ambientales propicias
para su diseminacion dado que en los Gltimos afios se ha empleado rutinariamente tiamulina principalmente para
el tratamiento y profilaxis de infecciones respiratorias en muchas granjas y también para el tratamiento de la DP.

El andlisis basado en los AATs demostré un mayor agrupamiento que en el caso de las ST y se obtuvo infor-
macién de la descendencia evolutiva de los aislados dentro de un complejo clonal, lo cual evidencia la presion
negativa de seleccion en los cambios nucleotidicos que resultan en cambios en la secuencia aminoacidica. Se con-
cluy6 que el ancestro genético de los aislados de B. hyodysenteriae estudiados podria estar representado por algu-
na de las cepas de 7 paises diferentes que fueron englobadas en el AAT9. Tebricamente, de este ancestro habrian
surgido en la evolucion de la especie los restantes tipos genéticos. En este fenotipo fundador se incluyeron 8 ais-
lados espafioles todos procedentes de cerdo blanco menos uno de origen desconocido.

Un total de 21 cerdos distribuidos aleatoriamente en 3 grupos fueron empleados para la valoracion de la efi-
cacia protectora de dos proteinas de membrana externa de B. hyodysenteriae, SmpA y BmpB. Se empleé la via
intramuscular para la primera inmunizacion y la via oral para la revacunacion. El desafio se llevo a cabo con la
cepa de referencia B204 del serotipo 2 (ATCC 31212), la misma empleada para la obtencién de las proteinas.
Todos los cerdos del grupo control y la mayoria de los inmunizados con la proteina SmpA padecieron la enferme-
dad mientras que se observo una disminucion de los animales afectados entre los inmunizados con la proteina
BmpB, aunque las diferencias no llegaron a ser significativas. Ademas el periodo de incubacion se vio claramente
aumentado en este Ultimo grupo con respecto a los otros dos, con diferencias en este caso significativas.

En virtud de estos resultados preliminares, la proteina SmpA no parece ser un buen candidato para ser inclui-
da en estudios de seguridad y eficacia definitivos, mientras que la BmpB confirié un cierto grado de proteccion.
No obstante, cabe destacar que sélo una de las inmunizaciones se llevo a cabo via oral que es la via més adecuada
para conferir al animal inmunidad de mucosas. Ademas, no se emple6 adyuvante para la administracion oral aun-
que si se observd seroconversion en los animales tras la administracion. Parece interesante investigar mas compo-
nentes de la bacteria que puedan ser empleados en el desarrollo de una vacuna inactivada acelular asi como adyu-
vantes de mucosas que sean capaces de estimular el tejido linfoide asociado al intestino.

Hemos incluido en el trabajo de tesis una amplia revision bibliografica que incluye aspectos como las caracte-
risticas morfol6gicas y bioldgicas de las espiroquetas, la historia del género Brachyspira e informacién de cada
una de las once especies del género (cuatro de ellas ain no aceptadas: B. hyodysenteriae, B. pilosicoli, B. interme-
dia, B. innocens, B. murdochii, B. alvinipulli, B. aalborgi, “B. canis™, “B. pulli”, “B. suanatina” y “B. corvi”). La
informacion mostrada pretende poner de manifiesto la capacidad que han mostrado las diferentes especies de
Brachyspira para colonizar un amplio rango de hospedadores y resalta las similitudes en cuanto a morfologia y a
capacidad para producir enfermedad en dichos hospedadores. También se detallan las numerosas técnicas que se
han desarrollado y usado para el diagnéstico y caracterizacion de las espiroquetas intestinales. Se hizo referencia a
la historia del cultivo in vitro, a los métodos tradicionales de identificacién y caracterizacién y, por ultimo, a los
métodos moleculares de diagndstico y tipificacion.
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En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de una coleccion de aislados porcinos del género Brachyspi-
ra seleccionados de granjas de diferentes localizaciones geogréaficas de nuestro pais y, también, en la evaluacion
de la eficacia de dos preparados vacunales para proteger al cerdo frente a la disenteria porcina. Con ello, espera-
mos aportar nuestro grano de arena al conocimiento del complejo mundo de las espiroquetas intestinales del cer-
do.

Esta tesis fue llevada a cabo en el grupo de investigacion de enfermedades digestivas del cerdo de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Ledn, al que yo perteneci. No obstante, no hubiese sido posible su realizacion
sin sendas colaboraciones con la Universidad de Murdoch (Perth, Australia) y con Laboratorios INGENASA,

S.A. (Madrid, Espafia).
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