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ABSTRACT. Seventecen Serpulina hyodysenterige strains isolated from faeces, rectal swabs and intestinal
contents of pigs with Swine Dysentery, from farms located in Buenos Aires province were serotyped. Sam-
ples on selective media (trypticase soy agar added by 5% ovine blood, 400 mg/l spectinomicin, 30 mg/l
colistin, 30 mg/l vancomycin) were streaked and incubated under anaerobic atmosphere for 72 h at 42°C.
Suspected $. hyodysenteriae growth were identified by sitrong B-hemolytic zone, without colonies, and the
spirillar morphology, using the Victoria Blue 4-R stain were criteria following by S. hyodysenteriae pre-
liminar identification. The following antigens were made by phenolic extraction from a concentrated in-
ocula washed twice in PBS pH 7: whole-cell (WC), boiled cell (BC) and lipopolysaccharide (LPS). Two se-
rological test were: coagglutination and immunodiffusion, using polyclonal rabbit antisera against the 9
serotypes of §. hyodysenteriae and S. innocens, using WC and BC like antigens for the first test and BC
and LPS for the second. The Dot-ELISA Test was performed using BC and LPS antigens and monoclonal
antibodies (AbM) against serotypes 1, 2, 3, 8, 9 of S.hyodysenteriae, AbM species-specific and AbM against
S. innocens. All isolated S. hyadysenterige strains belonged to serotype 8. Like in other countries occurred,
it would exit a high regional prevalence of S. kyodysenteriae serotype, being the serotype 8 in Argentine.
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RESUMEN. Se aislaron y tipificaron 17 cepas de Serpulina hyodysenteriae de materia fecal, hisopados rec-
tales y contenido intestinal, de cerdos con cuadros de Disenteria Porcina, de establecimientos localizados
en la provincia de Buenos Aires. L.as muestras fueron sembradas en medio selectivo agar soya tripticasa
adicionado con 5% de sangre ovina, 400 mg/l de espectinomicina, 30 mg/l de colistina y 30 mg/l1 de vanco-
micina), e incubadas en atmésfera anaerbbica, durante 72 h a 42°C. La observacién de zonas de p-
hemélisis fuerte, sin la visualizacién de colonias y la morfologia espirilar, mediante la coloracién con Vie-
toria Blue 4R fueron los criterios seguidos pars la identificacién preliminar de S. kyodysenseriae. Se obtu-
vo la masa antigénica para la preparacién de tres tipos de antigenos: células completas (WC), células her-
vidas (BC) y lipopolisaciridos (LPS) por extraccitn fendlica. Las pruebas serolégicas realizadas fueron:
coaglutinacién e inmunodifusién, utilizando sueros policlonales obtenidos en conejo contra cada uno de los
nueve serotipos existentes de S. hyodysenteriae y con el de S. innocens, utilizéndose como antigeno WC y
BC para la primera y BC y LPS para la segunda. Para Ia prueba Dot-ELISA se utilizé BC y LPS como an-
tigeno y anticuerpos monoclonales (AbM) contra los serotipos 1, 2, 3, 8, 9 de S. hyodysenteriae, AbM espe-
cie-especificos (GEN) ¥y AbM contra S. innocens. Todas las cepas aisladas correspondieron al serotipo 8
para cada una de las pruebas utilizadas. Al igual de lo que ocurre en otros paises, existiria una alta preva-
lencia regional de serotipos de S. hyodysenteriae siendo en Argentina el serotipo 8.
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INTRODUCTION gica a fibrinonecrdtica.’ El diagnéstico de la enfermedad

se realiza sobre la base de los antecedentes sanitarios del

[a Disenteria Porcina (DP} es una enfermedad infec-  hato, los signos clinicos (edad/etapa de presentacion), los
ciosa producida por Serpulina hyodysenteriae que se carac-  hallazgos anatomopatologicos y el aislamiento del agente
teriza clinicamente por diarrea que vara de mucohemorra-  etiolégico.™ ' Segiin la clasificacién vigente en EEUU vy
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Canada, se reconocen 9 serotipos (1 al 9), siendo los mis
prevalentes el 1, 2, 8 y 9.%!" En Australia se clasificaron
en § serogrupos (A, B, D, E, F, G, H e I) si bien todos ellos
estAn presentes en dicho pafs, los prevalentes sonel A, By
D.519 8i bien S podysenteriae es el principal agente infec-
cioso incriminado en la DP,'® existen otras especies de co-
mo S, innocens y 8. Pilosicoli,® que estén asociadas a in-
fecciones subclinicas y a diarrea posdestete respectivamen-
te. Las tres especies son indistinguibles morfol6gicamente
y comparten gran parte de componentes proteicos. La in-
munidad inducida por la infeccién es serotipo especifica'
siendo el principal componente antigénico de naturaleza
lipopolisacdrida (LPS).? La DP esti ampliamente difundida
en nuestro medio, sin embargo se desconocen los serotipos
actuantes.'>"* El objetivo de este trabajo fue determinar los
serotipos de 8. hyodysenteriae presentes en la provincia de
Buenos Aires con el fin de comenzar a estudiar la epizoo-
tiologia de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras. Se procesaron 25 muestras las que
consistieron en: 10 materia fecal (almacenada en bolsas de
polietileno), 8 hisopados rectales y 7 contenido intestinal
de animales con signologia clinica o lesiones compatible
con DP, provenientes de 3 establecimientos de la provincia
de Buenos Aires (Tabla 1). Las muestras se mantuvieron
refrigeradas a 4 °C y se procesaron antes de las 48 h de ex-
traidas.

Medios de cultivo. Se utilizdé como medio selectivo
agar soya tripticasa adicionado con 5% de sangre ovina
desfibrinada, 400 mg/l de espectinomicina, 30 mg/l de co-
listina y 30 mg/l de vancomicina (SVC}) y como medio en-
riquecido agar soya tripticasa adicionado con 5% de sangre
ovina {AS)."

Procesamiento de las muestras. Los hisopados recta-
les y el contenido intestinal se sembraron en el medio
SVC: la materia fecal se diluyé en una relactén 1:10 en
agar Tween cistefna (agar 0.1%, Tween 80 0.5 g/l y L-
cisteina 0.5 g/l, regulador de fosfato 1 liter). Se tomaron
500 ul de esta dilucién y se sembraron en el medio SVC
utilizando espatula de Drigalsky. Todas las muestras se in-
cubaron en atmésfera anaerdbica (95% N, y 5% CO;) du-
rante 72 h a 42°C. Se consigné el desarrolio de colonias
sospechosas de espiroquetas cuando se observé la presen-
cia de B-hemélisis fuerte, y ausencia de colonias a ojo des-
nudo. La morfologia espiritar se confirmé, en el mismo
momento, mediante la coloracién con Azul Victoria 4R
(solucién acuosa al 0.5%), frotando un hisopo embebido
con soluci6n fisiolégica sobre las zonas hemoliticas y des-
cargandolo posteriormente sobre un portaobjeto.”* Las ce-
pas aisladas fueron conservadas a -80°C en caldo cerebro
corazén con 30% de glicerol, hasta su posterior procesa-
miento."

Pruebas de serotipificacién, Para la obtencion de la
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masa antigénica cada cepa se repico en AS y se incub6 ba-
jo las mismas condiciones anteriormente expuestas. Se co-
secharon en regulador PBS pH 7 y se lavaron 3 veces con
la misma soluci6n. Esta suspensién bacteriana se ajusto a
una ODsy de 1 y se dividié en 3 partes. La primera se
mantuvo a temperatura ambiente (22°C): células completas
(WC). La segunda parte se colocd en un baflo de agua a
100°C durante 30 min: células hervidas (BC). La tercera se
traté con el método “Westphal hot phenol-water” adaptado
por Baum y Joens® para la extraccion de LPS, los cuales se
obtuvieron de la fase acuosa y se dializaron en agua desti-
lada. Los carbohidratos complejos se precipitaron con eta-
nol 90% y acetato de sodio y se incubaron toda la noche a -
20°C. El precipitado se sedimenté por centrifugacion, se
resuspendi6 en agua destilada y se reprecipitéd con acetona.
El precipitado final se suspendi6 en agua destilada.

Coaglutinacién. Se sigui¢ el procedimiento descripto
por Diarra y col.* Se utilizaron sueros polivalentes de co-
nejo contra cada uno de los 9 serotipos de S. yodysente-
riae y S. innocens. Como antigeno se utilizaron WCy BC.

Inmunodifusién. Se procedié de acuerdo a Liy col. "'
Utilizdndose sueros hiperinmunes de conejo contra cada
uno de los 9 serotipos existentes de S. Hyodysenteriae y
con el de S. innocens, utilizdindose como antigeno BC y
LPS.

Dot-ELISA, Se realizé la metodologia descripta por
Hawkes y col.” Se utilizaron como antigeno BC y LPS y
anticuerpos monocionales (AbM) contra los serotipos 1, 2,
3, 8 y 9 de 5. hyodysenteriae, AbM especie-especifico con-
tra todos los serotipos de S. Ayodysenteriae (Gen) y AbM
contra S. innocens.'

RESULTADOS

De 25 cerdos con cuadros de DP diagnosticados por los
signos clinicos y tos hallazgos anatomopatolégicos, se ais-
laron 17 cepas de S. hyodysenteriae.

Mediante la prueba de coaglutinacién, utilizando como
antigeno WC y LPS, y mediante la prueba de inmunoditu-
sién, utilizando como antigeno BC y LPS, todas las cepas
correspondieron a S. hyodysenteriae serotipo 8. No se ob-
servaron reacciones cruzadas intragspecie ni extraespecie
(S. innocens). Mediante la prueba de DOT-ELISA, utili-
zando como antigeno BC y LPS enfrentados en este caso
con AbM, se corroboré el resultado obtenido con las otras
pruebas. Los resultados de las diferentes pruebas serologi-
cas se expresan en lastablas I, 2y 3.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este estudio preliminar se determind que el serotipo
8 de S. hyodysenteriae es el Unico identificado en la pro-
vincia de Buenos Aires. Se ha considerado que existe una
prevalencia regional o nacional de los diferentes serotipos



Tabla 1: Muestras procesadas para aislamiento de Serpuling hyodysenteriae de 25 cerdos provenientes de 3 establecimien-

tos porcinos de la Provincia de Buenos Aires.
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Muestras Positivas Negativas TOTAL
Materia Fecal 8 2 10
Hisopados Rectales S 3
Contenido Intestinal 4 3 7
TOTAL 17 8 25

Tabla 2: Resultados obtenidos de la serotipificacion de las 17 cepas de §. hyodysenteriae mediante la prueba de coaglutina-

cidn.
_ Serotipos de Serpulina hyodysenteriae (sueros policlonales de conejo) (%)
Ag 8i 1 2 3 4 5 6 7 3
wC 0 0 0 0 0 0 0 0 100
(1717
LPS 0 0 0 0 0 0 0 0 100
(1717

Ag: antigenos. Si: 8. innocens, WC: suspension bacteriana. LPS: lipopolisacarido.

Tabla 3: Resuitados obtenidos de 12 serotipificacion de las 17 cepas de S hyodysenteriae mediante la prueba de inmunodi-

Serotipos de Serpulina hyodysenteriae (sueros policlonales de conejo) (%)

Ag Si 1 2 3 4 5 6 7 8

BC 0 0 0 0 0 0 0 0 100
(17/17)

LPS 0 0 0 0 0 0 0 0 100
(1717)

Ag: antigenos. Sit §. innocens. BC: células hervidas. LPS: lipopolisacédrido.

Tabla 4: Resultados obtenidos de la serotipificacién de las 17 cepas de S. hyodysenteriae mediante la prueba de dot-

ELISA.
Serotipos de Serpudina hyodysenteriae (AbM) (%)
Ag Si Gen | 2 3 8
BC 0 100 0 o 0 100 (17/17)
LPS 0 100 0 t 0 100 (1717)

Ag: antigenos. AbM: anticuerpos monoclonales. Si: S. innocens. WC: suspension bacteriana. LPS: lipopolisacérido. Gen:

serotipo especie-especifico S. hvodysenteriae.
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de S. hyodysenteriae, siendo los prevalentes en Estados
Unidos los serotipos 1 y 2 y en Canad ¢l 8 y 9."%1%! Has-
ta el presente no se han observado diferencias en cuanto a
la patogenicidad de los diferentes serotipos, pero sf en
cuanto @ la inmunidad ya que es serotipo-especifica;™ lo
cudl es fundamental para el disefio de programas de control
epidemiolégicos.

Por los tres métodos de inmunoserotipificacion, no se
observaron reacciones cruzadas dentro de la especie ni con
S. innocens. De las 3 pruebas la mis simple en su realiza-
cién como asi también en la elaboracién del antigeno fue la
de coaglutinacién.

Se concluye la presencia de S. hyodysenteriae serotipo
8 en la provincia de Buenos Aires. Dicho resultado fue ob-
tenido mediante 3 pruebas de serofipificacion
(coaglutinacidn, inmunodifusién y Dot-ELISA) y con anti-
genos obtenidos con diferentes tratamientos (WC, BC,
LPS).
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