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RESUMEN

Streptococcus suis (S.suis) se ha asociado a cuadros clinicos como septicemia,
meningitis, artritis y muerte sUbita en lechones. Se han descrito 35 serotipos, el
2 es el que mas frecuentemente se ha aislado de casos clinicos. En México,
otros serotipos que se aislan con frecuencia son 4, 5y 11. El diagnéstico se
confirma mediante el aislamiento del agente causal y su determinacién
bacteriologica y seroldgica. El objetivo de este trabajo fue estudiar ias
proteinas de 4 cepas de referencia (2, 4, 5 y 11) y determinar si existen
proteinas que se compartan entre ellas. Las cepas se cuitivaron, cosecharon,
se obtuvieron sus antigenos y se prepararon sueros hiperinmunes contra los
antigenos o las bacterias completas en conejos. Las preparaciones
antigénicas (ASs) se estudiaron por electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS y por inmunoelectrotransferencia (IET). Los resultados
mostraron que las cepas compartian 6 antigenos proteicos con pesos
moleculares de 74, 54, 40, 38, 33 y 24 kDa que fueron reconocidos por los
sueros homodlogos y heterdiogos y que, 4 de ellos, fueron antigenos
inmunodominantes. Con el fin de determinar si sueros hiperinmunes obtenidos
de bacterias completas reconocian antigenos de ASs, se realizaron ensayos de
IET. Los resultados mostraron que los sueros obtenidos con bacterias
completas reconocieron 8 proteinas (120, 74, 70, 60, 40, 36, 33, y 24), 3 de
ellas correspondieron a antigenos inmunodominantes (74, 40 y 33 kDa).
También se determind la presencia de factor extracelular (EF) en las ASs y se
encontré que la preparacion del serotipo 2 tenia una proteina de 110 kDa que
fue reconocida por un suero anti-EF. Finalmente, se obtuvieron antigenos de
cepas de campo y se estudiaron por IET usando los sueros obtenidos con
cepas de referencia encontrandose que 5 proteinas fueron reconocidas con
mayor frecuencia por todas las cepas, de las cuales 3 eran antigenos
inmunodominantes (74, 54, y 40 kDa). La identificacion de proteinas que se
comparten por las diferentes cepas podria ser Uil para disefar métodos de
diagnédstico mas eficientes y vacunas para el control de infecciones por

cualquier serotipo de S. suis.



Palabras clave: Streptococcus suis, antigenos compartidos, serotipos 2, 4, 5y
11.
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ABSTRACT

Streptococcus suis has been associated with clinical signs such as septicemia,
meningitis, arthritis and sudden death in piglets. There are 35 serotypes being
the serotype 2, mainly associated with clinical signs. In Mexico, the most
frequently serotypes are 2 4, 5 and 11. The identification of S. suis is based on
isolation and serological or biochemical tests. Serotyping identifies the antigenic
differences of the capsular material. The aim of this work was to study the
antigenic proteins of S. suis reference serotypes 2, 4, 5 and 11 and determine if
they share some of these proteins. The strains were cultured, harvested and
antigens were obtained. Antigens and complete bacterial cells were used to
obtain hyperimmune sera in rabbits. The antigenic preparations (ASs) were
studied by polyacrylamide gel electrophoresis with SDS and by Western biot.
Our results showed that the strains shared 6 antigens with 74, 54, 40, 38, 33
and 24 kDa of molecular weight that were recognized by both homologous and
heterologous sera and 4 of them were immunodominant antigens.

Western blot tests were also used to determine if the hyperimmune sera
obtained against the whole bacteria recognized antigens in the ASs. The results
showed that these sera recognized 8 proteins, 3 of them were immunodominant
antigens (74, 40 and 33 kDa). Presence of extracellular factor was determined
in the ASs using an anti-EF serum, a 110 kDa protein was recognized in the
serotype 2 ASs. Finally, field strains were obtained and studied by Western blot
using hyperimmune sera against reference strains. It was determined that 5
proteins were recognized in all the strains, 3 of them were immunodominant
antigens (74, 54 and 40 kDa). The identification of shared proteins may be
useful to establish diagnostic methods and to develop vaccines in order to

control infections with different serotypes of S. suis.

Keywords: Streptococcus suis, shared antigens, serotypes 24,5 and 11.



1. INTRODUCCION

Streptococcus suis (S. suis) se ha asociado con casos de meningitis, artritis,
septicemia y muerte subita, y se considera uno de los patdgenos bacterianos
de cerdos mas importantes en todo el mundo (Higgins et al. 1892) ya que, en
los dltimos 10 afos, ha ocasionado pérdidas econdmicas importantes en la
industria porcina (Higgins y Gottschalk 1999).

Se han descrito 35 serotipos de S. suis {Perch et al. 1983; Gottschalk et at.
1989, 1991, Higgins ef al. 1995) y aungue infrecuentemente se han aislado
cepas no tipificables, se considera que éstas no tienen importancia en la
enfermedad clinica (Gottschalk 1996). .Reportes previos muestran una
prevalencia variable de los diferentes serotipos (Galina ef al. 1992; Prieto et al.
1993; Amass ef al. 1995). Los serotipos 2, 3, 4, 5 y 7 son los de mayor
prevalencia en casos clinicos (Galina et al. 1992) y entre ellos, el serotipo 2 es
el que mas frecuentemente se aisla de casos de meningitis, septicemia, artritis
y endocarditis (Higgins y Gottschalk 1999), mientras que, los serotipos 3, 4, 5,
8 y 25 se aislan con mayor frecuencia de casos de neumonia (Wisselink ef al.
2000).

Este microorganismo forma parte de la flora normal del aparato respiratorio
alto de cerdos, localizandose principalmente en tonsilas y cavidad nasal,
aungque también se puede encontrar en el tracto digestivo y genital (Higgins y
Gottschalk 1999). Esta bacteria se ha aislado en la mayoria de las granjas de
cerdos de todo el mundo, pero también se ha encontrado en una gran variedad
de especies animales que incluyen mapaches, perros, borregos, cabras,
caballos y ganado vacuno (Keymer 1983). Mas aun, S. suis también puede
infectar al hombre produciéndole septicémta, meningitis o endocarditis (Arends
y Zanen 1988). Estas infecciones se consideran ocupacionales, ya que el 60%

de los casos ocurren en personas que tienen contacto con cerdos, tales como



porcicultores, veterinarios y matanceros. Los serotipos que han sido aislados
en humanos son 2, 4 y 14, y de éstos, el serotipo 2 en particular se ha

asociado con meningitis (Arends 1988; Gottschalk 1989; Michaud y Higgins
1996).



2. ANTECEDENTES.

a) CARACTERISTICAS DE S. suis.

Son cocos Gram positivos que se disponen en pares o cadenas cortas,
anaerobios facultativos, presentan capsula y producen alfa hemolisis. Los
acidos teicoicos de su pared celular se encuentran unidos a lipidos y su
polisacarido capsular es comparable al de otros estreptococos. Acidifican la
trealosa, salicina, inulina, lactosa, giucosa, maltosa, fructosa, sacarosa y
galactosa; no acidifican sorbitol, manitol, rafinosa, arabinosa, dulcitol, glicerol,
inositol, ramnosa y xilosa. Hidrolizan la esculina y el almidén (amilasa
positivos), y son catalasa negativos. No producen glucanos y algunos
producen hialuronidasa. Crecen lentamente en medios con 40% de bilis y son
alfa hemoliticos en agar sangre de bovino, aunque el tipo de hemdlisis en agar
sangre de equino puede variar. Devriese ef al {1991) consideran que un
estreptococo alfa hemolitico que produce amilasa pero no acetoina, debe

identificarse como S. suis.

Originalmente, los serotipos 2, 1, 1/2 y 15 de S. suis se clasificaron dentro de
los grupos R, S y T de Moor respectivamente (Gottschalk ef al. 1989). En ia
actualidad se sabe que todos los serotipos de S. suis poseen determinantes
antigénicos en su pared celular relacionados con el grupo D de Lancefield,
aungque no estan genéticamente relacionados con otros miembros de este
grupo. Hasta 1985 se habian descrito 9 serotipos diferentes y en los Gltimos 10
afios se describieron 26 mas, o que eleva su nuimero total a 35 serotipos
(Higgins et al. 1995). Seguramente, el ndmero de serotipos es todavia mayor
ya que, se han aislado un buen nimero de cepas no tipificables (Gottschalk et
al 1989).



S. suis produce una hemolisina llamada “suilisina” (Feder et al. 1994;
Gottschalk et al. 1995), que tiene un peso molecular de 54 kDa (Jacobs ef al.
1994). No todas las cepas la producen y se ha relacionado con ia proteccion,
ya que cerdos inmunizados con una vacuna que contiene la hemolisina
purificada se protegieron contra el desafio letal con el serotipo 2 de S. suis
(Staats et al. 1995).

Se han descrito otros 2 antigenos: el factor extracelular (EF) y la proteina
liberadora de muramidasa (MRP). El EF es una proteina de 110 kDa mientras
que la MRP es una proteina de 136 kDa asociada a la pared celular. En
funcién de estas proteinas se han descrito 4 fenotipos: MRP+EF+, MRP+EF-,
MRP-EF+ y MRP-EF- (Gottschalk 1996; Luque ef al. 1998). Vecht et al. (1992,
1993) trabajando con cepas aisladas en Europa reportaron que solo las cepas
virulentas de S. suis serotipo 2 presentan las 2 proteinas (MRP+EF+). Sin
embargo, esto no es absoluto para otros paises a pesar de que la mayoria de
las cepas virulentas del serotipo 2 han resultado ser dobles positivas
(Gottschalk 1996). Es interesante hacer notar que en estudios de
inmunoelectrotransferencia utilizando anticuerpos monoclonales y policlonales
contra MRP y EF, se han reconocido proteinas relacionadas de tamafio
variable y con mas alto peso molecular que se han denominado MRP* y EF*.
Parece que las proteinas EF* no se relacionan necesariamente con cepas
virulentas (Galina ef al. 1996).

b) DATOS HISTORICOS

Los estreptococos alfa hemoliticos causantes de septicemias en cerdos fueron
bioquimica y serolégicamente caracterizados por de Moor entre 1953 y 1963,
quien los clasifico en los grupos R, S, RSy T (de Moor 1963). En Inglaterra,
Elliot (1966) sugirié que el grupo S de de Moor era similar al D de Lancefield y

propuso el nombre de Strepfococcus suis capsular tipo 1 para este serotipo.



Mas adelante, en 1975, Windsor y Elliot aislaron otros streptococos que
correspondian a los del grupo R de de Moor y los denominaron S. suis tipo 2.
El tipo 1 se asociaba a casos de meningitis en cerdos jovenes mientras que, el
serotipo 2 a meningitis en cerdos de cualquier edad. Las cepas que
reaccionaban con antisueros contra ambos serotipos se designaron como 1/2
(originalmente del grupo RS). Otras cepas provenientes de tonsilas, vagina y
prepucio que pertenecian al grupo T fueron reportados por Clifton-Hadley et al.
(1984) y este serotipo fue designado como tipo 15 (Gottchalk. et al. 1983). De
1983 a 1995 se describieron 32 nuevos tipos capsulares del total de 35
serotipos (Perch et al1983; Higgins et al. 1995). Kilpper-Balz y Schieifer
(1987) designaron oficialmente a estos estreptococos como Strepfococcus

suis.

c) EPIDEMIOLOGIA

Streptococcus suis es habitante natural de los tractos respiratorio superior
(particularmente tonsilas y cavidad nasal), genital, y digestivo de cerdos
(Clifton-Hadley et al 1986b, Devriese, et al. 1991; Robertson, et al. 1991). En
estudios realizados en diferentes paises se ha observado que el serotipo 2 es
el que se ha aislado con mayor frecuencia, aunque su prevalencia es variable.
En especial, en un estudio realizado entre enero y diciembre de 1999, se
encontré que el serotipo 2 fue el mas abundante en 344 cepas aisladas de
cerdos enfermos (15%) en Canada y Estados Unidos (Higgins and Gottschalk
2000), sin embargo, esta prevalencia fue la mas baja en la pasada década, ya
que en 1990, fue de 32% (Higgins and Gottschalk 1995). La prevalencia de
los demas serotipos se puede cbservar en el Cuadro 1. Es interesante hacer
notar que reportaron el 11% de las cepas como no tipificables y que la mayoria
de ellas no eran capsuladas. Por otro lado, los 6 serotipos de S. suis mas
prevalentes entre 1992 y 1999 en Norteamérica fueron el 2, 1/2, 3, 4, 7 y 8§,
cuya distribucion se puede observar en el Cuadro 2. Las variaciones en la

prevalencia de los serotipos identificados durante este periodo fueron minimas,



excepto para el serotipo 2, lo cual indica que el nivel de infeccidon con este
microorganismo es estable en ia poblacion de cerdos estudiada (Higgins and
Gottschalk 2000).

Cuadro 1. Distribucién numérica de los tipos capsulares de Streptococcus suis

en 344 aislamientos recuperados de cerdos enfermos en 1999.

Tipo

capsular

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
NT

Y
N
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Tomado de Higgins and Gottschalk, Can Vet J. 41:414, 2000,



Cuadro 2. Porcentajes de los 6 tipos capsulares de Sfrepcococcus suis mas

prevalentes entre 1992 y 1999 en Canada.

Tipo 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999

Capsular

2
1/2

Tomado de Higgins and Gottschalk, Can Vet J 41:414, 2000.

S. suis se ha recuperado de una gran variedad de especies de mamiferos. En
1983, se reporté un aislamiento del serotipo 2 a partir de un mapache en un
parque nacicnal (Keymer ef al. 1983). Se ha sugerido que S. suis es un
miembro de la flora normal intestinal de ganados vacuno, ovino, caprino y
equino. (Devriese, et al. 1990). Se han recuperado los serotipos 2 y 5 de
lesiones supurativas del ganado vacuno, ovino y caprino. Todos los casos
fueron esporadicos y solo uno de elios se relaciond con la presencia de cerdos
en la granja (Hommez, ef al 1988). En 1990, en Bélgica se reportd un caso de
meningitis en un caballo que habia estado en contacto con ganado. En
Canada, se aislé en cultivo puro el serotipo 2 de un feto de bovino; el serotipo
16 a partir de un caso de bronconeumonia purulenta en un becerro de 6
semanas; el serotipo 31 de una vaca con edema cerebral y el 33 de un borrego
con problemas de artritis (Higgins, et al. 1990b, 1995). También se han aislado
cepas de S. suis en perros, gatos, cebras, venados, patos y otras aves
(Salasia ef al. 1994 ; Devriese ef al. 1993, 1994a).



La mayoria de las cepas han sido aisladas de cerdos enfermos. Sin embargo,
los serotipos 17, 18, 12 y 21 fueron aislados de cerdos sanos, el serotipo 14
de humano, el 20 y 31 de ganado vacuno enfermo y el 33 a partir de un
borrego (Gottschalk ef al. 1989; Higgins et al. 1995).

Por otro lado, se ha observado que la distribucion de los serotipos varia en los
diferentes paises e inclusive se ha reportado que puede variar con el tiempo.
Por ejemplo en Australia y Holanda, el serotipo 9 es el mas frecuentemente
aislado mientras que en Finlandia lo es el 7 (Sihovenen et al, 1988;
Gogolevwski ef al. 1990; Jacobs et al. 1995) y en Escocia el 14 (Macl.ennam et
al. 1996). En Dinamarca, el serotipc 7 predominé alrededor de 15 afios pero a
partir de 1990, el serotipo 2 es el que mas frecuentemente se ha aislado en
este pais (Perch ef al. 1983; Aarestrup ef al.1998a; J.P Nielsen comunicacion

personal).
d) INFECCIONES PRODUCIDAS POR S. suis

Los primeros reportes de infecciones por S. sujs fueron publicados por Jansen
y Van Dorsen (1951) en Holanda y por Field et al. (1954) en Inglaterra. Desde
entonces, han sido reportados casos en todos los continentes donde existe la
industria porcicola. Las infecciones se han encontrado tanto en granjas

tradicionales como en sistemas intensivos de produccién.

En cerdos, S. suis puede causar meningitis, endocarditis, neumonia,
septicemia, artritis, poliserositis y muerte subita en lechones (Clinton-Hadley
1983; Vecht 1989; Higgins 1990b; Higgins 1992). Sin embargo, su implicacion
como agente primario causal de neumonia es controversial. La mayoria de los
serotipos aislados de cerdos enfermos pertenecen a un nimero limitado de
tipos capsulares comprendidos entre el serotipo 1 al 8 (Gottschalk 1999). En

rumiantes, las cepas patogenas pertenecen a los serotipos 2, 5, 8,9, 16 y 20 y



se han asociado con infecciones extramamarias (/Hommez et al. 1988; Higgins
ef al. 1990b).

e) PATOGENESIS

En general, la patogénesis de una infeccidon esta influenciada por la resistencia
de! hospedero, factores del medio ambiente y atributos que confieren
virulencia al agente infeccioso. En las infecciones por S suis, la patogénesis
no esta bien entendida. Sin embargo, se piensa que los microorganismos
pueden diseminarse sistémicamente desde la nasofaringe, resultando,
ocasionalmente, en septicemia y en algunos casos, en muerte. La mayoria de
ios estudios se han enfocado en el serotipo 2 y en la produccién de meningitis
(Gotischaick, 1999). Los lechones adquieren esta bacteria durante el
nacimiento o a través del contacto con la madre, sus heces y las estructuras
que los rodean (paredes, suelo sucio, barrotes,etc.). La infeccidn puede tener
lugar a través de las vias respiratorias. Sin embargo, se desconoce la razén
por la cual no todos los cerdos se enferman. L.os animales colonizados portan
a la bacteria en sus tonsilas, algunos son portadores sanos y nunca
desarrollaran enfermedad mientras que otros, tarde o temprano desarrollan
bacteremia y en algunos casos septicemia y finalmente meningitis (Gottschalk
and Segura 2000).

Hay pocos estudios acerca de las interacciones entre S. suis y las células
epiteliales. Se ha reportado recientemente, que cepas virulentas de S. suis
pueden invadir en cierto grado una linea celular epitelial de origen humano
(Norton et al. 1999). Este grupo encontrd también, que cepas productoras de
suilisina fueron citotoxicas para las células y que anticuerpos anti-suilisina
contrarrestaron este efecto. La citotoxicidad de la suilisina fue confirmada mas
tarde por Lalonde ef al. (2000) usando una linea celular de cerdo, aunque no

pudieron encontrar invasién de las células. Interesantemente, se observé un



aito nivel de adhesién para diferentes cepas y lineas celulares probadas,
mediada por componentes de la pared celular, y la cual fue considerablemente
reducida en la presencia del polisacarido capsular. Sin embargo, el
polisacarido no pudo inhibir la adhesion de S. suis a las células endoteliales
microvasculares (Charland ef al. 2000). St. Geme y Cutter (1996) sugirieron
que la encapsulacién bacteriana puede ser modulada de acuerdo al estadio
infeccioso, es decir que es regulada negativamente durante la colonizacion de
las células epiteliales del tracto respiratorio y que una vez en el torrente
sanguineo, se induce la produccion de la capsula pudiendo proteger a la
bacteria de la respuesta inmune aunque no evita por completo la adhesion a
otras células. En este sentido, se ha demostradc que S. suis produce una
mayor cantidad de polisacarido capsular in vivo que in vitro (Charland et al.
1996). |

Los posibles pasos involucrados en la patogénesis de la meningitis son la
ingestion de las bacterias por los monocitos y su transporte al liquido
cerebroespinal via el plexo coroideo, y la estimulacion de la produccion de
citocinas por monocitos, lo cual conduciria al paso del infiltrado inflamatorio de
la sangre al liquido cefalorraquideo (Williams 1990; Chanter et al. 1993). Sin
embargo, el rapido efecto de la penicilina en animales infectados hace
improbable esta hipétesis ya que este antibidtico no penetra en monocitos o
macrofagos. Por otro lado, se ha mostrado que los macréfagos son capaces de
fagocitar bacterias en poca cantidad y que la mayoria de los microorganismos

permanecen fuera de las células fagociticas (Segura et. al 1998).

A pesar de la prevaiencia de los casos de neumonia en los que se ha aislado
S. suis en cultivo puro 0 en asociacion con otros microorganismos, la
patogénesis no ha sido bien investigada. Hasta ahora, no se ha reportado la
apariciéon de neumonia en animales infectados experimentalmente solo con S.

suis. Es probable que la infeccién se adquiera por via respiratoria y que la
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colonizacién ocurra al mismo tiempo que la multiplicacion de la bacteria. En un
estudio se mostro que las cepas aisladas de casos de meningitis se adhirieron
a secciones de tejide pulmonar de iechones recién nacidos, en menor cantidad
que en casos de neumonia (Gottschalk ef al. 1991), lo que sugiere que existen
cepas con diferentes tropismos o bien, que algunas infecciones neumonicas
resultan de bacteremia, ya sea por infeccion directa de los alvéolos o por

transporte a los alvéolos a través de monocitos (Alexander 1995).

Es probable que infecciones virales concomitantes pudieran potencializar el
desarrollo de lesiones debidas a S. suis. Iglesias ef al. (1992) concluyeron que
la enfermedad clinica asociada con el tipo 2 fue incrementada por una
infeccién concomitante con virus de pseudorabia. Mas recientemente, se ha
sugerido que el virus del sindrome respiratorio y reproductivo de los cerdos
(PRRSV) predispone a cerdos libres de patégenos a la infeccion y enfermedad

causada por S. suis tipo 2 {Galina et al. 1994).
f) FACTORES DE VIRULENCIA DE Streptococcus suis

Los factores de virulencia tampoco estan bien definidos. En algunos trabajos,
se ha tratado de determinar la participacion en la patogenicidad de diferentes
factores tales como las fimbrias, hemaglutininas, la capsula y la hemolisina
(suilisina). De éstos, la capsula, algunas proteinas y la suilisina han sido los
factores de virulencia mas exhaustivamente estudiados. La capsula posee
acido sialico y se considera como un factor de virulencia porque inhibe la
fagocitosis, pero su papel en las infecciones no ha sido bien demostrado, ya
que se ha reportado que hay cepas virulentas y menos virulentas crecidas in
vivo que muestran capsulas gruesas (Charland ef al. 1996). Sin embargo, se
ha demostrado que las mutantes acapsuladas isogénicas obtenidas por

mutagénesis con fransposones son avirulentas, comparadas con las cepas
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silvestres (Charland et al. 1998), lo gue permitiria considerar a la capsula como

un factor de virulencia, pero no como un buen marcador de virulencia.

También han sido identificadas dos proteinas como marcadores de virulencia:
la MRP y el EF (Vecht ef al. 1991). Se ha demostrado que un alto porcentaje
de cepas patégenas europeas de S. suis serotipo 2 y de otros serotipos
presentan ambas proteinas (MRP+EF+) (Vecht ef al. 1991; Luque ef al. 1998).
Sin embargo, la mayoria de las cepas patégenas aisladas de animales en
Canada no las expresan (Gottschalk ef. al. 1998a). Por otro lado, se ha
reportadoc que mutantes isogénicas defectuosas en estas proteinas
permanecen virulentas cuando son comparadas con las cepas silvestres.

La suilisina es producida por cepas de S. suis (Gottschalk et al. 1995) y
también se le ha considerado como un factor de virulencia, ya que anticuerpos
contra esta exotoxina inducen proteccién en ratones y cerdos contra la
infeccion experimental (Jacob et al. 1996). Cepas de S. suis serotipo 2 de
muchos paises europeos son hemolisina positivos. La suilisina no es
producida por la mayoria de las cepas virulentas en Norteamérica (Gottschalk
et al. 1998a), por ejemplo, de las cepas probadas en Canada se enbontré que
solo una producia hemolisina y parecia tener el perfil europeo para sus
proteinas, siendo MRP+EF+ (Gottschalk 1996). Por lo tanto, la hemolisina -

parece no estar relacionada con la virulencia en Norteamérica.

Las fimbrias son ofro factor potencial de virulencia, ya que se sabe que
participan en la adherencia de las bacterias a las células y son estructural y/o
funcionalmente diferentes en cepas virulentas y no virulentas (Gottschalk et al.
1990). Otras proteinas de pared celular se han relacionado con la viruiencia,
sin embargo, los perfiles de proteinas de las cepas virulentas y avirulentas son
muy similares (Holt ef al. 1990; Quessy 1994). Ademas, se ha descrito una

proteina con peso molecular aproximado de 52 kDa que se une a una
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inmunoglobulina (IgG) y que pudiera interferir con la opsonizacion de la
bacteria, evitando o reduciendo la fagocitosis, sin embargo, esta proteina esta
presente en cepas virulentas y avirulentas (Serhir ef al. 1993, 1995). También
se han descrito como factores de virulencia una adhesina de galactosil-(alfa 1-
4)-galactosa (Tikanen ef al. 1996) y una proteina que se une a albimina
(Quessy et al. 1997).

g) DIAGNOSTICO DE INFECCIONES POR Streptococcus suis

El diagnostico presuntivo de infecciones por S. suis se basa en los signos
clinicos y en las lesiones macroscopicas en los tejidos y se confirma mediante
el aislamiento del agente causal y el reconocimiento de las lesiones
microscopicas. En los casos de meningitis, el aislamiento se realiza a partir
del liguido cefalorraquideo o del encéfalo. Para septicemia, el aislamiento de
pulmén debe tomarse con cautela, ya que S. suis esta frecuentemente
presente en el pulmdn de animales sanos (Mwaniki ef al. 1994), por o que se
recomienda el aislamiento en ofros tejidos. Los cerdos pueden albergar
variedad de cepas o serotipos en su cavidad nasal y tonsilas y no estar
relacionadas con un cuadro patoldgico especifico. Es mas, es posible aislar
multiples serotipos de animales enfermos en el mismo hato (Higgins and
Gottschalk 1999).

La determinacién bacterioldgica de las cepas de S. suis se realiza con un
minimo de pruebas bioquimicas cuando la serotipificacion esta disponible
(Higgins and Gottschalk 1990). Devriese et al. (1991) han sugerido el uso de
solo 2 pruebas en ios aislados de cerdos: amilasa positiva y acetoina negativa

(Voges-Proskauer).

La serotipificacion sigue siendo una parte importante del diagnéstico de rutina

y se basa en las diferencias antigénicas del material capsular, que esta
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principalmente compuesto por carbohidratos. Para la identificacion de
antigenos especificos de serotipo de S. suis han sido descritas diferentes
técnicas. El método clasico de Lancefield fue el primero en utilizarse (de Moor
1963; Perch et al. 1983), pero se abandoné por ser demasiado laborioso y
requerir mucho tiempo para realizarse (Perch ef al. 1983; Gotischalk et al.
1989). Otros métodos que han sido usados, son la aglutinacidén en placa y las
pruebas de inmunodifusién, aunque no parecen ser muy especificas (Hommez
et al. 1986; Rosendal et al. 1986). Mas recientemente, la coaglutinacion y las
pruebas de reaccion capsular se han reportado como las mas confiables
(Higgins and Gottschalk 1990). Finalmente, se ha desarrollado un ensayo de

ELISA para la deteccion de algunos tipos capsulares (Serhir ef al. 1993).

Estas pruebas seroldgicas han sido evaluadas y como resultado la mayoria de
los laboratorios utilizan la coaglutinacién (Higgins and Gottschalk 1999).
Algunas cepas dan reacciones cruzadas con mas de un antisuero con esta
técnica, pero estas reacciones pueden eliminarse en la mayoria de los casos,
por absofcién de los antisueros, aunque en algunos permanecen, como en el
serotipo1/2 (Hampson ef al. 1993). Estudios recientes han mostrado que el
ELISA usando antigenos capsulares purificados tiene la mejor especificidad
(del Campo Sepulveda ef al. 1996; Kataoka ef al. 1996).

Las técnicas genéticas son muy (tiles para distinguir aislados individuales de
S. suis, para establecer el origen de la infeccidbn en un hato dado, o para
asegurarse de que la cepa correcta esta incluida en la vacuna que se va a
aplicar (Higgins and Gottschalk 1999). Utilizando la técnica de “fingerprinting”,
se ha demostrado la existencia de una diversidad importante entre los aislados
del tipo capsular 2 (Mogoilon ef al. 1990). Mas recientemente, Beaudoin ef al.
(1992) confirmaron la diversidad genética entre aislados y observaron que,
aunqgue los de animales sanos genéticamente eran muy heterogéneos, esto no

ocurria en la mayoria de los aislados en casos de septicemia.
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En México, se usa la serotipificacién para el diagndstico. Los antisueros se
producen con cepas de referencia que son cultivadas durante 18 h en agar
gelosa sangre, cosechadas y lavadas con amortiguador de fosfatos salino
(PBS) formalinizado al 0.3% e incubadas durante toda la noche. Los conejos
con un peso entre 2.5 a 3 Kg se inoculan las primeras dos semanas con
adyuvante incompleto de Freud por via subcutanea (0.5 ml), con una
concentracién de 6x10° Unidades Formadoras de Colonia (UFC) vy
posteriormente 4 a 5 inoculaciones semanales mas (0.25 ml) por la vena
marginal de las orejas con 8x10° UFC. Diez dias después de la 0ltima
inmunizacion, los conejos se sangran y los sueros se titulan. Se pueden hacer
2 inoculaciones mas para obtener un mayor titulo de anticuerpos (Gottschalk
1993).

h) TRATAMIENTO

El tratamiento de las infecciones por S. suis se basa en la aplicacién, por via
parenteral, de antibidticos durante cinco dias o mas; los animales con
septicemia, meningitis y artritis rara vez responden al tratamiento (Martinez
1997). La amoxicilina, el ceftiofur y la penicilina son los antimicrobianos mas
usados para fratar estas infecciones (Un Han ef al. 2001; Kataoka ef al. 2000)

y de éstos [as penicilinas han sido utilizadas como agentes quimioprofilacticos.

Recientemente, se han encontrado cepas resistentes a penicilina (Gottschalk
et al. 1991; Tarradas ef al. 1994), por lo que ahora se recomienda que este
antimicrobiano se use solo en casos en los que |a susceptibilidad se haya
comprobado. Diferentes autores han reportado un alto grado de resistencia a
tetraciclinas, clindamicina, eritromicina, kanamicina, neomicina vy
estreptomicina (Tarradas et al. 1994, Prieto et al.1994; Turgeon et al. 1994;

Salmon ef al. 1995). La susceptibilidad al trimetoprim con sulfametoxaso!
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parece ser variable (Turgeon et al. 1994; Tarradas ef al 1994). Martinez
(1997) reportdé gue en Mexico, el 92% de los aislados de S. suis son
susceptibles al Florfenicol, 90% a la Cefalotina, 86% a la Ceftriaxona, y 82% a

la Cefotaxina y Amoxicilina.

El pronto reconocimiento de los signos clinicos de meningitis por
estreptococos seguido del tratamiento parenteral con un antibiético apropiado
es el mejor método para maximizar la sobrevida de los cerdos. Junto con la
terapia se recomienda un agente anti-inflamatorio para el tratamiento de la
meningitis en cerdos (Amass 1997). La gentamicina parece ser muy activa
contra S. suis y en combinacién con penicilina es recomendado en humanos
para el tratamiento de endocarditis producida por este microorganismo (Trottier
et al. 1991).

i) PREVENCION

Control de factores de riesgo

Las infecciones por S. suis son un ejemplo de las enfermedades emergentes
asociadas a la intensificacién de la industria porcina. Mdltiples factores estan
involucrados sobresaliendo entre ellos, el status de salud del hato (infecciones
concomitantes y estados de inmunosupresién), el grado de virulencia de las
cepas involucradas, la calidad del medio ambiente y de la atencién por los
porcicultores (Higgins and Gottschalk 1999). Los factores de riesgo mas
importantes para el desarrollo de infecciones por S. suis en cerdos
susceptibles son el hacinamiento, la pobre ventilacion, excesivas fluctuaciones
de temperatura y el mezclar cerdos de diferentes edades (mas de 2 semanas
de diferencia). Las formas en que se pueden controlar estos factores de riesgo
incluyen un manejo adecuado de los cerdos en corrales mas pequenos para
evitar las mezclas, asi como, sacar a los animales de una misma edad al

mismo tiempo; minimizar las fluctuaciones de temperatura; y la desinfeccion y
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limpieza de los corrales entre la entrada y salida de grupos de cerdos. Todo
esto reduciria la diseminacion de microorganismos, mejorando el status de

salud y la conversion alimenticia (Dee et al. 1993).

La medicacion temprana en la alimentacién después del destete de los
lechones, se ha usado para mejorar el status de salud de los cerdos y para
eliminar algunos microorganismos infecciosos (Alexander et al. 1980). Se
acepta que este método es exitoso para controlar la pleuroneumonia y la
disenteria, pero su capacidad para reducir o eliminar microorganismos que
colonizan tempranamente como Haemophilus parasuis y Actinobacillus suis es
cuestionable. El control de estos problemas requiere de nuevas técnicas
diagnésticas asi como de la manipulacion de la inmunidad de la madre y de la

transmision de la enfermedad antes del destete (Pijoan 1996).

Administracién preventiva de antimicrobianos

Antes de realizar un tratamiento profilactico antimicrobiano en cerdos, se
deben tomar en cuenta varios factores como: la biodisponiblidad, ia ruta de
administracion (alimentos © agua), competencia (hacinamiento) y la
concentracion en el suero necesaria para matar a S. suis (del Castillo et
al.1995; Amass 1997). Se ha reportado que la penicilina procainica
incorporada a los alimentos redujo significativamente la prevalencia de
meningitis por estreptococos en un hato (McKellar et al. 1987). Del Castillo et
al. (1995) encontraron que de todos los tipos de tratamientos orales con
penicilina, so6lo el tratamiento de lechones con penicilina V en agua permitia
que se alcanzaran niveles séricos mas altos que los requeridos para eliminar
las cepas de S. suis probadas. Estos autores proponen gue las penicilinas
deberian administrarse Gnicamente por via oral y en agua para reducir la

interferencia en la adsorcién debida a la presencia del alimento.
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Las amoxicilinas tienen ventajas sobre las penicilinas naturales para ser
utilizadas en la medicacion en masa, ya que su biodisponibilidad es similar,
pero su eliminacion del cuerpo es mas baja que la de la penicilina V por 1o que
se pueden obtener concentraciones mas altas en el suero (del Castillo et al.
1995).

Inmunizacion

Hasta ahora, la mayoria de las vacunas usadas para proteger contra las
infecciones por S. suis han sido bacterinas autégenas y los resultados de
estas inmunizaciones son inconsistentes. Es posible que estas vacunas no
sean eficientes debido a diferentes factores como la degradacion de antigenos
protectores, la pérdida de antigenicidad de |la bacteria a causa del proceso de
calentamiento o formalinizacién (Hoit ef al. 1990), la baja inmunogenicidad de
la bacteria capsulada (del Campo Sepllveda ef al. 1996), o bien, la induccién
de anticuerpos dirigidos a antigenos no asociados con factores de virulencia
(Holt ef al. 1988). Reams ef al. (1996) han sugerido que la presencia de
miiltiples serotipos en un mismo hato pueda influenciar la pobre respuesta a la
vacunacion. Algunas cepas pueden ser patdgenas primarias causando
septicemia, meningitis o artritis, pero la mayoria se consideran oportunistas o
patégenos pulmonares secundarios los cuales, sin lugar a duda, deberian

tomarse en cuenta en los programas de vacunacion {Reams ef al. 1996).

Ademas de la bacterinas, se han probado vacunas atenuadas, como las
mutantes sensibles a la temperatura de S. suis serotipo %2, que han mostrado
diversos gradc;s de proteccion en ratones contra el desafic de los serotipos 1,
2 y 112 (Kebede ef al. 1990). La vacunacién de ratones con una mutante
dependiente de estreptomicina de este serctipo resultd en proteccion total
contra el desafio con los serotipos 1 y 1/2 y en protecciéon parcial contra el
desafié del serotipo 2 (Foster ef al. 1994). También se han probado

inmunizaciones con cepas avirulentas obteniéndose proteccién en ratones y
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en cerdos contra el desafio del serotipo 2 (Holt ef al. 1988; Quessy et al.
1994b; Kobisch ef al. 1995; Del Campo Sepulveda ef al. 1996). Esto sugiere
que los antigenos importantes no son factores de virulencia, ya que ambas

cepas, virulentas y avirulentas, pueden inducir proteccién.

Diferentes proteinas de la pared celular del serotipo 2 pueden inducir también
una buena proteccion (Holt et al. 1990; Quessy et al. 1994). Sin embargo,
proteinas como la MRP de 136 kDa que tienen en buen potencial
inmunogénico no estan presentes en todas las cepas virulentas (Quessy et al.
1994; Galina ef al. 1996). Se han probado vacunas contra proteinas
extracelulares como la suilisina y el EF (110 kDa) y los resultados han
mostrado que se induce proteccién completa con la suilisina purificada y solo
parcialmente con el EF (Jacobs ef al. 1996). Aunque ia suilisina es producida
por un gran numero de serotipos y aislados de campo a partir de cerdos
enfermos (Jacobs ef al. 1995), hay cepas virulentas en Norteamérica que no
producen hemolisina detectable (Gottschalk 1996).

Se ha establecido la importancia de la inmunidad humoral en la proteccion
contra infecciones por S. suis, ya que se puede transferir pasivamente
proteccion contra el serotipo 2 a través de sueros (Holt ef al. 1988). Sin
embargo, se ha reportado que se producen titulos bajos de anticuerpos anti-
polisacarido capsular en cerdos infectados natural o experimentalmente (Del
Campo Sepulveda ef al. 1996) y que cuando se utiliza un anticuerpo
monoclonal contra el polisacarido capsular del serotipo 2 no se- induce

proteccion en ratones (Charland et al. 1996).
J) ERRADICACION DE INFECCIONES POR S. suis

De acuerdo a Clifton-Hadley ef al. (1986) solo sacando a todos los cerdos y
volviendo a poblar los corrales con cerdos no infectados, se puede asegurar la

erradicacion de la infeccion, lo cual es muy costoso. Por otro lado, Amass et al.
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(1996) consideran que la optimizacién del manejo de cerdos y de su medio
ambiente, aunado al tratamiento médico de animales enfermos clinicamente es
suficiente para el control y la prevencion de la mortalidad causada por
estreptococosis. Es importante mencionar que también se deben practicar
medidas de bioseguridad que incluyan eliminar roedores y moscas
(Amass,1997). Finalmente, recomiendan la cesarea para obtener cerdos libres
de S. suis (Amass et al. 1996).

Considerando que existen multiples serotipos que se asocian con la
enfermedad en cerdos, que la frecuencia de los serotipos es variable y que las
técnicas de diagnéstico, principalmente las serolégicas, no permiten obtener
resultados en corto tiempo, se hace imperioso el continuar investigando con el
fin de encontrar herramientas mas adecuadas de diagnéstico y mecanismos de

control y prevencion mas eficientes.

Con estos antecedentes, el objetivo de nuestro trabajo es estudiar los
antigenos de diferentes cepas de Streptococcus suis con la intencion de
identificar proteinas que se compartan por las diferentes cepas y que pudieran
ser utiles para disefiar vacunas que protejan contra diferentes serotipos vy

mejorar el diagnostico.
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HIPOTESIS

Si los diferentes serotipos de Sfreptococcus suis son bacterias Gram + gque
comparten muchas caracteristicas entre si y cuyas diferencias antigénicas
residen en los polisacaridos capsulares; entonces es posible que los diferentes
serotipos compartan antigenos protéicos que pudieran ser uUtiles para el
diagnodstico y el control o prevencién de las infecciones producidas por este

microorganismo.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la composicién antigénica de cepas de referencia de Strepfococcus
suis (serotipos 2, 4, 5 y 11), determinar con sueros homologos y heterdlogos,
los antigenos proteicos gue se comparten y establecer la presencia de estos

antigenos en cepas de campo aisladas de casos clinicos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener antigenos protéicos de las cepas de referencia de S. suis serotipos
2,4, 5y 11,

2. Preparar antisueros en conejo con cada una de las preparaciones
antigénicas obtenidas con las cepas de referencia.

3. Definir los antigenos que son reconocidos por los sueros hiperinmunes.

4. Comparar la composicion antigénica de las cepas de referencia entre si y

determinar los pesos moleculares de las proteinas compartidas entre ellas.
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5. Determinar por ensayos de inmunoelectrotransferencia la presencia del
factor extracelular en las preparaciones antigénicas de las cepas de
referencia.

6. Tipificar por coaglutinacion 25 cepas de S. suis obtenidas de casos clinicos
de cerdos con meningitis y endocarditis y obtener antigenos de estas
cepas.

7. Establecer los patrones de reconocimiento de los antigenos de las cepas
obtenidas de casos clinicos con los antisueros obtenidos con los antigenos
de las cepas de referencia o con antisueros obtenidos con las bacterias

completas.
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MATERIAL Y METODOS
1. Cepas de Streptococcus suis.

Se utilizaron cepas de referencia de S. suis de los serotipos 2, 4, 5y 11
gentilmente donadas por el Dr. Carios Pijoan de la Universidad de Minesota.
Estos serotipos corresponden a los mas frecuentemente aislades en nuestro
pais (Galvan et al. 1997). También se utilizaron 25 cepas de S. suis obtenidas
de casos clinicos a partir de liquidos cefalorraquideos (LCR) y de corazdn,
cuyos serotipos se determinaron por coaglutinacion, se registraron sus

frecuencias y se congelaron hasta su uso.
2. Aislamiento de Strepcococcus suis de casos clinicos y su tipificacion.

Las muestras de LCR y de corazén de cerdos enfermos de diferentes granjas
del pais fueron obtenidas del laboratorio de Bacteriologia del Departamento de
Produccién Animal: Cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Nacional Auténoma de México. Estas muestras se
sembraron en gelosa sangre (8% sangre de equino en agar nutritivo) y se
incubaron durante toda la noche a 37°C. A partir de las colonias alfa
hemoliticas se realizaron frotis y tincidn de Gram para seleccionar las colonias
de estreptococos. Estas se sembraron en caldo Todd Hewitt por24 ha37°Cy
a partir de estos cultivos se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas:
crecimiento en medios de cloruro de sodio al 6.5%, produccion de acetoina
{Voges—Proskauer), produccion de amilasa, de catalasa y de acidos a partif de
manitol, sorbitol, salicin, sacarosa, trealosa y lactosa. Si las pruebas
bioguimicas identificaban al microorganismo como S. suis (Cuadro 3), se

realizaba la serotipificaciéon por coaglutinacion (Gottschalk ef al. 1996)
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Cuadro 3. Pruebas bioquimicas que identifican a Strepfococcus suis

Prueba . S.

Bioquimica pneumoniae

Hemoblisis o

Catalasa Negativo Negativo

Amilasa Positive Negativo

Voges- Negativo Negativo
Proskauer

Arabinosa Negativo Positivo

Dulcitol Negativo Negativo

Glicerol Negativo Positivo

Inositol Negativo NT

Manitol Negativo Negativo

Rafinosa Negativo Positivo

Ramnosa Negativo NT

Sorbitol Negativo Negativo

Xilosa Negativo Positivo

Fructuosa Positivo Positivo

Galactosa Positivo Positivo

Glucosa Positivo Positivo

Lactosa Positivo Positivo

inulina Positivo Positivo

Maltosa Positivo Positivo

Sacarosa Positivo Positivo

Salicin Positivo NT

Trealosa Positivo Trealosa

Tomado del Manual Bergey
NT No tipificado



LLa coaglutinacion consiste en aglutinar a los estreptococbs utitizando
anticuerpos anti-S. suis acoplados a Staphylococcus a través de la proteina A.
E! reactivo de coaglutinaciéon fue preparado por el procedimiento descrito por
Christensen, ef al. 1973).. Brevemente, la cepa Cowan de S. aureus se cultivo
en agar de soya tripticasa’ durante 18 h a 37°C, las células se colectaron en
un amortiguador de fosfatos salino (PBS), pH 7.4 que contenia 0.15 M de
NaCl, 0.01 M Na,HPO,, y 001 M KH,PO; y se lavaron 2 veces por
centrifugacion” a 1395 gx/20 min. Las bacterias fueron resuspendidas en
PBS con 0.5% de formaldehido y se mantuvieron 3 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavaron una vez mas con PBS y se ajusté el volumen a 10
ml con el mismo amortiguador. Estas suspensiones se calentaron a 80°C por 5
min e inmediatamente después se les bajd la temperatura con hielo en agua.
Después, se le agregd a cada alicuota 50 ul/ml de un antisuero anti-S. suis con
un titulo minimo de 1:32 obtenido por la inmunizacién de conejos con bacterias
formalinizadas. Las suspensiones se incubaron 1 h a temperatura ambiente
con agitacion cada 15 min y se centrifugaron a 1395 gx durante 15 min. Las
bacterias se lavaron 2 veces y finalmente fueron resuspendidas a una
concentracién del 10% (V/V) con PBS que contenia 0.05% de azida de sodio y
0.1% de albumina sérica bovina® (Galvan ef al. 1997). La reaccion se llevé a
cabo en un portaobjetos al que se le agregé una gota de cada reactivo de
coaglutinacion (17 reactivos que reconocen a los serotipos 1, 1/2, 2-11, 18-22)
y una gota de la bacteria formalinizada a una concentracion del Tubo No. 2
McFarlan (6x10° UFC/ml de muestra) obtenida de las muestras de cerdos
enfermos, se homogenizaron las muestras con un aplicador y se observaron
en camara con {uz indirecta para determinar la presencia de grumos ©
conglomerados de bacterias. Como testigos se utilizaron PBS, un antisuero

positivo y uno negativo.

4 Becton Dickinson Diagnostic, Cockeysville, MD, USA.
! Sorvall Productts L.P. Sorval Super 21, Conneticut, USA
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3. Obtencién de antigenos.

Los complejos antigénicos se obtuvieron siguiendo e! método de los polvos
acetonicos bacterianos descrito por Tato ef al. (1979). Cada una de las cepas
de referencia asi como las obtenidas de cerdos enfermos, se cultivaron en 50
mi en caldo Todd-Hewitt durante toda la nocha a 37°C y al dia siguiente este
cultivo se inoculd en 2 | del mismo caldo y se incubd hasta que el cultivo
alcanzé la fase logaritimica de crecimiento (5-6h)..Las bacterias se cosecharon
por centrifugacion a 10,620 gx por 15 min y se lavaron 2 veces con
amortiguador de fosfatos de sodio (0.02M, pH 7.2). Posteriormente, se
resuspendieron en acetona fria deshidratada con cloruro de calcio, y se
lavaron, por centrifugaciéon a 10,620 gx/15 min, con la misma acetona hasta
que los sobrenadantes salieron claros (2-3 veces). Los paquetes celulares se
disgregaron en una caja de petri y se dejaron en un desecador durante 48-72 h
para eliminar el resto de la acetona. Los polvos aceténicos se resuspendieron
en un mortero con una soluciéon amortiguadora de fosfatos de sodio 0.02 M pH
7.2 que contenia 0.1 M de cloruro de potasio, 0.25 M de sacarosa, 0.12 M de
cloruro de magnesio, 0.4% de desoxicolato de sodioc y 20 pug/ml de DNasa
(solucion amortiguadora de extraccién} y se incubaron a 37°C durante 2 h en
bafio maria con agitacién constante con la finalidad de extraer los antigenos
proteicos. Después de la incubacidn, se dializaron contra una soluciéon de
fosfatos de sodio 0.01M pH 7.2, usando una membrana de dialisis Spectrapor®
gue excluye moléculas con pesc molecular menor de 12,000-14,000 Da
durante 3 dias con cambios cada 8 hrs. Después de la didlisis, el material
dentro de la membrana se centrifugd a 10,620 g durante 15 min y el
sobrenadante se esterilizé por filtracién a través de membranas de Miliporo®

0.22p vy se liofilizo.

2 Sigma Chemical Company, St Louis, MD, USA.
3 Spectrum Laboratories Inc, Rancho Dominguez, CA, USA
*Millipore Corporation, Bedford, MA, USA
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4. Determinacion de la concentracion de proteinas.

Para determinar la concentracion de proteina de los complejos antigénicos de
S. suis se utilizé el método descrito por Bradford (1976). La curva patron se
obtuvo a partir de una solucién de albimina sérica bovina (BSA) a una
concentracion de 1mg/ml. Las determinaciones se realizaron en placas de 96

pozos y las lecturas se hicieron en un lector de ELISA (Multiscan I1°) a 590nm.
5. Obtencién de sueros hiperinmunes.

Se obtuvieron sueros hiperinmunes en conejos contra bacterias completas
formalinizadas y de complejos antigénicos de cada cepa de referencia
(serotipos 2, 4, 5y 11). Se inocularon 2 conejos a una concentracion del Tubo
No. 2 McFarlan (6x10° UFC/mi de muestra) o 100 ug de complejos antigénicos
de cada cepa de referencia semanaimente. En las primeras 2 inmunizaciones,
se utilizd hidroxido de alumnio como adyuvante. Se realizaron 4 refuerzos mas
y 10 dias después de la tltima inmunizacién se sangraron a blanco, se obtuvo

el suero por centrifugacion y se hiciercon alicuotas de 1 ml que se congelaron a

—70°C hasta su uso.
6. Electroforésis e Inmunoelectrotransferencia.

Las muestras fueron analizadas por electroforesis utilizando geies de
poliacritamida con dodecil sulfato de sodio (SDS) usando la técnica descrita
por Laemmii (1970). El gel concentrador se prepard al 5% y el resolvedor al
10% de poliacrilamida y se colocaron 40 pyg de proteina por carril. Se

incluyeron estandares de peso molecular pretefiidos®. La electroforésis se

*Multiscan It
¢ Bio-Rad Laboratories, INC. Hercules, CA, USA.

27



realizd a 75 volts hasta que las muestras alcanzaron el gel separador y
después a 120 voits por 2 h. Después de la electroforesis, parte del gel se tifid

con azul de Coomasie y el resto se transfirié a papel de nitrocelulosa utilizando
| un sistema de camara semiseca de transferencia®. Previamente, los papeles
de nitrocelulosa y los geles se incubaron durante 30 min en un amortiguador
que contenia 25 mM Tris, 14.4 g de glicina, 200 ml de metanol y 800 ml de
agua. Se realizé la transferencia aplicando una corriente de 18 volts por 50
min. Posteriormente, los tiras de nitrocelulosa se bloquearon por incubacion
durante toda la noche a 4°C con una solucién de PBS-Tween al 0.3%, se
lavaron 3 veces con PBS-Tween por 5 min cada vez y 2 veces mas con PBS
solo. Se cortaron tiras de 0.4 cm que se incubaron toda la noche a 4°C con los
antisueros correspondientes a una dilucion 1:100 (PBS-Tween 20). Al otro dia,
se lavaron 3 veces por 5 min cada vez con PBS-Tween 20 y 2 veces mas con
PBS solo. Posteriormente, se les agregéd el anticuerpo (anti-igG de conejo)
conjugado con peroxidasa en una dilucidn 1:1500 (PBS-Tween) y se incubaron
por 2 h a 37°C. Las tiras de nitrocelulosa se lavaron para eliminar el exceso de
conjugado y se revelaron utilizando una solucién que contenia: ortocloronaftol?

y perdxido de hidrégeno® al 0.3% como sustrato.

Para determinar la presencia de factor extracelular (EF) en los complejos
antigénicos obtenidos de las cepas de referencia, se realizaron ensayos de
inmunotransferencia utilizando para revelar un anticuerpo especifico contra el
factor extracelular gentilmente donado por el Dr. Marcelo Gottschalk
(Universidad de Montreal, Quebec, Canada). El suero anti-EF se utilizé a una,
dilucién 1:5000.

® Zuum Universal Productora S.A. de C.V.México,D.F.

28



También se realizaron estudios de inmunoelectrotransferencia para determinar
qué antigenos de los extractos antigenicos de las diferentes cepas eran
reconocidos por los sueros hiperinmunes inducidos con bacterias completas

formalinizadas.

8. Analisis de los resultados

Las imagenes de los diferentés patrones electroforéticos y de transferencia,
fueron digitalizadas en un equipo OfficeJet G85%. Los pesos moleculares de
las bandas obtenidas se calcularon utilizando el programa Labworks’, a partir
de patrones obtenidos con los marcadores de peso molecular Kaleidoscopio®.
Este programa nos permitio también correlacionar las bandas reconocidas por

los diferentes sueros utilizados en los ensayos de inmunoelectrotransferencia.

® Hewlett Packard, México
.¢ Media cybernetics v.3.0
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RESULTADOS

1. Analisis de los antigenos de Sfrepcococcus suis

Las preparaciones antigénicas de las cepas de referencia de S. suis fueron
analizados por electroforesis. Los resultados mostraron al menos 21 bandas
con pesos moleculares entre 15 y 205 kDa. El complejo antigénico obtenido
del serotipo 2 mostré 21 bandas; el del serotipo 4, 25; el del serotipo 5, 27; y el

del serotipo 11, 23 bandas, como se puede observar en la Figura 1.

x10?
2 4 6 11 pm kDa
. 205
- 123
. 79 . s .
Figura 1. Andlisis electroforetico de
las preparaciones antigénicas de las
w 41 cepas de referenciade S. suis (24,5 y
31 11) en geles de poliacrilamida al 10%
en presencia de SDS. A la derecha de
. 17 la figura se muestran los estandares
. L 7 de peso molecular.

2. Determinacion de proteinas reconocidas por sueros homologos.
Los ensayos de inmunoelectrotransferencia mostraron que el suero anti-
serotipo 2 reconocio 14 bandas del complejo antigénico homologo con pesos

moleculares entre 15 y 141 kDa mientras que, el anti-serotipo 4 reconocid 7

30



entre 24 y 112 kDa; el anti-serotipo 5, 18 entre 15y 198 kDa; y ell anti-serotipo
11, 13 bandas con pesos entre 15y 120 kDa. Los patrones de reconocimiento
gue se observaron entre los antigenos de las cepas de referencia con sus
sueros homologos mostraron gue se comparten al menos 6 proteinas entre los
serotipos con pesos moleculares de 74, 54, 40, 38, 33 y 24 kDa (Cuadro 4).
Es importante hacer notar que 4 de estas proteinas (74, 54, 40 y 33 kDa)

fueron antigenos inmunodominantes en todas las preparaciones (Figura 2).

2 4 6 1 PM  x10

— 205
— 123
74 ——p — 79
5 ——
40—, L 41
33— b 31

Figura 2. Reconocimiento de antigenos por
sueros  homologos. Las  preparaciones
antigénicas de las cepas de referencia (2,4,5y
11) se transfirieron a papel de nitrocelulosa y
se confrontaron con sus sueros homoélogos.
Las flechas indican los cuatro antigenos
inmunodominantes y a la derecha se muestran
los estandares de peso molecular.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

[ —

31



Cuadro 4. Reconocimiento de antigenos de los diferentes complejos

antigénicos de las cepas de referencia de S. suis por antisueros homologos.

Serotipos
4

*+ indica presencia de banda
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3. Determinacion de proteinas reconocidas por sueros heterélogos

Por otro lado, al hacer reaccionar los antigenos con los sueros heterdlogos se
observé que hay proteinas que son reconocidas en todas las preparaciones,
mientras que otras son reconocidas en 2 o 3 de ellas y finalmente, algunas

proteinas parecen ser especificas de serotipo.

Al probar el suero anti-serotipo 2 con las diferentes preparaciones antigénicas
se observo que se reconocen 10 bandas en el complejo antigénico del serotipo
4, con pesos moleculares aproximados entre 15 y 141 kDa; 15 en el del
serotipo 5, con pesos entre 15y 141 kDa; y 13 en el del serotipo 11, con pesos
entre 20 y 183 kDa. Ocho proteinas fueron reconocidas en todas las
preparaciones antigénicas por el suero anti-serotipo 2 (107, 74, 54, 49, 40, 38,
33 y 24 kDa).(Cuadro 5 y Figura 3).

PM x10°

2 4 5 11 kDa

| 205 Figura 3. Determinacion de
. 123 antigenos por sueros heterdlogos.
L 79 lL.as preparaciones antigénicas de
las cepas de referencia (2,4,5y 11)
se fransfirieron a papel de

. 41 nitrocelulosa y se confrontaron con

31 el suero antiserotipo 2. Las flechas

muestran las proteinas compartidas

_ 17 por los diferentes preparaciones

7 antigénicas. y a la derecha se

B muestran los estandares de peso
molecular..

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Cuadro 5. Reconocimiento de antigenos de los diferentes complejos

antigénicos de las cepas de referencia de S. suis por suero anti-serotipo 2.

Peso Molecular Serotipos

4

5

+ indica presencia de banda
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El suero anti-serotipo 4 al reaccionar con las preparaciones antigénicas
reconocio 8 bandas del serotipo 2, con pesos moleculares aproximados entre
15 y 112 kDa; 10 en el serotipo 5, con pesos entre 15 y 160 kDa, y 9 en el
serotipo 11, con pesos entre 20 y 74 kDa. De estas proteinas, 6 se
reconocieron en todas las preparaciones antigénicas y coincidieron con las

reconocidas por los sueros homoélogos (Cuadro 6 y Figura 4).

x10°3
2 4 5 11 PM kDa
L. 205
b 123
74— sk 79
54 —
38— —3  |— 41
74
- 17

Figura 4. Reconocimiento de antigenos por sueros
heterdlogos. Las preparaciones antigénicas de las
cepas de referencia (2,4,5 y 11) se transfirieron a
papel de nitrocelulosa y se confrontarén con el suero
antiserotipo 4. Las flechas muestran las proteinas
compartidas por las diferentes preparaciones
antigeénicas y a la derecha se muestran los estandares
de peso molecular.

TESIS GO
FALLA DE ORIGEN
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Cuadro 6. Reconocimiento de antigenos de los diferentes complejos
antigénicos de las cepas de referencia de S.suis por suero anti-serotipo 4.

Peso Molecular Serotipos

{kDa) 2

160
148
118
112
74
70
65

54

40
38
33
24
20
15

+ indica presencia de banda

Al probar el suero anti-serotipo 5 con los complejos antigénicos se encontré
gue 16 bandas fueron reconocidas en el serotipo 2, con pesos moleculares
aproximados de 15 y 198 kDa; 20 en el serotipo 4, con pesos enire 15y 198
kDa; y 12 en el serotipe 11, con pesos entre 15 y 74 kDa, 11 de estas
proteinas, fueron reconocidas en todas las preparaciones antigénicas (74, 65,
54, 49, 40, 38, 33, 30, 24, 20 y 15 kDa) (Cuadro 7 y Figura 5).
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Cuadro 7. Reconocimiento de antigenos de los diferentes complejos
antigénicos de las cepas de referencia de S.suis por suero anti-serotipo 5.

Peso Molecular Serotipos

(kDa) 2

198
14
120
118
12
107
102
85
81
74
65
54
49

40
38
33
30
28
24
20
15

+ indica presencia de banda
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=123
- - 79
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o
! - 7

Figura 5. Reconocimiento de
antigenos por sueros heterdiogos.
Las preparaciones antigenicas de
las cepas de referencia (2,45y 11)
se transfireron a papel de
nitrocelulosa y se confrontarén con
el suero antiserotipo 5. Las flechas
muesfran las proteinas compartidas
por las diferentes preparaciones
antigénicas y a la derecha se
muestran los estandares de peso
molecular.

El suero anti-serotipc 11 reconocid en los antigenos del serotipo 2, 19 bandas

con pesos moleculares aproximados entre 24 y 156 kDa; en el serotipo 4, 13

con pesos entre 24 y 198 kDa; y en el serotipo 5, 17 bandas con pesos entre

15 y 156 kDa. Ocho de estas proteinas fueron reconocidas por el suero anti-

serotipo 11 en todas las preparaciones antigénicas (76, 74, 54, 49, 40, 38, 33,

24 kDa) (Cuadro 8 y Figura 6).

x10°
2 4 511 PM KkDa

~ =79

a1
31

17

— 205

Figura 6. Reconocimiento de
antigenos por sueros heterdlogos.
Las preparaciones antigénicas de
las cepas de referencia (2,4,5 y 11)
se ftransfirieron a papel de
nitrocelulosa y se confrontaron con
el suero antiserotipo 11. Las flechas
muestran las proteinas compartidas
por las diferentes preparaciones
antigénicas. A la derecha se

[

muestran los estandares de peso
TESIS Con

molecular.
LADE OBJGERJ
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Cuadro 8. Reconocimiento de antigenos de los diferentes complejos

antigénicos de las cepas de referencia de S. suis por suero anti-serotipo 11.

(kDa)

2

198

156

136

120

107

95

81

76

74

70

65

62

60

54

49

45

40

38

33

24

20

15

+ indica prasencia de banda

39



Como se puede observar, en las Figuras 4, 5 y 6, las 6 proteinas que se
reconocieron por los sueros homélogos también fueron reconocidas en los

ensayos de reactividad cruzada (sueros heterdlogos).

4. Reactividad de los sueros hiperinmunes contra bacterias completas
hacia las preparaciones antigénicas.

Se realizaron ensayos de inmunoelectrotransferencia con el fin de determinar
cuantas bandas eran reconocidas en las preparaciones antigénicas de los
serotipos 2, 4, 5 y 11 por los sueros hiperinmunes preparados contra bacterias
completas en el complejo antigénico del mismo serotipo. Los resultados
mostraron que, el suero obtenido de bacterias completas anti-serotipo 2
reconocid 18 bandas con pesos moleculares aproximados entre 15y 210 kDa;
el suero anti-serotipo 4, 15 bandas con pesos aproximados entre 24 y 145
kDa; el suero anti-serotipo 5, 15 bandas entre 20 y 210 kDa; y el suero anti-

serotipo 11, 15 bandas con pesos aproximados entre 20 y 136 kDa (Cuadro 9y

Figura 7).
x10°
2 4 511 PMm kDa
L 205
L 123
79 Figura 7. Reconocimiento de antigenos
en las preparaciones antigénicas de
cepas de referencia (245 y 11) se
L 41 transfirieron a papel de nitrocelulosa y se
confrontaron con sueros contra bacterias
_ — 31 completas de serotipo homdlogos. A la
17 derecha de la figura se muestran los
o m estandares de peso molecular.
7

TRSIS CON
| FALLA DE ORIGEN
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Cuadro 9. Reconocimiento de antigenos de los diferentes compiejos
antigénicos de las cepas de referencia de S. suis por antisueros homologos

contra bacterias compietas.

Serotipos

(kDa) 4

210
145
120
110
101
95
86
80
74
70
68
64
60
54
42
40
38
36
33
30
24
22
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Los resultados mostraron que 8 proteinas de 120, 74, 70, 60, 40, 36, 33 y 24
kDa fueron reconocidas por todos los sueros; 3 de elias corresponden a los
antigenos inmunodominantes observados en las reacciones con las

preparaciones antigénicas y sus sueros homblogos (74, 40 y 33 kDa).

5. Determinacion de la presencia de factor extracelular

Con el fin de determinar si en nuestras preparaciones antigénicas teniamos
factor extracelular, se determind su presencia utilizando un anticuerpo anti-EF,
encontrandose que en el serotipc 2, el anticuerpo reconocioé una proteina de
aproximadamente 110 kDa y 3 proteinas de menor peso molecular (98, 45y 32
kDa). Las proteinas de 45 y 32 kDa también fueron reconocidas en el serotipo
5. En los serotipos 2, 5 y 11 se reconocidé ademas una proteina de 30 kDa que
también aparecié en los controles incubados solo con el segundo anticuerpo

(Figura 8). 3
x10
2 5 11 PM Da

— = 205
— b= 123

col— 79

I

.‘5 — h-«uﬁ.- Wil ot X 41

Ry | e it o — = 31

e 17
- 7

Figura 8. Determinacion de EF en las preparaciones
antigénicas de cepas de referencia de S. suis. Las
proteinas se transfirieron a papel de nitrocelulosa y
se confrontaron con un antisuero anti-factor
extracelular. Las flechas muestran la proteinas
reconocidas en los diferentes complejos, a la
derecha se muestran los estandares de peso
molecular.
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6. Reconocimiento de antigenos de cepas de campo de Sfreptococcus
suis por sueros hiperinmunes anti-complejos inmunes obtenidos de las
cepas de referencia 2, 4,5y 11.

Se obtuvieron 25 cepas de campo, 8 de las cuales se identificaron como del
serotipo 2; 6 del serotipo 4; 6 del serotipo 5 y 5 del serotipo 11. Se realizaron
ensayos de inmunoelectrotransferencia con antigenos obtenidos de las cepas
de campo y se revelaron con sueros hiperinmunes homologos obtenidos en
conejos contra las proteinas de las cepas de referencia (serotipos 2, 4, 5y 11).
Los resultados mostraron que hubo reconocimiento de bandas como se puede
observar en la Cuadro 10. Los sueros anti-serotipo 2, 4 y 5 reconocieron, con
diferente frecuencia, bandas entre 15 y 160 KDa, mientras que el suero anti-

serotipo 11 entre 15y 120 KDa.

Cuadro 10. Porcentaje de reconocimiento de los diferentes antigenos en las
preparaciones antigénicas de las cepas de campo por antisueros homdlogos.

Peso Serotipos
Molecular (%)

4 5

33.3
50
33.3
66.6
33.3
83.3
83.3
100
100
66.6
66.6
66.6
33.3
66.6
33.3
66.6
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Con el serotipo 2, se observaron 7 bandas con mayor frecuencia, la Ide 120
(100% de las cepas); 74, 38, 36 y 30 (87.5% de las cepas), 80 y 33 (75% de las

cepas) (Figura 9).

126 —
74—

3 —
13—

x 10
L. 205

123
79

4
3

17

Figura 9. Reconocimiento de antigenos
de cepas de campo de S. suis serctipo
2 por antisuero de la cepa de referencia
del serotipo 2. Las flechas muestran la
proteinas reconocidas con mayor
frecuencia y a la derecha se muestran
los estandares de pesoc molecular.

El suero anti-serotipo 4, reconocié 10 bandas con mayor frecuencia, la de 60
y 54 kDa, (100 % de las cepas); las de 80 y 74 kDa (83.3%), y las de110, 40,
38, 36, 33 y 15 kDa (66.6% las cepas). (Figura 10).
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Figura10. Reconocimiento de antigenos
de cepas de campo de S. suis serotipo 4
por suero hiperinmune anti-preparaciones
antigénicas de la cepa de referencia del

serotipo 4. Las flechas muestran |a proteinas

reconocidas en los diferentes complejos,
a la derecha se muestran los estandares
de peso molecular.
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Con el suero anti-serotipo 5, 11 bandas fueron reconocidas ‘con mayor
frecuencia, 4 de ellas con peso molecular de 120, 80, 54 y 40 kDa (100% de

las cepas); las de 90, 74, 60, 36, 33 y 30 kDa (83.3 % de las cepas) y 1 bandas
de 38 kDa en el 86.6 %.(Figura 11).

x 10°
kDa
— L. 205
120 — - 123
o— - 79 Figura 11. Reconocimiento de Ags.
—_ ;

64—y de cepas de campo de S. suis
40— - 41 serotipo 5 por antisuerosuero de la
= - 31 cepa de referencia del serotipo 5.
30— 17 Las flechas indican proteinas reconocidas

: B con mayor frecuencia, a la derecha se

i ~ 7 muestran los estandares de peso molecular

En el suero anti-serotipo 11, la banda de 40 kDa fue la tGinica que se encontrd

en el 100% de las cepas; 3 bandas de 74, 54 y 36 KDa en un 80%; y 3 bandas
de 80, 60 y 15 KDa en un 60% (Figura 12).

PM x 10°
ws L. 205
— 123
— 79 Figura 12. Reconocimiento de antigenos
de cepas de campo de S. suis serotipo
11 por antisuero de la cepa de
— 41 referencia del serotipo 11. Las flechas
M indican las proteinas reconocidas con
mayor frecuencia, a la derecha se indican
L 17 los estandares de peso molecular.
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La proteina de 120 kDa fue reconocida por el 100% de las cepas de los
serotipos 2 y 5, pero solo por el 33.3 y 20% de los serotipos 4 y 11
respectivamente. Mientras que, la proteina de 80 kDa fue reconocida por el
100, 83.3, 75 y 60% de las cepas de los serotipos 5, 4, 2 y 11 respectivamente.
La proteina de 36 kDa fue reconocida éi el 87.5, 83.3, 80, y 66.6% de las
cepas de los serotipos 2, 5,11 y 4 respectivamente. Finalmente, la proteina de
38 kDa, que habia sido reconocida por todos los tipos en los ensayos
realizados con las cepas de referencia, solo se reconocié con el 87.5, 66.6,

66.6, y 40% de las cepas de los serotipos 2, 4, 5 y 11 respectivamente.

De las proteinas compartidas por las cepas de referencia, solo 3 fueron
reconocidas con alta frecuencia como se puede observar en a Figura 7. La de
74 kDa fue reconocida por el 87.5, 83.3, 83.3 y 80%; la de 54 kDa por el 62.5,
100, 100, 80%; y la de 40 kDa por el 62.5, 66.6, 100, 100% de las cepas 2, 4,
5y 11 respectivamente (Cuadro 10).

7. Reconocimiento de antigenos de cepas de campo de Streptococcus
suis por sueros hiperinmunes anti-bacteria completa.

Se obtuvieron antigenos de 8 cepas de campo del serotipo 2, 6 del 4, 6del 5, y
5 del 11. Al utilizar estos antigenos en ensayos de inmunoelectrotransferencia
y revelarlos con sueros hiperinmunes homologos obtenidos en conejos contra
bacterias de los serotipos 2, 4, 5 y 11 de cepas se referencia, se observd

reconocimiento de proteinas (Cuadro 11).

El suero anti-serotipo 2 reconocio con diferente frecuencia bandas entre 15 y
160 kDa. Las proteinas mas reconocidas fueron: 145, 38 y 24 (en 62.5% de
las cepas); 120 60, 54, 40 y 33 (en 75% de las cepas); y 80 (en el 87.5% de

las cepas. (Figura 13).
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El suero anti-serotipo 4 reconocio con diferente frecuencia bandas entre 15y
160 kDa. Las proteinas mas reconocidas fueron: 120 y 110 (en 66.6% de las

cepas); 80, 60, 54, 40 y 38 (en 83.3% de las cepas); y 74 (en el 100% de las
cepas). (Figura 14).
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120 —» . 123 Figura 14. Reconocimiento de
M= =L 79 antigenos de cepas de campo de
74—y o Streptococcus suis serotipo 4 por
22__’_, - sueros hiperinmunes anti-bacteria
O - 41 completa serotipo 4. Las flechas
38— 31 indican las proteinas reconocidas
con mayor frecuencia, a la derecha
e 17 se muestran los estandares de

7 pesoc molecular.

El suero anti-serotipo 5 reconocié con diferente frecuencia bandas entre 15 y

160 kDa. Las proteinas mas reconocidas fueron: 38 (en 66.6% de las cepas);
90, 74, 60, 36, 33 y 30 (en 83.3% de las cepas); y 120, 80, 54 y 40 (en el 100%

de las cepas). (Figura 15).
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El suero anti~serotipo 11 reconocié con diferente frecuencia bandas entre 15 y 90
kDa. Las proteinas mas reconocidas fueron: 890 y 36 (en 60% de las cepas); y 80,
74, 54, 40, 38, 30, 24 y 15 (en 40% de las cepas). (Figura 16).

PM x 10°

— L 205
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80— — 79  Reconocimiento de antigenos de
22: cepas de campo de S. ‘suis

N serotipo 11 por antisueros anti-
40— ' ﬁ — 41 bacteria completa serotipo 11. Las
35— 44 flechas indican las proteinas
30— B reconocidas con mayor
24> | 47 frecuencia, a la derecha se
15— muestran los estandares de peso

molecular.

Las proteinas que fueron reconocidas en todas las cepas con mayor frecuencia
fueron: 80, 74, 60, 54, 40 y 38. Cuatro de estas proteinas, 74, 54, 40 y 38 kDa,
fueron reconocidas en los ensayos con antigenos y sueros de todas las cepas

de referencia y 3 de ellas son antigenos inmunodominantes (74, 54 y 40 kDa).
(Cuadro 11).
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Cuadro 11. Porcentaje de reconocimiento de antigenos de las diferentes
preparaciones antigénicas de las cepas de campo por antisueros anti-bacteria

completa.

Peso
Molecular Serotipos
(%)

KDa 2 4 5 11
160 25 50 33.3 0
145 62.5 50 33.3 0
120 75 66.6 100 0
110 50 66.6 50 0
90 37.5 50 83.3 60
80 87.5 | 83.3 100 40
74 37.5 100 | 83.3 40
60 75 83.3 | 833 20
54 75 83.3 100 40
40 75 83.3 100 40
38 625 | 83.3 | 66.6 40
36 50 50 83.3 60
33 75 50 833 0
30 50 33.3 | 83.3 40
24 625 { 33.3 | 33.3 40
15 50 33.3 | 33.3
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DISCUSION

Pocos estudios se han realizado acerca de las proteinas de matriz y de
superficie que expresan los diferentes serotipos de Strepfococcus suis. Estos
estudios principaimente se han enfocado en la proteina liberadora de
muramidasa (MRP) que tiene un peso molecular de 136 kDa, el factor
exiracelular (EF) que tiene un peso molecular de 110 kDa (Vecht ef al. 1991) y
en la suilisina que tiene un peso molecular de 54 kDa (Jacobs et al. 1994).
Proteinas que unen a las inmunoglobulinas (IBPs) por su fraccién cristalizable
(Fc) y que se ha determinado que tienen pesos moleculares entre 52 y 60 kDa
han sido descritas recientemente en el serotipo 2 (Serhir et al 1995;
Boudjeroua ef al. 1898).

En este trabajo se reportan una serie de proteinas que se encuentran en 4
serotipos de S. suis y que fueron reconocidas en las preparaciones antigénicas
de cada serotipo por sueros homoéigos y heterblogos. En los ensayos
realizados con sueros homoélogos se encontr6 que todos los sueros
reconocieron 6 proteinas con pesos moleculares aparentes de 74, 54, 40, 38,
33 y 24 kDa; este patrén de reconocimiento se mantuvo cuando las
preparaciones antigénicas se probaron con los sueros heterologos. Los
resultados sugieren que estas proteinas son conservadas en los diferentes
serotipos y muestran que ailgunas de ellas son antigenos inmunodominantes
(74, 54, 40 y 33 kDa). De estas proteinas, la de 54 kDa podria corresponder a
fa suilisina que se ha descrito que se encuentra en los serotipos 2, 4 y 5 pero
no en el serotipo 11 (Feder et al. 1994). También, podria corresponder a las
IBPs (pesos moleculares entre 52 y 60 kDa) que han sido descritas en el
serotipo 2, pero no para los otros serotipos, por lo que habria que realizar

ensayos para determinar si esta proteina une inespecificamente
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inmunoglobutinas de cerdo o humano como ha sido descrito (Serhir et al.
1995).

Por otro lado, se ha reportado una proteina de choque térmico que tiene un PM
de 60 kDa en los serotipos 1, 1/2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, y 10 y que da reaccion
cruzada con otras proteinas de esta famitia en bacterias Gram + y con Gram -
(Benkirane et al. 1997). Los autores refteren que es el primer antigeno comtin
encontrado en S. suis. Esta proteina de choque térmico de 60 kDa podria
corresponder a las proteinas encontradas en los serotipos 2, 4 y 11 de las

cepas de referencia y en los serotipos 2, 4, 5, y 11 de las cepas de campo.

Se han purificado y clonado 3 proteinas asociadas a pared celutar de S. suis
una de ellas, corresponde a la MRP y las otras 2, una de 80 y otra de 32 kDa a
5'nuclectidasas (Osaki ef al. 2000). Nuestros resultados mostraron que los
antisueros contra los diferentes serotipos reconocen proteinas de 33 kDa en
cepas de campo y referencia y de 80 kDa en las cepas de campo. Estas
proteinas podrian ser las reportadas por Osaki ef al. (2000). Finalmente, en
ensayos de inmunotransferencia se ha identificado una proteina de 45 kDa del
serotipo 2 que corresponde a la giutamato deshidrogenasa, que es una
proteina que se encuentra expuesta en la superficie de las células intactas
(Okwumabua et al. 2001). Nuestros resultados muestran una proteina de ese
peso molecular que fue reconocida por el suero anti-serotipe 11 en las
preparaciones antigénicas de los serotipos 2 y 5, pero que sin embargo no fue
reconocida por los sueros homélogos.

Con el fin de determinar si las preparaciones antigénicas contenian factor
extracelular, los antigenos en las bandas de nitrocelulosa se incubaron con un
suero anti-EF. Los resultados mostraron reactividad con proteinas de menor
peso molecular al reportado para et EF en todas las preparaciones antigénicas

de las cepas de referencia probadas (serotipos 2, 4, 5y 11). En la preparacion
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antigénica del serotipo 2 se reconocio también una proteina de 110 kDa, lo
cual indica que esta preparacion contiene factor extracetular, 1o cual esta de
acuerdo a lo reportado. (Vecht et al. 1991; Goftschalk et al. 1988). EI
reconocimiento de proteinas de menor peso molecular puede deberse a
reacciones cruzadas con otras proteinas de todas las cepas o bien al
reccnocimiento de productos de degradacion det EF. En el segundo caso, esto
sugeriria que el E£F esta presente en todas las cepas y que estas proteinas
son digeridas por enzimas presentes en el extracto antigénico. Sin embargo,
es importante mencionar que no se ha reportado la presencia det EF en los
serotipos 4, 5 y 11, por lo que serfa importante investigar si este antigeno se
encuentra presente en todos los serotipos. En lo que se refiere a la presencia
de la proteina de 30 kDa que es reconocida por el anti-EF en los serotipos 2, §
y 11 y en los controtes incubados solo con el segundeo anticuerpo, sugiere que

el segundo anticuerpo se esta uniendo inespecificamente a este antigeno.

Es importante mencionar que en nuestras preparacionas antigénicas pueden
no estar incluidas proteinas que solo son expresadas en el huésped y no se

expresan en medios de cultivo y que pudieran ser importantes en la virulencia.

También se obtuvieron sueros con las bacterias completas y se probaron con
los compiejos antigénicos homédlogos con la intencién de determinar que
proteinas eran reconocidas por los anticuerpos inducidos con las bacterias
completas. Los resultados mostraron que 8 proteinas son reconocidas por
todos los sueros, 3 de ellas fueron las reconocidas por los sueros homélogos
inducidos con las preparaciones antigénicas (74, 40 y 33 kDa). Un hallazgo
interesante es que todos los sueros anti-bacterias completas reconocen una
proteina de 120 kDa que también fue reconocida por los sueros anti-complejos
antigénicos de los serotipos 2, 5y 11.
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El hallazgo de proteinas que se comparten por las diferentes éepas pudiera
ser Util disefiar ensayos de diagnéstico, como un ELISA de captura, utilizando
estas protelnas con el fin de identificar antigenos en liquidos cefalorraquideos
o sueros de lechones en fases tempranas de la infeccién. Este conocimiento
también podria usarse para determinar si aigunas de las proteinas compartidas
tienen capacidad protectora para el control de infecciones de cerdos por
cualquier serotipo de S. suis, ya que las vacunas que se han probado hasta
ahora (Holt et al, 1988; 1990; Kebede ef al. 1990; Jacobs et al. 1996; Busque
et al, 1997; Wisselink ef al. 2001) no han mostrade ser eficientes para el
desafio con cepas heterblogas.

A pesar de que la capsula es un importante factor de virulencia para S. suis
serotipo 2 (Charland ef al. 1998; Smith ef al. 1999), su papel en la proteccién
no es claro. Los intentos para estimular una respuesta inmune con
polisacaridos capsuiares no han sido exitosos (Elliott ef al. 1980). Se ha
sugerido que respuestas mixtas de anticuerpos dirigidos contra polisacaridos y
otros componentes celulares contribuyen a la protecciéon (Holt et al. 1990; Del
Campo Sepulveda et al. 1996). Es mas, Jacobs et al. (1996) and Wisselink et
al. (2001) han mostrado que vacunas de subunidades basadas en proteinas
purificadas protegen eficientemente a cerdos contra el desafio con S. suis
serotipo 2. Por otro lado, se ha encontrado que las capsulas de polisacarido
bacterianas pueden interferir en el reconocimiento inmune de las proteinas, en
el caso de S. suis se ha reportado que mutantes no capsuladas inducen
proteccién parcial contra el desafio del microorganismo virulento ya que
presentan algunos signos clinicos de enfermedad mientras que, las cepas
capsuladas formalinizadas protegen completamente al 100% de los animales
(Wisselink et al. 2002). Sin embargo, estos autores sugieren que
probablemente incrementando la dosis del antigeno vacunal se podrian
mejorar la proteccién. Por ofro lado, la MRP, que es una proteina asociada a

membrana, y el EF son los principales antigenos reconocidos por sueros de
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cerdos convalescientes o infectados (Vecht et al. 1981). Mas aun, en ensayos
de vacunacion utilizando estas proteinas se ha podido inducir proteccion
(Wisselink et al. 2001), de tal forma que en este caso parece no interferir la

capsuia en la inmunidad inducida con estas proteinas.

Consideramos que la contribucion de este trabajo, que fue el haber encontrado
proteinas que se comparten entre 4 diferentes serotipos, es importante,
aunque seria muy conveniente estudiar los antigenos de otros serotipos con el
fin de determinar si el patrén de reconcomiento que estamos reportando se
sigue conservando, principalmente el de las proteinas inmunodominantes. En
este trabajo no se reporta la localizacion de estas proteinas en la célula
bacteriana por lo que. también seria de interés determinario con el fin de saber
si son proteinas de la membrana celular o de matriz. Las aplicaciones de este
conocimiento pueden ser diversas como lo hemos mencionado y dependen
basicamente de la creatividad de los investigadores.
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CONCLUSIONES

1.

Se encontré que hay 6 proteinas que son reconocidas en todas las
cepas de referencia por los sueros hiperinmunes homélogos obtenidos
en conejos por la inmunizacién con los complejos antigénicos de S. suis.
Cuatro de estas proteinas (74, 54, 40 y 33 kDa) fueron antigenos
inmunodominantes en todas las preparaciones.

Las 6 proteinas reconocidas por los sueros homélogos se reconocieron
también en los ensayos de reactividad cruzada.

Los complejos antigénicos de S. suis del serotipo 2 contienen factor
extraceluiar.

Los sueros anti-complejos antigénicos de las cepas de referencia
reconocieron, con diferente frecuencia, proteinas en las cepas de
campo.

Las 3 proteinas que fueron reconocidas con mayor frecuencia en las
cepas de campo tenian pesos moleculares de 74, 54 y 40 kDa.

De estas mismas proteinas, 2 fueron reconocidas por los sueros
obtenidos en conejos por la inmunizacién con bacterias completas de
las cepas de referencia.
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