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Lidia Gomez Gascon INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El sector del porcino constituye un importante motor de la economia
espanola, asi lo demuestran los datos que anualmente publica el Ministerio de
Agricultura, Alimentaciéon y Medio Ambiente. La producciéon porcina
representa alrededor del 34 por ciento de la Producciéon Final Ganadera y el 12
por ciento de la Produccion Final Agraria. En el exterior, Espafia constituye el
segundo productor de la Uniéon Europea, detrds de Alemania, y el cuarto
productor mundial, tras otros paises como China, Estados Unidos o Alemania.
Con un censo de 40 millones de animales, repartidos entre mas de 600
explotaciones, cada afno se producen alrededor de tres millones y medio de
toneladas de carne, de las que el 40 por ciento son exportadas a paises de la

Union Europea y a terceros paises (Informe del Servicio General de Estadistica

del MAGRAMA, 2013).

Este sector representa en Espafia mas del 14% del Producto Interior
Bruto Industrial, y genera, segin los expertos en temas agrarios (Piedra, 2012)
mas de dos millones y medio de empleos, de los cuales cerca de doscientos mil
son puestos de trabajo directos. Gracias a €I, se ha creado un amplio tejido
industrial, formado por miles de pequenas y medianas empresas repartidas por
toda la geografia nacional y que proporcionan empleo a millones de familias,
especialmente en las zonas rurales. En los ultimos afios, este sector ha realizado
un gran esfuerzo e inversion econOmica, para adaptar sus instalaciones y
sistemas productivos a la normativa europea en temas de bienestar animal
(Directiva 2008/120/CEE) y exigencias de los consumidores, que demandan

productos de mayor calidad, con los minimos riesgos sanitarios.

Los sistemas modernos de explotacion se caracterizan por la decidida
apuesta por los métodos de seleccion genética, con la finalidad de conseguir

animales altamente productivos, asi como en la utilizacion de alimentos
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equilibrados y adaptados a las diferentes situaciones fisioldgicas y productivas
del animal. A esto hay que afiadir los avances en los sistemas de manejo y
control de enfermedades, con un importante compromiso con el bienestar
animal y la adopcion de medidas de bioseguridad, que ha dado lugar a la
consolidacién de un sector productivo moderno y competitivo (Astorga et al.,

2010; Gomez et al., 2011, Laanen et al., 2013).

Entre las enfermedades que afectan al ganado porcino, las infecciones
por Streptococcus suis han adquirido una importancia creciente en los ltimos
veinte afos, siendo considerada una enfermedad emergente en paises
productores del cerdo (Gottschalk, 2012). Se estima que esta presente entre el
20 y 50 por ciento de las explotaciones porcinas europeas, afectando a cerdos
antes del destete y cerdos de transicion y crecimiento, adquiriendo mayor
relevancia en explotaciones donde se presentan otras enfermedades
inmunosupresoras, como el Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino o la
Circovirosis. En el cerdo, la enfermedad se caracteriza por la produccion de
numerosos cuadros clinicos y lesionales, como meningitis, artritis,
bronconeumonia, endocarditis, poliserositis y septicemia. Ademas de la
importancia econémica para el sector porcino, tiene una gran repercusion
sanitaria, siendo considerado un agente zoonosico emergente (Lun et al., 2007;
Princivalli et al., 2009; Feng et al., 2010; Gottschalk et al., 2010). En el
hombre, son frecuentes los cuadros de meningitis, aunque también se han
descrito endocarditis, neumonia, artritis y peritonitis, y cuadros de septicemia y

shock séptico (Lun et al., 2007).

En base al polisacarido capsular (CPS) se han descrito hasta 35
serotipos diferentes de S. suis (Gottschalk, 2012), aunque hay estudios que
sefialan que los serotipos 33 y 34 pertenecerian a la especie S. orisratti (Hill et

al., 2005). Cléasicamente, se ha considerado que el serotipo 2 era el mas
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prevalente y asociado a los brotes mas graves de enfermedad en la mayoria de
los paises de Europa, Asia y América (Higgins y Gottschalk, 1995; Luque et
al., 1998). No obstante, a lo largo de los afos, se ha podido comprobar que la
importancia y distribucion de serotipos varia en funcion de la region geografica
y del tiempo (Hampson et al., 1993; Aarestrup et al. 1988; Wisselink et al.,
2000; Tarradas et al., 2004; Wei et al., 2009; Gottschalk et al., 2013).

Desde un punto de vista epidemiologico, una de las caracteristicas de
este microorganismo es su capacidad de quedar acantonado fundamentalmente
en tonsilas y cavidad nasal de los cerdos, tanto domésticos como silvestres, que
podrian actuar como reservorios de la enfermedad en calidad de portadores
(Berthelot-Herault et al., 2001; Wongsawan et al., 2006; Baums et al., 2007;
Luque et al., 2009), e infectar a otros animales sensibles y al hombre
(Princivalli et al., 2009; Hoa et al., 2010). Estaos animales portadores son los
verdaderos responsables de la introduccion y mantenimiento del

microorganismo en las explotaciones (Cloutier et al. 2003; Luque et al., 2009).

En granjas endémicas, el control de la enfermedad se basa en la
aplicacion de tratamientos antimicrobianos terapéuticos a los animales
enfermos y preventivos en cerdas gestantes y lechones antes de los periodos de
mayor riesgo, como son los periodos previos al destete. En estudios de
sensibilidad antimicrobiana se comprueba que a pesar de la adquisicion de
resistencias a diferentes antimicrobianos (Wisselink et al., 2006; Chu et al.,
2009), el grupo de los beta-lactimicos sigue siendo el elegido como
tratamiento de primera eleccion (Portis et al., 2013). No obstante, la creciente
preocupacion por el desarrollo de resistencias antimicrobianas en medicina
veterinaria y el posible riesgo para la salud publica obligan a limitar el uso de
antimicrobianos clasificados como de particular importancia por la

Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). Por ello, los esfuerzos se deben
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centrar en la prevencion de las enfermedades, y la vacunacion es una de las
medidas mas eficaces de control (Lee et al., 2012). En el caso de S. suis, el uso
de autovacunas ha tenido un éxito relativo; pero los resultados obtenidos con
vacunas comerciales han sido infructuosos, debido a la gran diversidad
genética y la ausencia de reacciones cruzadas entre serotipos (Baums et al.,

2009; Blume et al., 2009; de Greef et al., 2011).

Todas estas razones justifican la necesidad de descubrir antigenos
comunes a todos los serotipos de S. suis, con gran capacidad inmundgena, que
se utilicen para la elaboracion vacunas comerciales que puedan ser aplicadas a
nivel mundial (Baums et al., 2009). En este sentido, las proteinas de superficie
bacteriana, que desempenan un papel fundamental en la interaccion célula-
hospedador, estan expuestas al sistema inmune y son mas accesibles a los
anticuerpos, pueden ser buenos candidatos para la fabricacion de vacunas
(Cordwell et al, 2006, Navarre et al., 1999; Baums et al., 2009; Mandanici et
al., 2010).

Para alcanzar este objetivo, la protedmica se ha convertido en una
técnica de eleccion para la deteccion de antigenos superficiales en diferentes
grupos bacterianos, incluida la especie S. suis (Rodriguez-Ortega et al., 2008,
Wu et al., 2008) y se ha aplicado para la identificacion de proteinas en
aislamientos de los serotipos 2 y 9 (Li et al., 2006; Wu et al., 2008; Zhang et
al., 2007, 2009; Chen et al., 2009; Garibaldi et al., 2010; Mandanici et al.,
2011; Wang et al., 2011). Para valorar la capacidad protectora de estas nuevas
vacunas, los trabajos se deben completar con estudios de infeccion
experimental en modelos animales. No obstante, hasta la fecha aun no hay
consenso en el modelo animal que debe ser utilizado para evaluar la virulencia
y capacidad protectora de las nuevas vacunas (Fittipaldi et al., 2012), y se han

desarrollado modelos murinos y porcinos para valorar la eficacia de las



Lidia Gomez Gascon INTRODUCCION

vacunas aunque los resultados han sido muy variables, e incluso
contradictorios, entre laboratorios, dependiendo de factores relacionados con el
inoculo e incluso el adyuvante utilizado, entre otros (Baums y Valentin-
Weigand, 2009; Baums et al., 2009; Chen et al., 2010; Garibaldi et al., 2010;
Hogenesch, 2012; Krejci et al., 2013). Asimismo, se debe valorar, segun
diferentes autores, la capacidad opsonica de los anticuerpos producidos, ya que
estos protegen al animal frente a la enfermedad causada por este patogeno
(Chabot-Roy et al., 2006), que pueden ser evidenciados mediante la técnica de

opsonofagocitosis (Chabot-Roy et al., 2006; Baums et al., 2009, 2010).

La importancia econdmica que supone la presencia de S. suis en las
explotaciones porcinas, junto con su relevancia sanitaria, hace necesario
dedicar nuestros esfuerzos a profundizar en el desarrollo de nuevas vacunas
que contengan antigenos comunes a los serotipos de mayor importancia clinica
en la especie porcina y humana, para de esta forma aumentar la rentabilidad de
la producciéon para el sector porcino, evitando los riesgos para la poblacion

humana de este importante agente zoondsico.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Caracteristicas generales de la especie Streptococcus suis.

El término estreptococo fue utilizado por primera vez por Billroth, en
1874, para describir unos microorganismos de forma cocécea, aislados de un
proceso agudo en la especie porcina. La primera descripcion de Streptococcus
suis asociado a brotes clinicos en el cerdo se debe a Jansen y Van Dorsen
(1951), que describieron un cuadro septicémico con signos meningiticos en
lechones en Holanda, y algunos afios mas tarde en Inglaterra, Field y cols.,
(1954) observaron un proceso similar que afectaba a lechones y cerdos de
engorde; estos procesos estuvieron asociados, en ambos casos, a estreptococos
alfa-hemoliticos. Streptococcus suis fue oficialmente descrito como una nueva
especie en 1987 por Kilpper-Balz y Schleifer incluida en el grupo D de
Lancefield (Hill et al., 2005).

Esta especie se incluye dentro de la familia Streptococcaceae, género
Streptococcus. El Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (2009), divide

al Género Streptococcus en 8§ grupos:

1. Grupo Piogénico o Piogeno, que incluye a 13 especies que causan
infecciones piogenas en el hombre y los animales, como S. pyogenes, S.

agalactiae, S. dysgalactiae, S. equi, S. porcinus, S. uberis, S. iniae.

2.- Grupo Mutans, que incluye a 8 especies que causan caries dental

en el hombre y los animales. Su principal representante es S. mutans.

3.- Grupo Anginosus, constituido por 3 especies que se aislan de la

cavidad oral, intestino y tracto respiratorio superior y urogenital.

4.-Grupo Salivarius, formado por 3 especies que se aislan de la

cavidad oral y productos lacteos.
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5.-Grupo Mitis, formado por 12 especies que se aislan de la cavidad
oral y faringea del hombre. El més interesante, por su poder patogeno para el

hombre, es S. pneumoniae.

6.-Grupo Bovis, que abarca a 6 especies que se aislan de las heces de

rumiantes, caballos y hombre.

7.-Grupo Hyovaginalis, incluye a 3 especies que se aislan de aparato

respiratorio y genital en humanos y animales.

8. Especies no asignadas a ningun grupo, son 7 especies de origen

muy diverso, entre las que se encuentra S. Suis.

Los estreptococos son cocos Gram positivos, redondeados u ovoides,
con un diametro inferior a dos micrometros, y agrupados en parejas, o bien en
cadenas cortas (Facklam, 2002). Son inmoviles, quimiorganotrofos y con
metabolismo fermentativo, ya que producen acido lactico sin formacion de gas.
Entre sus caracteristicas fundamentales se incluye la incapacidad de producir
catalasa, que permite diferenciarlos facilmente del género Staphylococcus
(Hardie, 1986). La célula estreptocdcica, como otras bacterias Gram positivas,
se compone de una pared celular que le confiere rigidez, formada por una capa
gruesa de peptidoglucanos, carbohidratos especificos de grupo, unidos a la
capa de peptidoglucanos mediante enlaces covalentes (Horaud y Le
Bouguenec, 1989), proteinas y 4cidos teicoicos. La cépsula es una estructura
amorfa de naturaleza polisacaridica, no inmundgena, que se encuentra
débilmente unida a la pared celular (Elliot y Tai, 1978; Arends y Zanen, 1988).
En la actualidad, se ha secuenciado el genoma completo de varios serotipos de
S.suis (1, 2, 3, 7,9, 14, 16) y aunque parece ser que hay una estrecha relacion
entre cepas de un mismo serotipo, existe diversidad entre serotipos a nivel

genomico (Hu et al., 2011; Zhang et al., 2011; Boyle et al., 2012; Wang et al.,
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2013).

Los estreptococos son muy sensibles a las variaciones de pH, siendo el
oOptimo proximo a siete; pueden crecer en un intervalo de temperaturas entre 20
y 40°C, resultando la de 37°C la mas adecuada (Jones, 1978), y la mayoria
requieren medios enriquecidos con sangre o suero para su crecimiento. Los
medios de cultivo més utilizados han sido el tripticasa-soja, proteosa-peptona,
infusion cerebro-corazén, infusion corazon, agar triptosa, agar sangre, infusion
de neopeptona y agar Todd-Hewitt (Facklam y Wilkinson, 1981). Para el
primoaislamiento, la mayoria de los autores coinciden en aconsejar el uso de
medios enriquecidos con un cinco a un siete por ciento de sangre de ovino,
equino o bovino, y con un suplemento de antibidticos selectivo para
estreptococos, compuesto generalmente por acido nalidixico y colistina. La
incubacion se lleva a cabo en camaras a 37°C durante 24-48 horas, en
aerobiosis o0 con un cinco por ciento de anhidrido carbénico (Hommez et al.,

1986; Sihvonen et al., 1988; Boetner et al., 1987; Tarradas et al., 1994).

Los medios més empleados son el agar sangre y el agar Columbia
(Tarradas y cols., 1994; Luque et al., 1998; Gottschalk, 2012). Las colonias son
pequeiias, con un diametro de 0’5 a 1 mm, de bordes regulares, transparentes u
opacas y ligeramente mucosas, y presentan una hemolisis alfa cuando se utiliza

sangre de ovino (Staats, 1997).

La identificacion de los estreptococos se ha realizado clasicamente con
pruebas bioquimicas y serologicas, no obstante, a medida que han
evolucionado las técnicas de biologia molecular, se han desarrollado sistemas
de identificacion mas rapidos y seguros (Okwumabua et al., 2003; Bonifait et
al., 2010). Las pruebas bioquimicas se basan en la determinacion de enzimas y
fermentacion de azuicares, utilizando para su deteccion sistemas comerciales y

pruebas convencionales. Dentro de los primeros, los sistemas mas empleados
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han sido galerias constituidas por una serie de microtubos que contienen los
sustratos deshidratados para poner de manifiesto las enzimas y fermentacion de
azucares (API System S.A., le Balme les Groeter, France) (Colman y Ball,
1984; Fertalli y Facklam, 1987; Vaissaire y Laroche, 1988). Se han propuesto
una serie de parametros marcadores para la especie, como la hidrolisis de
esculina y fermentacion de trehalosa, la produccion de amilasa, incapacidad de
crecer en un medio con un 6'5S por ciento de cloruro soédico y de producir
acetoina, ademads de la ausencia de Bhemolisis en medios con sangre de ovino

(Higgins y Gottschalk, 1990; Tarradas et al., 1994; Devriese et al., 2001).

No obstante, para llegar a una adecuada identificaciéon, se debe
confirmar con técnicas de serotipificacion, que pongan en evidencia los
antigenos capsulares, utilizando para ello técnicas de reaccion capsular,
precipitacion capilar, técnicas de coaglutinacion o de aglutinacion en porta
(Feng et al., 2010; Gottschalk et al., 2013). La primera se basa en la
observacion, mediante microscopia electronica de contraste de fases, de finas
secciones de bacterias crecidas en agar sangre y estabilizadas con antisuero
homologo, mientras que el test de precipitacion capilar se lleva a cabo
poniendo en contacto el antisuero con un extracto antigénico obtenido con
acido hidroclorhidrico. La técnica de coaglutinacion se ha utilizado
ampliamente por su exactitud, rapidez y facilidad de realizacion (Gottschalk et
al., 2013), y se basa en la union de los anticuerpos especificos para cada
serotipo (obtenidos por hiperinmunizacion de conejos), mediante la fraccion Fe
de las inmunoglobulinas, con la proteina A de la cepa Cowan de
Staphylococcus aureus, quedando la fraccion Fab libre para unirse al antigeno
especifico (Mittal et al., 1983). También se emplea la técnica de aglutinacioén
en placa, que se basa en poner en contacto los anticuerpos especificos para
cada serotipo con unas gotas de una suspension de estreptococos o bien un

numero variable de colonias, apareciendo en el caso de reacciones positivas,
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unos grumos visibles en el liquido transparente (Wisselink et al., 2000; Luque

et al., 2010).

La tipificacion de S. suis solo puede llevarse a cabo con cepas
capsuladas, se ha comprobado que las cepas sin capsula presentan
caracteristicas particulares, como son la mayor hidrofobicidad, y esta cualidad
puede ser utilizada para la identificacion midiendo su absorcion al n-
hexadecano, o mediante microscopia electronica, utilizando una tincidon con

ferritina (Bonifait et al., 2010; Gottschalk et al., 2013).

Como se ha indicado, el desarrollo de nuevas técnicas basadas en la
deteccion de genes especificos resultan ser mas sensibles y especificas y han
desplazado a los métodos de identificacién bioquimicos tradicionales. La
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se ha revelado como
una técnica rapida y especifica para la identificacion de la especie, mediante la
deteccion del gen de la glutamato-deshidrogenasa (gdh), de 688pb
(Okwumabua et al., 2003). Asimismo, se han desarrollado otras técnicas de
PCR sencillas o multiples, que permiten la deteccion de uno o varios serotipos
y potenciales factores de virulencia de S. suis (Wisselink et al., 2002; Marois et
al., 2004; Wang et al., 2012). Recientemente, se ha descrito una PCR multiple

para la deteccion de los 33 serotipos descritos (Liu et al., 2013).

El andlisis filogenético de los 35 serotipos reconocidos de la especie
sobre la base de secuencias de gen 16S ARNr y una region del gen chaperonina
60 ha revelado que los serotipos 32 y 34 pertenecen a otra especie, S. orisratti.
Por otro lado, Then y colaboradores (2011) mediante homologia ADN-ADN y
estudio filogenético de los genes soda y recN también sugieren que los
serotipos 20, 22, 26 y 33 no pertenecen al género Streptococcus, y deberian de
ser clasificados taxondmicamente de nuevo, los tres primeros dentro de un

mismo grupo (homologia>98%, y serotipo 33 en otro grupo diferente, por lo
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que el niimero de serotipos se reduciria a 29.

Ademas de las técnicas de PCR, se han desarrollado otros métodos
moleculares, como el analisis de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de
Restriccion (RFLP), electroforesis de campos pulsantes (PFGE), el andlisis de
patrones de restriccion (REA), Ribotipado, PCR con iniciadores de secuencia
arbitrarios (RAPD) y la tipificacion de multiples locus (MLST) o el estudio de
la amplificacion de fragmentos de restriccion (AFLP) que han permitido
establecer la relacion clonal y la diversidad entre aislamientos, lo que ha
supuesto un gran avance para abordar estudios estudios epidemiologicos
(Mogollon et al., 1990; Allgaier et al., 2001; Tarradas et al., 2001; King et al.,
2002; Cloutier et al., 2003; Vela et al., 2003; Rhem et al., 2007; Wang et al.,
2008).

En la actualidad, ya estd publicada la secuencia gendmica completa de
varios serotipos de S. suis (1, 2, 3, 7, 9, 14, 16), comprobando que hay una
estrecha relacion entre cepas de un mismo serotipo y diversidad genética entre
serotipos (Hu et al., 2011; Zhang et al., 2011; Boyle et al., 2012; Wang et al.,
2013).

2.2. Epidemiologia

Como se ha indicado, las infecciones por S. Suis constituyen una de las
principales dominantes patologicas del cerdo en los ultimos veinte afos
(Gottschalk et al., 2010). Tradicionalmente se han relacionado con paises
productores de Europa, América del Norte o Australia (Hampson et al., 1993;
Aarestrup et al., 1998; Luque et al., 1998; Wisselink et al., 2000; Gottschalk et
al., 2001). En los ultimos afios, no obstante, son cada vez mas frecuentes las
referencias en paises de economia emergente, como América central y del sur o

Asia, posiblemente por la alarma creada tras los brotes de infeccion en la
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poblacion humana de China en 2005 y al aumento de los intercambios
comerciales con otros paises productores (Tang et al., 2006; Wei et al., 2009;

Zhang et al., 2009; Hoa et al., 2010; Schultzs et al., 2012).

Los principales reservorios de S. suis son los cerdos, en calidad de
enfermos o aparentemente sanos. Una de las caracteristicas mas importantes de
este microorganismo es la capacidad de quedar acantonado en distintas
localizaciones organicas de los cerdos, fundamentalmente tonsilas y cavidad
nasal, aunque también ha podido ser aislado de secreciones lacteas, tracto
gastrointestinal, nddulos linfaticos, pulmones, vagina y prepucio de individuos
sin manifestaciones clinicas (Robertson y Blackmore, 1989; Sanford y Higgins,
1992; Gottschalk, 2012). Estos animales portadores constituyen la principal via
de contagio para otros animales sensibles, e incluso para el hombre (Berthelot-
Herault et al., 2001; Luque et al., 2001; Wongsawan et al., 2006; Hoa et al.,
2010). Ademas de los cerdos domésticos, los jabalies pueden ser portadores de
cepas relacionadas con brotes clinicos en cerdos y en el hombre (Baums et al.,

2007).

Varios autores sugieren que deben existir otros agentes que intervengan
en la transmision, como pajaros, roedores y el hombre (Clifton-Hadley, 1985;
Enright et al., 1987; Williams et al., 1988), que podrian actuar como portadores
y propagadores de la infeccion entre granjas. Asi, Enright et al., (1987)
observan la persistencia de S. suis en el organismo de moscas (Musca
domestica) durante un tiempo, pudiendo actuar como diseminadora de la
bacteria al contaminar aguas y alimentos. Recientemente, Sanchez et al.,
(2013) aplicando técnicas PFGE sobre aislamientos obtenidos de conejos
silvestre (Oryctolagus cuniculus), muestran diferencias genéticas con los
aislados de las poblaciones porcina o humana, cuestionando su papel

epidemioldgico. Es indudable que la aplicacion de estas herramientas
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diagnosticas permitira conocer la implicacion de otras especies en la

epidemiologia de la enfermedad.

La edad es un factor determinante en la presentacion de la enfermedad.
La susceptibilidad a la infeccion va disminuyendo con la edad, a excepcion de
los animales en los que se presentan trastornos reproductivos (Erickson et al.,
1984; Chengappa et al., 1984). Los trabajos de Tarradas (1993), relacionan las
formas septicémicas con lechones en sus primeros dias de vida y las formas
nerviosas con individuos de edades proximas al destete. Otros factores
predisponentes incluyen la raza, asi Vaissaire y cols., (1987) observan que las
razas Landrace, Pietrain y Hampshire son mas sensibles a padecer la
enfermedad, mientras que Tarradas et al., (1994a), consideran que la raza

Duroc-Jersey es la mas sensible.

Aunque la presentacion de la enfermedad no se relacione inicialmente
con la estacion del afio, si parece estar ligada a cambios bruscos de temperatura
y a los meses mas frios (Guise et al., 1986; Tarradas et al., 1994a). La
enfermedad causada por S. suis es mas prevalente en los sistemas modernos de
explotacion, en sistemas totalmente confinados (con una alta densidad de
poblacion), y con relaciones entre temperatura y ventilacion no adecuadas,
donde aparecen brotes a lo largo de todo el ano (Erickson et al., 1984; Clifton-
Hadley, 1985; Sanford y Higgins, 1992). Autores como Dee et al., (1993),
consideran que los factores que mas influyen en el incremento de portadores en
una granja, son las fluctuaciones de temperatura en la sala de partos, una
excesiva humedad relativa, convivencia de animales de distinta edad, una alta
densidad de poblacion, asi como la existencia de suelos que facilitan el cumulo

de polvo y estiércol.

Las tasas de enfermedad en las infecciones por S. Suis son

extremadamente variables, estando condicionadas a los serotipos implicados,
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edad, formas clinicas, sistema de cria y calidad sanitaria de las explotaciones
afectadas; también puede influir toda una serie de factores externos,
fundamentalmente medio ambientales (Madec et al., 1985; Vaissaire et al.,
1985b; Robertson y Blackmore, 1987). La difusion de los procesos producidos
por S. suis, pueden considerarse relativamente moderadas (Lamont et al., 1985;
Sihvonen et al., 1988). Segin Vaissaire et al., (1985a), las tasas de morbilidad
y mortalidad desarrolladas por S. suis alcanzan valores maximos del 50 y 20
por ciento, respectivamente; sin embargo, en las formas nerviosas, si bien la
morbilidad y mortalidad no suele superar el 10 por ciento, la letalidad puede
alcanzar al cien por cien de los individuos afectados (Pedersen et al., 1981;

John et al., 1982; Vaissaire et al., 1987; Sala et al., 1990).

La serotipificacion es una herramienta utilizada por los profesionales
veterinarios para entender la epidemiologia de un brote en particular, asi como
para aumentar la posibilidad de éxito de un programa de vacunacion dentro de
una explotacion (Gottschalk et al., 2013). La distribucidon de los serotipos es
muy variable en funcion de la zona geografica y del tiempo (Wisselink et al.,
2000; Tarradas et al., 2001, 2004; Vela et al., 2003Marois et al., 2006; Baums
et al, 2009; Fittipaldi et al., 2009; Wei et al., 2009; Zhang et al., 2009;
Gottschalk et al., 2013). Tradicionalmente, el serotipo 2 ha sido considerado el
responsable de los brotes clinicos mas graves y mas prevalente en paises
europeos como Italia, Espana y Francia, (Luque et al., 1998; Wisselink et al.,
2000). En cambio, en los Paises Bajos, Bélgica y Alemania, ha sido el serotipo
9 el mas frecuente (Wisselink et al., 2000; Allgaier et al., 2001; Marois et al.,
2006; Baums et al., 2009). En el Reino Unido y Escocia, los serotipos 1 y 14
han ocupado un lugar predominante (MacLennan et al., 1996; Kerdsin et al.,
2009) y en Finlandia predomina el serotipo 7 (Sihvonen et al., 1988; Jacobs et
al., 1994). En Australia, Hampson y colaboradores (1993), detectaron una

mayor prevalencia del serotipo 15 en cerdos enfermos y portadores. En
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Dinamarca, donde el serotipo 7 era el mas frecuente, este ha sido desplazado
por el serotipo 2 como principal responsable de cuadros clinicos en cerdos

(Perch et al., 1983; Aarestrup et al., 1998).

En los ultimos afios se ha producido en varios paises europeos, incluida
Espaia, un incremento en la prevalencia del serotipo 9 (Vela et al., 2003;
Tarradas et al., 2004). Podemos, pues, sugerir, que actualmente los serotipos 2
y 9 son los mas difundidos y los que producen cuadros mas graves en las
explotaciones porcinas de Europa, incluida Espafia (Wisselink et al., 2000;
Tarradas et al., 2001, 2004; Vela et al., 2003; Marois et al., 2006; Baums et al ,
2009; Fittipaldi et al., 2009; Wei et al., 2009; Zhang et al., 2009; Gottschalk
et al., 2013), aunque otros serotipos también son responsables de enfermedad y
deben ser tenidos en cuenta en los planes de lucha (Higgins and Gottschalk,
2013); siendo los serotipos del 1 al 10 (excepto 6 )y 14,15,16, %y 1/14 los
mas importante (Vela et al., 2003; Tarradas et al., 2004; Baums et al., 2009;
Marois et al., 2006; Fitipaldi et al., 2009 ; Zhang et al., 2009).

La distribucion de los diferentes serotipos de S. suis en Asia vy,
concretamente en China, en un periodo de cuatro afios indica que el serotipo 2
es también el mas prevalente, seguido por los serotipos 3, 4, 8,5, 7y 2 (Wei et
al., 2009). Du et al. (2001), en Corea, comprobaron la importancia del serotipo
9 frente a otros serotipos como el 16, 4, 7, 5, 12, 28, 1, 8, 21 y 24. En América
del Norte, en Canada, los serotipos mas frecuentemente aislados en los ultimos
afios son los serotipos 3 y 2 a partir de animales enfermos, seguidos de los
serotipos 1/2 , 4 , 8 y 22 (Gottschalk et al., 2013). En Estados Unidos, se han
encontrado resultados similares a los publicados en Canada, (Fittipaldi et al.,
2009). Otros serotipos con una tasa relativamente alta de aislamiento a lo largo
de los afios en estos paises han sido los serotipos 7 y 5, siendo la frecuencia de

aislamiento del serotipo 9 muy baja, a diferencia de los paises europeos (Vela
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et al., 2003; Wisselink et al., 2000). Esta gran variabilidad en cuanto a la
implicacion de distintos serotipos en los brotes clinicos producidos en
animales, hacen necesaria la deteccion de un antigeno comun y conservado
para poner en marcha planes de control verdaderamente eficaces frente a la

enfermedad.

A pesar de la importancia de la serotipificacion para el estudio de
brotes, su valor para estudios epidemiolédgicos es limitado, debido al bajo poder
de discriminacion (Mogollon et al., 1990; King et al., 2002; Cloutier et al.,
2003; Vela et al., 2003). Por este motivo, en los ultimos afios se han utilizado
técnicas basadas en biologia molecular para la caracterizacion genética, siendo
las técnicas de la PFGE y MLST las mas utilizadas (Berthelot-Herault et al.,
2000; Vela et al., 2003; King et al., 2002; Rhem et al., 2007; Wang et al.,
2008). Estas técnicas aplicadas al estudio de brotes clinicos, han permitido
conocer la relacion genética entre las cepas y se ha determinado la existencia
de clones prevalentes, que podrian tener relacion con la mayoria de los brotes
clinicos en una zona, y podrian tener un origen comun, asi como la relacion
genética entre aislamientos obtenidos de animales enfermos y portadores
tonsilares (Vela et al., 2003; Blume et al., 2009; Luque et al., 2010). Los
estudios de Blume et al. (2009) con un grupo elevado de cepas de los serotipos
2 y 9 aislados en Espafia demuestran la existencia de dos grupos genéticos

separados entre ambos serotipos.

Los trabajos de King et al., (2002) aplicando la técnica MLST sobre un
importante grupo de aislamientos, demostraron que existian complejos clonales
mas prevalentes en Europa, Estados Unidos y Hong Kong, que incluirian a
varios de los serotipos de mayor importancia clinica: serotipo 2 (ST1), serotipo
7 (ST27), serotipo 9 (ST87). Los trabajos de Blume et al., (2009), demuestran

que las cepas del serotipo 2 aisladas en Espafia pertenecerian mayoritariamente
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al complejo ST1, mientras que las cepas del serotipo 9 serian genéticamente
diferentes a la mayoria de los aislamientos de Europa, y se incluirian en el
complejo ST61, que podria ser un precursor del complejo ST87 europeo
(Blume et al., 2009). Aplicando esta misma técnica, se ha comprobado que los
aislamientos obtenidos en China parecen agruparse principalmente en el
complejo clonal ST7, que fue el mismo que afectdé a la poblacion humana

entre los afios 2003 y 2005 (Ye et al., 2006, 2008).

Como se ha citado anteriormente, los cerdos portadores clinicamente
sanos, pueden intervenir en el mantenimiento y difusion de S. suis, y
representan el principal reservorio para otros animales. S. suis se ha asociado a
casos de meningitis, endocarditis, neumonia y abortos en terneros, ovejas,
cabras, caballos y perros, estando implicados los serotipos 2, 5, 8, 9, 16 y 20,
(Robertson y Blackmore, 1990b; Hommez y cols., 1988; Higgins y cols., 1990;
Hayakawa y cols., 1993, Muckle et al., 2010). También se han aislado de
rumiantes los serotipos 2, 5, 8, 9, 16 y 20 de S. suis, (Wessman, 1986; Hommez
y cols., 1988).

La primera descripcion de S. suis en la especie humana se realizé en
Dinamarca en 1968 (Perch et al. 1968), posteriormente se han descrito nuevos
casos en varios paises de Europa, Asia, asi como en el Norte y Sur de América,
Australia y Nueva Zelanda (Wertheim et al., 2009; Gottschalk et al., 2010). En
humanos su incidencia es muy baja, aunque es posible que su importancia esté
infravalorada debido a errores en la identificacion de las cepas, como lo
demuestran los estudios seroldgicos realizados (Smith et al., 2008; Palmieri et
al., 2011). Ademas, no hay que olvidar que es considerada la primera causa de
meningitis en adultos en Vietnam, la segunda en Tailandia y la tercera en
Hong-Kong (Hui et al., 2005; Ip et al., 2007; Mai et al., 2008; Suankratay et
al., 2004).
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En general, se considera una enfermedad ocupacional, pues afecta
principalmente a personas en contacto directo con los cerdos infectados o sus
productos, aunque en Asia, esta bacteria afecta a la poblacion general y
representa un importante problema de salud publica. Entre los afios 1998 y
2005 se produjeron dos grandes epidemias en China (Yu et al., 2006), que
cambiaron el sentido de las investigaciones y obligd a muchos paises a
mantener un mayor celo en el control de este patogeno (Gottschalk et al.,
2010). La enfermedad se ha descrito principalmente en ganaderos, trabajadores
de matadero, transportistas de carne de cerdo, inspectores de sanidad y
carniceros (Tang et al., 2005; Yu et al., 2006). Los estudios epidemioldgicos
realizados en los mataderos han demostrado la similitud de cepas aisladas de
cerdos portadores y el hombre (Wongsawan et al., 2006; Hoa et al., 2010), y se
ha sugerido que el polvo, purines y el agua del escaldado, donde la bacteria
puede sobrevivir a 60 °C durante diez minutos, asi como las zonas de

evisceracion, pueden ser puntos criticos para el contagio (Gottschalk, 2012).

En la especie humana, Streptococcus suis puede causar diversos
procesos como septicemia, meningitis y endocarditis, y el Sindrome de Shock
Toxico por Estreptococos (STSS), nueva forma clinica conocida tras los brotes
que se presentaron en China, y caracterizada por la aparicion repentina de
fiebre alta y de una erupcidn eritematosa, acompafiada de palidez, petequias y
disfuncién multiorganica (Feng et al., 2010). Los tipos capsulares aislados con
mayor frecuencia en pacientes humanos han sido el 2, 4 y 14 (Kauthold y
Ferrieri, 1993; Nghia et al., 2011), siendo la via de entrada pequenas heridas y
abrasiones de la piel, ademas de la via oral. El periodo de incubaciéon es muy
variable y oscila entre unas horas y dos dias (Gottschalk et al., 2010). La
bacteria entra en la circulacion y se puede localizar en una gran variedad de
tejidos, incluyendo articulaciones y nddulos linfaticos, pasando también

facilmente la barrera hematoencefalica, que puede dar lugar a una meningitis
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(Erickson, 1987; Arends y Zanen, 1988). Se ha comprobado que en humanos
también se producen colonizaciones asintomaticas de las vias respiratorias altas

(Gottschalk et al., 2010; Nghia et al., 2011).

2.3. Patogenia y Factores de virulencia.

Aunque la patogenicidad es la parte de la medicina que estudia el origen
y el desarrollo de las enfermedades, también se puede definir como la
capacidad de los microorganismos de producir enfermedad en animales o
plantas, y para que esta se produzca, el agente debe ponerse en contacto con el
medio a colonizar y evitar la accion de las defensas del hospedador (Smith,

1977; Baums y Valentin-Weigand, 2009).

Como se ha indicado anteriormente, los animales pueden albergar
microorganismo y nunca desarrollar la enfermedad (Madsen et al., 2002). En
determinadas circunstancias, S. suiS puede entrar en la circulacién sanguinea
desde las tonsilas u otras superficies mucosas, al igual que ocurriria en el caso
de que un animal se infectara por primera vez; produciendo alteraciones en
varias localizaciones orgénicas, generalmente cuando no hay una adecuada

respuesta inmune (Cloutier et al., 2003).

Durante el transcurso de la infeccion, S. suis despliega un arsenal de
factores de virulencia; como polisacaridos capsulares, proteinas de pared
celular, de membrana o proteinas secretadas, que intervienen en la patogénesis
(Higgins et al., 2005; Garibaldi et al., 2010; Mary et al., 2007; Fittipaldi et al.,
2008, 2011). Realmente, aun no se conocen los verdaderos mecanismos de
accion patogena, aunque diferentes grupos de investigacion dedican gran parte
de su trabajo a este campo (Baums y Valentin-Weigand, 2009); y poco se sabe
acerca de los factores de virulencia para la especie S. suis (Higgins et al., 2005;

Garibaldi et al., 2010; Mary et al., 2007; Fittipaldi et al., 2008).
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En los ultimos afios debido al aumento de los casos clinicos de
enfermedad en humana en el sudeste Asiatico, ha aumentado el interés de la
comunidad cientifica por este microorganismo, apareciendo asi una gran
cantidad de informacion sobre los factores de virulencia, teniendo en cuenta
que la presencia de éstos no necesariamente definen a las cepas virulentas de S.

suis (Berthelot-Herault et al., 2005; Fittipaldi et al., 2012).

Desde los estudios de Vecht y colaboradores (1991), dos proteinas,
Muramidase Released Protein (MRP, proteina de la pared celular) y
Extracellular Factor (EF, proteina secretada), se utilizan para intentar predecir
el grado de virulencia de las cepas. Estas proteinas son reconocidas como
marcadores de virulencia, ya que se ha demostrado que las cepas mutantes son
tan virulentas como las cepas parentales y tampoco se conoce su intervencion
en la patogénesis (Fittipandi et al., 2011). Se ha sugerido que la produccion de
estas proteinas puede estar asociada a la produccion de los verdaderos factores

de virulencia de esta especie (Gottschalk et al., 2011).

El primer paso en una infeccion seria la adherencia e invasion de las
células epiteliales de las tonsilas, vias respiratorias altas o piel de los animales
infectados (Caparon y cols., 1991; Gottschalk et al., 2000). Cuando la bacteria
entra por via oronasal, se encuentra con la primera linea de defensa, el tejido
linfoide de las tonsilas. En el cerdo, las tonsilas presentan profundas
invaginaciones epiteliales dentro del tejido linfoide, formando las criptas
tonsilares (Salles et al., 2002), esta morfologia permite que la bacteria
permanezca oculta al sistema inmune, y sobrevivir durante largos periodos de

tiempo en esta localizacion (Gottschalk et al., 2011).

Se ha demostrado que S suis se adhiere a la superficie de las células
epiteliales mediante las adhesinas, proteinas superficiales que permiten la

adhesion de la bacteria a la célula hospedadora a través de receptores

24



especificos (Beachey et al., 1981; Kurl et al., 1989). Se ha sugerido que S. suis
disminuye la expresion de la capsula para facilitar el contacto de éstas con los
receptores de las células diana (Benga et al., 2004). Ademas se ha evidenciado
que este patogeno es capaz de interaccionar con componentes de la matrix
extracelular como la fibronectina, el plasminogeno o el colageno (Esgleas et
al., 2005); Los factores de virulencia involucrados en esta etapa de la patogenia

de la enfermedad, hasta la fecha, se encuentran en la siguiente tabla.

ADHESION E INVASION CELULAS EPITELIALES

Factor virulencia Funcidén/rol en la virulencia Referencia_bibliogréafica

Cépsula Sub-expresion facilita adhesion Benga et al., 2004

Fbps Adhesina unioén De Greef et al., 2002
fibronectina/fibrinégeno

Enolasa Adhesina union Esgleas et al., 2008
fibronectina/plasmingeno

DpplV Adhesina union fibronectina Ge et al., 2009

Ssa Adhesina union fibronectina Wei et al., 2012

Colagenasa Adhesina union colageno y Wilson et al., 2007
degradacion

Cbp40 Adhesina unioén colageno Zhang et al., 2013

GAPDH Adhesina unioén Wang et al., 2007
plasmindgeno/anillos traqueales.

6-fosfogluconato- Favorece adhesion Tan et al., 2008

dehidrogenasa

Amilopululanasa Adhesina del epitelio y del moco Ferrando et al., 2010

Glutamina sintetasa Adhesina del epitelio Si et al., 2009

Suilisina Efecto cititoxico Lun et al., 2003

IgA1 proteasa Disminuye cantidad funcional I[gA  Zhang et al., 2011

Sortasa A Favorece adhesion Vanier et al., 2008

Otras sortasas: srtF Adhesina Takamatsu et al., 2009

/srtG del pilo

Los mecanismos por los que la bacteria logra vencer esta primera linea
de defensa natural y producir la enfermedad son desconocidos (Cloutier et al.,
2003; Fittipaldi et al., 2011); la hipdtesis mas aceptada es que la bacteria altera
el epitelio de las mucosas (Gottschalk et al., 2000), cuando ésta interacciona

con componentes de la célula hospedadora como la fibronectina, plasminégeno
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o colageno (Esgleas et al., 2005), puede liberar proteinas de secrecion, como la
suilisina (SLY). Esta hemolisina, de 54kDa, es una toxina que se activa en
presencia de grupos thiol y se une al colesterol de la membrana celular,
formando poros en la membrana celular y provocando la lisis de las células del
hospedador (Boulnois et al., 1991; Lun et al., 2003). No obstante, deben existir
otros mecanismos de difusion bacteriana para cepas que no producen suilisina
(Gottschalk et al., 2011). Se ha comprobado que S. Suis expresa una proteasa
de la IgA, que escinde y limita la cantidad de IgA funcional, inmunoglobulina
que juega un papel fundamental en la defensa de las mucosas (Zhag et al.,

2010, 2011).

Una vez producida la adhesion e invasion de las células epiteliales de la
tonsila u otra mucosa superficial, S. suis debe alcanzar los tejidos profundos
y/o la circulacion sanguinea, estando, a partir de este momento, expuesto a
otros sistemas de defensa del organismo, como son las células fagocitarias de
la respuesta inmune innata, asi para sobrevivir en la sangre y diseminarse en el
hospedador, es necesario que evite la fagocitosis por parte de las células

inmunitarias (Fittipaldi et al., 2011).

DISEMINACION/EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE

Factor virulencia

Funcién/rol en la virulencia

Referencia bibliografica

Cépsula

Evita fagocitosis, mimetismo celular,
“Caballo de Troya”

Gottschalk et al., 2001

PgdA N-deacetilacion peptidoglicanos. Fittipaldi et al., 2008
Evita fagocitosis

DItA D-alanilacion de LTA Evita Fittipaldi et al., 2008
fagocitosis

Suilisina Evita fagocitosis. Citotoxicidad Chabot-Roy et al., 2009
células blancas

Superoxido Antioxidante. Evita toxicidad. Evita Langford et al., 1991

dismutasa fagocitosis

Sistema Arginina  Anti-acidez. Evita toxicidad. Evita Gruening et al., 2006

deiminasa fagocitosis

SspA Facilita permanecia y diseminacion en  Vanier et al., 2009
sangre. <IL-8/neutrofilos

Fhb Inhibe via alternativa del Pian et al., 2012
complemento. Evita fagocitosis.

Idesguis IgM proteasa. Evita la via clasica del Seele et al., 2013

SsnA nucleasas

complemento.
Degrada NETs. Ayuda permanencia y
diseminacion.

Fontaine et al., 2004

26



La fagocitosis se desarrolla en dos fases, ataque e ingestion, para ello es
necesario el reconocimiento de la invasion microbiana por los fagocitos, que
parece depender de la liberacion de sustancias bacterianas que actuan como
quimiotaxinas, estimulando el movimiento directamente, o como
quimiotaxigenos, que originan una respuesta quimiotactica por activacion del
complemento (Densen et al.,, 1980). No obstante, la interacciéon con la

superficie del fagocito no lleva necesariamente a la ingestion (Horwitz, 1982).

La capsula (CPS) protege a la bacteria de la fagocitosis por los
neutréfilos, monocitos y macrofagos y permite la larga supervivencia y la
persistencia en altas concentraciones de la bacteria en la circulacion sanguinea
(Smith et al., 1999; Segura et al., 2004; Chabot-Roy et al, 2006; Gottschalk et
al., 2011). La CPS esta formada por varios componentes, como galactosa (Gal),
4-N-acetil-glucasamina (GlcNAc) y 3,4-ramnosa, y 4cido N-acetil-neuraminico
(acido sialico) (Van Calsteren et al., 2010). Por ello, para que las cepas
capsuladas sean ingeridas por los fagocitos son necesarios ligandos especificos
del suero que se distribuyen sobre la superficie de la particula, como son las
inmunoglobulinas (IgG) y el complemento (fracciéon C3b) (Densen y Mandell,
1980; Whitnack et al., 1981; Horwitz, 1982; Almeida y Oliver, 1993). Una vez
ingeridas, las bacterias son incluidas en los fagolisosomas, donde actian
diversas enzimas que tratan de destruirlas (Langford et al., 1991). Ademas de
la capsula, existen otros factores que parecen intervenir en la resistencia a la
fagocitosis (Charland et al., 1996; Fittipaldi et al., 2008; Lecours et al., 2011 ;
Chabot-Roy et al 2009).

S. suis también dispone de mecanismos que evitan la activacion de la
maquinaria intracelular de la fagocitosis y asi persistir y diseminarse por el
torrente sanguineo (Valentin-Weigan et al., 2004; Langford et al., 1991;

Gruening et al., 2006). Una vez que la bacteria se disemina por el organismo,
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puede ejercer su accion a nivel sistémico o bien llegar a los 6rganos diana,
como cerebro, articulaciones y otros érganos parenquimatosos, que dan lugar a
la sintomatologia clinica y lesiones tipicas de la enfermedad (Fittipaldi et al.,
2011; Gottschalk, 2013). Los factores de virulencia que se han asociado a estos

procesos estan enumerados en la siguiente tabla.

Aunque la activacion del sistema inmune durante una infeccion
bacteriana es normalmente protectiva, puede suceder, que se produzca una
respuesta exacerbada y poco regulada frente al microorganismo agresor. Esta
reaccion desequilibrada puede causar dano al hospedador a través de una mala
regulacion en la liberacion de los compuestos inflamatorios endogenos;
incluyendo la liberacion de citoquinas, la activacion de los neutrofilos,
monocitos, y células endoteliales microvasculares, asi como la activacion de
los reflejos neuroendocrinos y los sistemas de cascada de proteinas
plasmaticas, tales como el sistema del complemento y las vias extrinseca de la
coagulacion, y el sistema fibrinolitico. Como consecuencia de estos efectos se
produce la muerte por shock séptico, descrita principalmente en el hombre

(Tsiotou et al., 2005; Feng et al., 2010).

Durante la infeccion por S. suis se ha descrito un importante aumento
en la liberacion de mediadores proinflamatorios (Gottschalk et al., 2010). Se ha
comprobado que S. suis puede inducir la produccion de diferentes citoquinas
proinflamatorias por distintas lineas celulares de porcina, raton y hombre
(Segura et al., 1999, 2002, 2004; Dominguez-Punaro et al., 2007). La
liberacion de citoquinas sistémicas como TNFa IL-6 y 12, IFN-y y moléculas
quimiotacticas como CCL2/MCP-1, CXCL/KC y CCL5/RANTES pueden ser
las responsables de la muerte subita de ratones infectados experimentalmente
en las primeras 24 horas tras la infeccion, ademas, la IL-10 presenta un

mecanismo de retroalimentacion negativo con estas citoquinas y por tanto
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disminuye los casos de shock sépticos (Dominguez-Punaro et al., 2007). Por
otro lado, parece ser que algunos receptores de las células hospedadoras como
CD14 y Toll-like receptor (TLR)-2 pueden ser responsables de la activacion de
estas células por S. suis, lo cual daria lugar a la liberacion de estos compuestos

inflamatorios (Segura et al., 2002, 2006; Graveline et al., 2007; Lecours et al.,

2011). Se ha demostrado, no obstante, que la bacteria es capaz de
modular la respuesta inflamatoria del hospedador, lo que permitiria la
supervivencia y el retraso en la llegada de neutréfilos al sitio de infeccion

(Vanier et al., 2009).

Los factores de virulencia asociados a este paso ain no son muy
conocidos, hasta la fecha estudios realizados con cepas no encapsuladas hacen
pensar que los componentes de la pared bacteriana pueden estar involucrados
en la induccion de la produccion de citoquinas (Fittipaldi et al., 2012); como
las lipoproteinas. Los factores de virulencia descritos hasta la fecha se

encuentran en la siguiente tabla.

LIBERACION/MODULACION DE MEDIADORES
PROINFLAMATORIOS

Factor virulencia Funcion/rol en la virulencia Referencia_bibliogréafica

Capsula Induccion de citoquinas Segura et al., 2006

Diacilgliceril transferasa Induccion de citoquinas Wichgers et al., 2011

(Lipoproteina)

SspA Induccion /degradacion de Bonifait et al., 2011
citoquinas <neutrofilos

Cbp40 Induccion de citoquinas Zhang et al., 2013

Si los animales sobreviven y los niveles de la bacteria en sangre se
mantienen elevados, S. suis puede invadir el sistema nervioso central (SNC) y

causar meningitis o encefalitis (Berthelot-Herault et al., 2001, 2005). Para ello
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debe cruzar la barrera hematoencefalica (BHE) o bien la barrera liquido

cefalorraquideo-sangre (LCR).

La barrera hematoencefalica es la tnica barrera anatomica y funcional
que separa el cerebro del compartimento intravascular y mantiene la
homeostasis del SNC (Rubbin et al., 1999). La principales células de la BHE
son las células del endotelio microvascular cerebral (CEMC). La adhesion e
invasion de estas células es fundamental para el desarrollo de la enfermedad
(Fittipaldi et al., 2011). Existe controversia entre los autores en cuanto a la
capacidad de atravesar la BHE, mientras que algunos aseguran que la bacteria
puede invadir las células y sobrevivir varias horas (Fittipaldi et al., 2011), otros
sugieren que la bacteria podria ir unida a las células del sistema inmune sin
invadirlas, especialmente a los monocitos (Teoria del caballo de Troya
modificada) (Gottschalk et al., 2000).

Otra forma de llegar al sistema nervioso consiste en cruzar la barrera
LCR-sangre por medio de la adhesion/invasion de las células epiteliales de los
plexos coroides (CEPC). Tenembaun y colaboradores (2009) ya demostraron la
invasion y translocacion de S. suis a través de la barrera sangre-LCR in vitro.
La invasion de las CEPC envuelve tres pasos, la invasion de las CEPC porcinas
desde la zona basolateral de las células, endocitosis y transporte de la bacteria
dentro de las vacuolas hasta la zona apical de éstas, y exocitosis en la
membrana apical de la barrera sangre-LCR (Tenembaum et al., 2009).
Recientemente, se ha demostrado que S. suis es capaz de alterar la funcion y la
integridad de la barrera, facilitando el transito de las bacterias y leucocitos, ya
que es capaz de inducir necrosis de las CEPC, aunque también apoptosis
(Tenembaum et al., 2006), tanto por contacto directo de la bacteria con las

CEPC como a través de proteinas secretadas, como la suilisina (Tenembaum et

al., 2005).
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Una de los hallazgos lesionales mas importantes son las meningitis. Se
ha comprobado que la meningitis y la muerte neuronal estan asociadas con la
reaccion inmune del hospedador frente a distintos componentes de la bacteria
(Scheld et al., 2002). Por ejemplo S. suis induce la liberacion de acido
araquidonico por las CEMC, mecanismo que facilita a las bacterias penetrar en
el SNC y modular la inflamacién a nivel local (Jobin et al., 2005). También
produce la sobreexpresion de ciertos receptores TLRs, asi como otras
moléculas de adhesion en monocitos y células endoteliales, facilitando la

adhesion de la bacteria a estas células (Grenier et al., 2008).

Estas lesiones, también son debidas a la respuesta exacerbada por parte
del sistema inmune del hospedador frente a los distintos componentes de la
bateria, los cuales hasta la fecha siguen siendo desconocidos, como ya se
comento anteriormente (Scheld et al., 2002). Los factores de virulencia
asociados a la afectacion del SNC siguen siendo poco conocidos, entre los

descritos hasta el momento se encuentran los enumerados en la siguiente tabla.

ADHESION E INVASION CELULAS DEL SNC

Factores de Funcién/rol en la virulencia Referencia_bibliogréafica

virulencia

DItA D-alanilacion de LTA Fittipaldi et al., 2008

Sortasa A Favorece adhesion Vanier et al., 2008

Otras sortasas: Adhesina Takamatsu et al., 2009

srtF /srtG del

pilo

Enolasa Adhesina Esgleas et al., 2008

Suilisina Efecto cititoxico . Sobre-expresion Vanier et al., 2004
molecular inflamatorias.

Capsula Sub-expresion facilita adhesion. Induce  Benga et al., 2004
liberacion distintos componentes que Tenembaun et al., 2009
favorecen disrupcion BHE. Jobin et al., 2006

Cbp40 Induccion citoquinas, aumenta Zhang et al., 2013
permeabilidad de la BHE
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Otros muchos componentes de S. suis han sido asociados a la virulencia
aunque los mecanismos de actuacion o en el momento de la infeccion en el que
intervienen no han sido aun descritos, simplemente se ha observado que las
mutantes delectadas para esas proteinas eran menos virulentas que las cepas
que las presentaban. Ejemplos de estos factores de virulencia son: glutamina
sintetasa, factor de opacidad del suero, la proteina de superficie uno (Sao), una

proteina de la triada de histidina (HtpS) (Fittipaldi et al., 2011).

Por otro lado, otros factores que claramente participan en la virulencia
de otras bacterias, se han evidenciado en S. suis, pero no ha sido aun posible
demostrar que verdaderamente interfieran en el poder patogeno de este
microorganismo. El ejemplo mas claro son los pilis, los cuales son importantes
factores de virulencia para muchas especies de Streptococcus (Telford et al.,
2006). Por otro lado, muchas bacterias utilizan la estrategia del biolfilm para
sobreviva en condiciones inhospitas. En un estudio reciente, se ha demostrado
que S. suis es capaz inducir la produccion de estos biofilms, aunque no se ha
podido comprobar si los produce en tejido tonsilar (Grenier et al., 2009; Wang

etal., 2011; Tanabe et al., 2010).
2.4. Diagnostico

El diagnostico de la enfermedad se basa en datos epidemioldgicos,
signos clinicos y lesiones, que pueden orientar al veterinario de que se trata de
una estreptococia, si bien, la confirmacion se basa en el aislamiento e
identificacion del agente causal (Madec et al., 1986; Sanford y Higgins, 1992;
Serhir et al., 1993). Las formas mds frecuentes son sin duda la forma nerviosa
y septicémica, responsables de aproximadamente el 80 por ciento de los casos
descritos, aunque también se pueden presentar artritis, cuadros respiratorios en
cerdos de transicion y crecimiento, alteraciones de la reproduccion,

endocarditis y poliserositis (Tarradas et al., 1998; Gottschalk, 2012).
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En la mayoria de los brotes causados por S. suis, los primeros signos de
enfermedad suelen observarse en lechones lactantes o tras el destete, en los que
se presenta un sindrome febril, con temperaturas elevadas, de 41 a 42°C y
anorexia, evolucionando rapidamente hacia la muerte (Madec et al., 1985).
Cuando la evolucion adquiere un caracter agudo, se pueden observar animales
que presentan fiebre, anorexia progresiva, depresion, enrojecimiento de la piel
y signos nerviosos de incoordinacion, que se van acentuando progresivamente,
observandose también paralisis, opistdtonos, pataleo, convulsiones y nistagmos
(Pedersen et al., 1981; Clifton-Hadley y Alexander, 1989; Gogolewski et al.,
1990; Sanford y Higgins, 1992; Martelli, 1992; Panin, 1992). Si no se aplica un
tratamiento efectivo en las primeras fases del curso de la enfermedad, la muerte
se produce en menos de cuatro horas (Guise et al., 1985; Clifton-Hadley y

Alexander, 1989).

Las lesiones observadas en las formas nerviosas incluyen a nivel
macroscoOpico, un engrosamiento con varios grados de congestion de cerebro y
meninges, edema cerebral, con un aumento o no de fluido cerebroespinal
(Clifton-Hadley y Alexander, 1989; Kwiecien et al., 1992; Sanford y Higgins,
1992). Histologicamente, las lesiones son tipicas de una leptomeningitis
fibrinopurulenta asociada a una coroiditis y una marcada y difusa infiltracién
de células inflamatorias mixtas, con predominio de neutroéfilos (Sandford et al.,
1982; Martelli, 1992; Kwiecien et al., 1992). Cuando el curso es cronico o en
cerdos que han sido tratados, pueden predominar células mononucleares
(Windsor, 1977; Sandford y Higgins, 1992). Los animales tratados y aquellos
que estan  parcialmente  recuperados  pueden  desarrollar  una
meningomieloencefalitis subaguda, con invasion del parénquima por células
inflamatorias mixtas, que resulta mas pronunciada a nivel del cerebelo; se
puede observar también una acumulacion de células inflamatorias en el espacio

subaracnoideo, alrededor del bulbo olfatorio (Sanford y Park, 1987).
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Ha sido descrito que animales que desarrollan una meningitis pueden
presentar asociado también una laberintitis y como consecuencia una otitis
interna uni o bilateral y dafio vestibular (Madsen et al 2001) aunque algunos
autores sugieren que esta clinica pueden ser independiente de una meningitis y
producirse durante la fase de septicemia (Dominguez-Punaro et al., 2012). Esta
forma se caracteriza por la presencia de un exudado inflamatorio con presencia
de neutrofilos, monocitos y macroéfagos en los conductos perilinfaticos de la
coclea y en menor medida en las escalas timpanica y vestibular unido a una
perineuritis del nervio vestibulococlear. En ocasiones puede producirse la
ruptura del 6rgano de Corti, estas lesiones sugieren que los animales pudieran
sufrir pérdida de audicidon y una disfuncion vestibular (Madsen et al., 2001;

Dominguez-Punaro et al., 2007).

Por otra parte, las formas septicémicas se caracterizan por la aparicion
de una canal enrojecida, con hipertrofia y congestiéon de nddulos linfaticos,
congestion y hemorragias de 6rganos parenquimatosos, y poliserositis fibrinosa
con formacion de redes de fibrina en las cavidades tordcica y abdominal
(Pedersen et al., 1981; John et al., 1982; Madec et al., 1985; Sanford y Ross,
1986; Clifton-Hadley y Alexander, 1989; Gogolewski et al., 1990). A nivel
histoldgico se puede observar deplecion linfocitaria en pulpa esplénica blanca,
con abundantes eritrocitos y neutréfilos polimorfonucleares en pulpa esplénica
roja, asi como dilatacion y congestion de vasos. En higado se pueden producir
procesos congestivos y necrosis de hepatocitos de localizacion centrolobulillar,
dilatacion y edema de espacio perisinusoidal (Kwiecien et al., 1992; Tarradas
et al., 1994a). Vaissaire y Laroche (1988) han observado también la formacion

de abscesos en las masas musculares y visceras.

También se ha descrito la presencia de S. suis asociado a problemas

reproductivos de las cerdas, que pueden cursar con repeticiones de celo,
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acompanados de descargas vulvares de caracter mucopurulento (Sanford et al.,
1982; Martelli et al., 1991) y abortos en las dos ultimas semanas de gestacion,
con la expulsion de camadas completas, sin momificar y fetos con abundante
liquido hemorrégico en cavidades y congestion de 6rganos, sin acompafiarse de
otras manifestaciones en la cerda, asi como la presencia en algunas camadas de

lechones débiles al nacimiento (Tarradas et al., 1994a).

Streptococcus  suis también esta implicado en cuadros de
bronconeumonia, asociado o no a otros patdgenos respiratorios, que cursan con
tos, estornudos y disnea (Sandford et al., 1982; John et al., 1982; Erickson et
al., 1987; Griffiths et al., 1991; Galina et al., 1992; Wasteson et al., 1994). La
forma respiratoria ha sido siempre muy controvertida, porque para algunos
investigadores no es una forma como tal sino un aislamiento secundario a otros
agentes, tanto viricos como bacterianos (Galina et al., 1991). Parece ser que el
aislamiento de cepas a partir de pulmon es consecuencia del acantonamiento en
el parénquima pulmonar, de hecho actualmente existen una tendencia
generalizada de considerar a las cepas aisladas de pulmoéon como cepas no
invasivas frente a las invasivas que son las aisladas a partir de procesos
nerviosos, septicémicos y artritis (King et al., 2002; Vela et al., 2003; Blume et

al., 2009).

En estas formas, las lesiones suelen variar dependiendo de los otros
agentes concomitantes con los que se suele asociar y generalmente incluyen
congestion pulmonar, consolidacion lobular con enfisema interlobular
marcado, edema, pleuritis fibrinopurulenta y linfoadenopatia del mediastino
(Clifton-Hadley y Alexander, 1989; Martelli, 1992; Tarradas et al., 1994a). El
examen microscopico revela la existencia de una neumonia intersticial (L1 et al

2011) o bronconeumonia fibrinosa o supurativa con hemorragia septal y
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linfocitos acumulados a nivel perivascular, peribronquial y peribronquiolar

(John et al., 1982; Clifton-Hadley y Alexander, 1989).

En animales en crecimiento, se pueden observar formas articulares, con
engrosamiento y enrojecimiento de las membranas sinoviales y la presencia de
un liquido serofibrinoso, de claro a purulento, sin afectarse las superficies
articulares (Sanford y Ross, 1986; Clifton-Hadley y Alexander, 1989;
Gogolewski et al., 1990; Tarradas et al., 1994a). El examen histologico muestra
una sinovitis proliferativa fibrinopurulenta, con infiltracion de neutréfilos y

células mononucleares (Clifton-Hadley y Alexander, 1989).

Para Sandford (1987), el corazén puede ser un organo diana,
produciendo en animales destetados unas lesiones similares a la enfermedad
del corazén de mora, con una miocarditis necrotizante hemorragica (Sanford y
Park, 1987). En animales en las fases de crecimiento y terminacion se pueden
encontrar otras formas, como son pericarditis fibrinopurulentas y endocarditis
valvulares vegetativas, mostrando predileccion por la valvula atrioventricular
izquierda (Pedersen y cols., 1981; John y cols., 1982; Sanford, 1987; Sanford
y Park, 1987). El estudio histologico revela la presencia de una miocarditis
necrotica, con hemorragias difusas, necrosis e infiltracion de neutroéfilos y
células mononucleares a través del miocardio, asi como trombosis,
mineralizacion miofibrilar e invasién de bacterias en miocardio (Sanford y

Park, 1982; Cook et al., 1988; Li et al., 2011).

Como se ha indicado, el diagndstico debe ser confirmado mediante el
aislamiento o la puesta en evidencia del agente causal. Las muestras a
examinar para realizar el diagndstico microbiologico de casos clinicos son
higado, bazo, pulmén, rifién, corazén, articulaciones, cerebro, cerebelo,
meninges, liquido cefalorraquideo y liquido sinovial (Chengappa et al., 1984;

Touil et al., 1988; Kwiecien et al.,, 1992; Tarradas, 1993). En los casos
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asociados a trastornos reproductivos, se pueden obtener de rifion, contenido
estomacal y pulmones de fetos, asi como del contenido uterino y secreciones
vaginales de las cerdas (Touil et al., 1988; Devriese et al., 1990). Cuando se
trata de animales clinicamente sanos, las muestras se obtienen bien en el
matadero a nivel de tonsilas, o en la propia explotacidon, a partir de animales
vivos, mediante torundas tonsilares y nasales, de mucosa rectal, prepucial y
vaginal (Clifton-Hadley y Alexander, 1980; Clifton-Hadley et al., 1984;
Robertson y Blackmore, 1987). Ademds, en matadero se pueden tomar
muestras del linfocentro mandibular, tracto reproductor y ocasionalmente de

otras visceras (Robertson y Blackmore, 1987).

Para la puesta en evidencia de los estreptococos, tanto de muestras
patoldégicas como de tonsilas, la mayoria de los investigadores utilizan medios
de cultivo enriquecidos, como el agar sangre, o agar Columbia (Tarradas y
cols., 1994; Staats et al., 1997; Luque et al., 1998; Gottschalk, 2012).,
adicionados de un 5 o 7 por ciento de sangre de ovino, ternero o equino. La
incubacion se realiza en cdmaras de aerobiosis o con un 5 por ciento de
anhidrido carbdnico a una temperatura de 37°C, durante 24 a 48 horas.
También se emplean medios selectivos, que impiden el crecimiento de
gérmenes Gram negativos, con el uso de agar sangre o agar Columbia, al que
se adiciona un suplemento selectivo para estreptococos (Vela et al., 2003;
Luque et al., 2010). Para el mantenimiento e identificacion de las colonias
aisladas se emplean medios liquidos, como caldo Todd-Hewitt o caldo Infusion
Cerebro Corazén (Hommez et al., 1986; Kataoka et al., 1993; Monter et al.,
1993; Tarradas, 1993).

Una vez aislado en medios de cultivo especificos, se pueden utilizar
pruebas bioquimicas para la identificacion preliminar, confirmando

posteriormente con técnicas de PCR y otras técnicas moleculares (Okwumabua
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et al., 2003; Vela et al., 2003; Wang et al., 2008), posteriormente, se realiza la
deteccion del antigeno capsular, para determinar el serotipo en las cepas que
presentan capsula (Gottschalk et al., 2013), como se ha indicado anteriormente

en el apartado de caracteristicas generales de la especie.

En cuanto al diagndstico seroldgico, hasta la fecha no se tienen
resultados satifactorios debido a la dificultad de discernir mediante técnicas de
deteccion de anticuerpos (como ensayos ELISAs), entre animales de granjas
infectadas y libres, ya que los titulos de anticuerpos de los animales portadores
son muy bajos (Del Campo Sepulveda et al., 1996; Kataoka et al., 1996). Vetch
y colaboradores desarrollaron en 1993 dos ELISAs directos doble sandwich
usando anticuerpos monoclonales frente a las proteinas MRP y EF pero
unicamente con el fin de diferenciar cepas virulentas del serotipo 2 frente cepas
avirulentas. También se han usado para tapizar las placas de ELISAs la capsula
y células enteras del serotipo 2, dando también resultados decepcionantes
(Blouin et al., 1994; Del Campo Sepulveda et al., 1996; Kataoka et al., 1996).
Paralelamente, Serhir (1993) desarroll6 un ELISA para determinar la presencia
de la bacteria directamente desde los tejidos del animal, pero la sensibilidad y

especificidad fueron muy bajas.

Yang y  colaboradores  (2007)  desarrollaron  una tira
inmunocromatografica para detectar la presencia de anticuerpos frente a la
capsula del serotipo 2 de S. suis en el suero de animales; pero presenta las
mismas limitaciones que los ensayos de ELISA, no permiten diferenciar entre
animales de granjas infectadas y no infectadas y se limita solo a cepas del

serotipo 2.

Por lo que como ha sido descrito anteriormente, actualmente, los
estudios para el diagnostico de este patdogeno van encaminados al desarrollo de

técnicas moleculares mucho mas sensibles y especificas para detectar la
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presencia de la bacteria en los animales portadores, determinar su caracter

virulento y al serotipo que corresponden.

2.6. Lucha.

Las enfermedades debidas a estreptococos se consideran de caracter
multifactorial, puesto que la prevalencia de estas infecciones aumenta cuando
animales susceptibles son sometidos a condiciones de explotacion inadecuadas.
Las medidas de control se emplean para reducir las tasas de morbilidad y
mortalidad, que se consiguen con medidas terapéuticas y preventivas, mientras
que la erradicacion implica la eliminacion de estos microorganismos de las

explotaciones (Madec y cols., 1985; Alexander, 1990).

Frente a un cuadro producido por S. suis, la mayoria de los
investigadores estdn de acuerdo en afirmar que el grupo de los B-lactamicos y
sus derivados son los que presentan mejores resultados (Sanford y Ross, 1986;
Clifton-Hadley y cols., 1989); una terapia individual temprana con estos
antimicrobianos, por via parenteral, pueden prevenir la muerte y llevar a una
recuperacion completa del animal (Sihvonen y cols., 1988; Chengappa y cols.,
1990; Sanford y Higgins, 1992). Para la terapia en masa, se emplean estos

mismos antimicrobianos que sean efectivos por via oral (Martelli, 1992).

Se ha demostrado que las cepas clinicas de S. SuiS muestran una
marcada sensibilidad a penicilina, ampicilina y amoxicilina, una sensibilidad
intermedia frente a la gentamicina, trimetoprin-sulfametoxazol, cefotaxime,
cefalotina, oxaciclina, ceftiofur, cloranfenicol y meticiclina (Sanford y cols.,
1982; Vaissaire y cols., 1983; Chengappa y cols., 1984; Touil y cols., 1988;
Kwiecien y cols., 1992; Shryock y cols., 1992; Stuart y cols., 1992; Prieto y
cols., 1993; Reams y cols., 1993; Tarradas y cols., 1994).
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El uso continuado e indiscriminado de antimicrobianos en la industria
porcina puede llevar al aumento y el desarrollo de resistencias (Mathew et al.,
2007; Hendiksen et al., 2008; Palmieri et al., 2011). Esta puede ser transferida
por plamidos o transposones y mediada por conjugacion, transduccion y
transformacion. Ademas, se ha demostrado que varios elementos responsables
de la resistencia son similares a los que presentan otras especies de
Streptococccus como S. pneumoniae, S. pyogenes; S. agalactiae y comparten el
mismo sitio de insercion en el cromosoma, lo que sugiere que S. Suis podria ser
un importante reservorio de resistencias antimicrobianas para otras especies y

el hombre (Mathew et al., 2007; Hendiksen et al., 2008; Palmieri et al., 2011).

S. suis presenta bastantes resistencias frente a las tetraciclinas y
macrolidos y pueden presentar también resistencias frente a algunos [-
lactamicos, fluoroquinolonas, aminoglucosidos como la neomicina,
kanamicina o estreptomicina, a algunas lincosamidas como la lincomicina y
clindamicina, al cloranfenicol, a las sales de cadmio, entre otros (Palmieri et

al., 2011).

Los mayores porcentajes de resistencia se han detectado frente a
tetraciclinas (més del 90%) y a los macrolidos (mas del 70%) en cepas
procedentes de cerdos de todo el mundo desde los afios 80, asi como en cepas
humanas (Wisselink et al., 2006; Zhang et al., 2008; Palmieri et al., 2011). La
resistencia frente a las tetraciclinas es debida a genes de proteccion ribosomal,
principalmente tet(M) y tet(O) aunque se han descrito actualmente mas genes
tet (Palmieri et al., 2011). La resistencia a los macrolidos esta asociada a la
presencia de genes mef que dan lugar al eflujo activo y a los genes erm que
producen modificaciones en el sitio de unidén de la metilasa. Estas resistencias
han sido apreciadas en cepas porcinas y actualmente descritas en cepas

humanas (Palmieri et al., 2011; Hoa et al., 2011). El aislamiento de cepas
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negativas para ambos genes y que son resistentes a estos antibioticos hace
pensar que existen otros mecanismos de resistencia frente a los macrélidos

(Hoa et al., 2011).

Las bases genéticas para la resistencias frente al resto de antibioticos
descritas hasta la fecha estan en vias de estudio, la resistencia a las penicilinas,
por ejemplo fueron descritas primero en cepas humanas en los afios 80 y
posteriormente en cepas porcinas, los mecanismos envueltos en esta resistencia
son los cambios en tamafio y afinidad de la proteina de unién a la penicilina de
la bacteria (Palmieri et al., 2011). Se han descrito también genes de resistencia
a la kanamicina y a la streptomicina en cepas multiresistentes y ademads en la
actualidad las cepas resistentes al cloranfenicol estan aumentando en aislados
humanos (Hoa et al., 2011). Ocasionalmente se ha descrito la resistencia a las
fluoroquinolonas la cual parece ser debido a una mutaciéon en regiones del

genoma bacteriano y aun eflujo activo (Escudero et al., 2011).

Junto con la quimioprevenciéon e inmunoprevencidon, se deben
establecer una serie de medidas de control, las denominadas medidas de
bioseguridad, sobre aquellos factores que puedan intervenir de una u otra forma
en la presentacion y difusion de la enfermedad; estas abarcan medidas sobre El
disefio y la construccion de las instalaciones, la aplicaciéon de un conjunto de
medidas sanitarias y de manejo y la formacion de recursos humanos, de tal
forma que permitan proteger a una explotacion de la entrada de agentes
infecciosos y/o minimizar su difusion y consecuencias. Ejemplo de estas
medidas serian; una higiene rigurosa, evitar sobrepoblacion y mezcla de
animales de distintas edades, deteccion y eliminacion de animales portadores y
reposicion con animales libres de la enfermedad conociendo su historia clinica
asi como los antecedentes de las granjas que les suministran animales

(Erickson, 1989; Alexander, 1990; Sanford y Higgins, 1992)., asi como
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desinfecciones regulares y completas entre lotes (Ripley y col., 1980; Vaissaire
y cols., 1984; Erickson, 1989), entre otras. Las cuales son tan importantes que
existe un RD 324/2000 sobre ordenacion de explotaciones porcinas,
aplicaciones practicas, donde se establecen las normas de bioseguridad para

nuevas explotaciones y/o ampliaciones.

La creciente preocupacion por el desarrollo de resistencias
antimicrobianas en medicina veterinaria y el posible riesgo para la salud
publica obliga a centrar los esfuerzos en la prevencion de las enfermedades,
siendo la vacunacidon una de las medidas mas eficaces de control (Lee et al.,
2012). En el caso de S. suis, el uso de autovacunas ha tenido un éxito relativo;
los resultados obtenidos con vacunas comerciales (basadas en cepas completas
de uno o mas serotipos) han sido infructuosos debido a la gran diversidad
genética y la ausencia de reacciones cruzadas entre serotipos (Pallares et al.,
2004; Baums et al., 2009; Blume et al., 2009; Chen et al., 2010; de Greef et al.,
2011). Esto sumado al amplio nimero de serotipos virulentos y a la falta de
conocimiento de los factores de virulencia, explican que desde hace afios
prevalezca la necesidad de descubrir antigenos comunes a todos los serotipos,
con gran capacidad inmunogena, para la elaboracion de vacunas comerciales
que puedan ser aplicadas a nivel mundial (Baums et al., 2009). En este sentido,
las proteinas de superficie bacteriana, que desempefian un papel fundamental
en la interaccioén célula-hospedador, estan expuestas al sistema inmune y son
mas accesibles a los anticuerpos, pueden ser buenos candidatos para la
fabricacion de vacunas (Cordwell et al, 2006, Navarre et al., 1999; Baums et

al., 2009; Mandanici et al., 2010).

Para alcanzar este objetivo, la protedmica se ha convertido en una
técnica de eleccion para la deteccion de antigenos superficiales en diferentes

grupos bacterianos, incluida la especie S. suis (Rodriguez-Ortega et al., 2008,
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Wau et al., 2008; Cordwell et al, 2006, Navarre et al., 1999; Baums et al., 2009;
Mandanici et al., 2010).

La protedmica es una rama de la genomica que estudia los proteomas,
conjunto de proteinas que se expresan a partir del genoma de un organismo
(Wilkins et al., 1996). Asi, la proteémica se encarga de la identificacion de las
proteinas, estructura primaria (secuencia de a-a), identificacion de sus
modificaciones postraduccionales, localizacion y cuantificacion de la expresion

proteica (Aebersold et al., 2003; Hanash et al., 2003; Steen et al., 2004).

La principal herramienta de la investigacion protedmica es la
espectrometria de masas (EM), una tecnologia que incluye la instrumentacion
(espectrometros de masas), métodos de adquisicion y software de analisis de
datos. Los espectrometros de masas constan de tres componentes
fundamentales: la fuente de ionizacidn, el analizador de masas y el detector.
(Ziuzdak et al., 1996; Steen et al., 2004;). La EM es una técnica analitica que
mide la relacion masa/carga de una molécula y se utiliza para la deteccion e
identificacion de moléculas pequefias. A finales de los afios ochenta, gracias a
la adopcion de dos nuevos métodos de ionizaciéon de macromoléculas, la EM
revolucion6 la investigacion de proteinas. El método de ionizacién por
electrodispersion (ESI, del inglés electrospray ionization) permite la ionizacion
de moléculas a partir de una soluciéon acuosa bajo la aplicacion de alto voltaje,
mientras que la ionizacion por MALDI (del inglés matrix laser assisted
desorption/ionization) produce iones a través del bombardeo con rayos laser de
muestras en estado solido asistido por matrices cristalizables (Tanaka et al.,

1988; Fenn et al., 1989).

La aplicacion de estas técnicas presenta varios puntos criticos, como
son las posibles variaciones que pueden presentar las proteinas respecto al

genoma, en cuanto a las caracteristicas fisico-quimicas, abundancia,
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localizacion subcelular y la interaccion con otras moléculas o estructuras (Solis
et al., 2011). Por ello, la preparacion de la muestra bioldgica es uno de los
pasos criticos para su posterior andlisis e identificacion, especialmente para
evitar o minimizar la contaminacién por proteinas indeseables. Asimismo, el
estudio de proteinas superficiales es especialmente complicado, debido a que
suelen encontrarse en menor cantidad que otras proteinas citoplasmaticas y la
baja solubilidad, particularmente aquellas con dominios transmembrana
(Rabilloud et al., 2008). Cuando se utiliza la protedmica de primera generacion
(es decir, la separacion de proteinas por 2-DE seguido por el analisis MALDI -
TOF), las proteinas de membrana son generalmente poco representadas, ya que
su baja solubilidad en la mayoria de los tampones de rehidratacion hace que
precipiten durante la fase de isoelectroenfoque (IEF). Las proteinas
extracelulares secretadas no presentan estos problemas, debido a la alta
solubilidad. Aunque se han propuesto nuevas soluciones para superar estas
limitaciones, como el uso de agentes reductores alternativos (DeStreak) o
métodos de carga (cup loading, paper-bridge loading), que aumentan el
numero de proteinas de membrana identificadas a partir de un gel 2 —-DE, pero

se pierde informacion topografica (Gorg et al., 2009).

La proteémica de segunda generacion utiliza enfoques exentos de gel
para la identificacion de cientos o miles de especies (generalmente péptidos,
después de tratamiento de la muestra con una proteasa) en una muestra liquida,
seguido por LC/MS/MS de andlisis en la mayoria de los casos. La amplia gama
de combinaciones posible supera las limitaciones atribuidas a la protedmica a
base de gel con respecto a proteinas de la membrana (Speers et al., 2007). Por
otra parte, la informacion topoldgica de las proteinas que atraviesan a través de
una membrana lipidica se puede obtener por diferentes combinaciones de

digestion de la proteasa y el pH sobre las preparaciones de membrana, con el
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n

fin de "rasurar " selectivamente el exterior y los dominios internos, de una

manera secuencial (Wu et al., 2003).

A lo largo de mas de dos décadas de investigacion con este
microorganismo, se han propuesto varios componentes de la bacteria como
candidatos vacunales, que han tenido o no alguna relaciéon con la virulencia
como es el caso de la capsula, que a pesar de ser un importante factor de
virulencia, es pobremente inmunogénica y ademas se ha demostrado que es

especifica de serotipo (Wisselink et al., 2001; Baums et al., 2009).

Como se ha indicado, las investigaciones actuales se centran en
proteinas de superficie (Cordwell et al., 2006, Navarre et al., 1999; Baums et
al., 2009; Mandanici et al., 2010). Como en otras bacterias, estas juegan un
papel clave en la interaccion con sus hospedadores, ya que participan en
procesos importantes para el desarrollo de las infecciones, como son la
adhesion e invasion de células hospedadoras, toxicidad y evasion del sistema
inmune. Pero también, al estar mas expuestas, tienen una alta posibilidad de
entrar en contacto con los elementos del sistema inmune del individuo, y por lo

tanto ser reconocidas como antigenos (Navarra et al., 1999).

Entre las proteinas de las bacterias que cumplen esta funcion se
encuentran las proteinas secretada (ya sean solubles liberadas libremente o
encapsulado dentro de una estructura vesicular) y las proteinas ancladas a la
superficie dentro de las cuales se encuentran las de la membrana lipidica

externa y las de pared celular (motivo LPXTG).

En los ultimos afios se ha evaluado la capacidad protectora de varias
proteinas de anclaje a la pared con el motivo LPXTG, como la Muramidase
Released Protein (MRP), con una elevada capacidad inmundgena (Zhang y Lu,

2007; Baums et al., 2009). No obstante, su capacidad protectora ha resultado
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controvertida, en funcién del modelo experimental utilizado. Autores como
Geng et al., (2008) observaron una importante actividad bactericida de
fagocitos de origen humano, cuando eran activadas con suero anti-MRP, pero
en ensayos experimentales con cerdos, Baums y colaboradores (2009) no
detectaron anticuerpos opsonicos, protectores, en los animales vacunados, y
tampoco demostraron la capacidad protectora ante una infeccion, resultados
similares a los obtenidos por otros autores (Wisselink et al., 2001). Otra de las
proteinas ancladas a la pared evaluada como candidato vacunal es la
denominada como Surface-Anchored portein One (SAO) (Li et al., 2006),
también inmundgena, aunque los resultados obtenidos en ensayos
experimentales son similares a los obtenidos con la proteina MRP, sin
capacidad de proteger frente a infecciones con serotipos distintos del 2 (Li et

al., 2007; Baums et al., 2009; Zhang et al., 2009).

La proteina Opacity factor (OFS), responsable de la opacidad del suero,
también ha demostrado ser inmunogena, aunque los anticuerpos desaparecen
pronto y ademds no protege frente a diferentes serotipos (Baums et al., 2006).
Mandanici y colaboradores (2010) detectaron otra proteina de pared celular
Surface-Anchored Protein Two (SAT) mediante proteémica, con la que
obtuvieron buenos resultados en modelos murinos, aunque como ha sucedido
con otros candidatos, los resultados obtenidos en otros laboratorios no han sido
satisfactorios (Geng et al., 2008) y se ha comprobado que esta proteina no esta
presente en otros serotipos de importancia clinica (Chen et al., 2010). Otra
proteina de pared Hypothetical Protein (HP0197) detectada mediante
inmunoproteémica por Geng y colaboradores (2008) ha dado buenos resultados
tanto in vitro, con la produccion de anticuerpos opsonicos, como in Vivo con
modelos murinos, aunque la proteccion frente a la infeccion en cerdos resulta
ser parcial (Zhang et al., 2009). Fontaine y colaboradores (2004) detectaron

una ADN nucleasa con elevada capacidad inmunogena y producida por varios
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serotipos, aunque su capacidad protectora aun no ha sido evaluada (Fontaine et

al., 2004; Zhang y Lu, 2007).

Otras proteinas superficiales, a pesar de no presentar un dominio CWS
conocido, han demostrado expresarse en superficie, también se han propuestas
como candidatos vacunales; entre ellas, la proteina de union a la fibronectina y
al fibrindgeno (FBPS), la enolasa o la 6-fosfogluconato dehydrogenasa
(6PGD) no han mostrado buenos resultados, o son contradictorios entre los
diferentes laboratorios (Zhang and Lu, 2007; Tan et al., 2008; Baums et al.,
2009; Esgleas et al., 2009; Liu et al., 2009; Tan et al., 2009). Recientemente,
Shao y colaboradores (2010) ponen de manifiesto la expresion en superficie de
una de las proteinas de la triada de histidina de S. suis (HtpS) y es muy
inmundgena y presenta un cardcter protector en ratones € “in vitro” (Shao et

al., 2010).

Por otro lado algunas lipoproteinas y proteinas de membrana de S. suis
se han sugerido como candidatos vacunales; entre ellas; Aranda y
colaboradores (2008) identifican tres lipoproteinas divalent-cation-binding de

las cuales una de ellas demostro inducir fuerte proteccion en ratones.

Los trabajos de Geng y colaboradores (2008) identifican dos
lipoproteinas la ABC transporter periplasmic protein y la oligopeptide-binding
protein OppA mediante inmunoprotedmica muy inmundgenas y dieron buenos
resultados en ensayos “in vitro”. Por otro lado una proteina
multitransmembrana anotada como hypothetical protein (HP0245) (Li et al.,

2010) también ha dado buenos resultados “in vitro” e “in vivo”.

Las proteinas secretadas también han sido diana para estudiar su
capacidad como candidatos vacunales frente a este patogeno. La sulisina o

metaloendopeptidasa denominada SsPepO han presentado buenos resultados en
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modelos murinos, pero no en cerdos (Jacobs et al., 1994; Jacobs et al., 1996;
Kock et al., 2009; Li et al., 2011). La proteina extracelular factor (EF) (Vecht
et al., 1991) parece ser muy inmunogénica, aunque la inmunizaciéon de
animales con esta proteina no confiere proteccion pero combinada con la MRP,

tuvo buenos resultados frente a S. suis serotipo 2 (Wisselink et al., 2001).

También se han propuesto como candidatos vacunales las proteinas del
pilo, que podrian intervenir en la patogenia (Telford et al., 2006; Gianfaldoni et
al., 2007). Recientemente se ha probado una proteina del pilo (PAPI-2b) como
candidato vacunal frente a infecciones por S. suis en un modelo murino, con

buenos resultados (Garibaldi et al., 2010).

La mayoria de estos trabajos se han centrado en S. Suis serotipo 2,
aunque la importancia de otros serotipos en los brotes clinicos producidos tanto
en cerdos como en humanos, ha sido ampliamente demostrada (Kaufhold y
Ferrieri, 1993; Lun et al., 2007; Princivalli et al., 2009; Feng et al., 2010;
Gottschalk et al., 2010; Nghia et al., 2011). Algunos autores han intentado
evaluar la eficacia de preparados vacunales frente a diferentes serotipos de S.
suis, fundamentalmente del 2 y 9 (Li et al., 2006; Wu et al., 2008; Zhang et al.,
2007, 2009; Chen et al., 2009; Garibaldi et al., 2010; Mandanici et al., 2011;
Wang et al., 2011). Baums y colaboradores (2009), comprobaron que no habia
proteccion cruzada para los serotipos 2 y 9 usando como vacuna un conjunto

de proteinas superficiales al que denomind MAP.

No obstante las investigaciones en el uso de vacunas vivas atenuadas
con este microorganismo siguen estando a la orden del dia, a pesar de no haber
demostrado que confieran proteccion frente a mas de un serotipo (Baums et al.,
2009; Kock et al., 2009), ya que estas han demostrado tener buenos efectos
frente a otros patogenos como Actinobacillus pleuropneumoniae o

Streptococccus pneumoniae (Roche te al.,, 2007, Ramjeet et al., 2008).
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Diferentes trabajos lo corroboran como los realizados por Baums vy
colaboradores (2009) comprobaron que no habia proteccion cruzada para los
serotipos 2 y 9 usando una bacterina (vacuna completa inactivada) del serotipo
2. Por otro lado, Dekker y colaboradores (2011) y Biittner y colaboradoes
(2012) no obtuvieron buenos resultados de proteccion homodloga y heterdloga
con bacterinas elaboradas con una cepa de S. suis serotipo 9. También se han
usado vacunas vivas, usando cepas mutantes que no expresaban una proteina
(ofs) obteniendo malos resultados de proteccion frente a los serotipo 2 y 9

(Kock et al., 2009).

Por tanto como se ha indicado anteriormente para poder afrontar un
programa de lucha basado en la vacunacidn, las investigaciones deber ir
dirigidas a la identificacién de antigenos comunes a todas o la mayoria de los
serotipos de S. suis para el desarrollo de una vacuna de amplia cobertura

(Baums et al., 2009).

Como es evidente uno de los pasos fundamentales en la busqueda de
vacunas es determinar si los candidatos que se seleccionan verdaderamente
tienen un efecto protector frente a una infecciéon por el patégeno. Para
demostrar la capacidad protectora de estos nuevos productos, se deben realizar
estudios de infeccion experimental, en condiciones in vitro e in vivo, de forma
que los resultados puedan ser correctamente analizados y extrapolables
(Fittipaldi et al., 2012). Tradicionalmente, los modelos in “vitro” se han
utilizado para conocer los mecanismos de interaccién bacteria-hospedador en
lineas celulares de diferentes origenes (LLC-PK1, PK15, A549, HelLa, HeP2,
PBMEC) (Charland et al., 2000; Lalonde et al., 2000; Benga et al., 2005). Otra
de las aplicaciones que presentan, es evaluar la respuesta inmune que se activa
frente a la infeccion, tanto celular, en cuanto a la libracion de citoquinas y

quimioquinas, se refiere (Segura et al., 2004; Dominguez-Punaro et al., 2008;
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Vanier et al., 2009; Ye et al., 2009), como humoral (Chabot-Roy et al., 2006;
Baums et al., 2009).

Diferentes autores sefalan que los anticuerpos opsénicos protegen al
animal frente a la enfermedad causada por este patogeno (Chabot-Roy et al.,
20006), por ello, la técnica de opsonofagocitosis permite de forma rapida y
sencilla determinar in vitro la capacidad protectora de los nuevos antigenos
vacunales (Chabot-Roy et al., 2006; Baums et al., 2009, 2010). La
opsonizacidn por anticuerpos es la accidon por la cual se marca a un patdogeno
para su ingestion y destruccidon por un fagocito; ésta conlleva la union de un
anticuerpo a un receptor en la membrana celular del patdogeno y tras la union,
los fagocitos son atraidos al patdégeno y en presencia de complemento,
fagocitan a la bacteria (Chabot-Roy et al., 2006; Baums et al., 2009). Como se
ha descrito previamente son muchos los autores que utilizan estos modelos “in
vitro” para determinar de forma rapida y sencilla si los anticuerpos creados
frente a un antigeno son protectores (Zhang et al., 2009; Baums et al., 2009;

Geng et al., 2008; Li et al., 2007).

En referencia a los estudios in vivo, como se ha puesto de manifiesto
aun no hay consenso en el modelo animal que debe ser utilizado para evaluar la
virulencia y capacidad protectora de las nuevas vacunas (Fittipaldi et al., 2012).
Hasta la fecha, se han desarrollado modelos murinos (Dominguez-Punaro et
al., 2008-2012; Chen et al., 2010; Garibaldi et al., 2010; Seitz et al., 2012),
porcinos (Li et al.,, 2007; Baums et al., 2009) y mas recientemente se esta
utilizando el zebrafish (Zheng et al., 2013; Zhang et al., 2013) para valorar la
eficacia de las vacunas, que han dado resultados muy variables, en funcion de
la cepa, dosis y via de infeccion, asi como de los adyuvantes utilizados (Li et

al., 2006, 2007; Hogenesch, 2012; Krejci et al., 2013).
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Aunque diferentes estudios sefialan que los resultados obtenidos con
modelos murinos podrian no ser extrapolables al cerdo (Vecht et al., 1991-
1997), estos se siguen usando para el desarrollo de vacunas frente a S. suis
(Hogenesch, 2012; Krejci et al., 2013; Fu et al 2013; Lin et al., 2013; Wang et
al., 2013). Los modelos murinos se han utilizado desde hace décadas para el
estudio de las infecciones por S. suis, ya que se ha demostrado que es la
especie que mejor reproduce la enfermedad de los cerdos (Robertson y
Blackmore, 1990; Dominguez-Punaro et al., 2008). Otros autores senalan
diferencias entre lineas de ratones, en cuanto a la suceptibilidad a la infeccion
se refiere, como la linea CD-1 frente a otras como la BALB/c (Dominguez-
Punaro et al., 2008), al ser ademas una linea no consanguinea es mas apropiada
para la valoracion de nuevos tratamientos (Zuniga, 2001); o la susceptibilidad
de las BALB/c y la SS frente a otras como la ICR, ddY o la C57BL/6 (Kataoka
et al., 1991). Por tanto urge la necesidad de estandarizar la metodologia para
evaluar la proteccion de los diferentes antigenos frente a las infecciones

causadas por este patdgeno (Fittipaldi et al., 2011).

Por otro lado ha de tenerse en cuenta que las nuevas vacunas
recombinantes elaboradas con antigenos, y no células completas, son menos
inmundgenas, y es necesario utilizar diferentes adyuvantes para potenciar la
respuesta inmune en el huésped (Baums y Valentin-Weigand, 2009; Singh y
O'Hagan, 2003).

Los adyuvantes son sustancias inmunomoduladoras que pertenencen a
familias muy heterogéneas en cuanto a su naturaleza quimica, origen y
actividad bioldgica especifica que provocan. Dentro de ellos estan los agentes
inmunopotenciadores, a los cuales se le atribuye la estimulacion de la respuesta

inmune adaptativa por la activacion de las células inmunitarias innatas que, a
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su vez, proporcionan sefales para la activacion de los linfocitos; favoreciendo
la resistencia no especifica del huésped contra las enfermedades infecciosa y la
potenciacion de la inmunogenicidad de las vacunas (Hogenesch, 2012; Krejci

etal., 2013).

Entre los factores involucrados en la seleccion de un adyuvante se
encuentran: el tipo de respuesta deseada o que se quiere evitar, la especie
vacunada, la ruta de administracion y los efectos colaterales inducidos por ¢él;
deben ser baratos, no téxicos y poco inmunogénicos. Ademas, deben ser
estables, biodegradables y, preferiblemente, deben promover inmunidad tanto
humoral como celular dependiendo de las caracteristicas del antigeno y los
mecanismos de proteccion contra la enfermedad en cuestion (aumentar el envio
de antigenos a las células presentadoras; dirigir la respuesta en el sentido Th1l o

Th2; promover respuestas citotoxicas) (Hogenesch, 2012; Krejci et al., 2013).

Ademas, se debe evaluar el riesgo de reacciones adversas que pueden
ser locales o sistémicas. Las locales incluyen dolor, inflamacioén y/o necrosis en
el sitio de la inyeccion o en zonas adyacentes. Las sistémicas incluyen
anafilaxis, toxicidad especifica de 6rgano e inmunotoxicidad, como liberacion
de citocinas, inmunosupresion y enfermedades autoinmunes (Gupta et al.,

1993; Allison et al., 1991).

La lista de productos adyuvantes es cada vez mayor; sin embargo, solo
un reducido nimero se utiliza en la formulaciéon de vacunas veterinarias. Los
mas utilizados en vacunas en condiciones experimentales en ratones han sido el
hidréxido de aluminio (Al(OH);), adyuvante incompleto de Freund (FIA) y las

emulsiones de aceite en agua (OW) y en cerdos emulsiones de aceite en agua,
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agua en aceite, hidréxido de aluminio y el Quil A (una saponina) (Baums y

Valentin-Weigand, 2009).

Los mecanismos de accion de estos adyuvantes son poco conocidos. La
inmunizacidon con vacunas que contienen AI(OH); inducen la activacion de
una poblacién mixta de células Th; y Th, y un aumento de las células Try en
los ganglios linfaticos. Estudios recientes sugieren que las Try en lugar de las
células Th, son criticas para las respuestas inmunes mediadas por anticuerpos
(Hogenesch et al., 2012; Serre et al., 2010). Este adyuvante también permite la
diferenciacion de las células Thy; en ratones, que es critica para la proteccion
contra la colonizacion de la bacteria (Lu et al., 2008). Ademads provocan una
buena adsorcion a los antigenos, que influye de manera positiva en la
presentacion de estos al sistema inmune (Zlatkovic et al., 2013) y estimular al
sistema del complemento (Giiven et al., 2013), a lo que hay que afiadir que es
barato, facil de usar y que no produce lesiones en el punto de inoculacion,

como sucede con otros adyuvantes (Krejci et al., 2012).

FIA y OW son emulsiones de alta viscosidad que inducen una
liberacion lenta del antigeno desde el sitio de inyeccion, provocando una
respuesta inflamatoria que estimula el reclutamiento de células presentadoras
de antigeno, como macréfagos y linfocitos, asi como diferentes citoquinas o
quimiquinas especificas. FIA es una emulsion de agua en aceite que induce la
produccion de niveles mas elevados de anticuerpos IgG2a que otros tipos de
adyuvantes y también puede mejorar la respuesta inmune celular (Aucouturier
et al., 2001). Las emulsiones de aceite - en — agua (OW) inducen una fuerte
respuesta inmune a corto plazo y se caracteriza por la estimulacion de una
respuesta de anticuerpos de memoria, con una activacion mixta de la respuesta

Th; - Th, (Aucouturier et al., 2001; Coffman et al., 2010).
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Entre las propiedades asociadas al Quil A se incluyen: un excelente
efecto adyuvante para antigenos T-dependientes y T-independientes, y la
estimulacion de respuestas de células T auxiliadoras de tipo 1 (Thl). Las
saponinas también potencian el efecto inmunitario con vacunas administradas a
través de mucosas y han sido utilizadas en combinaciones con otros

adyuvantes, como el hidréxido de aluminio (Kensil, 1996).

El descubrimiento de nuevos antigenos con alta capacidad inmunogena,
que sean capaces de proteger frente a la infeccion con los serotipos de mayor
importancia clinica en el ganado porcino y en la especie humana debe ser un
objetivo prioritario de todos los paises productores de cerdo, y especialmente
en aquellos donde esta enfermedad es considerada emergente. Los objetivos de
este trabajo de investigacion pretenden aportar conocimientos sobre la
busqueda y seleccion de nuevos candidatos vacunales frente a las infecciones

por Streptococcus suis.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO 1:

Identificacion y seleccion de proteinas de superficie comunes a la mayoria de
los serotipos de S. suis de importancia clinica mediante estrategias protedmicas

para la fabricacion de vacunas recombinantes.
OBIJETIVO 2:

Determinacion de las condiciones experimentales y valoracion de la capacidad
protectora in vitro e in vivo de la vacuna recombinante Wellvac- suis frente a

las infecciones por S. suis en cerdos.

Para el desarrollo de este objetivo, se han marcado los siguientes objetivos

especificos:

2.1. Seleccion de una cepa virulenta de S. suis serotipo 2 mediante

una infeccion experimental en ratones.

2.2. Evaluaciéon de tres adyuvantes para el desarrollo de vacunas
frente a S. suis y capacidad protectora de la una vacuna

recombinante rSsnA en modelos murinos.

2.3. Seleccion de una cepa virulenta de S. suis serotipo 2 mediante

una infeccidon experimental en ratones.
2.4. Valoracion de la capacidad protectora de la vacuna

recombinante Wellvac- suis frente a las infecciones por S. suis en

cerdos.
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OBJETIVO 1: IDENTIFICACION Y SELECCION DE PROTEINAS
SUPERFICIALES COMUNES A DIFERENTES SEROTIPOS DE S.
SUIS, MEDIANTE ESTRATEGIAS PROTEOMICAS, PARA LA
FABRICACION DE VACUNAS RECOMBINANTES.

JUSTIFICACION:

Hoy en dia, alin no disponemos de una vacuna eficaz frente a la especie
S. suis, a pesar de la importancia para el sector porcino y el caracter zoondsico
de este microorganismo. La gran diversidad de serotipos, asi como la ausencia
de reacciones cruzadas, hace que los compuestos que se han desarrollado
tengan una eficacia limitada para el control de brotes (Baums et al., 2009).
Actualmente, y con la finalidad de conseguir una vacuna comercial eficaz, se
presta especial atencion a las proteinas de superficie, especialmente aquellas
ancladas a la pared celular, ya que se expresan en grandes cantidades y son mas
accesibles a los anticuerpos, factores que pueden influir en una respuesta
inmune elevada y eficaz (Cordwell et al, 2006, Navarre et al., 1999; Baums et

al., 2009; Mandanici et al., 2010).

Para alcanzar este objetivo, la protedmica se ha convertido en una
técnica de eleccion para la deteccion de antigenos superficiales en diferentes
grupos bacterianos, incluida la especie S. suis (Rodriguez-Ortega et al., 2008,
Wau et al., 2008). En el desarrollo de vacunas frente a patdgenos bacterianos, la
técnica del shaving, basada en el tratamiento de las células vivas con proteasas
y posterior analisis de los péptidos generados por LC/MS/MS, se ha convertido
en una técnica muy valiosa para identificar de manera mas rapida y fiable las

proteinas de superficie (Doro et al., 2009; Rodriguez et al., 2006).
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El objetivo de este estudio fue identificar un conjunto de proteinas
comunes a los serotipos (pan-surfoma) mas importantes y prevalentes de S.
suis en Europa, mediante la técnica del shaving, con la finalidad de detectar
nuevos antigenos superficiales que puedan ser utilizados en una vacuna de

subunidades.

MATERIAL Y METODOS

A. Cepas de S. suis analizadas y condiciones de cultivo.

Se analizaron 39 cepas de S. suis aisladas de animales enfermos,
pertenecientes a 19 serotipos (Tabla 2.1), que habian sido aisladas en un
periodo de 11 afios en el Servicio de Diagnostico del Departamento de Sanidad
Animal de la Universidad de Cordoba, a excepcion de las cepas con referencia
nimero 5215, 8010, 5225, 6217, 6218, 6221, que fueron cedidas amablemente
por el profesor Henk Wisselink (Instituto Central de Veterinaria de

Wageningen, Lelystad, Holanda) y la cepa P1/7 (cepa de referencia europea).

Todas las cepas, mantenidas a -80 °C, se sembraron en placas de agar
Columbia suplementadas con un 6% (v/v) de sangre desfibrinada de oveja
(CNA). Una vez cultivadas en este medio, se incubaron en 100 mL de un
medio quimicamente definido (CDM) (van de Rijn et al., 1980) a 37 °C y 5%
CO; hasta una densidad optica a 600 nm (DOgoo= 0.25, equivalente a la mitad

de la fase exponencial).

Tabla 2.1. Cepas de S. suis utilizadas en este trabajo.

Referencia  Afio Lesion Organo Serotipo

638/03 2003 Artritis Articulacion 1
P1/7 - Meningitis Cerebro 2
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235/02 2002 Septicemia Rifién 2
365/03 2003 Meningitis Cerebro 2
682/06 2006 Septicemia Higado 2
123/11 2011 Artritis Articulacion 2
225/00 2000 Artritis Articulacion 3
14/03/ 2003 Septicemia Rifion 4
636/03 2003 Bronconeumonia Pulmon 4
196/05 2005 Septicemia Bazo 4
633/99 1999 Aborto Feto 5
5215 - - - 6
22/02 2002 Septicemia Pulmoén 7
204/03 2003 Meningitis Cerebro 7
40/03 2003 Artritis Articulacion 8
160/03 2003 Bronconeumonia Pulmoén 8
553/05 2005 Septicemia Higado 8
3144 2011 Meningitis Cerebro 9
8010 - - - 9
233/01 2001 Artritis Articulacion 9
10/06 2006 Meningitis Cerebro 9
228/06 2006 Meningitis Cerebro 9
34/11 2011 Meningitis Cerebro 9
340/05 2005 Bronconeumonia Pulmon 10
546/05 2005 Meningitis Cerebro 14
232/06 2006 Artritis Articulacion 14
5225 - - - 15
609/02 2002 Bronconeumonia Pulmoén 15
668/02 2002 Meningitis Cerebro 15
724/02 2002 Septicemia Rifién 16
226/03 2003 Nervioso Cerebro 16
592/06 2006 Nervioso Cerebro 16
574/02 2002 Nervioso Cerebro 20
6217 - - - 24
6218 - - - 25
6221 - - - 28
635/03 2003 Nervioso Cerebro 1/2
658/02 2002 Nervioso Cerebro 1/14
699/02 2002 Nervioso Cerebro 1/14
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B. Analisis proteémico

B.1. Digestion superficial de las bacterias vivas.

El cultivo se centrifug6 a 3500 x g durante 10 min a 4 °C, y se lavo tres
veces con PBS (Phosphate Buffer Saline, pH 7,4). Posteriormente, las células
se resuspendieron en 0,8 ml de PBS con un 30% de sacarosa. Las reacciones
proteoliticas se llevaron a cabo con tripsina (Promega) a 10 pg/mL, durante 30

min a 37 °C, en agitacion.

Las mezclas resultantes de las digestiones se centrifugaron a 3500 x g
durante 10 min a 4 °C y los sobrenadantes (los "surfomas" con los péptidos) se
filtraron, utilizando filtros con un tamafio de poro de 0,22 um (Millipore). A
continuacion, los surfomas fueron redigeridos con 2 pg de tripsina durante toda
la noche a 37 °C en agitacion, deteniendo la reaccion con é4cido féormico al
0,1%. Las sales se eliminaron mediante columnas de extraccion de Oasis HLB
(Waters) y los péptidos se eluyeron con concentraciones crecientes de
acetonitrilo/acido formico al 0,1%, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las fracciones de sobrenadantes donde estaban los péptidos se
concentraron con un concentrador de vacio (Eppendorf), y se mantuvieron a -
20 °C hasta su analisis.

B.2. Anélisis LC/MS/MS.

Las muestras de “surfomas” fueron analizadas en la Unidad de
Protedmica del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion de la Universidad

de Cordoba (SCAI) mediante espectrometria de masas LTQ-Orbitrap (Thermo
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Fisher Scientific, San José¢, EE.UU.) equipado con una interfaz de ionizacién

nanoelectrospray (nESI).

Se utiliz6 una columna de separacion de 150 mm X 0.150 mm
ProteoPep2 C18 (New Objetive, EEUU), y una velocidad de flujo postsplit de
I pL/min. Para la captura de la digestion, se utilizé una precolumna de 5 mm X
0,3 mm Zorbax 300 SB-C18 (Agilent Technologies, Alemania). Del volumen
total de la muestra, se tomaron 5 uL y se cargaron a una velocidad de flujo de
10 pL/min durante 10 minutos en 5% acetonitrilo/0.1% de acido formico. A
continuacion, se aline6 la precolumna con la columna de separacién y comenzé
el gradiente de separacion. Los péptidos se eluyeron entonces con un gradiente
5-40% de solucion de acetonitrilo/0.1% écido férmico, a una velocidad de flujo

de 250 nL/min, durante 60 minutos.

Los datos de MS (“Full Scan”) fueron adquiridos en modo ion positivo
en el intervalo de m/z 400-1500. Los datos MS/MS se adquirieron en modo
dependiente de barrido, seleccionando automaticamente los cinco iones mas
intensos de la fragmentacion, en modo de exclusion dinamica. En todos los

casos, se utilizod un voltaje de pulverizacion nESI de 1,9 kV.

B.3. Busqueda en la base de datos e identificacion de proteinas.
Las busquedas e identificaciones de los péptidos se realizaron

utilizando el programa MASCOT v2.1 con una base de datos local que

contiene 1825 proteinas derivadas de la secuencia completa del genoma de la
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cepa S. suis P1/7  (Ref Seq NC 012925.1 descargado de
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Streptococcus suis P1 7, version

NCBInr 20090707). Los parametros de busqueda de MASCOT fueron: (i)

especie, Streptococcus suis cepa P1/7; (ii) cortes permitidos que pierda la
enzima, 3; (iii) modificaciones post-traduccionales, oxidacion de metionina y
desamidacion de residuos de glutamina y asparagina; (iv) tolerancia de masa
de péptido, = 1 Da.; (v) tolerancia de masas de fragmentos, + 0.6 Da y (vi) la
carga de péptido, desde +1 a +4. Todos los espectros correspondientes a
identificaciones positivas o cerca de los umbrales, se inspeccionaron

manualmente.

B.4. Analisis bioinformético de las secuencias de las proteinas identificadas.

A continuacidén, para determinar la localizacion subcelular de las
proteinas identificadas, se utilizo el algoritmo LocateP (Zhou et al., 2008), asi
como el algoritmo TMHMM (Krogh et al., 2001) para la busqueda de las
hélices transmembranas, SignalP (Bendtsen et al., 2004) para saber el tipo de
sefal de las proteinas (tipo I secretadas) y el LipoP (Juncker et al., 2003) para
identificar a aquellas proteinas con el péptido sefal tipo II (lipoproteinas). Las
representaciones topologicas de las proteinas de membrana se realizaron con el

software Topo2 (http://www.sacs.ucsf.edu/TOPO2/).

C. Seleccidn de candidatos vacunales proteicos

C.1. Expresion de las proteinas recombinantes SsnA 'y OppA.
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Para la obtencién de las proteinas recombinantes, expresamos un
fragmento de la proteina SsnA (surface-anchored DNA nuclease), codificada
por el ORF SSU1760 en la secuencia de la cepa P1/7 de S. suis, que abarca los
aminoacidos G36-L.352, y un fragmento de la proteina OppA (oligopeptide-
binding protein OppA precursor), codificada por el ORF SSU1664, que abarca
los aminoécidos S281-E596. Los fragmentos de ADN correspondientes se
amplificaron por PCR a partir de ADN genoémico de la cepa de S. suis P1/7.
Por otra parte, los fragmentos de las proteinas recombinantes se produjeron
como polipéptidos fusionados a la glutation S-transferasa (GST) en
Escherichia coli DH5a con el vector pPRGSTENT (Biomedal), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Los fragmentos recombinantes se expresaron
después de la induccion con IPTG en E. coli BL21, y se purificaron mediante
cromatografia de afinidad con una columna de GSH, comprobando que la
pureza era superior al 95%. Las identificaciones de las proteinas se

confirmaron mediante analisis MALDI-TOF/MS.

C.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para la deteccion de los genes que codifican cada una de las proteinas,
se extrajo el ADN gendmico de cada aislamiento. Los cebadores disenados
para la deteccion de los genes de la SsnA y de la OppA se muestran en la
Tabla 2.2. El protocolo de PCR fue 5 min a 94 °C, seguido por 30 ciclos de 1
min a 94 °C, 90 s a 56 °C y 1 min a 72 °C. Los productos resultantes se
visualizaron en un gel de agarosa al 1% y fueron de 913 pb para SsnA y 955 pb
para OppA.

Tabla 2.2. Cebadores disefiados para las proteinas OppA y SsnA

OppA 5'CTTTCAGCATCTGTTCTTGCAG 3' 5'TCTTACCAGCTGCTTCGTCATA 3'
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SsnA 5'TATCGGATTGATTGAAGTGCAG 3'  5' TGTTGGCTTGTTATTGTTGGTC 3'

C.3. Produccién de suero hiperinmune anti-SsnA y anti-OppA en conejos.

Se utilizaron dos conejos New Zealand para la obtencién de los sueros
hiperinmunes frente a las dos proteinas recombinantes obtenidas, mediante un
protocolo basado en 6 inmunizaciones. La primera consistié en una inyeccion
subcutdnea de la proteina recombinante rSsnA o rOppA (250 ng) mezclada con
el adyuvante completo de Freund en el dia 0. Las demés inmunizaciones se
realizaron los dias 14, 28, 35, 57 y 64 por via intramuscular (125 pg de
proteina) con adyuvante incompleto y completo de Freund alternativamente. El
suero preinmune de los conejos se recogié antes de la primera inyeccion, y se

utilizd6 como control negativo.

C.4. Infeccidn experimental de ratones.

Para demostrar el cardcter inmunogeno de ambas proteinas, seis ratones
hembras de la estirpe CD1 (Charles River Laboratories, Francia), de 4 semanas
de edad, se dividieron en dos jaulas aleatoriamente, con tres animales por
grupo. Los animales se aclimataron a unas condiciones de 12 horas luz/12
horas oscuridad, y se mantuvieron con comida y agua ad libitum. Los animales
del grupo 1 fueron infectados con ImL de una suspension de S. suis (ref.
235/02, cps2, mrp+eftsly+) que contenia 2 x 10° ufc/mL en PBS y los
animales del grupo 2 fueron inoculados con 1mL de PBS. Una vez
transcurridos treinta dias tras la infeccion, los animales fueron sacrificados y se
obtuvo la sangre por puncion cardiaca en tubos con sistema de vacio BD
Vacutainer® sin anticoagulante para recoger el suero. Las infecciones se

llevaron a cabo de acuerdo con las directrices de la Union Europea para el
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manejo de animales de laboratorio y fueron aprobadas por el Comité de Etica

de la Universidad de Cordoba (Ref. nimero 5177).
C.5. Analisis de inmunofluorescencia por citometria de flujo.

Para demostrar la expresion en superficie de las proteinas
seleccionadas, las distintas cepas de S. suis se sembraron en caldo Todd-Hewitt
(THB) y se dejaron incubar hasta la mitad de la fase exponencial, se recogieron
por centrifugacion y se diluyeron hasta una concentraciéon de 107 células/mL. A
continuacion, se lavaron dos veces con PBS y se bloquearon durante 30 min a
20 °C con 100 pL de PBS que contenia 10% de suero fetal bovino (PBS-FCS).
Los tubos se lavaron dos veces con tampon de lavado que contenia PBS con

albumina sérica bovina al 1% (BSA).

Los antisueros de conejo frente a la SsnA y a la OppA se diluyeron
(1:200) en PBS-BSA y se incubaron con las bacterias durante 30 min a 4 °C.
Posteriormente, se incubaron con anti-IgG de conejo de cabra conjugado con
ficoeritrina (Invitrogen), diluido 1:50, a 4 °C en oscuridad durante 30 min. Las
células se recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en PBS que
contenia un 4% de paraformaldehido. Finalmente, se analizaron en un
citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson), utilizando el software
FlowJo (Tree Star, Inc., EE.UU.) para el estudio de los datos. Se consideraron
positivas aquellas muestras que daban una fluorescencia mayor de 2. Se estima
que el valor de 2 representa el umbral por encima del cual no hay
practicamente solapamiento (o es menor del 5%) entre las dos poblaciones de

células (suero inmune y preinmune) para las que se hace el ensayo.

C.6. Western blot de extractos totales de las bacterias.
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Se realizd el Western blot para poner en evidencia la expresion de la
proteina OppA. Todas las cepas de S. suis utilizadas en este trabajo fueron
sometidas a un tratamiento con mutanolisina toda la noche a 37 °C, se
sonicaron (6 ciclos de 20 segundos a media potencia) y centrifugaron. A
continuacion, 30 pL del sobrenadante del extracto total fue separado mediante
electroforesis SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil
Sulfato Sodico) al 12%. Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa durante 20 minutos a 15 V, utilizando un sistema
de transferencia semiseca (Amersham Pharmacia Biotech). Luego se incubaron
durante 1 hora a 37 °C con el suero hiperinmune anti-OppA a una dilucién
1/5000. Para revelar la reaccion se utilizd suero anti-IgG de cabra frente a
conejo, conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (1/2500) y se revelaron con
el kit ECL Plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare), de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.

C.7. Técnica ELISA para valoracion de anticuerpos en suero

Se utiliz6 una técnica de Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) indirecto,
de fabricacion propia, para valorar el titulo de anticuerpos generado frente a
ambas proteinas. Las placas de microtitulacion se tapizaron con 0,5 mg/mL de
rSsnA u rOppA en tampon de tapizado (0,05 M de NaHCOs, pH 9,6) y se
incubaron a 4 °C durante toda la noche. Después de lavar tres veces con PBS-
0,05% de Tween-20, las placas se bloquearon con 100 pL. de BSA al 2%
durante 1 h a 37 °C, y se lavaron de nuevo tres veces. Posteriormente, se
incubaron con los sueros problema diluidos (diluciones dobles seriadas)

durante 40 min a 37 °C. Para revelar la reaccion, cada pocillo se incubd con
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Inmunoglobulinas G (IgG) anti-conejo o anti-raton unidas a HRP (Sigma-

Aldrich), diluida 1:5.000 en tampén de lavado durante 40 min a 37 °C.

Las placas se lavaron tres veces y la reaccion se revel6 mediante la
adicion de 100 pL de la solucion sustrato 3,3'5,5' tetrametil-bencidina (sustrato
TMB, Sigma-Aldrich) en oscuridad durante 20 min. La reaccion se detuvo
afiadiendo 100 pL de solucion de parada (Sigma-Aldrich) y por ultimo,
medimos la absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA (BIO-RAD). Se
consideraron positivos todos aquellos sueros que dieron una DO4sp mayor a la

del control negativo por dos veces su desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Pan-surfoma de un conjunto de aislados clinicos de S. suis.

En este trabajo, se presenta por primera vez la comparacion del
proteoma de un amplio nimero de serotipos, con el objetivo de identificar
proteinas comunes a la mayoria de ellos, cuya capacidad inmundgena o de

proteccion ain no haya sido descrita.

Buscando aquellas proteinas con un buen potencial como candidato
vacunal (es decir, aquellas que estén expuestas en superficie y ampliamente
distribuidas entre serotipos), se aplicod la técnica del shaving a cepas
pertenecientes a la mayoria de los serotipos de S. suis de importancia clinica en
Europa. Para ello, analizamos una coleccion de 39 cepas de S. suis aisladas de
cerdos enfermos en granjas de Espafia y Holanda durante los ultimos 11 afios,

pertenecientes a 19 serotipos diferentes.
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Se definio el surfoma de cada cepa mediante su analisis individual, es
decir, la lista de las proteinas de superficie identificadas experimentalmente de
las predichas en el genoma de la cepa de S. suis P1/7. El "pan-surfoma" global,
es decir, el conjunto de proteinas que se identificaron en todas las cepas, fue de
113 proteinas (Tabla 2.3). En esta tabla, se muestra la clasificacion de las
proteinas de acuerdo a las predicciones subcelulares del algoritmo LocateP:
lipoproteinas (proteinas unidas a lipidos); proteinas de la pared celular (con el
motivo LPXTG); proteinas secretadas (aquellas que poseen un péptido sefial de
tipo 1), proteinas de membrana con un dominio transmembrana (TMD), o
proteinas multi-transmembrana (aquellas proteinas de membrana con >1
TMD). De todas las proteinas encontradas, las lipoproteinas fueron en niimero
absoluto las més identificadas (33 de las 42 predichas en el genoma de P1/7,
que representa 78,6% del total). Las proteinas de la pared celular identificadas
representaron el 85% de las predichas en el genoma (17 de 20). También se
identificaron 9 proteinas secretadas (50% del total), 28 de membrana con un
solo motivo transmembrana (TMD) (26,2% del total predicho) y 26 con mas de
un TMD (7,5% del total predicho).

Tabla 2.3: Clasificacion de las proteinas de acuerdo a las predicciones

subcelulares del LocateP.

. Proteinas Proteinas predichas Identificadas/predichas
Categoria . o
identificadas

Lipoproteina 33 42 78.6
Pared Celular 17 20 85.0
Secretada 9 18 50.0
Membrana (1 TMD) 28 107 26.2
Membrana (>1 TMD) 26 347 7.5
Total 113 534 21.2

La lista de todas las proteinas de superficie identificadas dentro de las
predichas se muestran en la Tabla 2.4, donde también se indica la frecuencia de

identificacion para cada proteina entre los serotipos y cepas analizadas. De
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todas las categorias, las proteinas de la pared celular fueron las que se
expresaron con mayor frecuencia: 7 proteinas se encontraron en mas de la
mitad ( > 10) de los serotipos, y tres de ellas (cell envelope proteinase-
SSU0757, 5'-nucleotidase-SSU0860 y surface-anchored DNA nuclease-
SSU1760) fueron identificadas en més del 50% (es decir, 20 o mas) de los
aislados clinicos analizados. Por otra parte, 6 lipoproteinas se encontraron en
>10 serotipos, y s6lo dos de ellas fueron identificadas en >20 aislamientos

(Streptococcal histidine triad-family protein-SSU1390, Lipoprotein-SSU0656).

Se identificaron dos proteinas secretadas en >50% de los serotipos:
exported protein-SSU0465, que se encontrd en 14 serotipos diferentes y 25
aislados, y N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase-SSU1127, que se detect6 en
10 serotipos diferentes y 16 cepas. Se identificaron asimismo cuatro proteinas
transmembrana con so6lo 1 TMD en >10 serotipos diferentes (Streptococcal
histidine triad-family protein-SSU0309, Mac family protein-SSU0496,
amidase-SSU0020, Streptococcal histidine triad-family protein-SSU1103),
pero ninguna estaba presente en mas de la mitad de las cepas de S. suis
analizadas, aunque la streptococcal histidine triad-family protein, estaba
presente en un nimero elevado de serotipos (14) y casi la mitad de los aislados

(19). Entre las proteinas multitransmembrana, ninguna paso6 estos umbrales.

Podemos observar que, de todas la categorias establecidas, la proteinas
de pared celular fueron las mas prevalentes en términos relativos, ya que se
identificaron en una alta proporcion de los serotipos y/o cepas analizadas (7 de
las 20 proteinas en >50 % de los serotipos, 35%) seguida de las lipoproteinas
(6 de las 42, es decir, 14%), proteinas secretadas (2 de 18, es decir 11%) y de
las de membrana (menos del 1%). Esto indica que las proteinas con el motivo

LPXTG de anclaje son normalmente las mas expresadas y expuestas en la
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superficie de las bacterias Gram-positivas, como ya ha sido descrito (Navarre

et al., 1999).

Clasificacion de las proteinas identificadas segun su potencial como

candidatos vacunales.

Las proteinas, para ser buenos candidatos vacunales, deben cumplir las
siguientes caracteristicas: estar expuestas en superficie y bien accesibles a los
anticuerpos, expresarse en cantidad y en una amplia variedad de serotipos, para
proporcionar una respuesta inmune efectiva e inducir una buena proteccion

cruzada (Grandi et al., 2001).

La variabilidad genética dentro de una especie puede hacer que el
patron de expresion de una proteina sea diferente entre las cepas (de Greef et
al., 2011; Zhang et al., 2011). De hecho, en otros trabajos con un ntimero
inferior de aislados encuentran similitudes inferiores al 10% en cepas de
Streptococcus y Staphylococcus (Dreisbach et al., 2010; Olaya-Abril et al.,
2012). Teniendo en cuenta el gran nimero de cepas estudiadas en el presente
trabajo, era de esperar que no encontraramos ninguna proteina presente en
todas las cepas analizadas. Sin embargo hemos podido identificar un gran

numero de proteinas comunes a la mayoria de los serotipos estudiados.

Las proteinas se clasificaron en funcion de la frecuencia de expresion
en los distintos serotipos después de la digestion con tripsina. Se definieron tres
grupos segun su potencial para su posterior evaluacion en estudios de
inmunizacion y/o de vacunacion: el grupo A (>70 % serotipos) , que consta de
7 proteinas; B (50-70 % serotipos), con 12 proteinas y C (30-50% serotipos),

en el que se encuadran 15 proteinas (Tabla 2.5).
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Tabla 2.5. Clasificacion de las proteinas en funcion de la frecuencia de expresion en los
distintos serotipos.

Categoria Proteinas

Pared celular: SSU1760, SSU0757, SSU0860
Lipoproteinas: SSU1390, SSUO115

Proteinas secretadas: SSU0465

Proteinas de membrana(l TMD): SSU0309
Pared celular: SSU1879, SSU0253, SSU1355, SSU1128

Lipoproteinas: SSU0656, SSU1078, SSU1664, SSU1933

Proteinas secretadas: SSU1127

Proteinas de membrana(l TMD): SSU0496, SSU0020, SSU1103

Pared celular: SSU1773, SSU0186, SSU0706, SSU1143, SSU1201, SSU1849
Lipoproteinas: SSU1560, SSU1093, SSU1915, SSU1869

Proteinas secretadas: SSU1968

Proteinas de membrana(l TMD): SSU0141

Proteinas de membrana(>1 TMD): SSU0879, SSU0015, SSU1210

* A: >70% serotipos analizados; B: 50-70% serotipos analizados; C: 30-50% serotipos

analizados.

Consideramos que las proteinas que pertenecen a la categoria de
proteinas de pared celular, secretadas y lipoproteinas estan, en principio, bien
expuestas en superficie, excepto aquellas regiones de las mismas que pueden
estar embebidas dentro de la capa de peptidoglicanos (Navarre et al., 1999),
que presenten un plegamiento muy compacto o bien estén escondidas debajo
de la céapsula. Por otro lado, las proteinas de membrana se hallan a mayor
profundidad y por lo tanto menos expuestas en la superficie, a menos que
tengan dominios lo suficientemente grandes como para llegar a ella a través de
la capa de peptidoglicanos. Esto hace que la proporcion de proteinas de
membrana identificadas mediante la técnica del shaving, en comparacion con
el total de proteinas de membrana predichas, sea mucho menor que para el
resto de las categorias de las proteinas estudiadas (Doro et al., 2009;
Rodriguez-Ortega et al., 2006). Las proteinas con s6lo 1 TMD pueden tener

dominios lo suficientemente grandes en el lado extracelular de la membrana, y
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por lo tanto ser mas propensas a ser identificadas por esta técnica que las
proteinas multitransmembrana, ya que es menos probable que tengan bucles lo

suficientemente grandes para alcanzar la superficie.

Basandonos en la representacion topologica de las regiones
identificadas experimentalmente de las proteinas de membrana (Figura 2.1) y
de acuerdo con el criterio de la distribucion que presentan en los distintos
serotipos, también hemos incluido en la categoria A (Tabla 2.5) una proteina
con 1 TMD (Ssu0309), 3 en la categoria B y 1 en la categoria C. Tanto la
proteina SSU0020 (grupo B) como la proteina exported protein-SSU0141 no se
incluyeron en la Figura 2.1, ya que se utilizd el algoritmo LocateP para la
asignacion de la localizacion subcelular, pero ninguno de los otros algoritmos
de prediccion utilizados (TMHMM, PSORT, LipoP, SignalP) encontraron

regiones transmembrana para estas proteinas.

La proteina exported protein-SSU1950 (que se encuentra en el 42% de
los serotipos analizados) no se incluyd en la categoria C porque su dominio
expuesto era muy corto y, en principio, no seria accesible a los anticuerpos. En
cuanto a las proteinas multitransmembrana, 3 fueron incluidas en la categoria
C, ya que tienen dominios tedricamente grandes en la parte extracelular, en los
cuales se identificaron algunos péptidos. Sin embargo, como en el caso de
SSU1950, no incluimos la proteina oligopeptide transport system permease
protein OppB-SSU1661, ya que el dominio extracelular para el que se

identifico el tinico péptido de dicha proteina era demasiado corto.

Seleccidén de los candidatos vacunales.
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Para evaluar la utilidad del analisis del “pan-surfoma” en la seleccion
de nuevos candidatos vacunales, se seleccionaron dos proteinas: a) un
candidato de la categoria A (Tabla 2.5), la proteina de pared celular SSU1760,
anotada como surface-anchored DNA nuclease (SsnA), que fue la proteina
identificada en mas serotipos (16 de 19, es decir 84%) y cepas analizadas (28
de 39, es decir, 72%) y b) Un candidato de la categoria B, la lipoproteina
SSU1664, anotado como oligopeptide-binding protein OppA precursor
(OppA), que fue identificada en 12 serotipos (63%) y 19 aislados clinicos
(49%).

Las DNA nucleasas estreptococicas son importantes exoenzimas y
posibles factores de virulencia en S. pyogenes (Matsumoto et al., 2005). Estas
digieren el ADN liberado de las células muertas, reducen la viscosidad del pus,
y permite que el microorganismo tenga una mayor motilidad (Bisno et al.,
2003). Fontaine y colaboradores (2004) sehalaron que esta proteina puede ser
secretada y esta presente en los serotipos 1-10 de S. suis. Ademas, se ha
sugerido que podria contribuir en la patogénesis de esta especie favoreciendo la
evasion de la respuesta inmune innata (Sumby et al., 2005). Por otra parte, la
OppA ha sido previamente propuesta como un potencial candidato vacunal, ya

que muestra actividad inmunogénica (Geng et al., 2008).

Una vez seleccionadas las proteinas comunes, se definio un protocolo
para determinar su utilidad como candidato vacunal basado en tres pardmetros:
presencia del gen que codifica las proteinas seleccionadas (PCR); localizacion
en superficie y cuantificacion de las mismas (citometria de flujo) y caracter

inmunogénico (ELISAs).

75



Lidia Gdmez Gascén ENSAYOS EXPERIMENTALES. OBJETIVO 1

Presencia del gen que codifica a las proteinas OppA y SsnA en los aislados

clinicos.

La expresion de una proteina puede cambiar en funcién de las
diferentes etapas del ciclo celular y también en respuesta a acciones externas,
por ello, se amplificé por PCR, a partir del genoma de todos los aislados, los
fragmentos de ambos genes, que estdn conservados entre todas las cepas
secuenciadas disponibles de S. suis, aunque no las detectaramos por protedmica
(tabla 2.6). Como se muestra en la figura 2.2, ambos genes fueron detectadas

en todos los serotipos y cepas analizadas en este trabajo.

Presencia del gen ssnd en todas las cepas de 8 sas A 6221, 546705, 5225226103, 69502, 724102, 658/02, 605102, 6217,
582006, 57402, 6218, 232/06; 3405, 65802 y 635 B. 638/03(stl), 23502(Gt2), 123/11(:t2), 632006(st2), P1/7(s12),
365M02(st2), 225/00(st3), 196/05(st4), 14/0%(std), 636/03(std), 633/99(pt5). 5215(5:6), 204/03(st7), 22/02(st7). 553/05(st3),
160/03(stE), 40/03(st8), BOLO(stS), 225/06(st), 233/01(st9), 10/06(st9), 34/11(:t9), 3144(=D)

A B

Presencia del gen CppA en todas las cepas de S suis.. A: 6217, 235/02, 123; 365/02, 682/06; 204402, 22/02, 225/00, 14/03;
636/03; 5215; 724J02;196/05; p°J7, B010; ;, 233/01,; 574/02; 63399, B: 6221, 54605, 5225, 226/03; 699402, 658/02; 609M02;
392006, 6218; 2327006, 340/035; 668/0Z; 633, 638/03; 34/11. 160/03; 553/06; 40/03. 228/06; 3144, 10/056

Figura 2.2. Resultados de la PCR de los genes que codifican la Ssna y Oppa en todas las

cepas analizadas

Inmunogenicidad de ambas proteinas en animales infectados

experimentalmente.
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Para probar la capacidad inmunogena de las proteinas, se determinaron
los titulos de anticuerpos anti-SsnA y anti-OppA en los sueros de los ratones
infectados experimentalmente, mediante un ensayo de ELISA tapizando las
placas de microtitulacion con los fragmentos recombinantes purificados de las
proteinas. El titulo de IgG frente a la SsnA fue > 1/100.000, lo que indica que
la SsnA parece ser una proteina fuertemente inmunodgena. Sin embargo, el
titulo de IgG frente OppA fue 1>200, lo que indica que, a pesar de que muestra

inmunogenicidad, es mucho menor que la mostrada por la SsnA.

Localizacion superficial de las proteinas y accesibilidad de los anticuerpos a
los distintos serotipos.

Posteriormente, se estudié mediante citometria de flujo la capacidad de
los anticuerpos presentes en los sueros hiperinmunes de unirse a las dos
proteinas, con el fin de comprobar que estas proteinas verdaderamente se
encuentran expuestas y que tienen un potencial como candidatos vacunales.
Respecto a la SsnA, después de analizar los 39 aislados clinicos, los resultados
no fueron homogéneos entre cepas, ni dentro de serotipos (Tabla 2.6 y Figura
2.3).

En 20 cepas, se observo una reaccion positiva por citometria y ademas
se identifico mediante protedémica. En este grupo se encuentran 4 de las 5
cepas del serotipo 2, en las que se identificod por protedmica la proteina SsnA y
3 de las 4 cepas del serotipo 9. Sin embargo, en 7 aislados, se observo una
reaccion positiva, y muy fuerte, aunque no fueron identificadas por protedmica

(por ejemplo, cepa 6221, el serotipo 28).
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Por el contrario, se obtuvo una respuesta negativa por citometria de 8
aislamientos para los que SsnA habia sido identificada por protedmica, incluso
cuando se encontrd un gran nimero de péptidos (por ejemplo, los dos
aislamientos del serotipo 14). En 4 aislados, pertenecientes a diferentes
serotipos (204/03 ss 7, 3144 ss 9, 5225 ss 15 y 574/02 ss 20), la proteina no fue
identificada por protedmica ni por citometria. Por tanto, se puede considerar
que la SsnA puede ser un buen candidato para vacunas, ya que es una proteina
ampliamente distribuida entre cepas, identificada por protedmica en 16 de los
19 serotipos analizados, y accesible a los anticuerpos en 13 de los 19 serotipos

(y 27 de los 39 aislados) estudiados en este trabajo.

Tabla 2.6. Identificacion de las proteinas mediante citometria y

protedmica en todas las cepas analizadas.

Referencia Serotipo Identificacion Identificacion Identificacion Identificacion
Shaving SsnA  Citometria de Shaving

flujo OppA
SsnA

638/03 1 - 3.0 -

635 Y s negativo A

658/02 + 2.2 +

699/02 /14 i 2.1 "

P1/7 + 2.7 +

365/02 + 2.4 +

123 2 + negativo -

682/06 4 11.6 = Negativo
235/02 4 3.5 - Negativo
225/00 3 +* 14.2 = Negativo
196/05 4+ 28.3 + Negativo
636/03 4 4+ 49.0 +

14/03 4+ 49.8 +

633/99 5 s negativo A

5215 6 is 4.0 - Negativo
22/02 7 + negativo -

204/03 - negativo +

160/03 + 4.5 +

40/03 8 + 3.1 - 7.7
553/05 - 3.1 -

10/06 9 + 3.2 - 2.2
8010 4+ 70.0 -

233/01 4 2.2 -

78



Lidia Gdmez Gascén ENSAYOS EXPERIMENTALES. OBJETIVO 1

3144 + negativo -

34/11 - negativo -

228/06 - 3.6 - 3.6
340/05 10 + 2.0 -

546/05 14 A negativo F 2.7
232/06 A negativo -

668/02 + 3.7 - Negativo
609/02 15 - 53 -

5225 - negativo - Negativo
592/06 + 2.9 +

724/02 16 + 7.3 -

226/03 - 4.7 4

574/02 20 - negativo -

6217 24 s negativo -

6218 25 + 9.0 A 2.0
6221 28 - 12.5 +

En cuanto a la OppA, los resultados indicaron que su potencial para
futuros estudios de vacunacion era peor que la SsnA: se identific6 en menos
serotipos y aislados clinicos, y la citometria de flujo mostr6 que era menos
accesible a los anticuerpos, dando una sefial positiva so6lo en 5 cepas. Se
confirmé por Western blot, que la proteina se expresaba en todas las cepas
(Fig. 2.4). La ausencia de reaccion positiva por citometria de flujo en la gran
mayoria de los aislados, unido a su relativamente pobre inmunogenicidad y
menor identificacion por la estrategia de shaving, hacen que esta proteina sea, a

priori, un candidato menos interesante que la SsnA.
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Western Blot Erente OppA usando suero policlonal anti+Oppé: A: 5215, 22002, 204702, 4003, 55305, 160038010, 23301,
223006, 3144, LO06, 34711, 340005, 34603, 32306, 609002, 663102, 5215, 552/06.

B_ 6217, 6218, 6221, 226/03, 724002, 574002, 65802, §38/03, 233/02, P17, £82/06, 365/02; 123, 14703, 196005, 63603,
B9%02, 633, 63399,

Figura 2.4. Western Blot frente a la OppA de todas las cepas analizadas.

CONCLUSIONES.

Se demuestra la utilidad del analisis del "pan-surfoma" para una rapida
deteccion de proteinas de superficie ampliamente distribuidas en una coleccioén
de cepas de serotipos de S. suis clinicamente relevantes, la cual debe ser
complementada por técnicas inmunoquimicas, como la citometria de flujo, que
permiten revelar su capacidad inmunoégena y por lo tanto su potencial como
candidatos vacunales, solos o combinados para futuras formulaciones de

vacunas.

Se han identificado 7 proteinas en mas del setenta por ciento de los
serotipos. Consideramos que tres de ellas, denominadas cell envelope
proteinase (SSU0757), 5'-nucleotidase (SSU0860) y surface-anchored DNA
nuclease o SsnA (SSU1760), podrian ser buenos candidatos vacunales, ya que
han sido identificadas en mas del 50% de los aislados clinicos analizados y son

proteinas de pared celular.
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La proteina SsnA se presenta como un interesante candidato vacunal,
ya que parece estar muy conservada en los distintos serotipos de S. suis, esta

bien expuesta y accesible a los anticuerpos, siendo ademas muy inmundgena.

81



Lidia Gdmez gascon ENSAYOS EXPERIMENTALES. OBJETIVO 2

82



Lidia Gbmez gascon ENSAYOS EXPERIMENTALES. OBJETIVO 2

CAPITULO 5. ENSAYOS EXPERIMENTALES.
OBJETIVO 2
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OBJETIVO 2: DETERMINACION DE LAS CONDICIONES
EXPERIMENTALES Y VALORACION DE LA CAPACIDAD
PROTECTORA DE LA VACUNA RECOMBINANTE WELLVAC-SUIS
FRENTE A LAS INFECCIONES POR S. suis EN CERDOS.

JUSTIFICACION

En este trabajo, una vez seleccionada la proteina surface-anchored DNA
nuclease con unas caracteristicas que la hacen ser un buen candidato vacunal a
priori, al estar presente en la mayoria de los serotipos clinicos analizados, con
gran capacidad inmunogena y accesible a los anticuerpos, decidimos probar su
capacidad protectora. Para ello, se deben realizar estudios de infeccion
experimental, de forma que los resultados puedan ser correctamente analizados

y extrapolables (Fittipaldi et al., 2012).

Para realizar estos trabajos, se debe seleccionar una cepa que pueda
reproducir la enfermedad en condiciones experimentales. Ademas, es un hecho
ampliamente aceptado que las vacunas recombinantes elaboradas con antigenos
son menos inmundgenas, y es necesario utilizar diferentes adyuvantes para
potenciar la respuesta inmune en el huésped (Baums y Valentin-Weigand,
2009; Singh y O'Hagan, 2003). Aunque se reconoce que los adyuvantes tienen
un efecto protector en los preparados vacunales, son limitadas las
publicaciones donde se comparen estos en distintos modelos animales y con
distintas vias de administracion (Baums y Valentin-Weigand, 2009) y, por lo
que carecemos de informacioén a la hora de seleccionar el mejor adyuvante para

una vacuna frente a la infeccion por S. suis.

Por ello, como segundo objetivo de este trabajo nos propusimos realizar

un estudio experimental para establecer un protocolo para evaluar nuevas
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vacunas frente a la enfermedad, valorando la eficacia de una nueva vacuna
recombinante WELLVAC-SUIS, elaborada con la proteina recombinante r-Ssna

frente a las infecciones por S. suis en cerdos.

Para cumplir este objetivo general, nos marcamos los objetivos
especificos que se enumeran a continuacion.
2.1. Seleccion de una cepa de S. suis serotipo 2 con
capacidad patogena para ratones en condiciones experimentales.
2.2. Evaluacion de tres adyuvantes para su utilizaciéon en
vacunas frente a S. suis en modelos murinos.
2.3. Seleccion de una cepa de S. suis serotipo 2 con
capacidad patogena para cerdos en condiciones experimentales.
2.4. Valoracion de la capacidad protectora in vitro e in vivo
de la vacuna recombinante Wellvac-suis, frente a las infecciones por

S. suis en cerdo.

Para el desarrollo de estos objetivos se llevaron a cabo cuatro ensayos
experimentales, que presentaron una metodologia similar en algunos aspectos,
por lo que se desarrolla a continuacion el material y los métodos genéricos
utilizados, y de forma concreta se describiran los disefios experimentales en
cada uno de los objetivos, asi como los resultados obtenidos y la discusion con

otros estudios publicados.

MATERIAL Y METODOS GENERICO

Cepas utilizadas. Preparacion del inoculo.

En este trabajo hemos utilizado dos cepas de S. suis serotipo 2, que

previamente habiamos aislado de animales enfermos y pertenecen al cepario
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del Departamento de Sanidad Animal de la Universidad de Cordoba, con el
objetivo de seleccionar una que permitiera reproducir la enfermedad o la
muerte de ratones y cerdos en condiciones experimentales, y que pueda ser
utilizada para la valoracion de la nuevas vacunas recombinantes. La referencia
de las cepas utilizadas y la concentracion final del in6culo utilizado para la

infeccion experimental se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1: Cepas de S. suis serotipo 2 seleccionadas para el estudio.

RATONAS CERDOS

Referencia  Caracteristicas  Ensayo 1 (DO) Ensayo 2 (DO) Ensayo 3 (DO) Ensayo 4 (DO)
235/02 mrp+eftsly+ 3x10°7(0,4) 5x10%(0,4) 1x10°(0,4) 1x10% (0,28)
123/11 mpr-ef-sly- 5x10°. (0,4) - 1x10° (0,4) -

" unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/mL). Todos los animales se infectaron con
1 mL del iné6culo, preparado en Caldo Todd-Hewitt por via intraperitoneal (ratonas) o
intravenosa (cerdos).

En todos los casos, se siguid la misma metodologia para la recuperacion
de las cepas y preparacion del inoculo, cuya concentracion final se muestra en
la tabla anterior. Las bacterias, mantenidas a -80 °C, se sembraron en placas de
agar Columbia suplementadas con un 6% (v/v) de sangre desfibrinada de oveja
(CNA) y se cultivaron en caldo de Todd-Hewitt (THB) a 37 °C y un cinco por
ciento de CO,. El indculo de cada ensayo consistid6 en una suspension
bacteriana (ImL) que contenia las bacterias en la fase exponencial del
crecimiento, ajustando la turbidez hasta conseguir la concentracion deseada,
midiendo la Densidad Optica en un espectofotometro (ZUZI 411-OED). La
concentracion del indculo se comprobd posteriormente, sembrando diluciones
seriadas del cultivo en placas de CNA y realizando el recuento de colonias tras

18 horas de incubacion.

Andlisis laboratorial.

Estudio histopatoldgico.
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Después del sacrificio o muerte de los animales, se realiz6 la necropsia
y se tomaron muestras de los siguientes organos: cerebro, pulmoén, higado,
rifion y bazo. Estas muestras se fijaron en formol tamponado al 10% y una vez
embebidas en parafina, se realizaron secciones de 4 micras y se tifieron con
hematoxilina y eosina (H&E), de acuerdo a protocolos estandar.
Posteriormente, se analizaron al microscopio Optico, para evaluar la

distribucion e intensidad de las lesiones observadas en estos 6rganos.

Recuento de las bacterias viables en sangre y 6rganos.

Durante las necropsias, se extrajeron los siguientes Organos: cerebro,
pulmon, higado, rifion y bazo. La sangre se extrajo por puncioén cardiaca
(ratones) o de la vena marginal de la oreja (cerdos). Para los recuentos, se
siguio el protocolo descrito por Dominguez-Punaro y colaboradores (2007). De
forma resumida se puede indicar que se tomaron 0.05g/6rgano y se afiadieron a
500 pl de PBS, homogeneizando la mezcla en un vortex. Posteriormente, se
sembraron 50 pl de las diferentes diluciones y 50 pl de sangre directa en placas
de CNA vy se incubaron durante toda la noche a 37 °C. Finalmente, se contaron
las colonias y se expresaron como ufc/0,05g para las muestras de 6rganos o

ufc/mL para las muestras de sangre.

Valoracién de anticuerpos en suero frente a la proteina r-Ssna y S. suis.

En el momento del sacrificio o en los puntos seleccionados, se extrajo
la sangre como se ha indicado anteriormente en tubos vacutainer sin
anticoagulante y se centrifugaron a 1500 x g durante 10 minutos para obtener

el suero, que fue conservado a -20 °C hasta su uso. Se midieron los titulos de
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anticuerpos especificos frente a la SsnA y frente a S. suis serotipo 2 en los
sueros de los animales, utilizando un ELISA indirecto de elaboracion propia en

el laboratorio.

Las placas de microtitulacion se tapizaron con 0,5 pg/mL de proteina
recombinante SsnA o 200 pg/mL de extracto de proteina total de la cepa
235/02 en tampon de recubrimiento (NaHCO3 0,05 M, pH 9,6), incubando a 4
°C durante toda la noche. Después, cada placa se lavo tres veces con PBS
adicionado de 0,05% de Tween-20 y se bloquearon con 100 pl de BSA al 2%
durante 1 hora a 37 °C. Se lavaron con la soluciéon anterior tres veces. A
continuacion, se afiadieron los sueros problema y se hicieron diluciones
seriadas, incubando durante 40 min a 37 °C. Posteriormente, se afiadio 1gG
anti-raton o anti-cerdo, conjugada con peroxidasa de rabano (HRP) (Sigma-
Aldrich) diluido 1:5000 en tampén de lavado, y las placas se incubaron durante
40 min a 37 °C. A continuacién, se lavaron tres veces y se revelo la reaccion
anadiendo 100 pL de la solucion sustrato activado (sustrato TMB, Sigma-
Aldrich), incubando en oscuridad durante 20 min. La reaccion se detuvo con
100 pL de solucion de parada (Sigma-Aldrich) Finalmente, se midi6 la
absorbancia a 450 nm en un lector de placas de ELISA (Bio-Rad).

Anadlisis estadistico.

Para comprobar la normalidad de las variables de estudio se realizd el
Test de K-S (Kolmogorov-Smirnov) de bondad de ajuste y para comprobar si
las varianzas poblacionales entre los grupos eran iguales o no, se empled el
estadistico de Levene. Las diferencias en las puntuaciones clinicas y los
recuentos bacterianos medios entre todos los grupos de animales, asi como las
diferencias en el titulo de anticuerpos y supervivencia de la bacteria en los

ensayos de opsonofagocitosis, se realizaron mediante la prueba Student’s t-test.
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Para aquellas variables que no siguieron una distribucion normal se usaron los
estadisticos de Kruskal-Wallis y la prueba de Mann-Whitney. Todos los
andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software SPSS v.12.0 para
Windows. La significacion estadistica se definié en p <0,05. El estudio de los
estimadores de riesgo (objetivo 2.2) se realiz6 utilizando el programa

Winepiscope para Window 2.0. (http://www.winepi.net/).

Normas de bioética.

Para la manipulacion y sacrifico de los animales se siguieron en todo
momento las normas establecidas en el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero,
por el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los
animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia. Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las
directrices de la Union Europea para el manejo de animales de laboratorio y
fueron aprobadas por el Comité de Bioética de la Universidad de Cdrdoba
(Autorizacion. N° 5177). La experiencia realizada con cerdos para demostrar la
eficacia de la vacuna Wellvac-suis se llevd a cabo en el DTU National
Veterinary Institute de Lindholm (Dinamarca), y obtuvimos la autorizacion del

Danish Animal Experiments Inspectorate.

OBJETIVO 2.1. SELECCION DE UNA CEPA DE S. SUIS SEROTIPO 2 CON
CAPACIDAD PATOGENA PARA RATONES EN CONDICIONES EXPERIMENTALES.
Segun Zuniga (2001) el animal de laboratorio es “cualquier especie
animal que se mantiene bajo condiciones determinadas y se utiliza con fines
cientificos”. Estos animales representan un elemento imprescindible para el
desarrollo de nuevos tratamientos y prevencion de enfermedades que afectan a

los animales y al hombre. Los modelos murinos se han utilizado desde hace
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décadas para el estudio de las infecciones por S. suis, ya que el raton es la
especie que mejor reproduce la enfermedad de los cerdos (Robertson y

Blackmore, 1990; Kataoka et al., 1991).

MATERIAL Y METODOS
Inmunizacion e infeccion de los animales.

El estudio se llevd a cabo en unas instalaciones acondicionadas en el
edificio de Sanidad Animal, con ciclos de luz/oscuridad de 12h luz/12h
oscuridad, Este trabajo se desarrolld con nueve ratones hembras de 7 semanas
de edad, libres de patogenos especificos de la linea CD-1 (Charles River
Laboratories, Francia), que se alojaron aleatoriamente en tres jaulas con acceso
libre al pienso y agua. Se establecieron tres grupos con tres animales cada uno,
dos grupos se infectaron con S. suis y el tercer grupo se mantuvo como control
y se le administré por via intraperitoneal ImL de PBS. El sacrificio de los

animales con signos graves de enfermedad se realiz6 por dislocacion cervical.

Se utilizaron dos cepas de S. suis serotipo 2 (Tabla 1), aisladas en
Espana de animales enfermos, con la finalidad de seleccionar una con
capacidad de provocar la muerte en ratones a las 7 semanas de vida. Todos los
animales fueron infectados intraperitonealmente con 1 mL de una suspension
bacteriana en THB, preparada como se indic6 anteriormente. En este primer

ensayo solo se valor6 la mortalidad de los animales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mortalidad de los animales
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Como se puede observar (Tabla 2), las dos cepas utilizadas provocaron
la muerte de los animales en menos de cuarenta y ocho horas con signos de
septicemia (erizamiento del pelo, depresion, ojos hinchados), por lo tanto,
ambas cepas podrian ser utilizadas para valorar la eficacia de nuevas vacunas

en modelos murinos.

Tabla 2: Cepas de S. suis seleccionadas para el estudio.

Ref.  Caracteristicas Ratonas CD1 (7 semanas)

(Inoculo ip 1mL) Muerte
235/02  cps2mrpteftsly+ 3x10° 3/3 (<30h)
123/11  cps2mpr-ef-sly- 5x10° 3/3 (<40h)

Para los andlisis posteriores, dados los buenos resultados obtenidos en
este trabajo, asi como los publicados en estudios previos (Garidibaldi et al.,

2010; Mandanici et al 2010), se seleccion6 la cepa 235/02.
OBJETIVO 2.2. EVALUACION DE TRES ADYUVANTES PARA SU UTILIZACION EN
VACUNAS FRENTE A S. suiS EN MODELOS MURINOS.

Hasta la fecha, se han puesto de manifiesto diferencias en el efecto
protector de los adyuvantes para distintas enfermedades de los cerdos, pero no
existen trabajos en el caso de infecciones por S. suis. En este trabajo nos
propusimos determinar el efecto protector de tres adyuvantes ampliamente

utilizados en modelos murinos (Baums y Valentin-Weigand 2009).

MATERIAL Y METODOS
Inmunizacién e infeccion de los animales.

Utilizamos cuarenta ratones hembras de 4 semanas de edad, CDI1

(Charles River Laboratories, Francia), que se dividieron en cinco grupos de
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ocho animales aleatoriamente, que se mantuvieron en las mismas instalaciones

y condiciones que en el experimento anterior.

Tras un periodo de aclimatacion de una semana, los ratones del grupo 1
fueron inyectados por via intraperitoneal con 100 uL. de PBS mezclado con el
mismo volumen de hidroxido de aluminio (ALOH). Los animales del grupo 2,
con adyuvante incompleto de Freund (FIA) en PBS (1:1), los del grupo 3 con
aceite-en-agua (OW) en PBS (1:1) y los animales del grupo 4 y 5 (control) se
inyectaron s6lo con PBS (mismo volumen). Pasadas dos semanas, a los
animales se les administro una segunda dosis de cada adyuvante (grupos 1-3) o
de PBS (grupos 4-5), respectivamente. Una semana después de la segunda
inyeccion, los animales de los grupos 1-4 fueron infectados por via
intraperitoneal S. suis serotipo 2 (5x10° ufc/mL, Tabla 1). El grupo 5 fue

inoculado con PBS dejandose como grupo control.

Evaluacion de los parametros clinicos de la enfermedad y mortalidad.

Después del desafio, todos los animales se examinaron cada 8 h hasta el
final del experimento (siete dias). Se valor¢ el estado sanitario, dandole a cada
animal una puntuaciéon (Tabla 3) en funcion de los signos clinicos de
septicemia, de moderados a graves, alteracion del sistema nervioso central
(SNC) y/o sindrome vestibular y/o muerte; como se muestra en la siguiente
tabla. La puntuacion total de cada animal se obtuvo sumando las puntuaciones
de cada bloque Al tercer dia pi, se sacrificaron tres animales de cada grupo
para determinar las posibles diferencias en la cinética bacteriana o la respuesta

inmune frente a la infeccion.

Tabla 3: Valoracion clinica tras la infeccion por S. suis.
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Signos clinicos | Puntuacion
0 Normal

Septicemia S1 Pelo erizado Leve/moderado hinchazoén de los ojos. Depresion

S2 Fuerte erizamiento del pelo. Severa hinchazon ojos. Apatia. Falta de
acicalamiento

0 Normal

SNC N1 Hiperexcitacion. Moderada inclinacién/temblor de cabeza

N2 Hiperexcitacion. Severa inclinacion de cabeza. Anda en circulos.
Muerte D5 Muerte

S1/S2: signos de septicemia leves / graves; N1/N2: afeccion del SNC leve / grave, D5: muerte

Analisis laboratorial y estudio estadistico.

El estudio histopatologico, recuento de bacterias en sangre y organos,
asi como la valoracion de la respuesta inmune frente a la infeccion y el estudio
estadistico se realizaron segun la metodologia anteriormente indicada en el

apartado de material y métodos generales de este objetivo.

Asimismo, en este estudio se cuantificaron los niveles de INF-y y la IL-
17A mediante dos ELISAs comerciales tipo sandwich (mouse IFN-gamma
ELISA Ready-Set-Go! y mouse IL-17A ELISA Ready-Set-Go!, EBioscience),

de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
RESULTADOS Y DISCUSION
Seleccion de la estirpe de raton y de los adyuvantes.

En este trabajo, hemos evaluado el efecto protector de tres adyuvantes
ampliamente utilizados en formulaciones de vacunas frente a la infeccion por
S. suis en el modelo murino. La seleccion de la linea CD1 obedeci6é a las

recomendaciones de otros investigadores (Dominguez-Punaro et al., 2007;

Kataoka et al 1991). Se ha utilizado en todos los experimentos como via de
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infeccion la intraperitoneal (Dominguez-Punaro et al., 2007; Nakayama et al.,
2011), aunque la via intranasal podria ser més interesante, ya que es la forma
natural de entrada del patdégeno en los cerdos. No obstante, Seitz y
colaboradores (2012) no pudieron reproducir la enfermedad usando ésta via en

modelos murinos.

Hemos seleccionado estos adyuvantes debido a que son ampliamente
utilizados en formulaciones de vacunas contra diferentes enfermedades
humanas y animales (Aucouturier et al., 2001; Coffman, et al., 2010;
Hogenesch, 2012; Lu et al., 2008). Ademas, son los mas utilizados en las
infecciones experimentales frente a S. suis en el modelo murino (Baums y

Valentin-Weigand 2009).

Evaluacion de los parametros clinicos de la enfermedad y mortalidad.

La siguiente tabla (Tabla 4) muestra los signos clinicos y mortalidad
observados en cada grupo, con las puntuaciones que se asignaron. Todos los
animales del grupo control murieron durante las primeras 12-72 horas
postinfeccion, que fueron los resultados esperados. No obstante, las tasas de
mortalidad de los animales que habian sido tratados con cualquiera de los
adyuvantes utilizados, fueron significativamente mas bajas (p= 0,000). Dos
animales del grupo OW y un animal del grupo FIA murieron durante los tres
primeros dias, mientras que todos los del grupo ALOH sobrevivieron. El
analisis estadistico no mostrd diferencias significativas entre los grupos

tratados.

Tabla 4. Resultados de la valoracion clinica y mortalidad de los ratones infectados con S.
suis durante la experiencia.

Dias post-infeccion

Puntuacion** <24h? 1
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S1 4 6 8 - - - - -
S2 4 2 - - - - - -
AIOH N1 - - - - - - - 1
N2 - - - - - - - -
D5
S1
S2
FIA N1
N2 - -
D5 -
S1 -
S2 7
ow N1 -
N2 - - - 2 - - - 1
D5 1 - 1 - - - - -
S1 - - - - - - - -
S2 2 - - - - - - -
PBS N1 - - - - - - - -
N2 - - - - - - - -
D5 6 1 1 - - - -

1 O N

1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 [\ 1
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—_— 1
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1
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* Al 3 dpi, se sacrificaron tres animales de cada grupo. Al 7 dpi, se sacrificaron todos los
animales supervivientes. ** S1/S2: signos de septicemia leves/graves; N1/N2: signos de
afeccion SNC leve/grave, D5: la muerte.'Ocho animales en cada grupo, > Cinco animales en el
grupo ALOH, «cuatro en el FIA y tres en el OW, respectivamente.
“3 dpi, dos animales mostraron signos nerviosos y septicemia simultaneamente.

Los signos relacionados con un proceso septicémico representaron la
clinica mas llamativa y predominante durante los primeros tres dias (Tabla 4),
observandose una recuperacion gradual en las primeras 72 horas en los
animales tratados, lo que demostr6 un efecto protector de los adyuvantes. Para
comparar dicho efecto entre grupos, se calculd la media de las puntuaciones
clinicas anotadas durante los 3 primeros dias postinfeccion. Comprobamos que
existian diferencias significativas entre los grupos tratados con adyuvante en
comparacion con el grupo control (p=0,000 a 0,003). Ademas, se obtuvieron
diferencias entre los grupos ALOH y OW (p = 0,003). Estos datos sugieren que
los tres adyuvantes utilizados en este estudio protegieron a los ratones de la

muerte tras la infeccion con S. suis. La fraccion protegida debido a la
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utilizacion de Al(OH); fue del 87,53%, mientras que la del FIA y OW fueron
de 83,47% y 80,49%, respectivamente.

6 —

5

4l < —&—AI(OH)3

. \ / —B—FA

,| A —— 0w
—h Control

1

0

-24h  24h 48h 72h

Figura 1: Diferencias en las puntuaciones clinicas entre grupos durante 3 dpi.

Los signos clinicos derivados de una alteracion del SNC aparecieron
después de los 3 dias postinfeccion en tres animales pertenecientes al grupo
FIA, en dos animales del grupo OW y en uno del grupo ALOH. El resto de los
animales se mantuvieron aparentemente sanos hasta el final del experimento.
No se observaron diferencias significativas entre grupos en cuanto a clinica

nerviosa.

Figura 2. Detalle de los signos nerviosos y septicémicos observados
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En el analisis histopatoldgico se comprobd que los animales muertos de
durante las primeras 72 horas pi mostraban lesiones compatibles con un
proceso de septicemia bacteriana (Dominguez-Punaro et al., 2007; Nakayama
et al., 2011) y una deplecion linfoide severa (Figura 1A), lo que puede explicar

la rdpida progresion hacia la muerte.

Las principales diferencias observadas entre los grupos de animales
tratados previamente con los adyuvantes estuvieron relacionadas precisamente
con esta severa deplecion linfoide, acompafiada de fendémenos de apoptosis y
necrosis de los linfocitos (Tabla 5), que se observaron en 3 (37,5%) de los
animales del grupo FIA y en 7 (87,5%) del grupo OW, no detectandose estas

lesiones en ninguno animal del grupo AIOH.

Tabla 5: Lesiones observadas en los animales tras la infecciéon con S. suis 2

Lesion Control ALOH FIA ow
Presencia de bacterias en el lumen 5/7* 1%/8 1*/8 2%*/8
Edema alveolar 5/7* 2/8 0/8 3/8
Tromboembolismo 2/T* 0/8 1*/8 0/8
Hemorragias 4/7* 4/8 4/8 3/8
Perihepatitis 0/7* 1%/8 2/8 3/8
Hepeatitis 3/7* 8/8 7/8 5/8
Neumonia intersticial 3/7* 5/8 5/8 5/8
Nefritis intersticial 1/7* 0/8 1/8 3/8
Meningoencefalitis purulenta 0/7* 1°/8 0/8 0/8
Necrosis Focal en higado 2/7* 8/8 3/8 3/8
Necrosis Focal en SNC 1/7* 0/8 0/8 0/8
Deplecion linfoide 6/7* 0/8 3(1%)/8 7(2*%)/8

*Animales muertos 24-48 h pi (sélo se analizaron 7 animales del grupo control).
Caracteristicas histopatoldgicas observadas en el mismo animal, sacrificado 7 dpi.

Los animales que sobrevivieron a los tres primeros dias presentaron
infiltrados inflamatorios en diferentes o6rganos, principalmente en el higado,
aunque algunas de estas lesiones, como la perihepatitis estaban relacionados

con la administracion intraperitoneal del adyuvante. En un animal del grupo
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AlOH, sacrificado el dia 7 pi, que presentaba signos nerviosos de
hiperexcitacion e inclinacion de cabeza se observd una meningoencefalitis

purulenta, asi como la existencia de bacterias en el lumen de los vasos

sanguineos, edema alveolar y perihepatitis (Fig. 3).
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Figura 3: Hallazgos histopatoldgicos de bazo, higado y cerebro de los
ratones CD1 después de la infecion con S suis serotipo 2. De arriba abajo y de
izquierda a derecha; 1 y 2) Bazo, deplecion linfoide severa con apoptosis y
necrosis de los linfocitos, 3) Higado, perihepatitis multifocal croénica, 4)
Higado, apoptosis y necrosis de hepatocitos, con PMNs y MNg (células
inflamatorias) en los espacios de Disse y en los vasos sanguineos. 5) Cerebro,

meningoencefalitis purulenta.

Recuentos de bacterias viables en érganos y sangre.

Uno de los pardmetros utilizados para evaluar las posibles diferencias
en la patogénesis y la eficacia de la vacuna es la difusién de la bacteria en los
tejidos (Garibaldi et al., 2010; Dominguez-Punaro et al., 2012). Con el objetivo
de determinar si la administracion de los adyuvantes reduce el mantenimiento
de las bacterias en sangre y tejidos, se realizaron los recuentos bacterianos de
de sangre (Fig. 4), cerebro, higado, bazo, pulmén y riion (Fig. 5), de los
animales que sobrevivieron a los 3 primeros dias pi. En general, se obtuvieron
los recuentos mas altos a partir de la sangre y 6érganos de los animales muertos

en los tres primeros dias, sin diferencias entre grupos (datos no mostrados).

En nuestro estudio, los recuentos bacterianos medios en sangre en
animales muertos fueron altos, mientras que en los supervivientes se
obtuvieron recuentos mas bajos (10°-10° ufc/mL) (Figura 4). Algunos estudios
previos sobre la cinética bacteriana en el modelo raton han mostrado que S.
suis persiste en la sangre durante mas de 7 dias (Dominguez-Punaro et al.,

2007; Nakayama et al., 2011). En este trabajo, se obtuvo una reduccion
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importante del nimero de bacterias en el dia 7 pi en los grupos ALOH y FIA

(0-75 ufc/mL), pero no en el grupo OW, que tuvo un ligero ascenso.
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Figura 4: Recuentos bacterianos en sangre. Representado de forma logaritmica en base
10.

Analizando la cinética de la bacteria en el resto de los organos, y al
igual que ocurrio con los recuentos en sangre, se obtuvieron los valores mas
altos en los tres primeros dias. Los recuentos medios el dia 3 pi fueron de 10*
10° ufc/0.05g en todos los 6rganos, excepto en el grupo FIA, en el que los

recuentos en el cerebro fueron inferiores (5% 107 cfu/0.05g).

Al séptimo dia, se observd también una reduccion drastica en los
recuentos bacterianos de higado, bazo y pulmén de los animales
supervivientes, sin diferencias entre los grupos (<10*ufc/mL o 0,05 g). Estos
datos coinciden con los obtenidos por otros autores (Garibaldi et al., 2010;
Nakayama et al., 2011), que muestran una disminucion de los recuentos en
todos los 6rganos hasta el dia 7. En cambio, los recuentos obtenidos en rifién y

cerebro mostraron un comportamiento diferente, como se observa en la figura
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5. En el cerebro se observo un leve incremento en los recuentos desde el dia 3
al 7 pi en los grupos FIA o ALOH, aunque se mantuvo a unos niveles
semejantes a los del grupo OW. Estos resultados fueron para nosotros
inesperados si los relacionamos con la clinica y lesiones observadas en este
organo. Posiblemente, si los animales se hubieran mantenido durante mas
tiempo, habrian desarrollado una sintomatologia nerviosa mas evidente, y se
habrian detectado las lesiones, sobre todo teniendo en cuenta que a los 7 dias,

la bacteria no habia desaparecido de la sangre en los grupos OW o ALOH.

En nuestro trabajo, no hemos observado la desaparicion de la bacteria
de organos en el dia 7 postinfeccion, como se ha descrito en otros estudios, que
sefialan que S. suis desaparece de todos los 6rganos, excepto en el rifion donde
se mantienen hasta los 12 dias (Garibaldi et al., 2010; Nakayama et al., 2011).
En nuestro trabajo, en los animales tratados con FIA y ALOH, los recuentos en
el rifidon disminuyeron, pero en los animales tratados con OW no se observo
este descenso (107 ufc/0,05g). De acuerdo con nuestros resultados, aunque los
adyuvantes tengan un efecto protector frente a la muerte, en ningin caso

evitaron la diseminacion de la bacteria por el organismo.
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Figura 5: Recuentos bacterianos en todos los grupos en las diferentes localizaciones.

Estudio de la respuesta inmune.

Por ultimo, se analizaron los titulos de anticuerpos en el suero de los
animales supervivientes a los 3 y 7 dias pi frente a la infeccion para determinar
si existia una respuesta inmune especifica, valorando las posibles diferencias
entre grupos (Tabla 6). Como era de esperar, los titulos de anticuerpos a los
tres dias eran bajos en los tres grupos, aumentaron a los 7 dias en los grupos
FIA y OW, pero no en el ALOH, donde se mantuvieron constantes. El grupo
que presentd los mayores titulos fue el OW, aunque también fue el que
mantuvo los recuentos en sangre mas elevados (Fig. 4), por lo que no podemos

asegurar que el responsable de esta mayor tasa de anticuerpos fuera el
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adyuvante o la propia bacteria. No obstante, en otros trabajos se ha
comprobado que el OW es capaz de inducir una produccion de anticuerpos mas
alta y rapida que otros adyuvantes como el hidroxido de aluminio en cerdos
(Wisselink et al., 2001), resultados que coinciden con los obtenidos en nuestro

trabajo.

Tabla 6. Titulos de anticuerpos frente a S. suis en el suero de los animales a los 3y 7 dpi.

Dias post-infeccion

Grupo 3 7
1/1280 1/1280

ALOH 1/160 1/1280

1/80 -

FIA 1/80 1/1280
1/80 1/10400

- 1/1280
ow 1/1280 1/10400
1/1280 1/20800

Ademas del titulo de anticuerpos especificos frente a la infeccion, se
midieron los niveles de dos citoquinas INF-y e IL-17, que segun los trabajos
consultados pueden intervenir en la respuesta inmune frente a este
microoganismo en los primeros dias tras la infeccion. El INF-y es una
citoquina secretada por las células Thl, que atrae a los leucocitos al sitio de
infeccion, y puede ser responsable del desarrollo del shock séptico y la
meningitis cuando se expresa en grandes cantidades (Dominguez-Punaro et al.,
2007; Fittipaldi et al., 2011). También es un importante regulador de la
respuesta Th2, y estimula la fagocitosis de las bacterias por parte de los
macrofagos. La interleuquina 17 tiene un papel protector, ya que atraen a los
monocitos y a los neutrofilos al sitio de la infeccion, como se ha demostrado
para otras bacterias extracelulares, como Bordetella pertussis, ¢ intracelulares

como Mycobacterium tuberculosis. Se ha sugerido que las células Th17 son
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criticas para inducir una buena respuesta inmune de memoria (Lu et al 2008;

Hogenesch 2012).

En este trabajo, medimos la produccion de INF-y e IL-17 en los sueros
de los animales a los 3 y 7 dias después de la infeccion para detectar posibles
cambios en la expresion de estas citoquinas. La expresion de INF-y no se
evidencid en ningin animal, pero no podemos asegurar que no se hubiera
expresado antes de los tres dias (Dominguez-Punaro et al., 20097). La IL-17 no
se detectd tampoco en ningin animal, resultados que difieren de los obtenidos
por Hogenesch y colaboradores (2011) en Streptococcus pneumoniae,
posiblemente debido a la metodologia empleada o que la IL-17 no tiene un

mecanismo de accion similar en las infecciones por S. suis.

CONCLUSIONES

Se propone un nuevo protocolo en base la clinica y lesiones, recuentos
bacterianos y respuesta inmune especifica para evaluar la capacidad protectora
de las nuevas vacunas y tratamientos frente la infeccion por S. suis serotipo 2

en modelos murinos.

El hidroxido de aluminio se presenta como una opcioén interesante para
su uso como adyuvante en vacunas frente a las infecciones por S. suis. Sin
embargo, son necesarios mas estudios para evaluar la combinacion de éste con
otros adyuvantes que estimulen una mejor respuesta inmune humoral y su uso

para los cerdos y el hombre.

OBJETIVO 2.3. SELECCION DE UNA CEPA DE S. SUIS SEROTIPO 2 CON

CAPACIDAD PATOGENA PARA CERDOS EN CONDICIONES EXPERIMENTALES.
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Los modelos de experimentacion con ratones pueden orientarnos en el
conocimiento de ciertos aspectos relacionados con el desarrollo de la infeccion
por S. suis, y de hecho ha sido el modelo mas utilizado hasta la fecha, no
obstante estos estudios deben completarse en el cerdo, especie donde se
desarrolla la enfermedad en condiciones naturales (Vecht et al., 1991; Liu et
al., 2011; Lin et al., 2013; Wang et al., 2013). En este trabajo nos propusimos
determinar la accion patogena de dos cepas, que pudieran ser utilizadas en los

ensayos para valorar nuevas vacunas frente a la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Para cumplir este objetivo, se utilizaron las dos cepas de S. suis
pertenecientes al serotipo 2 (235/02 y 123/11 que previamente habiamos
seleccionado para el modelo murino (Tabla 1). Las condiciones de cultivo y
preparacion del inoculo se realizaron segin la metodologia previamente
indicada. El indculo consistio en una suspension bacteriana (1mL) que contenia

1 x 10° ufc/mL, de bacterias en la fase exponencial del crecimiento.

Grupos de animales.

Para el estudio se utilizaron 10 cerdos convencionales de la raza
Landrace x Largewhite, de 7 semanas de edad, procedentes de una granja de
seleccion y multiplicacion libre de S. suis. Seleccionamos esta explotacion tras
el seguimiento realizado durante el ultimo afo, donde no se habian presentado
casos clinicos de la enfermedad. Ademas, en esta granja se habia descartado la
presencia de animales portadores en un muestreo realizado sobre tonsilas de

animales sacrificados en matadero (prevalencia esperada del 10% y nivel de

106



Lidia Gdmez Gascén ENSAYOS EXPERIMENTALES. OBJETIVO 2

confianza del 99%), mediante aislamiento y técnicas de PCR especificas para

la especie (Okwumabua et al., 2003).

Infeccion experimental y valoracion clinica.

La experiencia se llevo a cabo en la Granja Universitaria Experimental
de Rabanales. Los animales, tras su llegada, fueron identificados y alojados de
forma aleatoria en tres cubiculos separados (grupo A y B con 4 animales cada
uno y el grupo C con dos animales) de forma que no existiera contacto fisico

entre ellos.

Tras el periodo de adaptacion (cinco dias), los animales fueron
infectados (Grupo A-cepa 235/02; grupo B-cepa 123/11 grupo C- PBS) por via
intravenosa, en la vena marginal de la oreja, con 1 mL de una solucion con
1x10° ucf/mL. Se seleccioné la via intravenosa por ser aquella en la que
podemos asegurar que todos los animales reciben la misma dosis infectante y

permite el desarrollo de la enfermedad.

Posteriormente los animales fueron observados diariamente cada ocho
horas, durante 15 dias, donde se valord la presencia de signos clinicos (signos
nerviosos, articulares) y la temperatura (Tabla 7). Estos datos se anotaban en
una hoja de control, disefiada para el estudio, donde ademas se daba una
puntuaciéon a cada animal (0 a 8) segun la gravedad clinica (Li et al., 2007).
La puntuacion total de cada animal se obtuvo sumando la de cada bloque.
Aquellos animales que mostraban una puntuacion superior a 3 fueron

sacrificados con una inyeccion de T61®) por via intravenosa (4 — 6 ml/50 kg).

Tabla 7: Valoracion de signos clinicos. Anotacion diaria (puntuacion de 0 a 6).
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Signos clinicos Puntuacion

Signos articulares 0 Forma de caminar y postura normal.

1 Cojeras y/o hinchazon articular pero se levanta sin ayuda.
2 Moderada incoordinacion, cojeras pero se mantiene en pie.
3 Severa cojera y/o ataxia

Signos SNC 0 normal

1 Leves, signos de incoordinacion. Poca respuesta a estimulos
2 Moderados. Solo responde a estimulos repetidos

3 Severos, no responde, ignora el entorno

Muerte 4 Muerte

A partir de los animales muertos o sacrificados, se tomaron muestras de
diferentes organos (Tabla 8) para valorar la distribucion y gravedad de las
lesiones, difusion orgénica de la bacteria y la respuesta a la infeccion, en su

caso.

Analisis laboratorial y estudio estadistico.

El estudio histopatologico, microbiolégico y la valoracion de la
respuesta inmune y el andlisis estadistico de los resultados se realizaron como
se indicd anteriormente. La evaluacion de la distribucion e intensidad de las
lesiones observadas en oOrganos, se realizd6 de acuerdo a la Tabla 8. La
puntuacion total de cada individuo se obtuvo sumando las obtenidas de cada

6rgano, con un maximo de 75 puntos por animal.

Tabla 8: Valoracion de lesiones en el analisis histopatoldgico

Cerebro/Cerebelo

Inf. Inf. Manguit Trombos Gliosis Neuronofa  Necrosi
Mening  Ventricu 0S (hemorragias gia S

es lo ) Neuron
al
1 Focal Focal <3 <3 Focal <3 <3
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2 Multifo  Multifoca 3-6 3-6 Multifocal 3-6 3-6
cal 1
3 Difusa Difusa >6 >6 Difusa >6 >6
Pulmoén
Edema  Edema Eng. Trombos Descamaci Infil. Pleura
septos  alveolar septos  (hemorragias 6n MAPs
)
1 Leve Focal Focal <3 Focal Focal
2 Modera Multifoca Multifoca 3-6 Multifocal Multifocal
do 1 1
3 Intenso Difusa Difusa >6 Difusa Difusa
Tonsila
Deplecion Deplecion FL.  Apoptos Inf. Criptas Trombos
TLR is
1 Focal <50% <3 Leve <3
2 Multifocal ~50% 3-6 Moderado 3-6
3 Difusa >50% >6 Intenso >6
Higado
Inf. Perihepatitis Trombos Degeneracion
Periportal (Hemorragias) hidrépica
1 Focal Focal <3 Focal
2 Multifocal Multifocal 3-6 Multifocal
3 Difusa Difusa >6 Difusa
Rifion
Inf. Intersticial Tubulonefrosis Trombos (Hemorragias)
1 Focal Focal <3
2 Multifocal Multifocal 3-6
3 Difusa Difusa >6

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se valora la capacidad patogena de dos cepas, con la
finalidad de fijar condiciones de cultivo y comportamiento en cuanto a unos
parametros clinicos y lesionales, asi como de distribucion en tejidos, para que
puedan ser utilizadas en estudios de proteccion in vivo con nuevos tratamientos

y vacunas.
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Como se observa en la figura 6, en los animales del grupo A, infectados
con la cepa 235/02, se observdO un pico de temperatura el primer dia

postinfeccion, aunque esta no fue muy acusada.

42,0

41,0

40,0 I

250 4 —e—CEPA123-11
f X 1 —— CEPA 235-02

. [

38,0 1 PBS

37,0

26,0

35,0 .
0 1 2 3

Figura 6. Evolucion de las temperaturas medias rectales de los cuatro animales del grupo
A (cepa 235/02) y los cuatro del grupo B (cepa 123/11). Se representa la media (+/-
desviacion tipiaca).

En relacion a los signos clinicos, se observd un aumento paulatino de la
gravedad de los mismos desde el dia 1 pi hasta el dia 3 (Figura 7), en que
fueron sacrificados por razones de bienestar animal. La puntuacion media
obtenida en este grupo fue de 2,4. Los signos clinicos mas importantes fueron
los articulares, que aparecieron en las primeras 24 horas. A partir del tercer dia,
aparecieron los signos nerviosos, caracterizados por una reducida respuesta a
los estimulos, temblores, opistotonos, pataleo y ceguera. En todos los animales

se presencio una secrecion oculonasal. Uno de los animales del grupo murié a

las 72 horas pi.
SCORE CLINICA

6.0

5,0
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Figura 7: representacién gréfica de las medias (+/-DT) de las puntuaciones anotadas de
cada animal en los dias que duro la experiencia.

Las lesiones macroscopicas mas frecuentemente observadas en los
animales fueron meningitis, areas de congestion y degeneracion en cerebelo y

cerebro, areas de neumonia, con depdsitos de fibrina en pulmoén y poliserositis

y poliartritis

Figura 8: Lesiones macroscépicas. Arriba a la izquierda meningitis, a la derecha areas de

neumonia, abajo poliserositis.
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Los cambios histopatologicos alcanzaron un valor medio de 49,33. A
nivel del sistema nervioso central (SNC) se observoé un marcado infiltrado de
tipo mixto en el espacio subaracnoideo del encéfalo, cerebelo y ventriculo, asi
como la formacidon de numerosos manguitos perivasculares. Los fendmenos de
gliosis fueron abundantes, y también se evidenci6 neuronofagia y
ocasionalmente necrosis neuronal. A nivel vascular observamos trombos
aislados y pequefias hemorragias multifocales. Las principales lesiones
observadas en pulmoén fueron de tipo vascular, edema interlobulillar y edema
alveolar, congestion, hemorragias y formacion de trombos. Asimismo, se
observo un ligero engrosamiento de los septos alveolares y la descamacion
ocasional de macréfagos alveolares pulmonares (MAPs). En la tonsila de los
animales infectados se observo una deplecion linfoide moderada de los
foliculos linfoides, asi como un moderado infiltrado de tipo mixto en las criptas
tonsilares. En el higado y rifién se observé la formacién de trombos, asi como

pequeiias areas de hemorragia y congestion, e infiltrado periportal en el higado.

Los animales del grupo B, infectados con la cepa 123/11 también
mostraron fiebre el primer dia tras la infeccion. Todos los animales presentaron
signos clinicos a partir de las 24 horas tras la infeccion. La puntuaciéon media
obtenida fue de 2,2 y también estuvieron representados fundamentalmente por
los signos articulares apareciendo los signos nerviosos al tercer dia
postinfeccion y similares a los observados en los animales del Grupo A (Figura
7). Un animal se recuper? a partir de las 72 horas y el resto fueron sacrificados
al tercer dia postinfeccion. Los cambios histopatologicos alcanzaron un valor
de 37,75 puntos. Las lesiones observadas presentaron una distribucion e
intensidad similar a las descritas para los animales del grupo A; en uno de los

animales se observo un marcado infiltrado de tipo mixto a nivel de la pleura.
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Como se ha indicado, la valoracion de los signos clinicos fue muy
similar en los animales infectados. No hubo diferencias significativas entre los
grupos A y B; siéndolos signos articulares mas evidente durante las primeras
48 horas, aunque a partir de las 72 horas se empezaron a manifestar signos
nerviosos y obligaron al sacrificio al sacrificio, por razones humanitarias. Las
lesiones histopatologicas fueron mas marcados en el grupo A, y se centraron
principalmente en SNC, aunque en ningin caso estas diferencias fueron
significativas. En ambos grupos se recuperaron las cepas de todos los 6rganos
y sangre, excepto del animal que sobrevivio, del que s6lo pudo ser aislada a

partir de las tonsilas.

CONCLUSIONES

Ambas cepas muestran un comportamiento similar en cuanto a los
signos clinicos, histopatologicos y recuentos bacterianos en una infeccion
aguda experimental en cerdos.

A partir de los resultados de este estudio, seleccionamos la cepa 235/02
para la valoracion de la capacidad protectora de nuevas vacunas en cerdos.
Aunque consideramos que dada la virulencia de la cepa para los cerdos en este
modelo experimental se deberan estudiar otras condiciones de infeccion,

reduciendo la dosis infectante.
2.4. VALORACION DE LA CAPACIDAD PROTECTORA IN VITRO E IN VIVO DE LA
VACUNA RECOMBINANTE WELLVAC-SUIS, FRENTE A LAS INFECCIONES POR S.

SUIS EN CERDO.

Para llevar a cabo este objetivo, presentamos nuestra propuesta de

trabajo a la convocatoria de Proyectos NADIR, financiado por la Union
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Europea, para llevar a cabo estudios experimentales sobre enfermedades
infecciosas de los animales que requieren bio-contencion en el nivel 3 (L3).
Tras su aprobacion por el comité de expertos (Enero de 2013), ha recibido
financiacion del Séptimo Programa Marco de la Comunidad Europea (FP7,
2007-2013), Investigacion en Infraestructuras, bajo el acuerdo de subvencion
No. FP7-228394 (Valoration of a new recombinant protein as vaccine
candidate against Streptococcus suis infection in pigs-Wellvac-suis, application
n° 49). El trabajo experiemtnal con animales se ha desarrollado, como se ha
indicado anteriormente, en las instalaciones de experimentacién animal del
Centro Veterinario Nacional DTU-Lindholm (Dinamarca) durante los meses de

marzo y abril de 2013.

MATERIAL Y METODOS

Inmunizacién e infeccion de los animales

Se utilizaron para este ensayo experimental dieciséis cerdos de la raza
Landrace x Largewhite de cuatro semanas de edad, procedentes de una
explotacion danesa libre de S. suis serotipo 2, que se dividieron aleatoriamente
en dos grupos de ocho animales cada uno. Estos animales se identificaron con
un crotal auricular con nimeros 1-16 el dia de su llegada y se mantuvieron en
el mismo local hasta la infeccion experimental, en que se separaron los dos
grupos en habitaculos independientes. Tras el periodo de adaptacion, que fue
de cuatro dias, siete animales del Grupo 1 se inmunizaron, por via
intramuscular, con la vacuna Wellvac-suis, que contenia 130 ug de la proteina
r-SsnA purificada, mezclada con una combinacion de hidroxido de aluminio y
QuilA como adyuvante, y este mismo producto se le aplico a los 14 dias de la
primera inmunizacién. Los animales del grupo 2 fueron inmunizados con el

adyuvante y PBS. Finalmente, y como control de infeccion se dejaron dos
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animales, uno en cada grupo, a los que se les administro6 1 mL de PBS,
siguiendo el mismo protocolo (dos inyecciones via intramuscular, con un

intervalo de 14 dias).

Todos los productos que se inyectaron a los cerdos, tanto la vacuna que
contenia la proteina recombinante (wellvac-suis), el placebo, que contenia solo
el adyuvante con PBS y el PBS, fueron preparados por la empresa HIPRA,
S.A. bajo la direccion de Dna. Carmen Moreno, investigadora del
departamento [+D+i de la empresa, que también realizd los controles de

calidad habituales para los preparados comerciales.

Una semana después de la segunda inyeccion, todos los animales se
. , . . . 8
infectaron por via intravenosa, en la vena marginal de la oreja, con 1x10

ufc/mL de la cepa 235/02 de S. suis en 1 mL de THB.

Evaluacion de los parametros clinicos de la enfermedad y mortalidad en

cerdos.

El disefio del estudio contemplaba la valoracién de temperatura, signos
clinicos y mortalidad de los animales diariamente, cada 8 horas los dos
primeros dias y cada 24 horas a partir del tercer dia hasta el dia 10 pi. Desde el
inicio de la experiencia, en los dias previos y posteriores a cada manipulacion,

se tomo la temperatura rectal de los animales (Fig. 9).

Se valoraron los signos clinicos de los animales con una hoja de control
similar a la utilizada en el trabajo anterior (objetivo 2.3), con algunas
modificaciones, como fueron la valoracion del cuadro septicémico (depresion y
anorexia) y la lectura del grado de cojeras de cada una de las patas (Tabla 9).

Por ello, las puntuaciones totales fueron superiores.

Tabla 9: Valoracion de signos clinicos. Anotacion diaria (puntuacion de 0 a 12)
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Signos clinicos Puntuacién
Septicemia 0 No
1Si

Cojeras (cada pata) 0 Normal
1 Grado 1, evita movimiento
2 Grado 2, no la apoya

Signos SNC 0 normal

1 Leves, signos de incoordinacion. Solo visible al manipular al animal
2 Moderados. signos de incoordinacion, Temblor cabeza en reposo

3 Severos, nistagmos, opistotonos, ataxia.

Muerte 4 Muerte

La puntuacion de cada animal se obtuvo sumando las puntuaciones de
cada bloque. Los animales que presentaban signos clinicos graves
(puntuaciones mayores a 4) fueron sacrificados con una inyeccioén de T61® por

via intravenosa (4 — 6 ml/50 kg).

Analisis laboratorial y estudio estadistico.

El recuento de bacterias viables y la valoracion de los titulos de
anticuerpos frente a la proteina recombinante y a la infeccion bacteriana se
realizaron como se describe previamente. En este trabajo no se realizo el
estudio histopatologico, pues los animales fueron sacrificados por razones
humanitarias a las 24 horas postinfeccion, pero si se realizaron ensayos de
opsonofagocitosis para determinar la capacidad opsonizante de los anticuerpos

en el suero de los animales, tal y como se describe a continuacion.
Ensayo de Opsonofagocitosis.

El ensayo de opsonofagocitosis se realizd segin la metodologia de
trabajo propuesta por el Dr. Christoph Baums, del departamento de
Microbiologia de la Facultad de Veterinaria de Hannover, donde se realiz6 una

estancia de investigacion, financiada a través del Convenio de colaboracion
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entre ambos centros, y por el propio Departamento de Sanidad Animal de la

UCO.

Para realizar el ensayo, se necesitd sangre entera heparinizada fresca,
que fue suministrada por el Servicio de Experimentacion Animal de la
Universidad de Coérdoba. Para la obtencion de los neutréfilos, la sangre se
diluyé a una proporcion 1:2 con solucion salina estéril y posteriormente se
separaron los elementos sanguineos con la técnica de Ficoll hypaque, que

consiste en la centrifugacion por gradiente de densidad.

Para ello se afiadieron 12 mL de sangre diluida a 12 mL de Ficoll y se
centrifugd a 1500 rpm durante 32 minutos a 21°C. Durante la centrifugacion se
formaron varias capas, recogiendo el sedimento que contenia los neutréfilos y
eritrocitos. Posteriormente, para eliminar los eritrocitos se realizaron varios
lavados hasta que el pellet quedo6 blanco (lisis completa de los eritrocitos) con
8 mL de NaCl al 0,2%, durante 30 segundos y rapidamente se afiadieron 8mL
de NaCl al 1,6%, centrifugando durante 6 minutos a 1500 rpm y 6 °C. A
continuacion, el pellet se resuspendié en RPMI 1640 (Gibco) y se ajustod a una
concentracion de 5.10° neutrofilos/mL. Las células se contaron en una camara

de Neubauer en una dilucidn 1:50.

Posteriormente, la bacteria se hizo crecer en THB hasta una DOgy=0,3,
y se hicieron los recuentos en placa para comprobar las ufc/uL presentes. Se
afiadieron al ensayo 2.10° bacterias para que la dosis de infeccion
neutrofilos/bacterias fuera 1:1. En nuestro caso obtuvimos un cultivo de 1,25

ufc/pL.

Para la realizacion de la técnica propiamente dicha, se incubaron a 37
°C durante una hora, en agitacion, cantidades constantes de bacterias (16 pL) y

neutrofilos (400 pL) con 100uL del suero problema. Posteriormente se
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sembraron 20uL de las diluciones 10% y 10° de estos productos en placas CNA
(t=0 y t=60 min). Después de 24h a 37 °C, se realizaron los recuentos de las

colonias bacterianas en las placas, y se aplico la siguiente formula matematica:

Factor de supervivencia: N° colonias t=60/N° colonias t=0.

Su CUIISIUCTU UIl ITSUIAUU pPUSIUIVO TUAIIUU TSWT 14aCtUTI TTd enor a la
unidad, y menor al obtenido en los sueros negativos, indicando que los
anticuerpos eran protectores. Para la realizacion de esta prueba, se utilizaron
sueros control positivos (suero del animal convaleciente del ensayo anterior) y

sueros control negativo (animales sanos libres de S. suis).

RESULTADOS Y DISCUSION

La valoracion de la capacidad protectora de las nuevas vacunas en
modelos de infeccion en cerdos, debe ser un paso imprescindible para
demostrar realmente la utilidad de estos preparados, y pasar a una ultima fase,
si los resultados son aceptables, que deberia ser una prueba de campo. A
continuacion se exponen los resultados obtenidos tras la aplicacion de la

vacuna Wellvac-suis.

Signos clinicos y mortalidad de los animales infectados.

Se midio la temperatura rectal de los animales a lo largo de toda la
experiencia, en los dias previos y posteriores a la administracion de la vacuna y
de la infeccion con S. suis (Figura 9). El incremento mas importante se obtuvo
entre las 19 y 24 horas pi con temperaturas medias de 41-42 °C, aunque no

hubo diferencias significativas entre grupos.
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Figura 9: Evolucién de las temperaturas medias de cada grupo a lo largo de la
experiencia. Las vacunas se realizaron los dias 0 y 14 y la infeccion experimental el dia 24
(24 a: infeccidn, 24b: 12 horas pi, 25% 19 horas pi, 25b: 24 horas pi).

Las siguientes figuras muestran las puntuaciones clinicas medias totales
de la valoracién clinica obtenida para cada grupo (Figura 10), asi como las
medias para el cuadro septicémico (Figura 11) y articular (Figura 12), dos dias
antes de la infeccion y tras el challenge (12, 19 y 24 h pi). Algunos animales,
concretamente dos del grupo vacunado (28,6%), cuatro del grupo tratado solo
con adyuvante (57,1%) y los dos del grupo al que se le administré PBS (100%)
presentaron a las 12 horas pi falta de apetito y leve depresion, que se agravo a

las 19 horas pi, coincidiendo con el aumento de la (Figura 11).

Simultaneamente, a partir de las 12 horas se apreciaron cojeras en todos
los animales, debido a la inflamacion de una o varias articulaciones, y a las 24
horas p.i. se observd un incremento en la gravedad de estos signos,
fundamentalmente en el grupo de animales no tratados (Figura 12). Al aplicar
analisis estadisticos, solo se encontraron diferencias significativas entre las

puntuaciones medias totales y las de los signos articulares, a las 24 horas pi,
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entre los grupos vacunados y los grupos a los que solo se les administro PBS

(p<0,05).

PUNTUACION MEDIA TOTAL

10

—&— Adyuvante+SsnA
4 —&— Adyuvante
WL PBS
2 47/ T
0 — == I
-2 12h 19h 24h

Figura 10: Evolucion de las puntuaciones medias totales de signos clinicos de cada grupo
tras la infeccion con la cepa 235/02.
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Figura 11: Evolucidn de las puntuaciones medias del cuadro septicémico de los animales

de cada grupo tras la infeccion con la cepa 235/02.
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Figura 12: Evolucion de las puntuaciones medias del cuadro articular de los

animales de cada grupo tras la infeccion con la cepa 235/02.

Aunque se aprecian diferencias entre los grupos, principalmente en la
clinica articular, la gravedad de estas lesiones, que afectaron a varios
miembros, unido a los signos derivados del cuadro septicémico (anorexia,
depresion) observados en todos los grupos, obligaron al sacrificio temprano de
todos los animales. Por lo tanto, no dio tiempo al desarrollo de la clinica
nerviosa, que tal y como demostramos en el ensayo anterior deberia aparecer a

partir del tercer dia pi.

Por ello, aunque en este ensayo se redujo la dosis infectante en relacion
al estudio anterior, consideramos que en futuros ensayos que se realicen con
esta cepa, se deben valorar otras dosis o vias de infeccidon, dado el caracter tan

virulento de la misma en condiciones experimentales.
Recuento de bacterias viables en 6rganos.

Como se indico anteriormente, se realizd el recuento bacteriano en
organos y sangre para comprobar posibles diferencias en la diseminacion y

concentracion de S. suis entre los diferentes grupos. Segin nuestros resultados,

121



Lidia Gdmez Gascén ENSAYOS EXPERIMENTALES. OBJETIVO 2

la diseminacion de la bacteria se produjo de forma similar en todos los
animales, sin diferencias significativas entre grupos para ninguna localizacion.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en los ensayos anteriores. Se
obtuvieron recuentos de aproximadamente 10* ufc/0,05 g en pulmoén, higado y

cerebro y de 10°-10° ufc/0,05 g en bazo v rifidn.

Deteccion de anticuerpos frente a la SsnA en cerdos tras la inmunizacion con

el complejo vacunal Wellvac-suis.

Para valorar la respuesta inmune frente a la vacuna recombinante, se
obtuvo el suero de todos los animales los dias 0, 14 y 24 del ensayo. Como era
de esperar, no se detectaron anticuerpos especificos frente a la SsnA ni frente a
S. suis, en ningin animal, antes de la primera vacunacion. Los animales
inmunizados con la vacuna Wellvac-suis mostraron una fuerte respuesta
inmunitaria especifica (IgG) a los 14 dias (primera vacunacidon) que aumento
de forma significativa tras la segunda dosis (dia 24) (Figura 13a y b). Por el
contrario, los animales que solo recibieron dos dosis de adyuvante o PBS no
mostraron ningun indicio de respuesta especifica frente a la proteina SsnA. Las
diferencias entre los animales vacunados y el resto de grupos fueron
significativas (p=0,000). En ensayos previos, ya obtuvimos unos buenos
resultados en animales de laboratorio, como conejos o ratones, con este estudio
podemos asegurar que esta proteina es fuertemente inmundgena también para

el cerdo.
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Figura 13 (a y b). Representacion gréafica de los titulos de anticuerpos individuales (a) y

medias por grupo (b) frente a la SsnA los dias 0, 14, 24 de la experiencia.

Ensayo de opsonofagocitosis. Determinacion del carécter opsénico de los

anticuerpos.

Para determinar la capacidad fagocitica o caracter opsénico de los
anticuerpos detectados frente a la SsnA, se realizo el ensayo de
opsonofagocitosis descrito por Baums y colaboradores (2009). Como se
muestra en la siguiente figura (Figura 14), los resultados no han sido
satisfactorios. En esta prueba se utilizd como control positivo el suero del
animal convaleciente de la experiencia anterior, que mostrd una capacidad
opsonizante excelente, al reducir el nimero de bacterias a unos limites
minimos, cuando se incubaron con el suero en presencia de neutrofilos

porcinos.
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Fig. 14: Resultados del ensayo de opsonofagocitosis en cada grupo.

Por el contrario, el suero pre-inmune de los animales no tuvo efecto
sobre el crecimiento de la bacteria (suero normal de cerdo), y estos mismos
resultados se obtuvieron con los sueros de los animales pretratados con el

adyuvante (suero adyuvante) o con la vacuna Wellvac-suis (suero adyuvante

SsnA).

En trabajos previos, se ha sugerido que los fracasos en la vacunacion
pueden ser debidos a varias razones, o bien a que el antigeno no sea protector o
que el adyuvante utilizado no estimule una respuesta inmune adecuada (Li et

al., 2006, 2007; Esgleas et al., 2013).

En nuestro estudio, se seleccion6 un adyuvante que contenia dos
productos, el hidréxido de aluminio y el Quil A, ambos utilizados en vacunas
comerciales en medicina veterinaria (Aguilar y Leal, 2000 Biotecnologia
Aplicada, Volume 17, July-September 2000, pp. 147-160). El hidroxido de
aluminio se ha seleccionado por varias razones, la primera por los buenos
resultados obtenidos en el ensayo realizado con ratones, ademas, de reunir una

serie de requisitos, como son la buena adsorcidon a los antigenos, que influye
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de manera positiva en la presentacion de estos al sistema inmune (Zlatkovic et
al., 2013) y estimular al sistema del complemento (Giiven et al., 2013), a lo que
hay que anadir que es barato, facil de usar y que no produce lesiones en el

punto de inoculaciéon, como sucede con otros adyuvantes (Krejci et al., 2012)

En el ensayo con ratones, también indicamos que seria conveniente
mezclar el ALOH con otro adyuvante que estimulara una repuesta inmune
temprana. Se selecciond en este trabajo el QUILA, un extracto acuoso de la
corteza de Quillaja saponaria Molina, en primer lugar por la buenas
referencias en la bibliografia consultada, cuando se ha probado con otros
antigenos vacunales, como la Sao (Li et al., 2007). Como se indic6 en la
revision bibliografica, las saponinas de Q. saponaria Molina tienen un
excelente efecto adyuvante para antigenos dependientes de las células T y
estimula respuestas de células T auxiliadoras de tipo 1 (Thl), y se han
utilizado con éxito en combinaciones con hidroxido de aluminio (Kensil,

1996).
CONCLUSIONES

La vacuna Wellvac-suis, elaborada con la proteina rSsnA  en
combinacion con hidroxido de aluminio y Quil-A como adyuvantes, estimula
una fuerte respuesta inmune especifica, aunque esta respuesta, tal como es
evaluada en éste ensayo, no es capaz de proteger a los animales frente a una

infeccion por S. suis.
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6. DISCUSION GENERAL

Hoy en dia, uno de los grandes retos de la investigacion mundial es
desarrollar vacunas eficaces frente a S. suis (de Greef et al., 2002; Li et al.,
2007; Fittipaldi et al., 2008; Baums y Valentin-Weigand, 2009). Merece la
pena mencionar que transcurridos mas de treinta afios de investigacion, no haya
todavia una vacuna comercial para el control de esta enfermedad. La gran
diversidad de serotipos y la variabilidad genética entre aislamientos, obligan a
dirigir las investigaciones al descubrimiento de un antigeno comun a todos o la
mayoria de los aislados de interés clinico para los cerdos e incluso para el
hombre, dado el caracter zoondsico de esta enfermedad (Vela et al., 2003;
Tarradas et al., 2004; Baums et al., 2009; Marois et al., 2006; Fitipaldi et al.,
2009; Zhang et al., 2009).

En los ultimos afios, se han propuesto diferentes candidatos vacunales,
siendo las proteinas de superficie bacteriana las que se estudian con especial
atencion. Para ello, la protedmica es una herramienta de enorme utilidad para
este fin (Rodriguez-Ortega et al., 2008, Wu et al., 2008). En este trabajo,
aplicando una técnica novedosa, basada en el pelado de las bacterias vivas con
tripsina, hemos definido el pan-surfoma de un conjunto importante de
aislamientos de S. suis, pertenecientes a los serotipos de mayor importancia
clinica para el cerdo, identificando un total de 113 proteinas: 33 lipoproteinas;
17 proteinas de la pared celular; 9 proteinas secretadas, 28 proteinas de
membrana con un dominio transmembrana y 26 proteinas multi-

transmembrana.

De todas las proteinas identificadas, consideramos que aquellas que se
encuentran en la pared celular son las mas interesantes, ya que estan mas
expuestas en la superficie de la bacteria, y por tanto, que son las mas

facilmente reconocidas por el sistema inmune del hospedador (Navarre et al.,
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1999; Rodriguez-Ortega et al., 2006; Olaya-Abril et al., 2012). Hemos
identificado siete proteinas en mas del setenta por ciento de los serotipos, y de
ellas hay tres proteinas de pared celular cell envelope proteinase (SSU0757),
5'-nucleotidase (SSU0860) y surface-anchored DNA nuclease o SsnA
(SSU1760), que podrian ser buenos candidatos vacunales, como ya ha sido
sugerido por otros autores para cepas del serotipo 2 o 9 (Wu et al., 2008; Geng

et al., 2008; Qiaoyun Hu et al., 2009; Bonifait et al., 2010, 2011).

En base a los criterios que han de tenerse en cuenta para la seleccion de
un buen candidato vacunal, como son: a) estar expuesta en la superficie de la
mayoria de serotipos y expresarse “in vivo”; b) ser accesible a los anticuerpos
c) ser muy inmunogena y d) estar conservada, en nuestro estudio, nos
centramos en la Streptococcal DNA nuclease. Esta proteina ha sido
considerada un factor de virulencia para cepas de los serotipos 1 al 9 de S. suis
por Fontaine y colaboradores (2004), pero hasta ahora no se habia analizado su
utilidad como candidato vacunal. En este trabajo hemos demostrado que esta
proteina estd ampliamente distribuida y conservada en los aislamientos clinicos
analizados, pertenecientes a 19 serotipos diferentes de S. suis, esta bien

expuesta y accesible a los anticuerpos, siendo ademés muy inmunogena.

Estos resultados nos permitieron abordar la segunda parte del trabajo,
que consistia en demostrar experimentalmente su verdadero potencial como
candidato vacunal. Para ello, aplicamos modelos de infeccion experimental, in
vitro e in vivo, que nos han permitido demostrar la capacidad patdogena de una
cepa de S. suis serotipo 2 en ratones y cerdos, y su utilidad para la valoracion

de nuevos tratamientos frente a la infeccion en estas especies animales.
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Es un hecho reconocido que las nuevas vacunas de subunidades
son menos inmunogenas, y la seleccion de un adyuvante adecuado es un punto
critico para la obtenciéon de un compuesto eficaz (Aucoutier et al., 2001;
Koffman et al., 2010; Krejci et al., 2012). No obstante, aunque la lista de
adyuvantes es cada vez mayor, es dificil encontrar publicaciones que comparen
el efecto de estos adyuvantes en modelos experimentales (Wisselink et al.,
2001; Krejci et al., 2012). En este trabajo se han comparado tres productos
(Hidroxido de aluminio, Aceite en agua y adyuvante incompleto de Freund), en
un analisis previo en ratones, para elegir el que mejor respuesta tuviera ante la
infeccion por S. suis. No obstante, obtuvimos unos resultados inesperados, y en
este modelo experimental, comprobamos que los animales a los que se les
aplico el adyuvante, consiguieron sobrevivir a la infeccién, por lo que no
pudimos valorar su capacidad protectora basandonos s6lo en porcentaje de
supervivencia/mortalidad y respuesta inmune (Zhang et al., 2009; Chen et al.,
2010). Por ello se aplicé un protocolo de valoracion clinica e histopatologica,
analisis laboratorial basado en recuentos bacterianos durante siete dias
postinfeccion, y estudio de la respuesta inmune especifica. Nuestros resultados
demostraron la existencia de diferencias entre los adyuvantes, considerando
que uso del hidroxido de aluminio combinado con otro adyuvante que estimule
una respuesta inmune humoral temprana podria ser una buena opcion, como el

QuilA (Kensil, 1996; Aguilar y Leal, 2000; Li et al., 2007).

Para valorar la eficacia de estos preparados vacunales, y segiin nuestros
resultados, hay que realizar obligatoriamente estudios experimentales en
cerdos, pues aunque los modelos murinos pueden darnos alguna informaciéon
(virulencia, respuesta inmune), los resultados no pueden ser extrapolados al
cerdo, como ya apuntaron algunos investigadores (Vecht et al., 1991). En este
estudio demostramos que una vacuna elaborada con r-SnnA y dos adyuvantes,

el hidroxido de aluminio combinado con Quil A, estimula la produccion de
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anticuerpos frente a esta proteina, pero no protege frente a la enfermedad
causada por S suis serotipo 2, en las condiciones experimentales de este trabajo
(dosis de 10*ufc/mL via endovenosa), hecho que puede ser explicado porque
los anticuerpos producidos no son opsonizantes (Chabot-Roy et al 2006;

(Fittipaldi et al., 2006, 2007; Baums et al., 2009).

Por lo tanto, seran necesarios nuevos estudios para valorar otros
antigenos como candidatos vacunales, en la que deberian participar distintos
grupos de investigacion y con una adecuada financiacion, para adquirir
protocolos comunes que nos permitan desarrollar una vacuna eficaz para todos

los paises productores de cerdos.
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7. CONCLUSIONES

Se demuestra la eficacia de la técnica protedmica de digestion de células vivas
(shaving) para el analisis del pan-surfoma de la especie S. suis, que permite la
deteccion de proteinas superficiales comunes a la mayoria de los serotipos

clinicamente relevantes para el cerdo.

Se han identificado tres proteinas de pared celular en mas del setenta por
ciento de los serotipos estudiados, denominadas cell envelope proteinase
(SSU0757), 5'-nucleotidase (SSU0860) y surface-anchored DNA nuclease
(SSU1760), que podrian ser buenos candidatos vacunales solas o combinadas
con otras. Para valorar su capacidad como antigeno vacunal, los estudios deben
complementarse con técnicas moleculares para demostrar su caracter
conservado y técnicas inmunologicas para valorar su capacidad inmunogena y

accesibilidad a los anticuerpos.

Se propone el siguiente protocolo basado en la valoracion clinica y lesional,
estudio microbiologico y respuesta inmune humoral (titulos de anticuerpos y
caracter opsonico) para demostrar la capacidad protectora de nuevos antigenos

vacunales en modelos in vivo (ratones y cerdos) frente a infecciones por S. suis.

Los adyuvantes hidroxido de aluminio, emulsién de aceite en agua y el
incompleto de Freund pueden tener un efecto protector frente a la muerte en las
primeras 72 horas postinfeccion en modelos murinos. El hidroxido de aluminio
se presenta como una opcidn interesante para su uso como adyuvante en
vacunas frente a las infecciones por S. suis, combinado con otros que estimulen

una mejor respuesta inmune humoral.
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La vacuna Wellvac-suis, elaborada con la proteina rSsnA en combinacion con
hidroxido de aluminio y Quil-A como adyuvantes, estimula una fuerte
respuesta inmune especifica, aunque esta respuesta, tal como es evaluada en
¢ste ensayo, no es capaz de proteger a los animales frente a una infeccioén por
S. suis, probablemente debido a que los anticuerpos que induce no tienen

capacidad opsonizante.
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RESUMEN

Streptococcus suis es microorganismo de enorme repercusion
econdmica para la industria porcina y una marcada importancia sanitaria, al
ser considerado un agente zoonodsico emergente. En base al polisacarido
capsular, se reconoce la existencia de 35 serotipos, siendo los serotipos del 1 al
10, 14, 15, 16, 1/2 y 1/14 los que se asocian a la mayoria de los brotes clinicos
en el cerdo y el hombre. El descubrimiento de una vacuna eficaz, elaborada
con antigenos comunes y conservados entre serotipos se ha convertido en un
objetivo prioritario mundial. Actualmente, la atencion se ha desplazado hacia
las proteinas de superficie, especialmente aquellas ancladas a la pared celular,
que pueden ser detectadas con técnicas protedmicas.

Hemos analizado mediante protedmica una coleccion de 39 cepas
pertenecientes a 19 serotipos, utilizando la técnica del shaving, basada en la
digestion de células vivas con proteasas y el posterior analisis de los péptidos
generados por LC/MS/MS. Esto nos ha permitido definir el pan-surfoma de
este grupo de aislados, identificado un total de 113 proteinas (33 lipoproteinas;
17 proteinas de la pared celular; 9 proteinas secretadas, 28 proteinas de
membrana con un dominio transmembrana y 26 proteinas multi-
transmembrana). De todas las proteinas identificadas, tres proteinas de pared
celular cell envelope proteinase (SSU0757), 5'-nucleotidase (SSU0860) y
surface-anchored DNA nuclease o SsnA (SSU1760), podrian ser buenos
candidatos vacunales, al estar presentes en mas del 70 por ciento de los
serotipos y estar mas expuestas en la superficie. Seleccionamos la proteina
“Surface-anchored DNA nuclease” (SsnA) para valorar su potencial como
candidato vacunal, mediante ensayos de proteccion in vivo de la proteina
recombinante rSsnA. Realizamos un estudio preliminar para seleccionar un
adyuvante eficaz para su uso en formulaciones vacunales frente a las

infecciones por S. suis en el modelo murino, utilizando un protocolo basado en
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el estudio clinico y lesional, estudio microbioldgico y respuesta inmune
humoral de los animales infectados. Los tres adyuvantes utilizados (Hidréxido
de Aluminio, aceite en agua e incompleto de Freund) mostraron un efecto
protector frente a la muerte en las primeras 72 tras la infeccion, aunque el
hidréxido de aluminio presento mejores resultados. Por ultimo, se evaluo la
capacidad protectora una nueva vacuna Wellvac-suis, elaborada con la proteina
rSsnA, con una combinacion de hidroxido de aluminio y QuilA como
adyuvantes, en un ensayo experimental en cerdos. Nuestros resultados
demuestran que la aplicacion de dos dosis de vacuna a los animales separada
14 dias estimula una fuerte respuesta inmune especifica, aunque esta respuesta,
tal como es evaluada en éste ensayo, no es capaz de proteger a los animales
frente a una infeccion por S. suis serotipo 2, probablemente debido a que los

anticuerpos inducidos no tuvieron capacidad opsonizante.
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SUMMARY

Streptococcus suis is a microorganism of enormous economic impact to
the swine industry with a public health concern, considered an emerging
zoonotic agent. Based on the capsular polysaccharide, the existence of 35
serotypes are recognized, serotypes 1 through 10, 14, 15, 16, 1/2 and 1/14 are
associated with the majority of clinical outbreaks in pigs and human. The
discovery of an effective vaccine, made with common and conserved antigens
between serotypes has become a global priority. Currently, attention has shifted
to the surface proteins, especially those anchored to the cell wall, which can be

detected with proteomic techniques.

We analyzed using proteomic techniques a collection of 39 strains
belonging to 19 serotypes, using the technique of shaving, based on digestion
of live cells with protease and subsequent analysis of the generated peptides by
LC/MS/MS. We define the pan-surfoma this group of isolates, and identify a
total of 113 proteins (33 lipoproteins, 17 cell wall proteins, 9 secreted proteins,
membrane proteins, 28 with a transmembrane domain and 26 multi-
transmembrane proteins). Of all the identified proteins, three proteins of cell
wall cell envelope proteinase (SSU0757), 5'-nucleotidase (SSU0860) and
surface-anchored DNA nuclease or SsnA (SSU1760) could be good vaccine
candidates, because they are present in more than 70 percent of the serotypes
and more exposed on the surface. We select the protein Surface-anchored DNA
nuclease (SsnA) to evaluate their potential as a vaccine candidate using in vivo

protection assays with the recombinant protein rSsnA.

We conducted a preliminary study to select an effective adjuvant for

use in vaccine formulations against infections by S. suis in the mouse model,
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using a protocol based on the clinical and lesional features, microbiological
analysis and humoral immune response of infected animals. The three
adjuvants used (aluminum hydroxide, water and oil in incomplete Freund)
showed a protective effect against death in the first 72 after infection, although
the aluminum hydroxide present better results. Finally, we evaluated the
protective capacity of a new vaccine Wellvac-suis, made with rSsnA protein,
with a combination of aluminum hydroxide and QuilA as an adjuvant, in an
experimental trial in pigs. Our results demonstrate that the application of two
doses of vaccine applied with an interval of 14 days stimulates a strong specific
immune response, but this response, as assessed in this assay, is not able to
protect animals against infection by S. suis serotype 2, probably because the

induced antibodies were not opsonics.
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Streptococcus suis is a swine and human pathogen for which no commercial vaccine is still
available. Conserved and broadly distributed surface proteins have become the chosen
targets for the development of efficacious vaccines that could overcome the problems of
non-heterologous protection of bacterins or capsule polysaccharide-based vaccines. In this
work, we have analyzed by proteomics a collection of 39 strains obtained from infected pigs.
The isolates belonged to 19 of the most prevalent serotypes during the last years. We have
applied the “shaving” approach to define the “pan-surfome” or the set of both common and
unique surface proteins identified in such strains. This set was constituted by 113 proteins.
We have categorized them for their potential for further vaccination studies, based on their
distribution among strains and their a priori accessibility to antibodies. According to these
criteria, the cell-wall protein SsnA appears to be the best candidate from this list, as it was that
with the widest distribution among the analyzed pathogen types, it showed to be highly
immunogenic and highly accessible to antibodies, as demonstrated by flow cytometry.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

importance as two large outbreaks have taken place in China
from 1998 to 2005 [1,3].

Streptococcus suis is a major Gram-positive swine pathogen
which is associated with a wide variety of diseases such
as meningitis, arthritis, bronchopneumonia, endocarditis,
serositis and septicaemia in pigs [1,2]. In addition to the
substantial economical losses in the swine industry, it is also
an important zoonotic agent for people in contact with diseased
pigs or their products. Cases of S. suis infection in humans have
been sporadically reported around the world, some of great

Based on the capsular polysaccharide, 33 serotypes of S.
suis have been described. Serotype 2 (SS2) is considered the
most prevalent type and is frequently isolated from diseased
pigs [2,4,5]. However other serotypes have been associated to
different clinical conditions in pigs, being serotypes 1 to 10
(except 6) and 14, 15, 16, Y2 and 1/14 the most important [6-10],
although their distribution could vary depending on the
region and over time [5,6]. Especially important has become
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in the European countries the serotype 9. In previous works,
we have demonstrated that in an endemically infected
closed-cycle porcine farm, different serotypes are present,
and they are maintained basically by adult animals, which
have been responsible of clinical outbreaks throughout time
[11].

Various approaches to developing an effective vaccine have
been used. Whole-cell vaccines based on killed or attenuated
strains have given unsatisfactory results [12-14]. Currently the
focus has shifted toward proteins as vaccine candidates agents,
mainly to surface proteins, with special attention to those
anchored to the cell wall, as they are expressed in large
quantities, are more exposed and thus more accessible to
antibodies, compared to the other categories of surface-
exposed proteins. Therefore, they have the best chances to
raise a high and effective immune response [6,15,16].

Recently, several surface-exposed proteins of SS2 have
been tested as vaccines, including Sao [17,18], a divalent
cation lipoprotein [19,20], Sat [21], and an ancillary pilus
protein [22]. These vaccines have shown to protect animals
against homologous and heterologous serotype 2 strains but
not against other pathogenic serotypes of S. suis. Actually,
some researchers have focused on evaluating the protective
efficacy of these vaccines against other serotypes of clinical
importance. Baums et al., tried to evaluate the murein-
associated proteins (MAP) cross-protection against serotypes
2 and 9, with partial success [23]. Therefore, it is necessary to
identify novel vaccine antigens common to all or the majority
of serotypes of S. suis for the development of a vaccine with
broad coverage. Proteomics can contribute to this aim as
numerous platforms and approaches are able to identify and
characterize a large number of proteins per sample. In the
field of vaccines against bacterial pathogens, the “shaving”
approach consisting of protease treatment of live cells
followed by LC/MS/MS analysis of the generated peptides
has become a valuable technique to identify potentially
immunoprotective surface proteins in a faster and more
reliable way than other strategies [24-26].

The aim of this study was to identify a set of surface proteins
common to the most prevalent serotypes of S. suis in Europe by
applying the “shaving” approach, and to propose some new
antigen(s) that can be used in further studies as a vaccine
candidate. We have then defined the “pan-surfome”, i.e. the set
of all the tryptically-digested surface proteins in a collection of
clinical strains isolated from infected animals, and have
categorized them according to their potential for further
vaccination studies. We have also found a cell wall protein,
SsnA, present in most of the serotypes and clinical isolates
analyzed, which is highly immunogenic and accessible to
antibodies. The work shows the utility of “pan-surfomics” in
the lab-based screening of widely distributed protein vaccine
candidates.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and culture conditions

Thirty-nine S. suis strains isolated of diseased pigs from
Cordoba (Spain) and the Netherlands were used in this study

(Table S1). All strains, maintained at —80 °C, were plated on
Columbia agar blood base containing 6% (v/v) sheep blood and
grown in chemically-defined medium (CDM) [27] at 37 °C and
5% CO, until ODggo of 0.25 (mid-exponential phase) was
reached.

2.2. Surface digestion of live cells

100 ml of bacteria from mid-exponential growth phase
(corresponding approximately to 10'° cells at ODgpo=0.25) was
harvested by centrifugation at 3500xg for 10 min at 4 °C, and
washed three times with PBS. Cells were resuspended in 0.8 ml
of PBS/30% sucrose. Proteolytic reactions were carried out with
trypsin (Promega) at 10 pg/ml, for 30 min at 37 °C. The digestion
mixtures were centrifuged at 3500 xg for 10 min at 4 °C, and the
supernatants (the “surfomes” containing the peptides) were
filtered using 0.22-pm pore-size filters (Millipore). Surfomes
were re-digested with 2 pg trypsin overnight at 37 °C with top-
down agitation. Protease reactions were stopped by adding 0.1%
formic acid. Salts were removed using Oasis HLB extraction
cartridges (Waters). Peptides were eluted with increasing
concentrations of acetonitrile/0.1% formic acid, according to
manufacturer’s instructions. Peptide fractions were concentrat-
ed with a vacuum concentrator (Eppendorf), and kept at —20 °C
until further analysis.

2.3.  LC/MS/MS analysis

All analyses were performed with a Surveyor HPLC System in
tandem with an LTQ-Orbitrap mass spectrometer (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, USA) equipped with nanoelectrospray
ionization interface (nESI). The separation column was
150 mm x0.150 mm ProteoPep2 C18 (New Objective, USA) at a
postsplit flow rate of 1 ul/min. For trapping of the digest a
5 mmx0.3 mm precolumn Zorbax 300 SB-C18 (Agilent Tech-
nologies, Germany) was used. One fourth of the total sample
volume, corresponding to 5 pl, was trapped at a flow rate of
10 pl/min for 10 min and 5% acetonitrile/0.1% formic acid. After
that, the trapping column was switched on-line with the
separation column and the gradient was started. Peptides
were eluted with a 60-min gradient of 5-40% of acetonitrile/
0.1% formic acid solution at a 250 nl/min flow rate. All
separations were performed using a gradient of 5-40% solvent
B for 60 min. MS data (Full Scan) were acquired in the positive
ion mode over the 400-1500 m/z range. MS/MS data were
acquired in dependent scan mode, selecting automatically the
five most intense ions for fragmentation, with dynamic
exclusion set to on. In all cases, a nESI spray voltage of 1.9 kV
was used.

2.4. Database searching and protein identification

Search and identification of peptides were performed using
in batch mode the raw MS/MS data with a licensed version of
MASCOT v 2.1, in a non-redundant local database containing
the 1825 proteins derived from the complete genome sequence
of S. suis strain P1/7 (RefSeq NC_012925.1 downloaded from
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Streptococcus_suis_
P1_7, NCBInr version 20090707). The MASCOT search param-
eters were: (i) species, S. suis strain P1/7; (ii) allowed number
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of missed cleavages, 3; (iii) variable post-translational
modifications, methionine oxidation, and deamidation of
asparagine and glutamine residues; (iv) peptide mass tolerance,
+1 Da,; (v) fragment mass tolerance, +0.6 Da and (vi) peptide
charge, from +1 to +4. All spectra corresponding to positive
identifications or near the thresholds were manually inspected.

2.5. Bioinformatic analysis of protein sequences

Computational predictions of subcellular localization were
carried out as described in [28]. Briefly, we used the
web-based algorithm LocateP [29]. Feature-based algorithms
were also used to contrast LocateP predictions: TMHMM 2.0
[30] for searching transmembrane helices; SignalP 3.0 [31] for
type-I signal peptides: those proteins containing only a
cleavable type-I signal peptide as featured sequence were
classed as secreted; LipoP [32] for identifying type-II signal
peptides, which are characteristic of lipoproteins. Topological
representations of membrane proteins were performed with
the web-based TOPO2 software (http://www.sacs.ucsf.edu/
TOPO2/).

2.6. Expression of recombinant proteins SsnA and OppA

We expressed a fragment of SsnA protein, encoded by ORF
ssul760 in the sequenced strain P1/7, encompassing amino
acids G36-L352, and a fragment of OppA protein, encoded
by ORF ssul664, encompassing amino acids S281-E596.
The corresponding DNA fragments were amplified by PCR
from genomic DNA of S. suis strain P1/7. The recombinant
protein fragments were produced as polypeptides fused
Glutathione S-transferase (GST) in E. coli DH5a using the
PRGSTENT vector (Biomedal) according to manufacturer’s
instructions. The recombinant fragments were expressed
after induction with IPTG in E. coli BL21, and purified by
affinity chromatography with a GSH column. They were
eluted in 50 mM Tris-HCl, pH 8, 10 mM GSH, and were pure
in more than 95%. The identities were confirmed by
MALDI-TOF MS analysis.

2.7. PCR detection

Genomic DNA was extracted from each isolate. Samples were
keptin tubes at-20 °C until used. The primers designed for ssnA
gene detection were: forward, 5 TATCGGATTGATTGAAGTGC
AG 3';reverse, 5’ TGTTGGCTTGTTATTGTTGGTC 3'. The primers
designed for oppA gene detection were: forward, 5’ CTTTCAG
CATCTGTTCTTGCAG 3/; reverse, 5 TCTTACCAGCTGCTTCGTC
ATA 3'. PCR was performed for 5 min at 94 °C, followed by
30 cycles of 1 min at 94 °C, 90 s at 56 °C and 1 min at 72 °C. The
amplicons were analyzed in a 1% agarose gel. PCR products were
913 bp for ssnA and 955 bp for oppA.

2.8. Production of rabbit antisera

Two New Zealand rabbits were used to obtain antisera
against the recombinant proteins. A protocol based on 6
immunizations was used. The first immunization of rabbits
consisted of a subcutaneous injection of each recombinant
protein (250 pg) in complete Freund'’s adjuvant on day 0. On

days 14, 28, 35, 57 and 64 the immunizations were carried
out by intramuscular injection (125 pg) in complete and
incomplete Freund’s adjuvant alternatively. Preimmune
rabbit sera were collected before the first injection, and
were used as negative controls.

2.9. Mice infection

Six 4 week-old female CD1 mice were randomly assigned to
two groups of three each. Mice of group 1 were challenged
intraperitoneally with a sublethal dose of 2x10° CFU of
log-phase 235/02 strain in 1 ml PBS and mice of group 2
were inoculated with PBS alone as blank controls. On the
30th day after the challenge, sera were obtained from each
group by tail vein bleeding. The infections were conducted
according to the European Union guidelines for the handling
of laboratory animals and were approved by the Ethics
Committee of the University of Cérdoba (Authorization no.
5177).

2.10. Western blot of whole cell extracts

S. suis cells were treated with mutanolysin overnight at 37 °C,
then sonicated (6 cycles of 20 s) and centrifuged. 30 pl of
S. suis supernatant was separated by 12% SDS-PAGE. Proteins
transferred to a nitrocellulose membrane for 20 min at 15 V were
detected by incubation for 1 h at 37 °C with a 1/5000 dilution of
sera from rabbits immunized with recombinant OppA. OppA-
specific antibodies were detected with peroxidase-conjugated
goat anti-rabbit IgG (1/2500) and developed with ECL Plus Western
Blotting Detection System (GE Healthcare) according to
manufacturer’s instructions.

2.11. Flow cytometry immunofluorescence analysis

Cells from S. suis strains, grown to the mid-log phase, were
harvested by centrifugation, diluted to 107 cells/ml, washed
twice with PBS and blocked for 30 min at 20 °C with 100 pl of
PBS containing 10% fetal calf serum (PBS-FCS). The cells were
washed twice with washingbuffer (PBS-1% BSA). Rabbit antisera
were diluted 1:200 in PBS-1% BSA and incubated with bacterial
cells for 30 min at 4 °C. Phycoerythrin-conjugated goat anti-
rabbit IgG (Invitrogen), diluted 1:50 was then added to the cells
and incubated at 4 °C in the dark for 30 min. Cells were
harvested by centrifugation and resuspended in PBS
containing 4% paraformaldehyde. Bacteria were then ana-
lyzed in a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson).
Data were analyzed with FlowJo software (Tree Star, Inc.,
USA).

2.12. Measurement of antibody titers

The titers of specific antibodies in rabbit sera were measured
using an indirect ELISA assay. Microtiter plates were coated
with 100 pg/ml of total protein extract of S. suis or with
0.5 pg/ml of both recombinant proteins in coating buffer
(0.05 M NaHCOs; pH 9.6) at 4 °C overnight. After washing
three times in PBS containing 0.05% Tween-20, the plates
were saturated with 100 ul of 2% BSA for 1 h at 37 °C, and
washed again three times. Serially diluted rabbit or mouse
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sera were added and incubated for 40 min at 37 °C. Detection
of bound IgG was achieved by incubation with either
antirabbit or antimouse IgG-horseradish peroxidase (HRP)
(Sigma-Aldrich) diluted 1:5000 in washing buffer for 40 min at
37 °C. The plates were washed three times and the reaction
was developed by adding 100 ul of the activated substrate
solution (TMB substrate, Sigma-Aldrich) and incubated in the
dark for 20 min. The reaction was stopped by adding 100 pl of
stop solution (Sigma-Aldrich). Absorbance was measured at
450 nm in an ELISA microtiter reader.

3. Results and discussion
3.1. Definition of the pan-surfome in a collection of clinical
isolates

Bacterial surface proteins are key molecules in the interac-
tion of cells with their environment [15,16]. Regarding
pathogenic microorganisms, they can be responsible for
virulence and pathogenesis, but are also potential targets
for drugs or vaccine development, as they have the highest
chances to interact with the immune system [33,34]. Prote-
omics provides excellent technological platforms and strat-
egies to identify antigenic surface proteins in bacteria. In S.
suis, most proteomic studies have employed first-generation
approaches (i.e. 2-DE/MALDI-TOF MS) for the identification of
these proteins, normally via reaction with sera from immu-
nized animals or diseased humans [35-41]. In the last years,
the “surfome” analysis through the “shaving” strategy has
demonstrated its power to identify in a fast and reliable way
tens of surface proteins in a sample [24-26,28,42]. This
approach has also been used in S. suis, allowing to discover
new immunoprotective proteins [21,22]. However, the prote-
omic works in this microorganism have only studied a
limited number of isolates and serotypes, mainly serotypes
2 and 9. In this work, we report for the first time a proteomic
comparison of many different serotypes and clinical isolates,
aiming at identifying common proteins with a vaccine
potential. For that, we “shaved” a collection of 39 S. suis
clinical isolates obtained from diseased pigs in farms of Spain
and the Netherlands during the last 12 years, and
corresponding to 19 different serotypes representing the
most prevalent ones in the area. Thus, we defined the
“surfome” of each strain by its individual analysis, i.e. the
catalog of the predicted surface proteins that are identified
experimentally. The global “pan-surfome”, i.e., the set of all
the proteins found in the whole collection, corresponded to
113 proteins (Table 1), of which 33 corresponded to the
lipoproteins category (out of 42 predicted in the P1/7 genome,
representing 78.6% of total). Cell wall proteins identified
represented 85% of those predicted in the genome (17 out of
20). Nine proteins were theoretically secreted (50% of total
predicted from the genome), 28 with one TMD (26.2% of total
predicted) and 26 with more than one TMD (7.5% of total
predicted). A complete list of identified proteins and pep-
tides, including those predicted as cytoplasmic, can be found
in Tables S2 and S3.

The list of all the identified proteins predicted as surface-
localized is shown in Table 2. The table also shows the

Table 1-Summary of identified surface proteins in

Streptococcus suis clinical isolates by “shaving” cells and
LC/MS/MS analysis.

Protein # of # of predicted Identified/

category * identified proteinsin S.suis P1/7 predicted
proteins genome (%)

Lipoprotein 33 42 78.6
Cell wall 17 20 85.0
Secretory 9 18 50.0
Membrane 28 107 26.2
(1 TMD)
Membrane 26 347 7.5
(>1 TMD)
Total 113 534 21.2

@ Protein categories were established according to LocateP subcellu-
lar predictions: lipoproteins were those predicted as lipid-anchored
proteins; cell wall proteins, as those having an LPXTG motif; secretory
proteins, as those possessing an SP1-type signal peptide; membrane
proteins with one transmembrane domain (TMD), as those
possessing either a C- or an N-terminally anchored transmembrane
region; membrane proteins with more than one transmembrane
domain, those predicted as multi-transmembrane proteins; “surface
proteins” means the sum of the five previous categories; and
cytoplasmic proteins, those without any exporting or sorting signal,
and predicted as intracellular proteins.

frequency of identification for each protein among serotypes
and strains analyzed. Of them, the cell-wall protein category
was that exhibiting the highest expression frequencies: 7
proteins were found in more than half (>10) of the serotypes;
and three of them (SSU0757, SSU0860 and SSU1760) were
identified in more than 50% (i.e., 20 or more) of the analyzed
clinical isolates. In the category of lipoproteins, 6 were found
in 10 or more serotypes, and only two of them were identified
in 20 or more isolates (SSU1390 and SSU0656). Two secreted
proteins were identified in >50% of the serotypes: SSU0465,
which was found in 14 different serotypes and 25 isolates, and
SSU1127, found in 10 different serotypes and 16 strains. Four
transmembrane proteins with only 1 TMD were identified in
>10 serotypes (SSU0020, SSU0309, SSU0496 and SSU1103), but
no one was present in at least half of the analyzed isolates,
although SSU0309, annotated as “streptococcal histidine
triad-family protein”, was present in a highly representative
number of different serotypes (14) and almost half of the
isolates (19). Among the multitransmembrane proteins, no
one passed these thresholds. If we compare the identification
frequencies of the different categories protein-to-protein, the
cell wall category was that most prevalent in relative terms,
as it showed the highest number of proteins identified in
a high proportion of serotypes and/or strains (7 out of 20
proteins in >50% of the serotypes, i.e. 35%; 6 out of 42, i.e. 14%
for lipoproteins; 2 out of 18, i.e. 11% of secreted proteins; and
less than 1% for membrane proteins). This indicates that
proteins with the LPXTG-anchoring motif are normally those
most expressed on the surface of Gram-positive bacteria, as
already reported [16]. Very similar results have also been
obtained by proteomic analysis in other Gram-positive
species [24,25,28,42].
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3.2. Potential of identified surface proteins for further
vaccine studies

Protein vaccine candidates must be molecules fulfilling the
following features: to be surface-exposed, highly expressed
and widely distributed, in order to increase the chances to
raise an effective immune response to induce protection
[43]. Taking into account the high number of isolates
analyzed in this work, it would not be expected to find a lot
of proteins in common to all or most of them when
analyzing the “pan-surfome”, as intra-species genetic vari-
ability can make that the protein expression pattern be
different among strains [44,45]. Actually, in Staphylococcus
aureus, Dreisbach et al. reported an overlapping in the
surfomes of less than 10% from only four strains studied
[46], and we have recently reported in pneumococcus that
10.5% of identified surface proteins were common to 5
analyzed strains [28]. Due to such a great number of isolates
studied in the present work compared to those previously
cited and carried out with a limited number of strains, we
have not identified any protein present in 100% of the strains
by the “shaving” approach. Nevertheless, in spite of it, we
have identified a considerable number of proteins showing a
wide distribution among most serotypes.

The main aim of this work is to describe the “pan-surfome”
of a wide collection of relevant clinical isolates of this bacterium
in order to propose which proteins could be used for further
vaccination studies, fulfilling the requirements previously
cited: surface exposure, expression and wide distribution.
According to the last one, we ranked the identified surface
proteins based on the frequency of serotypes in which such
proteins were found after trypsin “shaving”. We defined
three groups (from best to worst) of a priori potentiality for
further immunization and/or vaccination studies: a (>70%
serotypes), consisting of 7 proteins; B (50-70% serotypes),
with 12 proteins; and C (30-50% serotypes), consisting of 15
proteins (Table 3). We assumed that proteins belonging to
the categories of cell-wall anchored, secreted and lipopro-
teins are in principle surface-exposed if expressed, except
for the region that can be embedded within the peptidogly-
can layer, of ca. 70 amino acids [16], or unless they may have
undergone a very compact folding or be hidden under the
capsule (if this is present and is very thick). Therefore, we
included 3, 4 and 6 cell-wall proteins in groups A, B and C
respectively. The figures for the lipoprotein category were 2,
4 and 4, and for the predicted secreted proteins, 1 for each
group A, B or C.

Membrane proteins, however, are in principle more embed-
ded and therefore less surface-exposed and accessible, unless
they have large enough domains to reach the surface through
the peptidoglycan layer. This makes that the proportion of
membrane proteins identified by the “shaving” approach
compared to the overall predicted sequences is much lower
than for the rest of surface protein categories, as extensively
reported [24,25,47]. Proteins with only 1 TMD, as they usually
have domains at the extracellular side of hundreds of amino
acid residues, are more likely to be identified by the “shaving”
strategy than multitransmembrane proteins, for which is less
probable to have loops large enough to reach the surface. Based
on the topology representation of experimentally identified

regions of membrane proteins (Fig. 1) and according to the
criterium of frequency in serotypes, we have also included in
category A (Table 3) one protein with one TMD (SSU0309), 3
in category B and 1 in category C. Notice that neither protein
SSU0020 (group B) nor protein SSU0141 was included in
Fig. 1, as we used LocateP for assigning subcellular location,
but none of the other prediction algorithms (TMHMM,
PSORT, LipoP, SignalP) found transmembrane regions for
these proteins. Instead, these algorithms predicted both of
them as secreted, type-I signal peptide proteins. We did not
include in the category C the protein SSU1950 (found in 42%
of serotypes), as its predicted exposed domain is very short
and would not be accessible to antibodies. Regarding
multitransmembrane proteins, 3 were included in category
C, as they have theoretically large domains at the extracel-
lular side, for which we identified some peptide(s). However,
as for the case of SSU1950, we did not include the protein
SSU1661, as the domain for which one peptide was identified
is too short.

Taking into account both the frequencies of identification,
and the regions identified in the different peptides (which can
be visualized through topology representation), selection of
candidates for future vaccine testing should be facilitated. A
complete representation of identified peptides for each mem-
brane protein, strain by strain, can be seen in Fig. S1, which may
be used for selecting specific regions of extracellular domains,
based on the experimentally identified peptides and their
frequencies among the different strains.

3.3. Immunogenicity and in vivo accessibility of antibodies
to SsnA and OppA

To evaluate the utility of the “pan-surfome” analysis in
selecting potential new vaccine candidates, we tested the
immunogenicity and in vivo accessibility to antibodies of
two proteins: i) a candidate from category A (Table 3), the
cell-wall protein SSU1760, annotated as surface-anchored
DNA-nuclease (SsnA), as it was that one present in more
serotypes (16 out of 19, i.e. 84%) and clinical isolates (28 out
of 39, i.e. 72%) than the rest of surface proteins identified.
Especially notorious was the fact that this was the protein
most frequently identified within the 11 clinical isolates
analyzed belonging to the two most prevalent serotypes, i.e.
serotypes 2 and 9 (Table 4). Streptococcal DNA nucleases are
major exoenzymes and possible virulence factors in
S. pyogenes [48]. In addition, they can assist pathogenesis by
enhancing evasion of the innate immune response [49].
Fontaine et al. [50] have reported that in S. suis the protein is
also secreted in a truncated version to the culture superna-
tants, in serotypes 1-9. ii) A candidate from category B, the
lipoprotein SSU1664, annotated as oligopeptide-binding
protein OppA precursor (OppA), found in 12 serotypes (63%)
and 19 clinical isolates (49%). This protein has been
proposed previously as a potential vaccine candidate, as it
has shown immunogenic activity [35]. In order to under-
stand whether the absence of the identification of both
proteins by proteomics in some serotypes (Table 4) could be
because whether they lack the coding gene(s) or not, we
amplified by PCR from all the bacterial genome fragments of
both genes which are conserved among all the available
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Table 3-Grouping of proteins according to their

potentiality for further immunization and/or vaccination
studies.

Ranking Proteins

A(7)® Cell wall: SSU1760, SSU0757, SSU0860
Lipoproteins: SSU1390, SSU0115

Secreted proteins: SSU0465

Membrane proteins (1 TMD): SSU0309

Cell wall: SSU1879, SSU0253, SSU1355, SSU1128
Lipoproteins: SSU0656, SSU1078, SSU1664, SSU1933
Secreted proteins: SSU1127

Membrane proteins (1 TMD): SSU0496, SSU0020,
SSU1103

Cell wall: SSU1773, SSU0186, SSU0706, SSU1143,
SSU1201, SSU1849

Lipoproteins: SSU1560, SSU1093, SSU1915, SSU1869
Secreted proteins: SSU1968

Membrane proteins (1 TMD): SSU0141

Membrane proteins (>1 TMD): SSU0879, SSU0015,
SSU1210

B (12)

C (15)

& A:>70% analyzed serotypes; B: 50-70% analyzed serotypes; C: 30—
50% analyzed serotypes.

sequenced strains of S. suis. As shown in Fig. S2, a positive
amplification of the two genes was found in all the serotypes
and strains analyzed in this work.

To test the immunogenic capacity of the proteins, we
determined the titers of antibodies in sera from mice
infected experimentally, carrying out an ELISA assay with
the purified recombinant fragments as antigens. The I1gG
titers against SsnA were >1/100,000, thus indicating that
SsnA appears to be a strongly immunogenic protein. Howev-
er, the IgG titers against OppA were 1>200, thus indicating
that, although showing immunogenicity, this was much
lower than that of SsnA.

Then, we studied by flow cytometry the capacity of
antibodies present in sera raised against the recombinant
proteins to bind either SsnA or OppA when these are
expressed and localized on the bacterial surface, in order to
affirm that these proteins have a potential as vaccine
candidates. Regarding SsnA, after measuring the 39 clinical
isolates, the responses were not homogeneous either among
strains or within serotypes (Table 4 and Fig. S3). The main
group, of 20 strains, was constituted by those isolates in
which a positive reaction was observed in strains in which
also the protein was identified by proteomics. This group
comprised 4 out of the 5 serotype-2 strains, of which in all of
them the protein SsnA was identified by proteomics, and 3
out of the 4 serotype-9 strains in which we found the protein.
However, in 7 isolates, a positive reaction, even very strong,
was measured in isolates for which proteomics did not
provide identification of SsnA (e.g. strain 6221, serotype 28).
Vice versa, i.e. negative cytometry response was obtained in
8 isolates for which SsnA was identified by proteomics, even
when a high number of peptides were found (e.g. the two
isolates of serotype 14). In 4 isolates, each one belonging to
different serotypes (204/03 from serotype 7, 3144 from
serotype 9, 5225 from serotype 15 and 574/02 from serotype
20), neither the protein was identified by proteomics nor were

the antibodies bound to the bacterial surface. Nevertheless, it
can be considered SsnA to have a potential for further
vaccination studies to assay protection either in vivo or in
vitro, as it is a widely distributed protein, identified by
proteomics in 16 out of the 19 serotypes analyzed, and
accessible to the antibodies in 13 out of the 19 serotypes
(and 27 out of the 39 isolates) studied in this work.
Concerning OppA, results indicated that its potential for
further vaccination studies is less than that of SsnA: it was
identified in less serotypes and clinical isolates, and flow
cytometry showed that it was accessible to antibodies of the
immune serum only in 5 strains. We confirmed by Western
blotting in total protein extracts that the protein was
expressed in the 39 strains (Fig. S4). The absence of positive
reaction by flow cytometry in the vast majority of the
isolates, linked to its relatively poor immunogenicity and
lesser identification by the “shaving” strategy makes this
protein an a priori less interesting candidate than SsnA.
Further research will be done to test SsnA as a vaccine in
protection models.

4, Conclusions

The “pan-surfome” analysis demonstrates its utility for a
fast screening of widely distributed proteins in a collection of
clinically relevant strains, which must be complemented by
immunochemical techniques such as flow cytometry to
reveal immunogenicity and therefore vaccine potential.
SsnA is a surface-located protein in most of the serotypes
of the zoonotic pathogen S. suis. This protein has an
attractive potential for a vaccine, as it is well exposed and
accessible to antibodies, being in addition very immunogen-
ic. This must be evaluated by testing its immunoprotective
activity. The strategy may also be used to select a combina-
tion of proteins, according to their frequency, exposure and/
or abundance, for the design of “antigen cocktails” in future
vaccine formulations.

Supplementary data to this article can be found online at
http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2012.07.025.

Acknowledgments

Mass spectrometry was performed at the Proteomics Facility,
SCAI, University of Cérdoba, which is Node 6 of the ProteoRed
Consortium financed by the ISCIIIL This research was funded
by the Project Grants SAF2008-00733 (Spanish Ministry of
Science and Innovation), P09-CTS-4616 from the Consejeria
de Innovacién, Ciencia y Empresa (Junta de Andalucia) and
PI-0207-2010 from the Consejeria de Salud (Junta de
Andalucia) to M.J.R.-O., by the UCO research groups AGR-256
and BIO-216, and by FEDER funds from the EU. L. G.-G. and A.
O.-A. are both recipients of a Ph.D. fellow of the FPU Program
(Spanish Ministry of Education) at Dpt. de Sanidad Animal
and Dpt. de Bioquimica y Biologia Molecular, University of



JOURNAL OF PROTEOMICS 75 (2012) 5654-5666

5663

a ssu0121 ssu0212  ssu0243 5s5u0305 ssu0309 5su0496 ssu0746 s5s5u0754 ssuQ787
ﬂT 1 | i ! (] = ll
ssu0925 ssu1009 ssu1103 ssu1108 ssu1186 ssu1193  ssul1231 ssu1326 ssu1448 ssu1468 ssu1490

I,

ﬂﬂﬂWﬂWHlﬂﬂ

=

] | T T 1 T 1 Il I
35ﬁ1493 ssu1548 ssu1549 ssu1684 ssu1777 ssu1950
T u’ T T
b ssu0015 ssu0242 ssu0264 ssu0274 ssu0288 ssu0467 ssu0628

ssuQ768 ssu0879 ssu1118 ssu1125
i - . - - o S o o a e P
ElSi=isi=imiais ais === ==l =si==i=gs 25 Ean e s e
el 7 e 7T I T m st e o
ssu1180 ssu1210 ssu1234 ssu1246 ssu1392 ssu1406
HH
1 W i . .
SRS ETRTE == o) =l e e = =
ZS=Z5:z23%:z¢3% s e E =
] ] o
ssu1585 ssu1618 ssu1627 ssu1661 ssu1675  ssu1817 ssu1824 ssu1883 ssu1922
. i 1
[ MmN ——— YT . W iy b,
-~ - o A e e - e - e a Waw oW Saw - - . o m m w - - e
%= =Sz :c= S8 E =noemoem B === el e = = EEasal
T = e mlE e e s Z2:Z: Z===Z == = B =% = 3= =3 L
] L ] ol T MRS m

Fig. 1 - Topological representation of the identified membrane proteins in the “pan-surfome” analysis of the 39 S. suis clinical
isolates. The TMHMM algorithm was used to predict transmembrane domains (TMD) and signal peptides after prediction of

subcellular localization by LocateP. In red are shown the peptides experimentally identified by LG/MS/MS. a) Proteins with only
one predicted TMD. b) Proteins with more than one TMD. For those two proteins predicted by LocateP to have one TMD and not
represented in this figure, see explanation in the text.



5664 JOURNAL OF PROTEOMICS 75 (2012) 5654-5666

Table 4 - Summary of SsnA and OppA identification in the different clinical isolates by proteomics “shaving” approach, and

flow cytometry responses after incubation whole live cells with immune sera against the recombinant proteins.

Serotype Clinical “Shaving” id. of SsnA flow cytometry “Shaving” id. of OppA flow cytometry
isolate SsnA response * OppA response *°
1 638/03 — 3.0 — Negative
1/2 635 + Negative + Negative
1/14 658/02 + 2.2 + Negative
699/02 - 21 + Negative
2 P1/7 + 2.7 + Negative
365/02 + 2.4 + Negative
123 + Negative - Negative
682/06 + 11.6 + Negative
235/02 + 3.5 - Negative
3 225/00 + 14.2 + Negative
4 196/05 + 283 + Negative
636/03 + 49.0 + Negative
14/03 + 49.8 + Negative
5 633/99 + Negative + Negative
6 5215 + 4.0 - Negative
7 22/02 + Negative - Negative
204/03 = Negative + Negative
8 160/03 + 4.5 + Negative
40/03 + 3.1 = 7.7
553/05 - 31 - Negative
9 10/06 + 3.2 - 2.2
8010 + 70.0 - Negative
233/01 + 2.2 - Negative
3144 + Negative - Negative
34/11 - Negative - Negative
228/06 - 3.6 - 3.6
10 340/05 + 2.0 - Negative
14 546/05 + Negative + 2.7
232/06 + Negative - Negative
15 668/02 + 3.7 - Negative
609/02 - 5.3 - Negative
5225 - Negative - Negative
16 592/06 + 2.9 + Negative
724/02 + 7.3 - Negative
226/03 - 47 + Negative
20 574/02 - Negative - Negative
24 6217 + Negative - Negative
25 6218 + 9.0 + 2.0
28 6221 - 12.5 + Negative

# Mouse sera against the recombinant protein were incubated with whole bacterial cells and antibody binding was followed by flow cytometry.
Fluorescence is given in —fold difference between cells stained with immune sera versus pre-immune sera. Fold differences <2 were not

considered significant (negative).

Cérdoba, respectively. Clinical isolates 5215, 5225, 6217, 6218,
6221 and 8010 were kindly provided by Dr. Henk Wisselink
(Central Veterinary Institute of Wageningen, Lelystad, the
Netherlands). We especially thank Prof. J. Antonio Barcena,
Head of research group BIO-216 from University of Cérdoba,
to which A. O-A,, I. J-M. and M.J.R-O belong.
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