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RESUMEN

RAYMUNDO OROPEZA JIMENEZ. Empleo de la técnica de ELISA para la
determinacion de anticuerpos (IgG) contra Streptococcus suis serotipo 2, en
cerdos de diferentes edades (bajo la asesoria de MC. Rosario Esperanza Galvan
Pérez y |la Dra. Patricia Tato Zaldivar).

Se utilizo una cepa de referencia de Streptococcus suis serotipo 2 procedente de
la Universidad de Minnesota, se cultivd y se obtuvo un extracto antigénico
(antigenos protéicos) mediante el método de los polvos acétonicos. Utilizando este
extracto antigénico se estandarizé6 la técnica de ELISA indirecta para Ia
determinacion de anticuerpos IgG en sueros de cerdos de diferentes edades. Se
determiné la especificidad de los anticuerpos IgG de los sueros de cerdos a
diferentes edades hacia los antigenos protéicos de S. suis serotipo 2, por medio
de inmunoelectrotransferencia.

Para la prueba de ELISA indirecta, sueros de cerdos de 0 a 10 semanas de edad
mostraron una bajos titulos de IgG ante S. suis, se obtuvieron resultados negativos
en un 73.5%, en contraste con los de 10 a 24 semanas con resultados positivos del
79.7%; observando un pico de IgG en la primera semana de edad, seguido de una
disminucion de entre la segunda y cuarta semana (destete). Los sueros de hembras
reproductoras de 0 a 8 partos mostraron resultados positivos en un 73.5%, mientras
que los sueros de sementales mostraron una positividad del 50%. Del total de
sueros de cerdos analizados se observo que el 59.9% resultaron positivos.

Para la inmunoelectrotransferencia con sueros de cerdos a diferentes edades se
obtuvieron bandas que pueden corresponder a 9 proteinas con pesos moleculares
de 110 a 24.2 kDa. Se observaron bandas de 110 y 52 kDa que por su similitud
pueden corresponder a los complejos antigénicos factor extracelular (EF) y
suilisina respectivamente. Una banda con peso molecular similar al EF fue
reconocida por el 95.24% de los sueros de cerdos analizados, otra banda con
peso molecular similar a la suilisina fue reconocida por el 14.29 % de los sueros,
mientras que aparentemente la proteina liberadora de muraminidasa (MRP) no fue
reconocida por los sueros de cerdos.




1. INTRODUCCION

Streptococcus suis (S. suié), es una bacteria patégena de importaricia mundial, es
un coco Gram positivo (anaerobio facultativo, movil y capsulado), que pertenece al
grupo D de Lancefield (1). Es causante de encefalitis, septicemia, endocarditis,
poliserositis, artritis, neumonia, muerte sibita en cerdos recién destetados y
abortos (2. Las infecciones por S. suis son consideradas como uno de los
principales problemas en la industria porcina, ya que ocasionan importantes
pérdidas econdmicas por mortalidad, costos de tratamiento y profilaxis con

antibiéticos e inmunizaciones en los animales (3).

Habitat natural.

El habitat natural y sitio primario de colonizacion de S. suis es el tracto respiratorio
superior, particularmente tonsilas y cavidad nasa! @. 5, que son sitios donde se
puede aislar, asi como nédulos linfaticos, pulmones, tractc genital y digestivo de
cerdos (s); también se ha recuperado de leche y prepucio de animales sin
manifestaciones clinicas (7). Se han aislado multiples serotipos de S. suis, tanto en
animales enfermos, como en portadores sanos (8, 9) y cada vez se aisla con mayor
frecuencia de otros mamiferos y aves (10, 11, 12).

Historia.

Reportes iniciales de infecciones septicémicas en cerdos por S. suis fueron
publicados en 1951 por Jansen y Van Dorssen en los Paises Bajos, por Field en
1954 en Inglaterra. Posteriormente, S. suis fue caracterizado bioquimica y
serologicamente por de Moor y Lancefield entre 1956 a 1963 designando los
grupos R, S, RSy T (13).

En Inglaterra, Elliot (1966) sugirié que el grupo S de de Moor era similar a los dos
miembros pertenecier%es al grupo D de Lancefield, Elliot propuso el nombre de
S. suis serotipo capsular 1 (grupo S).

En 1975, Windsor y Elliot aislaron otro Streptococcus porcino que corresponde al
grupo R de de Moor y lo nombraron S. suis serotipo 2.



El serotipo 1 estd asociado a meningitis en lechones, a diferencia del S. suis
serotipo 2 que ataca a cualquier edad. Windsor y Elliot observaron una reaccion
cruzada de un antisuero contra los serotipos 1y 2, designandolo serotipo capsular
1/2 (onginalmente el grupo RS).

La designacion de S. suis como nueva especie bacteriana se hizo oficial en 1987
por Kilper-Balz y Schleifer (14). Para 1989, Gottschalk toma como referencia el
grupo T, para designar al S. suis serotipo capsular 15 (de aislamientos de hisopos
tonsilares, vaginales y prepuciales, previamente reportados por Clifton-Hadley en
1984) (14). Entre 1983 y 1995, un total de 32 serotipos capsulares fueron descritos,
conociéndose actualmente un total de 35 (15, 16).

La mayoria de los serotipos originan enfermedad en cerdos, salvo el serotipo
capsular 14, aislado en humanos.

Se han aislado los serotipos capsulares 17, 18, 19 y 21 de cerdos clinicamente
sanos, los serotipos capsulares 20 y 31 de terneros enfermos y el serotipo 33 de
corderos (16). Bently y col. (1991) observaron que estos serotipos son
genéticamente distintos y no tienen relacién especifica con otras especies de
Streptococcus examinadas (14).

La diversidad genética entre miembros de S. suis es importante y esto debe
tenerse en cuenta para el diagnéstico, vigilancia y control de la enfermedad (14).
Desde entonces, S. suis ha sido reportado en todos los paises donde la industria
porcina es importante y por mas de una década, infecciones asociadas a este
microorganismo han sido observadas en sistemas porcicolas tradicionales e
intensivos modernos (14).

Epidemiologia.

Su distribucién es mundial, se han identificado 35 serotipos, basados en los
diferentes polisacaridos éapsulares (1/2 y 1 al 34) ¢15, 16). La mayoria de los S. suis
aislados de cerdos enfermos corresponden a los serotipos 1 al 8 (17, 18, 19). De estos,
el serotipo 2 es el de mayor frecuencia en casi todos los paises (20), pero también se
ha observado que los serotipos 1/2, 1, 7, 9 y 14 pueden causar enfermedad (21).

La frecuencia de los serotipos puede variar geograficamente, por ejemplo, el
serotipo 9, es comin en Bélgica, Holanda y Australia (22, 23), los serotipos 1, 2, 7y



14, son comunes en el Reino Unido, mientras que en Dinamarca los serotipos 2y 7
tienen una frecuencia alta (24). En Escandinavia, el serotipo capsular 7 predomin6
por varios afios, pero en los noventa, el serotipo capsular 2 super6 al serotipo 7 (21).
En Japén, el serotipo capsular 2 también es el de mayor prevalencia (28%),
seguido del serotipo capsular 7 (11%) (2s).

Algunas cepas pertenecientes a serotipos capsulares poco comunes han sido
asociadas en casos severos de infeccion. S. suis serotipo capsular 9 se ha
asociado en brotes de septicemia, meningitis y neumonia en cerdos destetados
(22). En 1996, MacLennan y col. reportaron el primer aislamiento del serotipo 14 en
el Reino Unido. Ellos indicaron que aunque el serotipo capsular 2 predominaba
(62%), el 25% de los aislamientos pertenecia al serotipo 14, que afecta cerdos de
2-4 semanas de edad, causando artritis, meningitis y septicemia (14). Ese mismo
ano, también en el Reino Unido, Heath y col. reportaron el aislamiento del serotipo
14 en 22 granjas con hallazgos clinico patoldgicos similares a los asociados al
serotipo 2 (14). En México, los serotipos mas frecuentemente aislados son 2, 4, 5y
11 (26).

Factores de virulencia.

a) Polisacaridos capsulares (CPS). La capsula es un factor importante para la
virulencia, estd compuesta por: glucosa, galactosa, N-acetilglucosamida,
ramnosa y acido N-acetiineuraminico (&cido sialico) (27). Los serotipos 1, 1/2 y
2 de S. suis, poseen en su capsula acido sialico, que actia como un inhibidor
de la activacion del complemento en ausencia de anticuerpos, confiriéndose
ademas una carga neta negativa que repele a las células fagociticas (2s).
Existe gran especificidad de union del acido sidlico con el poli-N-
acetilactosamina glicano de los eritrocitos, el tropismo de S. suis al sistema
nervioso se asocia con su contenido en acido sialico (2e).

b) Proteina Liberadora de Muraminidasa (MRP) y Factor Extracelular (EF). Son
proteinas asociadas a la pared celular, la MRP con un peso molecular de 136
kD y el EF de 110 kD, estas proteinas favorecen la invasion de los tejidos del
hospedador (30, 31).



c) Hemolisina. Denominada suilisina es otra proteina extracelular de S. suis con
peso molecular entre 54 y 62 kD (32, 33), pertenece al grupo de hemolisinas
activadas por grupos thiol, siendo una toxina citolitica (34).

d) Adhesinas. Galactosil-1-4-galactosa, proteina de unién de IgG y proteina de
unién de fibronectina, son otros factores de virulencia importantes que median
la unién de bacterias patégenas a carbohidratos especificos presentes en la
superficie de las células del hospedador; las adhesinas son de naturaleza
proteica por la sensibilidad que muestran a la tripsina y a las proteasas (s, 36).

Patogenia.

La enfermedad se manifiesta generalmente en lechones destetados (de 3 hasta 12
semanas de edad), pero en ocasiones se presenta en lechones entre 10 y 14 dias
de edad (generalmente no sobreviven a la enfermedad) (1). Los cerdos al destete
pueden ser portadores de cepas patogenas, pudiendo presentar enfermedad al
disminuir la inmunidad materna (4 a 6 semanas de edad) que predispone a una
infeccion sistémica en estos animales (37, 38. A pesar de esto, puede haber
muertes en animales de hasta 6 meses de edad ().

Las vias de entrada de S. suis en los cerdos pueden ser la via respiratoria,
contacto directo, durante el parto o por ingestién de secreciones vaginales de la
cerda portadora de S. suis (39).

S. suis se adhiere a los epitelios mediante sus adhesinas, evitando su eliminacion,
se multiplica en las criptas tonsilares e ingresa al torrente circulatorio. Es atacado
por neutrofilos y macréfagos, pero al estar protegido de !a fagocitosis por su
capsula polisacarida (40), se multiplica y distribuye para producir septicemia,
pudiendo provocar la muerte de los animales en pocas horas o bien, se aloja
principalmente en cerebro, corazén, pulmoén y articulaciones, produciendo lesiones
locales ¢1).

Al atravesar la barrera hematoencefalica produce dafio nervioso, ya que en el
fluido cerebroespinal estimula la produccién de citocinas, que inducen la
infiltracién de células inflamatorias de la sangre al sistema nervioso central,
bloqueando el flujo del liquido cerebroespinal, aumentando la presion intracraneal
y produciendo los signos tipicos de meningitis (3).



Signos clinicos.

Los signos observados en un brote epidémico incluyen fiebre, pelaje hirsuto,
evidencias de septicemia, seguido de muenrte stbita. Los animales que sobreviven
presentan neumonia, signos nerviosos como: incoordinacion, temblores, paralisis,
opistétonos y espasmos tetanicos. Cerdos entre 10 y 14 dias de edad pueden
presentar artritis y ceguera, algunos animales pueden sobrevivir a pesar de la
meningitis. Sin embargo, se han reportado casos de lechones afectados que
mueren dentro de las 24 horas de vida (14).

La infeccion por S. suis en cerdas se ha relacionado con trastornos de la
reproduccion como: repeticiones a celo tanto regulares como irregulares,
presentandose descargas vaginales de caracter mucopurutento, muy evidentes
tras la miccion. También son frecuentes los abortos, normaimente a final de
gestacion, con la expulsion de camadas completas y sin momificar, presentando
los fetos abundante liquido serohemorragico en cavidades (2s).

Inmunidad.

La respuesta del sistema inmune ante una infeccion por S. suis esta representada
por las IgG, dirigidas contra la suilisina, la MRP y el EF principalmente (41, 42).
Generalmente la concentracion de IgG aumenta entre el 1° y 3% dia en los cerdos
lactantes (43); existe evidencia de que la placenta epiteliocorial de la cerda
transporta selectivamente inmunoglobulinas, pudiendo estar presentes varios
jsotipos en suero fetal, pero su impacto en la inmunidad pasiva protectora es
minimo (4, 45). Las 1gG, IgA e IgM pueden identificarse en suero fetal a los 38 dias
en Utero, siendo la concentracion de IgG 10 veces mas alta a lo largo de la
gestacion. La transcripcion de anticuerpos fetales se desarrolla por lo menos
durante el uitimo tercio de gestacién, especialmente al formarse el timo 44).

Patologia.

La piel y la canal suelen estar enrojecidas, las caracteristicas patolégicas mas
comunes son nodulos linfaticos tumefactos y congestionados, la presencia de
fibrina, edema e infiltracién celular en meninges y plexos coroideos, deplecién
linfocitaria en la pulpa esplénica blanca, necrosis de algunas células hepaticas,



sobre todo a nivel centrolobulillar y el acimulo de neutréfilos polimorfonucleares
en la mayoria de los 6rganos parenquimatosos. Se ha informado de necrosis
cortical con cambios espongiformes en cerebelo y tallo cerebral. Puede haber
neuntis en los nervios craneales (1, 2s).

En algunos brotes, son comunes las lesiones pulmonares, variando de una
pleuresia localizada grave, hasta una neumonia con congestion y edema del
tabique interlobular (s).

Durante la fase septicémica son escasas las lesiones, aunque suele haber
meningitis purulenta cuando existe dafio cerebral; en los casos de artritis hay
inflamacion alrededor de las articulaciones junto con liquido sinovial cremoso y
mucoide, fundamentalmente las carpianas y tarsianas; en la endocarditis la
presencia de los microorganismos constituye una caracteristica notable de
lesiones histologicas sobre las valvulas (1).

Se han observado casos de pulmonia fibrinohemorragica, miocarditis necrética,
necrosis séptica, meningoencefalitis subaguda y meningoencéfalomielitis. Se ha
observado que ciertas cepas de S. suis pueden causar lesiones vasculares como
dilatacién de vasos sanguineos y linfaticos (14).

Infeccién en humanos.

En humanos puede causar meningitis, septicemia, endocarditis y choque séptico;
generalmente se asocia con trabajadores de rastro, veterinarios y personas que
han tenido contacto con cerdos o sus productos @7, la via de entrada mas
frecuente puede ser por abrasiones superficiales o heridas de a piel. (8).

Las \personas a pesar de superar la infeccién por S. suis sufren a menudo
coniecuencias como artritis o sordera (a9).

En Espafia se reportaron 2 casos de carniceros con sindrome febril y signos de
meningitis, hasta un estado comatoso, pero ambos respondieron bien al
tratamiento, quedando con una secuela de hipoacucia ligera (28). En Francia se
reportd un caso de una persona que fallecié por choque séptico debido a S. suis
serotipo 2, 15 affos después de la infeccion inicial (s0). En México debido a que la
enfermedad es subdiagnosticada o es confundida con otros agentes (como
Enterococcus, Streptococcus bovis, Pneumococcus o Listeria, los cuales



ocasionan signos nerviosos similares a S. suis), existen muy pocos informes de
signologia nerviosa por S. suis en humanos; Talavera reporta 4 aislamientos de
amigdalas de trabajadores de rastro en el Valle de Toluca, que no presentaban
manifestaciones clinicas (s1).

Prevencion.

El control de infecciones por S. suis y enfermedades asociadas es un reto bajo las
condiciones de alojamiento en la mayoria de las granjas, ya que los factores que
desencadenan la enfermedad son: fluctuaciones de temperatura excesivas,
hacinamiento, humedad relativa alta y el agrupamiento de cerdos con edades
mayores a dos semanas en la misma area, que trae como resultado estrés de
destete y peleas entre cerdos (s2. Puede realizarse un control mediante la
correccion de estos factores, asi como una desinfeccién adecuada, ya que S. suis
es destruido por la mayoria de los desinfectantes como cloro, cloruro de
benzalconio, fenoles, cresoles y cuaternarios de amonio. Se ha propuesto la
administracion de antibiéticos como medida preventiva y el uso de bacterinas, que
aplicadas en las cerdas pueden proporcionar inmunidad pasiva a los lechones,

pero dichas practicas incrementan substancialmente los costos de produccion (14).

Tratamiento.

Si bien el farmaco mas utilizado en el tratamiento parenteral de la enfermedad es
la penicilina, también puede utilizarse enrofloxacina, ceftiofur, amoxicilina,
ampicilina y lincomicina.

El tratamiento debe repetirse mas de una vez y debe estar complementado por
una terapia de sostén. Los cerdos afectados deben mantenerse aislados del resto
de la poblacién. Los animales paralizados se deshidratan en forma rapida y deben
rehidratarse con solucion salina por via rectal. La recuperacién suele ser mas
rapida en un ambiente fresco y seco. Los demas cerdos de los corrales afectados
pueden recibir tratamiento preventivo inyectable individual o a ftravés de
medicamentos en el agua de bebida o en la racion (1).

Algunos autores han informado un alto grado de resistencia de cepas S. suis a

algunos agentes antibacterianos como tetraciclina, clindamicina, eritromicina,



kanamicina, neomicina y estreptomicina. La susceptibilidad a las sulfas-

trimetoprim puede ser variable.

En el caso de endocarditis en humanos puede utilizarse una combinaciéon de

penicilina y gentamicina (1, 14).

Control.

El control puede llevarse a cabo de varias maneras diferentes (1):

1.

Medicacion: Esta puede ser estratégica empleando penicilinas de accion
prolongada, las cuales se administran al nacer y diez dias después del destete,
al momento del ingreso a los corrales de engorda o siete dias antes de la fecha
estimada del maximo de la enfermedad.

La medicacion en la racién puede hacerse con penicilina, posiblemente la méas
eficaz y la que resiste mejor el procesamiento de la racion sea fenoximetil
penicilina a razén de 75-100 g/ton, aunque la penicilina procainica en dosis de
200-300 g/ton suele ser igualmente eficaz. En todos los casos es necesario
emplear raciones que hayan sido medicadas en forma reciente.

Inmunizacién: Todas las bacterinas hasta ahora empleadas son de bacterias
muertas y con adyuvantes, en algunos casos pueden proporcionar proteccion
completa, pero en la mayoria no.

Medidas generales: Es necesario evitar los sistemas de produccién continua,
implementar medidas de “todo dentro-todo fuera®, mezclar los lotes de
animales lo menos posible y alojar a los cerdos en corrales limpios, bien
ventilados y con valores bajos de humedad.

D\eteccién de portadores: Este es un procedimiento importante, aunque los
muestreos nasales, tonsilares o las pruebas serolégicas no detectan a todos
los animales portadores en el momento que surge un brote, es recomendable
realizar muestreos periédicamente.

Sacrificio y repoblacion: Es recomendable el sacrificio de los animales y la
desinfeccién de las instalaciones para eliminar infecciones residuales en heces
y polvo, seguidos de una repoblacidon con cerdos libres de la infeccion, que
pueden obtenerse por histerectomia, destete precoz medicado o comprandolos

de algan hato que esté libre de la enfermedad.
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Diagnéstico.

El patégeno puede aislarse de tonsilas y fosas nasales por ser los sitios primarios
de colonizacién; el diagndstico en casos clinicos se realiza a partir de encéfalo,
pulmén, liquido cefalorraquideo y liquido articular (1). La identificacion de las cepas
de S. suis se basa en el aislamiento, morfologia de colonias, pruebas bioquimicas
y serolégicas. La clasificacion seroldgica se basa en las diferencias antigénicas de
polisacaridos capsulares (s3), la serotipificacion de S. suis segun Gottschalk, se
realiza con tres técnicas diferentes: reaccion capsular, precipitacion capilar y
coaglutinacion (15). Sin embargo, la prueba de coaglutinacion es la mas empleada
por los distintos laboratorios, siendo recomendada por su rapidez y facilidad de
realizacion. Esta prueba se basa en la unién de los estreptococos con anticuerpos
especificos para cada serotipo (obtenidos por hiperinmunizacién de conejos),
acoplados a Staphylococcus a través de la proteina A, observandose grumos o
conglomerados de bacterias (s4). Existen técnicas mas especificas como el
aislamiento inmunomagnético (), aglutinacion de &cido sialico mediante lectinas
(s5), hemaglutinaciéon de adhesinas mediante anticuerpos policlonales (3s),
ribotipificacién  (ss), mapeo genémico (57, hibridacion de DNA (s8),
inmunofluorescencia (14), electroforesis (19, 599 y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (0, 61), entre otras; pero algunas son muy sofisticadas y
requieren equipo costoso.

Diagnostico diferencial.

Quiza la enfermedad de Glasser (Haemophilus parasuis) sea el diferencial mas
impqrtante ya que los signos clinicos son semejantes (tos, disnea, temblores,
incoardinacic’m, ademas de inflamacién en articulaciones y aborto).

Otras enfermedades bacterianas importantes que también deben tomarse en
cuenta son: rinitis atréfica, micoplasmosis neumonica, erisipela, pleuroneumonia,
salmonelosis septicémica, enfermedad del edema y leptospirosis. También deben
descartarse enfermedades de origen viral como: enfermedad de Aujeszky, rabia,
enfermedad del ojo azul, el sindrome respiratorio-reproductivo porcino y el

envenenamiento por sal, originado por un mal manejo (14, 28).
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Justificacion. .

S. suis ha recibido en los uitimos afios una mayor atencién, por su gran difusion en
paises de cria porcina industrial, su implicacion en diversos procesos clinicos,
pérdidas econdmicas y su repercusion sanitaria al ser considerada una infeccion
zoonatica. (3, 28).

En la actualidad en México no existen pruebas que permitan conocer el estado
inmunologico de los cerdos hacia S. suis, las pruebas diagnosticas que son
empleadas se limitan solo al aislamiento, identificacion y tipificaciéon del agente.
Los estudios realizados a nivel de biologia molecular para descubrir las variantes
entre serotipos (p. ej. diferencias a nivel genético y expresiéon de factores de
virulencia), pueden ser dificimente empleados como una prueba diagnéstica por
su complejidad o excesivo costo.

Hasta la fecha se han empleado las pruebas serolégicas (ELISA, hemaglutinacion,
inhibicion de la hemaglutinacion, Western blot) para evaluar las propiedades
inmunogénicas de los antigenos de S. suis (esto con el fin de la elaboraciéon de
vacunas) o para revelar como y que elementos intervienen en la respuesta
inmune.

Dada la necesidad de un método de diagnéstico rapido, especifico y a un costo
accesible para los porcicultores, es importante desarrollar una prueba de
diagnéstico til, para conocer el estado inmunoldgico de los animales ante S. suis,
por lo que el propésito de este estudio fue estandarizar la técnica de ELISA
indirecta para la determinacion de anticuerpos contra S. suis serotipo 2 en cerdos
de diferentes edades.
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HIPOTESIS.

Si se conoce la respuesta inmune humoral contra los antigenos protéicos de
S. suis serotipo 2 en sueros de cerdos de diferentes edades, sera posible
establecer los limites de referencia para el diagnéstico de infecciones por S. suis

serotipo 2, a través una prueba serologica.

OBJETIVOS.

Objetivo General:

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la respuesta inmune humoral contra
los antigenos protéicos de S. suis serotipo 2 en sueros de cerdos de diferentes
edades, para establecer limites de referencia Gtiles en el diagnostico serolégico de

infecciones producidas por S. suis.

Objetivos especificos:

» Obtener antigenos protéicos de S. suis serotipo 2.

o Estandarizar la técnica de ELISA indirecta usando los antigenos protéicos de
S. suis serotipo 2.

o Establecer los limites de referencia para la respuesta inmune humoral de
cerdos de diferentes edades.

e Determinar la especificidad de los anticuerpos (IgG) hacia los antigenos
protéicos de S. suis serotipo 2, por medio de inmunoelectrotransferencia.

\
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Il. MATERIAL y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Diagnoéstico (area de
Bacteriologia) del Departamento de Produccién Animal: Cerdos de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Cepa bacteriana.

Se utilizé una cepa de referencia de Streptococcus suis serotipo 2 (proporcionada
por el Dr. Carlos Pijoan Aguade, Universidad de Minnesota), por ser la
serovariedad de mayor frecuencia en México y que al compartir con los serotipos
4, 5y 11 al menos 6 proteinas (con pesos moleculares de 70, 54, 40 y 33 kD),
existe la posibilidad que los resultados obtenidos puedan corresponder a

reacciones cruzadas entre dichos serotipos (s2).

Cultivo de S. suis serotipo 2.

La cepa de S. suis serotipo 2 se cultivd en agar sangre (conteniendo 8% de
sangre de bovino), a 37°C, en condiciones de aerobiosis durante 24 h.

Con las colonias de S. suis serotipo 2 (mucoides, claras de 1 mm de didametro y p-
hemoliticas) se realizd frotis con tincion de Gram y pruebas bioquimica y
serolégica. La serotipificacion se llevd a cabo mediante la prueba de
coaglutinacion para el serotipo 2 (s4) (reactivo proporcionado por el laboratorio de
diagnéstico del Departamento de Producciéon Animal: Cerdos).

Obtencidn de antigenos.

Los antigenos protéicos se obtuvieron por el método de los polvos acétonicos (63).

Brevemente:

o Se sembr6 una colonié de S. suis serotipo 2 en 50 ml de caldo Todd-Hewitt que
se incub6 a 37°C durante 18 h, pasandose a un volumen 2 litros, cuando este
alcanzé la fase logaritmica de crecimiento, determinada a través de la
absorbancia en un espectrofotometro, utilizando un filtro de 590 nm (540 nm, 5

horas) (63), se detuvo su crecimiento en refrigeracion a 4°C.
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El cultivo se centrifugd a 10,000 rpm / 15 min, el sedimento obtenido se lavd 3
veces con solucién salina al 0.85% pH 7.2.

Posteriormente, para liberar las proteinas de la membrana, se lavé 3 veces con
acetona fria deshidratada con cloruro de calcio, el material obtenido se colocéd
en una caja de Petri dentro de una camara de desecacién por 3 dias a 4°C
hasta su completo secado.

Para la extraccion se disolvieron los polvos acétonicos en un amortiguador de
extraccion (anexo 2) que se incubé por 2 h a 37°C en bafo Maria, con agitacion
constante.

El material se colocd en una membrana de dialisis (de 12-14 kDa), contra un
amortiguador de fosfatos (anexo 1), con agitacién constante y en refrigeracion,
durante 3 dias, con 3 cambios de amortiguador por dia.

Finalmente, el material dializado se centrifugé a 3,500 rpm por 15 min, se
colectd el sobrenadante y se filtr6 utilizando una membrana Millipore de

0.22pum. El material obtenido se liofiliz6 y se conservé a -70°C hasta su uso.

La concentracion de proteina se determind utilizando el método descrito por
Bradford (s4).

Electroforesis (Page-SDS).
Se realiz6 una electroforesis en gel de bis-acrilamida al 10%, en condiciones

desnaturalizantes y reductoras, por el método descrito por Laemmli (19, 59) (Anexos 3, 4,

5y 6), para conocer las proteinas y los pesos moleculares aproximados de los

antigenos protéicos de S. suis serotipo 2.

Para preparar las muestras se agregaron 2 mg/peso seco del extracto
antigénico en 200 pl de agua desmineralizada y 30 pl de amortiguador de
muestra (anexo 7), €sto se calenté por 5 min en bafio Maria.

Se colocaron 5, 10, 15y 20 ul (10.2, 20.3, 30.5 y 40.7 ug de proteina) por carril
respectivamente, incluyendo 5 pl de estandares de peso molecular (Bio—Rad®
Laboratories).

La electroforesis se corrié a 110 voltios.

14



e Los geles se tifieron con azul de Coomasie al 0.1%, posteriormente se
colocaron los geles en solucion desteriidora (anexo 8).

Se calcul6 el peso molecuiar de las bandas obtenidas a partir de los estandares de

peso molecular mediante el software LabWorks™ (Analisis software UVP®.

Version 3.0.02.00. 1993-1999. Media Cybernetics).

Obtencion de sueros de cerdos.

Se obtuvieron 272 sueros de cerdos procedentes de granjas de los estados de
Jalisco (149), Yucatan (36), Coahuila (26), Tabasco (19), Estado de México (16)
Puebla (10), Michoacan (9), Sonora (6) y Distrito Federai (1); se agruparon por
edades de 0 a 24 semanas, hembras reproductoras de 0 a 8 partos, sementales y
animales con aislamiento bacteriolégico para S. suis, como se muestra en el
siguiente Cuadro:

Cuadro 1. Sueros de cerdos por semanas de edad, numero de parto, sementales y cerdos con
aislamiento bacteriolégico.

Linea de Produccion. Hembras
Edad N° de Edad N° de N° parto N° de

(semanas) | animales | (semanas) | animales pa animales

Suero fetal 1 9 8 0 8

1 16 10 8 1 9

2 17 12 8 2 8

3 8 14 8 3 8

4 8 16 8 4 8

5 8 18 8 5 8

6 8 20 8 6 8

7 8 22 8 7 8

8 8 24 8 8 4

. Total 154 Sementales 8

| Cerdos con aislamiento bacteriolégico | 41 Total 77

Prueba de ELISA indirecta.

El ELISA se realiz6 siguiendo la metodologia previamente descrita por del Campo

Sepulveda (zs, 65). '

Brevemente:

¢ Se sensibilizaron inmunoplacas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano con
una solucion de 3 pg del extracto antigénico de S. suis serotipo 2 por ml de
amortiguador de carbonatos (anexo 9) colocando 250 ul por pozo. Se dejé incubar
la placa en refrigeracion a 4°C durante toda la noche.
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Se le agregdé 250 pl a cada pozo de solucién blogueadora (anexo 11).

Incubandose la placa por 30 min a 37°C.

e Después se lavd 3 veces con una solucién PBS / Tween (anexo 10) 3 min por
lavado con agitacion, desechando la solucion de golpe.

e Se colocaron 100 pl por pozo de sueros de cerdo (cada uno por duplicado)
utilizando diluciones 1:50, 1:100 y 1:200 con PBS/ Tween; dejando dos pares
de pozos libres como controles de sustrato y conjugado. La placa se dejo
incubar 90 minutos.

e Selavé 3 veces con PBS / Tween, como se describié anteriormente.

¢ Se colocaron 100 pl por pozo de un anticuerpo peroxidado (anti IgG de cerdo)
diluido 1:8000 en PBS / Tween. Se dejo incubar por 30 minutos a 37°C.

e Se lavé 3 veces con PBS / Tween, como se describié anteriormente.

¢ Se colocaron en la placa 250 pl por pozo de solucién reveladora (anexo 12).

¢ Se detuvo la reaccién con 25 pl de acido sulfdrico al 2.5 M. Se realizé la lectura

utilizando un filtro de 492 nm en un lector de ELISA.

Determinacion del limite de referencia.

Utilizando como prueba de referencia muestras de cerdos que resultaron
negativos al aislamiento bacteriano para S. suis, se calculé la linea de corte a
partir de la media de las densidades Opticas obtenidas por ELISA de sueros de
estos animales. A esta media se le sumaron 2 desviaciones estandar (esto para
evitar el efror de omision y ajustar lo mas posible a la realidad), marcando asi el
limite de referencia para establecer si los sueros analizados son positivos (valores
superiorgs\ a la linea de corte) o negativos (valores inferiores a la linea de corte).
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Analisis estadistico del comportamiento de la prueba de ELISA indirecta.
Para evaluar el comportamiento de la prueba de ELISA indirecta, se tomé como
prueba de referencia a sueros de cerdos con aislamiento bacteriano para S. suis.
Para el andlisis del comportamiento de la prueba de ELISA indirecta se utilizé una
tabla de contingencia de 2 x 2 (Cuadro 2), (s6).

Cuadro 2. Tabla de contingencia 2 x 2.
Prueba de referencia
Positivos Negativos Total

Pruebaen  Positivos a b e
Evaluacién  Negativos c d f
Total q i n

Con base en la tabla, se realizaron los siguientes calculos:

o Sensibilidad. Es la capacidad de la prueba expresada en porcentaje, para dar

un resultado positivo, entre individuos que realmente tienen S. suis.
S= (alg)*100

o Especificidad. Es la capacidad de la prueba expresada en porcentaje, para dar
un resultado negativo, entre individuos que reaimente no tienen S. suis.

E= (di)*100

o Valor de prediccion positivo. Es la capacidad de la prueba expresada en
porcentaje, para detectar individuos con S. suis, entre individuos con resultado
positivo.

V.P.+= (ale)*100

o Valor de prediccion negativo. Es la capacidad de la prueba expresada en
porcentaje, para detectar individuos sin S. suis, entre individuos con resultado.
negativo.

V.P.—= (d/f)*100

o Eficiencia (exactitud). Es la capacidad de la prueba expresada en porcentaje,
de decir que tantos resultados verdaderos se tiene en ambos grupos, entre el

total de individuos (donde a = verdaderos positivos y d = verdaderos negativos).

EF = ((a+d)n)*100
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e Indice kappa (concordancia). Es la capacidad de la prueba de decir que tanto
concuerda nuestra prueba en evaluacidbn, comparada con la prueba de

referencia.

K = (Po - Pe)/(1-Pe)
P = (e/n)(g/n)(n)
N=f-(g-P)

Pe = (P +N)n

Po = (a+d)/n

El resultado del indice kappa se compar6 con la escala de concordancia segun

Altman (e6) esta se muestra en el Cuadro 3:

Cuadro 3. Escala de concordancia para el indice kappa.
DEFICIENTE = 0 — 0.20
REGULAR = 0.21 — 0.40
MODERADA = 0.41 — 0.60
BUENA = 0.61 — 0.80
MUY BUENA = 0.81 — 1.00

e Reactividad. Nos indica el porcentaje de individuos con resultado positivo, entre
el total de individuos.

R = (e/n)*100
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Antigenos de S. suis serotipo 2 reconocidos por sueros de cerdos.

Para este fin se realizdé Inmunoelectrotransferencia con la metodologia

previamente descrita (67):

Utilizando un sistema de camara semiseca de transferencia, a partir de un gel
de bis-acrilamida (como se describi6 anteriormente, pero sin tefir), se
transfirieron los antigenos protéicos a papel de nitrocelulosa.

El papel de nitrocelulosa se incub6 por 30 min en amortiguador de
transferencia (anexo 13).

Se sometié a 18 voltios por 45 min.

Después de la transferencia, se aplico una solucion bloqueadora al papel de
nitrocelulosa (anexo 14) @ 4°C toda la noche (el gel se tifiio para verificar el éxito
de la trasferencia). Se realizaron ciclos de lavado de 5 min, 3 veces con PBS /
Tween y 2 veces con PBS (Anexo 10).

El papel se cortd en tiras que se incubaron toda la noche a 4°C con los sueros
a una dilucion 1:25 en PBS / Tween (0.5 ml por cada tira de papel); dejando 3
tiras como controles negativo, sustrato y conjugado, pasado este tiempo
realizandose 5 ciclos de lavado.

Posteriormente se agreg6é conjugado peroxidado {anti-lgG de cerdo) diluido
1:8000 en PBS / Tween (0.5 ml por cada tira de papel), se incubaron por 2 h
con agitacion constante, realizandose 5 ciclos de lavado.

Se colocaron 0.5 ml de solucion reveladora (anexo 15).

Las bandas reconocidas se analizaron mediante el software LabWorks™. Se

realizé un andlisis descriptivo, determinando los antigenos reconocidos por los

anticuerpos de sueros de cerdo, con base al peso molecular, densidades 6pticas

obtenidas por ELISA y diferencia por edad.
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Iil. RESULTADOS

Concentracion de proteina del extracto antigénico S. suis serotipo 2.

* La concentracién de proteina del extracto antigénico de S. suis serotipo 2 fue
de 233.8 ng de proteina por mg de peso seco de acuerdo al método descrito
por Bradford (s5), mediante este resultado se calcularon las cantidades en peso

seco a utilizarse en electroforesis, ELISA e inmunoelectrotransferencia.

Electroforesis (Page-SDS).

El patron de electroforesis del extracto antigénico de S. suis serotipo 2 nos indica
los pesos moleculares aproximados de los diferentes antigenos protéicos de
S. suis 2, obtenidos a partir de los estandares de pesos moleculares, mediante el
software LabWorks™. Esto puede observarse en la Figura 1.
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Figura 1. Analisis electroforético del extracto antigénico de S. suis 2.
- 8.s 2. Proteinas de S. suis serotipo 2.
- St. Estandares de pesos moleculares.
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Las bandas corresponden a 11 proteinas de 136 a 15.7 kDa (pesos moleculares
aproximados). Se reconocen proteinas con pesos moleculares aproximados de
136, 110 y 58 kDa que pueden corresponder a MRP, EF y suilisina
respectivamente.

ELISA indirecta.
Se calcul¢ el limite de referencia para diferenciar sueros positivos y negativos por
la prueba de ELISA indirecta, utiizando como prueba de referencia muestras de

cerdos que resultaron negativos al aislamiento bacteriano para S. suis.

El limite de referencia se calculé como sigue:

Media de las densidades opticas de sueros negativos al aislamiento =0.4169

Desviacion estandar de densidades opticas de sueros negativos al

aislamiento bacteriano ~ 01036

Media + 2 desviaciones estandar. = 0.6243

Nota: Se eliminaron del calculo de la media 5 sueros de sementales, debido a que pueden sesgar
el limite de referencia para discriminar positivos de negativos.
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Con base en el calculo anterior se obtuvieron los siguientes resultados:

Los sueros de cerdos de 0 a 10 semanas de edad mostraron una baja reactividad
ante S. suis serotipo 2, debido a que se obtuvieron resultados negativos en la
mayoria de los sueros analizados (73.5%), esto puede observarse en las Figuras 2
y 3.

0-10 SEMANAS DE EDAD

73.47%

Figura 2. Andlisis de reactividad expresada en porcentaje de sueros de cerdos de 0 a 10 semanas,
examinados por ELISA indirecta, utilizando antigeno de S. suis serotipo 2.
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Figura 3. Densidades épticas de los sueros de cerdos de 0 a 10 semanas de edad, examinados
por ELISA indirecta, utilizando antigeno de S. suis serotipo 2.
Nota: La linea punteada muestra él limite de referencia para discriminar positivos de negativos.
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Los sueros de cerdos de 10 a 24 semanas de edad mostraron una alta reactividad
ante S. suis serotipo 2 (en contraste con los de 0 a 10 semanas) y se obtuvieron
resultados positivos en la mayoria de los sueros analizados (79.7%), esto puede
observarse en las Figuras 4 y 5.

10-24 SEMANAS DE EDAD ]

| Positivos DNegativos |

|

Figura 4. Analisis de reactividad expresada en porcentaje de sueros de cerdos de 10 a 24
semanas, examinados por ELISA indirecta, utilizando antigeno de S. suis serotipo 2.
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Figura 5. Densidades 6pticas de los sueros de cerdos de 10 a 24 semanas de edad, examinados
por ELISA indirecta, utilizando antigeno de S. suis serotipo 2.
Nota: La linea punteada muestra é! limite de referencia para discriminar positivos de negativos.
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Los resultados anteriores se condensaron para obtener el nimero de sueros de

cerdos positivos y negativos de 0 a 24 semanas de edad, asi como el porcentaje

de los mismos. Como puede observarse en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Analisis de reactividad de sueros de cerdos de 0 a 24 semanas examinados por ELISA

indirecta, utilizando antigeno de S. suis serotipo 2.

Sem.de | Muestras .
Edad analizadas Positivos
0 1 0 1
1 16 0 16
2 17 8 9
3 8 0 8
4 8 1 7
5 8 3 5
6 8 2 6
7 8 2 6
8 8 2 6
9 8 4 4
10 8 4 4
12 8 7 1
14 8 6 2
16 8 4 4
18 8 6 2
20 8 8 0
22 8 8 0 TOTAL
24 8 8 0 %/Tot
TOTAL 154 73 81 WKl 56.6

Se calcularon las medias de las densidades épticas de los sueros de cerdos por

grupo de edad (en semanas), para representar la curva de comportamiento de la

respuesta inmune humoral medida por IgG de los cerdos de 0 a 24 semanas de

edad ante S. suis serotipo 2, Figura 6.
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Figura 6. Curva de comportamiento de IgG ante S. suis serotipo 2 en sueros de cerdos de 0 a 24 semanas.
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La curva de comportamiento de |a respuesta inmune humoral medida por IgG ante
S. suis en sueros de cerdos de 0 a 24 semanas, permite apreciar un pico de I1gG
en la 12 semana de edad, seguido de una disminuciéon de IgG entre la 22 y 42
semana (perfodo o fase de destete), pasando a un aumento gradual de IgG, de tal
forma, que a las 10 semanas de edad la gran mayoria de los sueros analizados

resultan positivos a la prueba de ELISA indirecta.
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Los sueros de hembras reproductoras de 0 a 8 partos mostraron una alta
reactividad ante S. suis, se obtuvieron resultados positivos en la mayoria de los
sueros analizados (88.4%), mientras que en los sueros de sementales se mantuvo

a la par (50 y 50%), esto puede observarse en las Figuras 7, 8 y 9.

Hembras de 0-8 Partos

| ® Positivos O Negatii)_‘j

Figura 7. Analisis de reactividad expresada en porcentaje de sueros de hembras de 0 a-8 partos,
examinados por ELISA indirecta, utilizando antigeno de S. suis serotipo 2.

Sementales

m Positivos O Negativos—J

Figura 8. Analisis de reactividad expresada en porcentaje de sueros de sementales, examinados
por ELISA indirecta, utilizando antigeno de S. suis serotipo 2.
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Figura 9. Densidades opticas de los sueros de hembras por nimero de parto y sementales
examinados por ELISA indirecta, utilizando antigeno de S. suis serotipo 2.
Nota: La linea punteada muestra él limite de referencia para discriminar positivos de negativos.

Los resuitados se condensaron para obtener el numero de sueros de cerdos
positivos y negativos de hembras de 0 a 24 semanas de edad y sementales, asi

como el porcentaje de los mismos. Como puede observarse en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Analisis de reactividad de sueros de hembras de 0 a 8 partos examinados por ELISA
indirecta, utilizando antigeno de S. suis serotipo 2.

L 0 0,

ga:g an:::;:;:;:s Positivos IR M&?;;A L Negativos EEZAETN %ITOTAL

0 8 7 87.5 2.6 1 12.5

1 9 4 44.4 1.5 5 55.6

2 8 7 87.5 2.6 1

3 8 8 100.0 29 0

4 8 8 100.0 29 0

5 8 7 87.5 2.6 1

6 8 8 100.0 29 0

7 8 8 100.0 29 0

8 4 4 100.0 1.5 0 TOTAL

3 8 4 50.0 9.2 4 %ITot
TOTAL 77 65 84.4 331 12 W) 43.4

Se calcularon las medias de las densidades Opticas de sueros de hembras
gestantes de 0 a 8 partos y sementales, para representar la curva de
comportamiento de la respuesta inmLme humoral medida por IgG ante S. suis
serotipo 2, Figura 10.
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Figura 10. Curva de comportamiento de 1gG ante S. suis en sueros de hembras de 0 a 8 partos y
sementales

La curva de compor@miento de la respuesta inmune humoral medida por IgG ante
S. suis serotipo 2 en sueros de hembras gestantes de 0 a 8 partos, permite
observar que las cerdas de primer parto tienen una tasa menor de anticuerpos,
aunque en la mayoria de estas resultaron positivas a la prueba.
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Del total de sueros de cerdos analizados se observd que el 59.9% resultaron
positivos al ELISA (Figura 11).

% TOTAL DE ANIMALES

"~ 40.07%

| Positivos [INegativos |

Muestras analizadas | Positivos | % | Negativos| %
GRAN TOTAL 272 163 59.93 109 40.07
Figura 11. Analisis de reactividad expresada en porcentaje de sueros de cerdos de 0 a 24
semanas y cerdos reproductores, examinados por ELISA indirecta, utilizando antigeno de S. suis
serotipo 2.

Como se mostr6 previamente la mayoria de los sueros negativos corresponden a
animales menores a 10 semanas de edad, asi mismo la mayoria de los sueros

positivos corresponden a animales mayores a 10 semanas de edad.
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Los resuitados se agruparon para obtener el numero de sueros de cerdos
positivos y negativos de los diferentes Estados de la Repulblica Mexicana, asi

como el porcentaje de los mismos. Como puede observarse en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Andlisis de reactividad de sueros de cerdos clasificados por Estado de la Republica
Mexicana, examinados por ELISA indirecta, utilizando antigeno de S. suis serotipo 2.

Estado al:::ﬁ:;'::s Positivos % Negativos %

Jatisco 149 121 81.2 28 18.8
Yucatan 36 3 8.3 33 9.7
Coahuila 26 10 38.5 16 61.5
Tabasco 19 12 63.2 7 36.8
Edo. México 16 2 12.5 14 87.5
Puebla 10 6 60.0 4 40.0
Michoacan 9 3 33.3 6 66.7
Sonora 6 6 100.0 0 0.0

Distrito Federal 1 0 0.0 1 100.0
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Andlisis estadistico de la prueba de ELISA indirecta.

Se observaron 25 sueros de cerdos con aislamiento bacteriano positivo para

S. suis y 11 con aislamiento bacteriano negativo (al igual que en el calculo del

limite de referencia se omitieron 5 sueros de sementales), de los cuales:

o 23 de los 25 sueros con aislamiento bacteriano positivo fueron positivos en
ELISA.

¢ 10 de los 11 sueros con aislamiento bacteriano negativo fueron negativos en
ELISA.

Ordenando esta informacién para fines de la evaluacién diagnéstica, los datos

quedaron como se muestra en el Cuadro 7:

Cuadro 7. Resultados de la evaluacion diagndstica del ELISA para detectar anticuerpos IgG contra
S. suis serotipo 2, en cerdos de diferentes edades.

Pardmetro Valor
Sensibilidad 92.00%
Especificidad 90.91%
Valor predictivo positivo 95.83%
Valor predictivo negativo 83.33%
Eficiencia (exactitud) 91.67%
indice kappa (concordancia)* 0.81
Reactividad 66.67%
Altman, 1991 (e6).

* Muy buena concordancia
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Antigenos de S. suis reconocidos por sueros de cerdos.
Se realizé la inmunoelectrotransferencia con la finalidad de observar el
reconocimiento de IgG de los sueros de cerdos hacia los antigenos protéicos, para
evaluar los pesos moleculares aproximados, su patréon de presentacion por edad y
la correlacion con el resultado obtenido por ELISA.
El patron de inmunoelectrotransferencia de S. suis serotipo 2 nos indica los pesos
moleculares de los diferentes antigenos protéicos, reconocidos por las IgG
presentes en sueros de cerdos a diferentes edades, utilizando el software
LabWorks™. Esto puede observarse en la Figura 12.
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Figura 12. Anélisis por Inmunoelectrotransferencia que muestra el reconocimiento de los antigenos
de S. suis 2 por sueros de cerdos de diferentes edades.

- S.s 2. Pesos moleculares en kilodaltons de las proteinas de S. suis 2.
- Lineas 1y 2.Sueros de cerdos de 1 sem.
- Lineas 3 a 10. Sueros de cerdos de 2 a 10 sem (linea 3 control negativo).
- Linea12. . Suero de cerdo de 12 sem.

- Lineas 13 a 20. Sueros de hembras gestantes de 0 a 7 partos.
- Linea 21. Suero de semental. - Lineas 22 y 23. Controles sustrato y conjugado.
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Las bandas obtenidas por inmunoelectrotransferencia pueden corresponder a 9
proteinas con pesos moleculares aproximados de 110 a 24.2 kDa. Pueden
reconocerse proteinas con pesos moleculares aproximados de 110 y 52 kDa que
son similares a los complejos antigénicos EF y suilisina respectivamente.

La proteina mas reconocida fue la de aproximadamente de 110 kDa (reconocida
por 20 de los 21 sueros de cerdos analizados), seguido de las proteinas de 74,
39.2 y 25.8 kDa (reconocidos por 5, 4 y 4 sueros respectivamente); mientras que
una proteina con peso molecular similar a la suilisina solo fue reconocida por 3 de
los 21 sueros analizados. La MRP de 136 kDa al parecer no fue reconocida por los
sueros de cerdos.

El suero de cerdo que reconocié mas proteinas de S. suis serotipo 2 fue el de la
linea 1 (cerdo de 1 semana de edad) con 7 proteinas reconocidas, seguido de los
sueros 4, 7 y 18 (3 y 6 semanas de edad y hembra gestante de quinto parto) con
6, 5 y 5 proteinas reconocidas. El suero de la linea 3 (cerdo de 2 semanas de
edad) no reconocié proteinas de S. suis serotipo 2 (cabe mencionar que este se
utilizé como control negativo).

En cuanto a la comparacion de las densidades dpticas obtenidas por ELISA con el
reconocimiento de antigenos de S. suis serotipo 2, no se encontr6 alguna
correlacion, ya que sueros de animales adultos (positivos en ELISA), mostraron
pocas bandas; mientras que sueros de 1 a 4 semanas (negativos en ELISA),

mostraron una mayor cantidad de bandas.
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IV. DISCUSION

S. suis es un patogeno del cerdo importante que causa pérdidas econdémicas
significativas a productores. Ademas, esta bacteria representa un riesgo de salud
para aquéllos involucrados en la industria del cerdo (28). Coloniza la superficie del
tracto respiratorio superior y puede causar infecciones severas como meningitis y
septicemia, las cepas mas virulentas pueden invadir tejidos mas profundos y
alcanzar la circulacion sanguinea, por consiguiente tienen que adaptarse a
ambientes diferentes durante la infeccion (14).

En las infecciones de S. suis en cerdos se debe tomar en cuenta, entre otras
cosas, el estado inmunolégico de los animales, la ruta de infeccién, el tamafio del
indculo, y la presencia de S. suis como habitante normal del tracto respiratorio
superior. La presencia de niveles altos de bacterias en el torrente sanguineo de
animales se pone en correlacion con los signos y sintomas clinicos (s1).

Tomando la definicién de que un individuo portador asintomatico es aquel que no
presenta manifestaciones clinicas de una enfermedad y que sblo se puede
demostrar aislando e identificando el agente infeccioso (28), entonces se puede
considerar que los individuos que resultaron positivos a S. suis serotipo 2 por
ELISA son portadores que pueden propagar el agente y actuar como fuente de
infeccion, sin olvidar que todo portador puede ser atacado por el microorganismo
cuando su resistencia disminuye por enfermedades recurrentes,
inmunodepresoras, desnutricion u otros factores, recordando que los cerdos

pueden verse afectados hasta los 6 meses de edad (1).

Los resultados de este estudio muestran que el 26.5% de los sueros analizados de
cerdos de 0 a 10 semanas tuvieron titulos de 1gG altos contra S. suis serotipo 2
medidos por ELISA, en contraste con animales de 10 a 24 semanas con un
79.7%; hembras reproductoras un 88.4%, mientras que los sementales mostraron
una positividad del 50%.

Esto demuestra la curva de exposicion de los cerdos a S. suis serotipo 2, se

puede apreciar un numero considerable de animales adultos con resultado
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negativo por ELISA, debido a la gran variacion que existe entre el estado sanitario
de las granjas de cerdo en México, pudiendo encontrar granjas con animales
expuestos a S. suis en practicamente todas las etapas productivas, granjas con
exposicion en etapas productivas especificas (marcadas los diferentes tipos de
alojamiento, densidad de poblacion y medidas de bioseguridad que pueden variar
dentro de una misma granja) o en algunos casos granjas con excelentes medidas
de bioseguridad que representan un bajo nivel de exposicidon de los animales.

Sin embargo, la simple presencia de S. suis en la granja, en hisopos nasales y
tonsilares no es un buen indicador de enfermedad, ya que es un microorganismo
muy comun en cerdos (considerado como flora normal), con una tasa muy alta
entre la mayoria de las granjas en México. Sin embargo, sélo algunas de estas

infecciones producen enfermedad clinica (s1).

Fueron comparados por el indice kappa un nimero limitado de muestras con
aislamiento bacteriano los resultados de ELISA de animales infectados y no
infectados, resultando ser de 0.81, quedando entonces en la escala segin Altman
(1991) como una prueba con “Muy Buena Concordancia” al ser comparada con los
resultados del aislamiento bacteriano (ss).

En el presente estudio el 91.7% de los sueros probados fueron diagnosticados
confiablemente, los resultados del aislamiento y EILISA no coincidieron en 3
ocasiones. Esta divergencia puede deberse a la inespecificidad que pueden
presentar las pruebas o bien cualquier variacion en el desarrollo de las mismas.

La concordancia observada en este trabajo se considera alta, pues se usaron
métodos suficientemente sensibles y especificos.

Se encontraron animales positivos en la mayoria de las edades y etapas
productivas, aunque en algunos casos el aporte de muestras fue reducido, debe
considerarse que hay una gran variabilidad en los tipos de explotacion de los que
provienen.

El andlisis de inmunoelectrotransferencia reveld 9 proteinas con pesos

moleculares aproximados de 110 a 24.2 kDa. Encontrando asi que proteinas con
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pesos moleculares de 110 y 52 kDa que por su similitud, pudieran tratarse de los
complejos antigénicos EF y suilisina respectivamente.

La proteina mas reconocida en la mayoria de los sueros analizados (95.42%) fue
una similar al EF, mientras que otra proteina con peso molecular semejante la
suilisina fue reconocida por pocos suercs (14.29%) y la MRP al parecer no fue
reconocida por los sueros de cerdos, resultado que es semejante a los reportes de
Quessy y Vecht (30,68).

El suero de cerdo que reconocié mas proteinas de S. suis serotipo 2 fue el de un
cerdo de una semana de edad, seguido por el de una hembra gestante de quinto
parto. Esto puede explicarse por que la cerda gestante proporciona la mayor
cantidad y diversidad posible de inmunogiobulinas por medio del calostro y del
transporte selectivo por pla/centa de varias subclases de 1gG (aunque no es
significativo en cuanto d proteccion) 4, 45, por tanto, se observa un
reconocimiento de diversas proteinas en sus lechones, el cual disminuye conforme
baja la inmunidad materna (1, 43), observando un reconocimiento mas especifico en
animales de mayor edad.

La patogénesis de infecciones por S. suis involucra una interaccién entre multiples
factores de virulencia: MRP, EF, suilisina, capsula, adhesinas y otros atributos
bacterianos. Sin embargo, existe controversia sobre la importancia de estos
durante la infeccion, particularmente con las proteinas MRP y EF, varios estudios
han informado que ambas proteinas contribuyen y otros informan que no
contribuyen en la virulencia de las cepas (30.31).

Aunque al parecer no fue reconocida la MRP por los sueros de cerdos, no se
puede definir a las cepas que indujeron la respuesta de IgG en estos animales
como de baja virulencia, ya que se ha demostradoc que fenotipos de S. suis MRP
negativos causan también el cuadro clinico (27).

Las ventajas principales de una prueba como el ELISA son sus capacidades para
detectar IgG contra S. suis a partir de suero, reducir el tiempo requerido para
identificar individuos positivos, e incrementar el nimero de casos analizados al

mismo tiempo.
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Resulta dificil trabajar multiples muestras para aislamiento, considerando que los
aislamientos bacteriologicos requieren 3 dias por lo menos (incluso el aislamiento
primario, identificacion biogquimica y serotipificacién). La dificultad mayor del
aislamiento bacterioldgico es localizar colonias de S. suis en muestras multi-
infectadas.

Si se compara el diagnostico de S. suis mediante la prueba de PCR con la de
ELISA indirecta, pudiera resultar el PCR mas conveniente por su especificidad y
rapidez, pero al compararlo con el ELISA resulta excesivamente costoso, ademas
que el ELISA utilizado en este estudio es lo suficientemente rapido, sensible y
especifico.

La prueba de ELISA para S. suis serotipo 2 distingue cerdos expuestos de los no
expuestos. La sensibilidad y especificidad de esta prueba son buenas, para que
ésta pueda ser de utilidad por que puede determinar la exposicion de cerdos al S.
suis.

La contribucién mas importante de este estudio fue conocer la respuesta inmune
humoral medida por IgG ante S. suis serotipo 2 en cerdos de diferentes edades,
pero es importante realizar estudios mas extensos, como puede ser la
determinacion de anticuerpos IgM, esto con el fin de diferenciar el tiempo en que

los cerdos son capaces de producir sus propios anticuerpos contra el S. suis.
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V. CONCLUSIONES

e Se encontrd que los cerdos dentro de las 2 primeras semanas de edad
presentan un pico de igG, aportado en mayor parte por la inmunidad pasiva de
la madre (via placentaria e ingestion de calostro).

o Entre la 3% y 4° semana se observo una caida de 1gG, que es desaparicion de
la inmunidad pasiva materna, correspondiente a la etapa critica de la
presentacion de la enfermedad (la etapa de destete).

e Se encontr6 que cerdos a partir de las 10-semanas de edad con prolongada
exposicién a S. suis, resultan positivos a la prueba de ELISA indirecta (no
importando si presentaron o no manifestaciones clinicas).

* En hembras reproductoras se aprecia un aumento gradual por parto, con una
leve disminucion al llegar a 8 partos; los sementales se comportaron de
manera heterogénea, pero como se describid anteriormente esto se debe a la
variacion gque existe en cuanto al estado sanitario de las granjas y de los
alojamientos de estos animales con respecto a los destinados para abasto.

+ Aparentemente la especificidad de los anticuerpos IgG de los cerdos tienen
una mayor afinidad por el EF de S. suis serotipo 2, mientras que los
anticuerpos 1gG de los sueros de cerdos utilizados en este estudio no
presentan reconocimiento de proteinas similares al MRP de S. suis (al menos
del serotipo 2)

Los resultados obtenidos con la técnica de ELISA usada en este estudio se puede
concluir, que puede usarse eficazmente durante las investigaciones
epidemioldgicas extensas y de transmision en las infecciones de S. suis y
contribuir a los esfuerzos por controlar o erradicar infecciones, con objetivos

profilacticos e intervencién terapéutica continta.
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VI. ANEXOS

ANEXO 1.

Amortiguador de fosfatos, pH 7.2.
Sol. A.
- Fosfato de potasio monobasico 1.0 M 136.09 g.
- Agua bidestilada cbp 1000 ml.
Sol. B.
- Fosfato de sodio dibasico 1.0 M 141.96 g.
- Agua bidestilada cbp 1000 ml.
Se mezclan ambas soluciones como sigue:
Sol. Stock
- Sol. A. 100 ml.
- Sol. B. 900 ml.
La Sol. Stock se diluye 1:100 con agua bidestilada
ANEXO 2,

Amortiguador de extraccion.

- Cloruro de magnesio 0.012M 244 g.
- Sacarosa 0.25M 85.25g.
- Desoxicolato (acido desoxicolico) 4.00 g.
- Cloruro de potasio 0.1M 7.454g.
- DNAsa (Desoxirribonucleasa) se atade al momento de usaria 10 mg.

-__Sol. Stock (amortiguador de fosfatos) diuida 1:10 con agua bidestitada___ Cbp 1000 ml.

ANEXO 3.
Soluciones para preparar Gel de Bis-acrilamida al 10%.

- Sol. Bis-acrilamida 30:0.8
(Filtrar por 0.45 y mantener en fco. ambar a 4°C )

Archilamida 30 g.
Bisacrilamida 08g.

Agua bidestilada cbp 100 mi.
- Sol. Trizal 1.5M pH 8.8 .
(Filtrar por 0.45 y mantener en fco. ambar a 4°C )

Trizma base 18.165 g.

Lauril sulfato (SDS) 04gq.

Agua bidestilada cbp 100 ml.
- Sol. Persulfato de amonio (APS) al 10%

APS ‘ 1g.

Agua bidestilada cbp 10 ml.
- Sol. Triz al 0.5M pH 6.8. mantener a 4°C

Trizma base 6.055g.

Agua bidestilada cbp 100 ml.
- Sol. Lauril sulfato de sodio (SDS) al 10% mantener a 4°C

SDS 1g.

Agua bidestilada cbp 10 ml.

Glicerol al 80 %
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ANEXO 4.
Gel Separador 10%

Se homogenizan las sustancias en recipiente oscuro:

“-  Agua bidestilada 1.330 ml.
- Sol. Bis-acrilamida 1.450 mi.
- Sol. Triz pH 8.8. 1.125 ml.
- Glicerol 600 pl.
- Temed 5 pul.
- Sol. APS siempre al final 10 pl.
ANEXO 5.

Gel concentrador 5%.
Se homogenizan las sustancias en recipiente oscuro:
- Agua bidestilada 1.4 ml.
- Sol. Bis-acrilamida 333 pul.
- Temed 2l
- Sol. Triz pH 6.8. 250 pl.
- Sol. SDbS 20 pl.
- Sol. APS. siemgpre al final 20 pl.
ANEXO 6.
Amortiguador de electroforesis.
- Trizma base 3g.
- Glicina (Acido aminoacético) 14.4 g.
- SDS 1g.
- Agua bidestilada cbp 1000 ml.
ANEXO 7. :
Amortiguador de muestra.
- Sol. Triz pH 6.8. 1.6 ml.
- Sol. SDS 2 ml.
- Glicerol 10% 1ml
- Agua bidestilada 5.4 mi.
- Azul de bromofenol (0.1%) 10 pl.
- 2-B-mercaptoetanol 1ml.
ANEXO 8.
Sol. desteitidora.
- Acido acético al 10% 100 ml.
- Metanol al 15% 150 ml.
- Agua bidestilada cbp 1000 mi.
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ANEXO 9.
Amortiguador de carbonatos 6.4 mM, pH 9.6.

Sol. 1.
- Bicarbonato de sodio 1.0 M 8.40 g.
- Agua desmineralizada cbp 100 ml.
Sol. 2
- Carbonato de sodio 1.0 M 10.6 g.
- Agua desmineralizada cbp 100 ml.
Se mezclan ambas soluciones como sigue:
- Sol. 1 4.56 ml.
- Sol.2 1.84 ml.
- Agua desmineralizada cbp 100 ml.
ANEXO 10.

PBS (Solucion amortiguadora de fosfatos) pH 7.4.
Sol. Stock 1.(10X)
- Cloruro de sodio 80 g.
- Cloruro de potasio 24g.
- Cloruro de calcio 1g.
- Cloruro de magnesio 1g.
- Agua bidestilada cbp 1000 ml.
Sol. Stock 2.(10X)
- Fosfato de sodio monobasico 11.9g.
- Fosfato de sodio dibasico 11g.
- Agua bidestilada cbp 1000 ml.
PBS (1X)
- Sol. A. 100 mi.
- Sol. B. 100 ml.
- Agua desmineralizada cbp 1000 ml.
PBS para ELISA / Tween 0.05%
- Tween 20 500 pl
- PBS 1X 1000 mi
PBS para Inmunoelectrotansferencia /Tween 0.3%
- Tween 20 3 mi
- PBS 11X 1000 ml.
ANEXO 11.

Sol. Bloqueadora para ELISA.

- Leche descremada 3g
- PBS/Tween 0.05% cbp 100 ml.
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ANEXO 12,
Sol. Reveladora para ELISA.

Sol. Stock A.
- Fosfato de sodio dibasico 2.84g.
- Agua bidestilada cbp 100 ml.
Sol. Stock B.
- Acido citrico 1.92g.
e Agua bidestilada 100 ml. 50 ml.
Solucién de citrato-fosfato
- Sol.Stock A. 12.8 ml.
- Sol.Stock B 12.2 ml.
- Agua bidestilada cbp 50 ml.
Se ajusta pH 5.0 y resuspender
- Orto-fenilenediamida (OPD) 400 ug/ml.
- Peroxido de hidrogeno al 3% 2 pl/ml.
ANEXO 13.
Amortiguador de transferencia.

- Trizma base 25 mM 3.03¢g
- Glicina 144¢g
- Agua bidestilada 800 mi
- Metanol * grado analitico 200 mf

*Primero se deben disolver en el agua el trizma y la glicina, después agregar i metanol
ANEXO 14.

Sol. Blogueadora para iInmunoelectrotransferencia.
- Leche descremada 50g
- PBS/Tween 0.3% 1000 ml
ANEXO 15.
Sol. Reveladora para Inmunoelectrotransferencia.

Sol. Stock 6X
- Ortocloronafto! 3mg
- Metanol cbp 1ml
Sol. Reveladora.
- Sol. Stock 2ml
- PBS 10 ml
- Peroxido de hidrogeno 4ul
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