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RESUMEN

Streptococcus suis es un agente patdégeno importante en cerdos. Causa una
serie de procesos patoldgicos que han adquirido gran importancia en la
produccién porcina; esta bacteria también puede ser aislada a partir del
tracto respiratorio superior de cerdos clinicamente sanos. Para la vigilancia y
control de esta enfermedad se requiere de métodos de identificacion y
caracterizacién adecuados, que puedan ser Utiles para establecer relaciones
de similitud entre las cepas aisladas y detectar asi, el origen de los brotes
epidémicos, permitiendo realizar un seguimiento comparable dentro y entre
granjas. En la primera parte de este trabajo se desarrollaron y evaluaron dos
técnicas moleculares para la deteccién y genotipificaciéon de Streptococcus
suis en cerdos. La PCR multiple esta basada en la amplificacion de un
fragmento del gen que codifica para el 16S rRNA de S. suis y en la
amplificacion del gen cps2J de S. suis serotipo 2 y %. La ERIC-PCR es una
técnica de tipificacion molecular basada en la deteccion de secuencias
intergénicas consenso repetitivas de Enterobacterias (ERIC).

En la segunda parte se realizé un estudio piloto donde se busc6 demostrar la
presencia de S suis en una granja porcina comercial mediante la aplicacion
de las técnicas de PCR multiple, ERIC-PCR vy cultivo bacteriolégico de
muestras tomadas a partir de cerdas y lechones clinicamente sanos. En total
se evaluaron 200 muestras. El 62.5% de las muestras fueron positivas por
PCR para S. suis. No se obtuvo ningun aislamiento de S. suis por lo tanto no
fue posible realizar la caracterizaciéon molecular mediante ERIC-PCR. Estos
resultados muestran que la PCR es un método méas sensible que el cultivo
bacteriolégico y que es una herramienta (til para detectar animales
portadores en una explotacién. Las dos técnicas moleculares desarrolladas
son herramientas Utiles para la identificacion y caracterizacién de cepas de
S. suis en diagnostico y en estudios epidemioldgicos, facilitando el disefio e
implementacion de programas de control y erradicacion.
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ABSTRACT

Streptococcus suis is an important pathogen in pigs. It causes a number of
pathological processes that have become important in swine production; this
bacteria can also be isolated from the upper respiratory tract of clinically
healthy piglets. For surveillance and disease control appropriate identification
and characterization methods are required, which may be useful to establish
relations of similarity between strains and thus demostrate the origin of
disease outbreaks, which allow to carry out comparable studies within and
between farms. In the first part of this work were developed and evaluated
two molecular techniques for detection and genotyping of Streptococcus suis
in pigs. The multiplex PCR is based on the amplification of a fragment of the
gene coding for 16S rRNA of S. suis and on the amplification of the cps2J
gene of S. suis serotypes 2 and Y2. The ERIC-PCR is a molecular typing
technique based on the detection of repetitive intergenic sequences of
Enterobacteriaceae consensus (ERIC).

In the second part a preliminary study was accomplished which aimed to
demonstrate the presence of S. suis in a commercial pig farm by applying the
techniques of multiplex PCR, ERIC-PCR and bacteriological culture of
samples taken from clinically healthy sows and piglets . A total 200 samples
were evaluated. The 62.5% of the samples were positive by PCR for S. suis.
None isolated S. suis was obtained, therefore it was not possible to perform
the molecular characterization by ERIC-PCR. These results show that PCR is
more sensitive than bacterial culture and is a useful tool for detecting carrier
animals in a swine farm. These two molecular techniques developed are
useful tools for the identification and characterization of strains of S. suis in
diagnosis and epidemiological studies, facilitating the design and

implementation of control and preventing programs.
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INTRODUCCION

Las infecciones causadas por Streptococcus suis han adquirido en los
Gltimos afios una gran importancia para las explotaciones porcinas de tipo
intensivo. Estos procesos patolégicos se pueden presentar bajo numerosas
formas clinicas como: septicemia, meningitis, artritis, procesos neumonicos e
incluso muerte subita, con tasas de morbilidad relativamente bajas o
moderadas si se consideran aisladamente, pero que al estar presentes en
forma simultdnea en la mayoria de las explotaciones porcinas, pueden
determinar unas pérdidas econdémicas relevantes en su conjunto.

Segun los antigenos presentes en la capsula de S. suis, se pueden
diferenciar hasta 33 serotipos , siendo el serotipo 2 el mas frecuentemente
aislado, sin que se deba descartar la importancia de otros serotipos, al
haberse comprobado una amplia diversificacion genética segun los paises y
regiones.Desde un punto de vista epidemioldgico, una de las caracteristicas
fundamentales de los estreptococos, y mas concretamente de S. suis, es su
localizacién en tonsilas y cavidad nasal de los cerdos, que podrian actuar
como reservorios de la enfermedad en calidad de portadores. Asi pues, el
reconocimiento de estos portadores resultaria de gran importancia para
establecer programas de control.

Algunas caracteristicas de S. suis, como su ubicuidad y diversidad de
serotipos, asi como los numerosos e importantes vacios existentes en el
conocimiento de su epidemiologia y patogenicidad, han condicionado sin
duda que las medidas correctivas y de control aplicadas contra la
enfermedad no hayan sido totalmente satisfactorias.

La importancia econémica que supone la presencia de S. suis en las
explotaciones porcinas, junto con su relevancia sanitaria, hacen que un
estudio en profundidad de aspectos que puedan estar relacionados con su
transmision, la interaccion agente infeccioso-hospedador y los factores de



virulencia, sean objetivos prioritarios en los trabajos actuales de investigacion
a nivel mundial.

Las cepas de Streptococcus suis serotipo 2 en lechones constituyen
una causa importante de pérdidas econdmicas para los productores. El S.
suis tipo 2 es el serotipo mas virulento y esta asociado con meningitis, artritis,
septicemia y neumonia en lechones de 2 a 12 semanas de edad, ademas
constituye un serio riesgo para la salud humana.

La identificacion del S. suis se basa en rasgos fenotipicos, tales como
morfologia, pruebas bioquimicas y seroldgicas a partir de muestras obtenidas
de tonsilas, pulmén e incluso cerebro de animales afectados, de donde es
posible aislar cepas de diferente grado de virulencia, las cuales no se pueden
diferenciar entre si por los métodos tradicionales.

El éxito de los programas de vigilancia y control de esta enfermedad
depende, entre otras medidas, de la identificacion, caracterizacion, posible
rastreo y seguimiento en campo de las fuentes de diseminacion de esta
bacteria. Debido a esto se ha intensificado la necesidad de contar con
métodos rapidos y precisos capaces de efectuar estos estudios.

En este sentido, las técnicas de biologia molecular permiten una
caracterizacién mas profunda de las variantes y una evaluaciébn mas precisa
del grado de parentesco que la que se obtiene a partir de técnicas
serologicas o bacteriolégicas. Estas comparaciones entre cepas dentro o
entre granjas conforman la base para estudios de epidemiologia molecular
los cuales permiten, inclusive revelar posibles patrones de evolucion de los
diferentes serotipos asi como el origen de cepas responsables por brotes
recientes.

En los ultimos afios, el uso de técnicas moleculares como la huella
genomica, han demostrado ser métodos valiosos en estudios
epidemioldgicos, puesto que han permitido identificar cepas dentro de un

mismo serotipo. Ademds, permitieron establecer la relacion clonal de



microorganismos aislados en diferentes periodos de tiempo o diferentes
regiones geograficas.

El estudio epidemiolégico molecular de las enfermedades infecciosas
tiene por objeto determinar la relacion clonal que existe entre varios aislados
de una misma especie. Esta informacién es muy util, sobre todo cuando se
producen brotes epidémicos causados por cepas multirresistentes, porque
permite determinar el nimero de clones circulantes, identificar la fuente de
contaminacioén o reservorio y los vehiculos de transmisién, evaluar la eficacia
de las medidas de control dirigidas a evitar la diseminacién de clones y
diferenciar entre infeccion y recidiva.

La aplicacién de técnicas moleculares en epidemiologia ha contribuido
a un mejor conocimiento de la organizacién clonal de las poblaciones
bacterianas y, por consiguiente, permite un mejor seguimiento de las
epidemias. La amplificacion de secuencias ERIC (secuencias concenso
repetitivas intragénicas de enterobacterias) mediante PCR (ERIC-PCR) es
una técnica de tipificacion utilizada para estudiar la relacion clonal en
diversas bacterias gramnegativas y grampositivas. Los patrones de ADN que
se obtienen con la ERIC-PCR suelen ser menos complejos que los
generados mediante otras técnicas. La técnica de ERIC-PCR se caracteriza
por su simplicidad (no requiere el uso de enzimas de restriccion, ni técnicas
electroforéticas especiales), rapidez (menos de 24 h) y su relativo bajo costo.

Debido a lo anterior, el propésito de este estudio es aislar, detectar y
genotipificar cepas de Streptococcus suis serotipo 2 a partir de muestras
provenientes de animales clinicamente sanos de granjas porcinas intensivas,
mediante el desarrollo y aplicacion de las técnicas de PCR mudltiple, ERIC-
PCR vy cultivo bacteriolégico para detectar animales portadores y lograr
caracterizar cepas virulentas de S. suis serotipo 2 presentes dentro de una
granja; y asi establecer las posibles relaciones epidemiologicas entre

diferentes aislamientos.



Aplicando esta metodologia se espera obtener datos Uutiles e
importantes para el estudio de la historia natural de la enfermedad causada
por Streptococcus suis en nuestro medio.

Adicionalmente, la informacién generada puede ser de importancia
para complementar estudios sobre disefios de vacunas de nueva generacion.
El uso coordinado de informacién antigénica, genética y epidemiolégica
permite obtener un mejor sistema de evaluacion de riesgo y endemismo de la
patologia ocasionada por Streptococcus suis, posibilitando analizar la
extension de los cambios y eventualmente evaluar la inmunogenicidad de las
cepas utilizadas en la formulacién de vacunas, representando una importante
contribucion al establecimiento de mejores estrategias para la vigilancia y el

control de la enfermedad causada por Streptococcus suis.



JUSTIFICACION

Streptococcus suis es un patégeno importante para la industria
porcina, es agente causal de meningitis, septicemia, artritis y muerte subita
de cerdos jovenes. Ademas, Streptococcus suis puede aislarse a partir de
cerdos sanos, los cuales actian como fuente de transmision dentro de las
granjas.

Esta bacteria es también un agente zoondtico responsable de
meningitis, septicemia, artritis y endocarditis en seres humanos. La mayoria
de los casos reportados han implicado individuos que han tenido exposicion
ocupacional a cerdos infectados como: veterinarios, trabajadores de plantas
de beneficio y productores.

Se han identificado 35 serotipos capsulares de S. suis (tipos Y2y del 1
al 34). Los serotipos 2, 1/2 , 9, 7 y 3 son usualmente aislados de cerdos
muertos o enfermos, principalmente a partir de casos de meningitis, artritis y
septicemia. Aunque el serotipo 2 es considerado como el serotipo mas
virulento y por lo tanto es el tipo que presenta la més alta prevalencia en la
mayoria de los paises.

Debido a la falta de suficiente conocimiento sobre la epidemiologia de
la enfermedad y a la falta de bacterinas efectivas y técnicas diagndsticas
sensibles, se ha hecho dificil implementar un programa de prevencion y
control de la enfermedad causada por Streptococcus suis. La diversidad
serotipica y genotipica que presenta esta bacteria dificulta la elaboracion de
una vacuna polivalente que sea eficiente en la prevencion de los cuadros
clinicos de enfermedad.

Esta bacteria al ser un colonizador temprano de los lechones en
lactancia, no se elimina por la practica del destete precoz. Por tanto, en
granjas con un alto status sanitario, donde se ha reducido o eliminado otras

infecciones en base a esta practica (generalmente producidas por bacterias o
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virus "colonizadores tardios"), pueden producir enfermedad con variadas
pérdidas, que en general son proporcionales a la existencia de factores de
manejo adversos como: densidad poblacional por encima de la estandar para
las diversas categorias, inadecuada temperatura, humedad o ventilacion,
imbalances nutricionales, etc.

La mayoria de los cerdos son portadores inaparentes de multiples
serotipos de Streptococcus suis en el tracto respiratorio superior y las
hembras pueden albergar diferentes serotipos en su mucosa vaginal. Los
animales portadores asintomaticos por lo tanto representan una fuente
potencial de infeccion para otros cerdos dentro de una explotacién o para los
seres humanos.

Debido a su gran variacion antigénica, no se ha desarrollado una
prueba seroldgica para el diagnostico de portadores inaparentes. Por otra
parte seria contraindicado, debido a que gran parte de los animales son
portadores inaparentes de serotipos no patégenos. Por tanto la prueba
tendria que ser muy especifica para serotipos y aun genotipos relacionados a
virulencia, lo que por el momento no ha sido alcanzado.

Segun el dltimo informe técnico del ICA de Informacion y Vigilancia
Epidemioldgica (Colombia Sanidad Animal 2006), durante el afio 2006 las
pérdidas econdmicas ocasionadas por mortalidad de animales como
consecuencia de las enfermedades notificables bajo programas de control
oficial y otras condiciones patolégicas registradas, se estimaron en
$3.439.321.504, de los cuales el 7% correspondié a la especie porcina, es
decir, $240.752.505. Segun este informe, 190 cerdos murieron en el
transcurso del afio 2006 debido a estreptococosis por un valor total de
$42.801.490. No obstante, revelan una aparente subnotificacion o
diagndstico del numero de casos reales que mueren en el campo.

Lo anterior, muestra el impacto que presenta la enfermedad causada
por S suis en el pais. Desafortunadamente, hasta el momento se cuenta con

poca informacion sobre la epidemiologia de esta enfermedad y no se le ha
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dado la suficiente importancia y atencién que merece esta patologia que
afecta al cerdo en todas las etapas de produccion.

Las cepas de S. suis son identificadas y clasificadas usualmente por
sus caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y seroldgicas. La clasificacion
serologica esta basada en la presencia de polisacaridos antigénicos
especificos; estos métodos de tipificacion seroldgica son muy laboriosos y
consumen mucho tiempo y pueden realizarse so6lo con colonias aisladas. La
tipificacion se realiza mediante diferentes tipos de pruebas de aglutinacion.
En estas pruebas, colonias de S. suis aisladas y bioquimicamente
caracterizadas se aglutinan con un panel de 35 antisueros policlonales.

Esta bacteria puede ser aislada a partir de muestras tonsilares por
técnicas microbiolégicas tradicionales; sin embargo, las tonsilas pueden ser
también colonizadas por cepas no virulentas de Streptococcus suis y otras
especies estreptococales, las cuales son dificiles de distinguir segun la
morfologia de sus colonias. Debido a esto otras técnicas han sido
desarrolladas como el aislamiento serotipo-especifico utilizando medios
selectivos y diferenciales y técnicas de separacion inmunomagnética, pero
estos métodos son bastante laboriosos, consumen mucho tiempo y tienen
baja sensibilidad.

Otro inconveniente que existe al momento de diagnosticar una
enfermedad causada por S. suis, es que muchas veces las lesiones
histopatoldgicas no sugieren resultados contundentes y se puede confundir
con otras patologias ocasionadas por otros agentes, como el virus de la
Peste Porcina Clasica, el virus de Aujeszky y Haemophilus parasuis, los
cuales producen una sintomatologia nerviosa similar al de S. suis.
Adicionalmente, en muchos casos no se obtiene un aislamiento exitoso de la
bacteria, debido a que las muestras que ingresan al laboratorio provienen de
animales que han sido anteriormente medicados; lo que en Ultimas dificulta

un diagndstico definitivo.



Actualmente, existen técnicas bacteriolégicas rutinarias para detectar
S. suis, sin embargo comparada con estos métodos bacterioldgicos, la
prueba de PCR (Reaccién en cadena de la Polimerasa) es mucho mas
rapida y sensible. En este momento, el diagndstico de esta enfermedad en el
pais se lleva a cabo basicamente por sintomatologia clinica, lesiones y
métodos bacterioldgicos e histopatologia. No obstante, hasta el presente en
el pais se han realizado pocos estudios sobre la epidemiologia y dinamica de
la enfermedad en campo.

Todo esto hace urgente un mayor esfuerzo en la optimizacion y
regularizacion de la manipulacion de los animales en este sector de la
industria; pero ademas, se requiere un mayor interés en la investigacion que
tenga como finalidad un mejor conocimiento de esta infeccion asi como la
obtencién de vacunas y medicamentos eficaces en su control.

Por lo anterior, se hace necesario implementar otro tipo de
herramientas capaces de dar resultados mas rapidos, precisos y especificos
como lo son las técnicas moleculares, las cuales detectan el ADN bacteriano,
evitando muchos de los inconvenientes anteriormente mencionados.

La epidemiologia molecular permite reconocer caracteristicas
genéticas de las bacterias no reveladas por las técnicas de laboratorio
convencionales. En las ultimas décadas, las ciencias basicas lograron un
importante desarrollo tecnolégico que ha posibilitado esa epidemiologia
molecular. Esta ha proporcionado una nueva vision, no adquirida por las
técnicas fenotipicas, sobre las caracteristicas bioldégicas de Streptococcus
Suis y su comportamiento dinamico.

Por esta razén, este trabajo busca desarrollar y aplicar técnicas
moleculares con el fin de detectar animales portadores y determinar la
relacién clonal que existe entre diferentes aislamientos correspondientes a
Streptococcus suis serotipo 2, mediante el analisis de huellas gendmicas
generadas por la técnica de ERIC — PCR . Como se mencion6 anteriormente

el serotipo 2 es el serotipo mas virulento, de todos los serotipos, éste es el
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gue presenta mayor prevalencia en todos los paises y se ha encontrado con
mayor frecuencia asociado a brotes ocurridos en las explotaciones porcinas
de todo el mundo.

En general, el andlisis de estas huellas gendmicas ayudan a distinguir
aislamientos individuales de S. suis, establecer el origen de la infeccion en
una piara determinada, monitorear la cinética de un brote, asegurar que la
cepa correcta este incluida en una vacuna y a demostrar la diversidad o
variabilidad genética que existe entre cepas de S. suis, aun perteneciendo a
un mismo serotipo.

En conclusion, el desarrollo y aplicaciéon de este tipo de técnicas
moleculares dentro de estudios epidemiolégicos daria finalmente una
aproximacion de la situacion actual en Colombia de esta enfermedad

causada por Streptococcus suis.



CAPITULO 1

1. REVISION DE LITERATURA
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1.1. Streptococcus suis

1.1.1 Historia

Nuevos estreptococos alfa-hemoliticos a partir de infecciones
septicémicas en cerdos fueron primero caracterizados bioguimicamente y
serolégicamente por de Moor entre 1956 y 1963 como nuevos grupos
Lancefield R, S, RS, y T (37). En Inglaterra, Elliot en 1966 sugirid6 que el
grupo S de de Moor era similar a su Streptococcus PM y que ambos
pertenecian al grupo D de Lancefield; el propuso el nombre de Streptococcus
suis tipo capsular 1 (43). En 1975, Windsor y Elliot aislaron otro estreptococo
porcino el cual correspondié al grupo R de de Moor y fue nombrado S. suis
tipo 2 (139).

El tipo 1 fue asociado con meningitis en lechones, mientras que el tipo
2 estaba relacionado con procesos patologicos a lo largo de toda la vida
productiva del cerdo. Aislamientos reaccionantes con los antisueros tipo 1y 2
fueron catalogados como tipo capsular Y2 (originalmente grupo RS).
Aislamientos de estreptococos pertenecientes al grupo T obtenidos a partir
de hisopos tonsilares, vaginales y prepuciales fueron reportados por Clifton-
Hadley en 1984 (32). La cepa de referencia del grupo T fue designada como
S. suis tipo capsular 15 en 1989 (53).

Entre 1983 y 1995 se describieron los restantes 32 serotipos (65, 97).
La mayoria de estas cepas de referencia son originadas de cerdos enfermos;
el tipo capsular 14 fue un aislamiento humano, los tipos capsulares 17, 18,
19 y 21 fueron aislados de cerdos clinicamente sanos, los tipos capsulares
20 y 31 fueron obtenidos de terneros y el tipo 33 de un cordero enfermo
(53,65).

La determinacion oficial de S. suis como una nueva especie
bacteriana se realizé en el afio de 1987 por Kilpper-Balz y Schleifer. Esta
especie reveld ser genéticamente distinta y no mostro relaciéon alguna con

otras especies estreptococales examinadas (14).
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La diversidad genética entre miembros de la especie de S. suis es
importante y deberia tenerse en cuenta en el diagnéstico, vigilancia y control
de la enfermedad.

Reportes iniciales de infecciones de S. suis fueron publicados por
Jansen y Van Dorssen en Los Paises Bajos en 1951 y por Field y
colaboradores en 1954 en Inglaterra (71,45). Desde entonces, S. suis ha sido
reportado en todos los paises donde la industria porcina es importante y por
mas de una década, infecciones asociadas con este microorganismo han
sido observadas en explotaciones porcinas intensivas tradicionales vy

modernas.

1.1.2 Etiologia

1.1.2.1 Caracteristicas generales de Streptococcus suis.

S. suis es una bacteria Gram-positiva perteneciente a la familia
Streptococcaceae, es anaerobia facultativa, inmdvil, cocoide u ovoide y se
observa como células individuales, en pares o en cadenas (54). De acuerdo
con los polisacaridos capsulares, 35 serotipos han sido identificados (tipos 1—
34 y el 1/2) (53,65). Pero se ha demostrado que los serotipos 32 y 34 son
Streptococcus orisratti (68). En la actualidad se clasifica taxondmicamente
segun el Bergey's Manual of determinative Bacteriology de 1994 dentro del
grupo 17 que incluye los cocos gram positivos no formadores de endosporas
donde se establecen tres géneros Enterococcus,, Streptococcus vy
Lactococcus, quedando asi estos géneros separados mediante estudios
basados en la homologia del ADN (121).

Desde el punto de vista serolégico se admite la clasificacién propuesta
por Lancefield en 1933 basada en los antigenos de naturaleza polisacaridica
presente en la pared celular denominado “poliésido C” o “sustancia C”,
reconociéndose en la actualidad hasta un total de 24 serogrupos distintos
denominados dela AalaHydelaKalaZ. Laespecie S.suis esta incluida
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en los grupos R,S,T y D de Lancefield, siendo el serogrupo R el mas
frecuente (55.8%), resulta muy representativo para la mayoria de los
investigadores el serogrupo D (28%) y también puede reaccionar frente a los
grupos S (3.6%) y T (11.7%) pero siempre con frecuencias de presentacion
inferiores (121).

Se ha podido comprobar a lo largo de todos los estudios realizados
como el serotipo 2 es el mas frecuentemente implicado tanto en procesos
clinicos en cerdos como en portadores tonsilares, representando
aproximadamente el 60% de los aislamientos y puede estar relacionado con
todas las formas clinicas descritas. Ademas de estar comunmente asociado
a enfermedades en cerdos también lo estd en seres humanos y es el
serotipo reportado con mayor frecuencia en todo el mundo (35,141). A
excepcidn de dos casos de infecciones humanas con S. suis causados por
el tipo 1 y un caso de septicemia causado por el tipo 14, todas las otras
infecciones en humanos de S. suis se atribuyen al tipo 2 (76,138).

Sin embargo, se debe tener en cuenta que existen otros serotipos que
tienen también una importante representacién en granjas porcinas como los
serotipos 1, ¥, 3,8,9,14 y 15 dentro de los mas significativos (121).

El habitat natural de S. suis es el tracto respiratorio superior,
particularmente las tonsilas y cavidades nasales, asi como el tracto genital y
digestivo de los cerdos (55,103). S. suis tipo 2 coloniza las tonsilas palatinas
de cerdos clinicamente enfermos y aparentemente sanos, y se transmite
usualmente via nasal u oral (8). Los portadores de S. suis son fuente de
infeccidn para otros cerdos y juegan un papel importante en la transmision de
estas bacterias en las piaras (66, 78).

S. suis tipo 2 es resistente a varias condiciones ambientales. Puede
sobrevivir por 10 minutos a 60°C, 2 h a 50°C y 6 semanas en carcasas a
10°C (27). A 0°C, éste organismo puede sobrevivir por 1 mes en polvo y por
3 meses en heces, mientras que a 25°C, éste puede sobrevivir por 24 h en
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polvo y por 8 dias en heces. Sin embargo, S. suis tipo 2 se puede eliminar
facilmente con hipoclorito de sodio al 5% (31, 78).

S. suis es sensible a los antibidticos, incluyendo la penicilina,
ceftriaxone, cefalosporina, ampicilina, y amoxicilina. La penicilina G es
comunmente usada paral tratar o controlar infecciones causadas por S. suis.
Sin embargo, cepas resistentes a la penicilina se han aislado (56,98), y
cepas altamente resistentes a otros antibiéticos de uso general han sido
también reportadas (1).

El genoma de S. suis contiene alrededor de 2°095.000 bp con un
contenido de G + C de 41%, una region codificante del 86% y 2253 genes
(90). Aunque las funciones del 20 al 30% de los genes son desconocidas,
muchos genes que pueden jugar un papel en la patogénesis de la infeccion
de S. suis han sido estudiados, incluyendo la produccion de polisacérido,
transporte capsular, factores de restriccion de hierro, suilisina, proteinas
asociadas a la virulencia, varias enzimas, sistema arginina desaminasa y
proteinas de union IgG (62,70,108,140,148).

Se conoce el genoma completo de 6 diferentes aislados: las cepas
05ZYH33 (NC_009442) y 98HAH33 (NC _009443), aisladas de pacientes
humanos infectados, la cepa P1/7 (NC_012925) aislada de un cerdo con
cuadro septicémico, la cepa BM407 (NC_012926), la cepa SC84
(NC_012924) y la cepa GZ1 (CP000837). Estas 3 ultimas secuencias fueron
reportadas en el afio 2009 (90). (Ver Fig. 1).

Estudios sobre los factores de virulencia de S. suis  estan
comenzando a revelar el mecanismo de esta patogénesis bacteriana. La
virulencia de S. suis difiere entre serotipos y entre las diferentes cepas del
mismo serotipo. La mayoria de estudios sobre la virulencia de S. suis se han
hecho con el serotipo 2. Varios factores o candidatos de la virulencia se han
descrito, incluyendo la capsula (56,108), proteina liberada por la muramidasa
y factor proteico extracelular (140, 42), suilisina y adhesinas.
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Fig. 1. Diagramas circulares y comparacion in silico de dos genomas de S.
suis. (A) Mapa del genoma de la cepa 98HAH12. (B) Mapa del genoma de la cepa
05ZYH33. (C) Comparacion de los genes de 98HAH12, 05ZYH33 y P1/7 usando
FASTAS. Los nimeros en las intersecciones indican los genes compartidos por 2 o

3 cepas.
Imagen tomada de: Chen C, Tang J, Dong W, Wang C, Feng Y, et al (2007) A Glimpse of Streptococcal Toxic
Shock Syndrome from Comparative Genomics of S. suis 2 Chinese Isolates. PLoS ONE 2(3): e315
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1.1.3 Factores de virulencia

La mayoria de los estudios existentes sobre los factores de virulencia
de S. suis han sido realizados con cepas del serotipo 2. Aunque hay cierta
confusion en la descripcidn de la virulencia, los investigadores estan de
acuerdo al menos en un aspecto: la existencia de cepas virulentas y no
virulentas de S. suis serotipo 2 (58).

Actualmente, hace falta realizar mas estudios sobre modelos de
infeccidn experimental para S. suis. Diferentes estudios han designado cepas
de campo como virulentas y no virulentas basados en la condicion clinica del
animal del cual fueron aisladas (clinicamente enfermos o animales sanos), en
la presencia de proteinas relacionadas con virulencia, en diferentes modelos
de infeccidén experimentales: murino y cerdos libres de patégenos especificos
(72). De hecho, existen muchas discrepancias en la literatura.

Por ejemplo, Okwumabua et al. (93) mencioné que una cepa de
campo de Minnesota (DH5) era avirulenta para cerdos, mientras que Staats
et al. (113) considerd que la misma cepa era altamente virulenta para la
especie porcina. Esta cepa originalmente se aislé del cerebro de un cerdo
durante un brote de meningitis causada por Streptococcus suis que se
presentd en una explotacion; considerandose como la cepa epidémica
causante del problema en dicha granja (89).

Controversialmente, esta misma cepa fue considerada avirulenta por
Galina et al. 3 afios después (49). Igualmente, la cepa de referencia S735 del
serotipo 2 fue considerada altamente virulenta (23) o débilmente virulenta
(127) después de que dos grupos de investigacion independientes realizaran
infecciones experimentales. Finalmente el modelo de ratén de la infeccion
correlaciond bien (72) o no del todo (128) con el modelo porcino.

Desde que resultados de infecciones experimentales de S. suis en
porcinos pueden basarse, entre otras consideraciones, en el estado
inmunolégico de los animales, la ruta de infeccién, el tamafio del inoculo y la
presencia de S. suis como habitantes normales del tracto respiratorio
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superior, se debe tomar precaucion en el momento de usar los términos
virulento y avirulento para llegar a conclusiones definitivas.

En el caso de la cepa 89-1591 incluida en el estudio de Rasmussen et
al. (100), los autores claramente establecieron que el perfil atipico de ribotipo
obtenido con esta cepa esta probablemente mas relacionado con su origen
geografico (Unica cepa norteamericana) que por la falta de virulencia.
Resultados similares han sido reportados por Beaudoin et al. (12) y Chatellier
et al. (28).

A pesar del hecho de que el conocimiento sobre los factores de
virulencia es limitado, los candidatos mas importantes en S. suis son los
polisacaridos capsulares (CPS), las proteinas relacionados con la virulencia,
tales como la proteina liberada por la muramidasa y el factor proteico celular,
la hemolisina (suilisina) y las adhesinas (55).

El polisacéarido capsular de S. suis serotipo 2 es hasta ahora el Unico
factor critico probado de virulencia, basado en estudios con mutantes
isogénicos no encapsulados obtenidos por mutagénesis insercional. La
ausencia de CPS correlacion6 con fagocitosis aumentada e hidrofobicidad
utilizando fagocitos murinos y porcinos. Ademas, mutantes no encapsulados
mostraron ser no virulentos en ratones y en dos diferentes modelos porcinos
de infeccién (23, 111).

La capsula del S.suis tipo 2 estd compuesta de ramnosa, galactosa,
glucosa, N-acetilglucosamina y acido sialico, éste Ultimo parece que aumenta
su capacidad invasiva en el encéfalo (9). El acido sialico puede también
conferir protecciéon frente a la ruta alterna del complemento y protege a la
bacteria de la fagocitosis (60,112).

Ademas otros estudios han demostrado que el espesor de la capsula
juega un papel muy importante en la virulencia puesto que las cepas de
S.suis tipo 2 aisladas de animales enfermos poseen una capsula mas gruesa

gue la de los aislamientos obtenidos a partir de animales sanos (60).
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A pesar del hecho de que el CPS parece, basado en estudios
mutacionales isogénicos, ser un factor importante de virulencia, la mayoria
de cepas no virulentas son encapsuladas, indicando que son esenciales
otros factores de virulencia. Adicionalmente, cepas virulentas y no virulentas
poseen una cpsula de tamafio similar con concentraciones similares de
acido sidlico. Este ultimo componente ha sido ya relacionado con virulencia
por otros agentes bacterianos de meningitis (25).

La resistencia a la clarificacion por la circulacién sanguinea no se basa
sélo en la presencia del CPS, puesto que una cepa no virulenta encapsulada
es eliminada de la circulacion dentro de 48 horas, mientras que una cepa
virulenta puede permanecer en nimeros relativamente altos en la sangre por
mas de 5 dias (observaciones no publicadas). Anticuerpos en contra del
material capsular sélo protege parcialmente frente a la infeccion y animales
convalecientes producen bajos niveles de estos anticuerpos (24).

Fuera del polisacarido capsular, algunas proteinas extracelulares y de
pared celular han sido asociadas con la virulencia de S. suis. Han sido
reportados en cepas del serotipo 2 dos proteinas, una proteina liberada por
la muramidasa (MRP) y un factor de proteina extracelular (EF), originalmente
asociados a cepas virulentas (99). Ademas, cepas productoras de MRP y
variantes mas grandes de EF (EF*) fueron aisladas de seres humanos, pero
no fueron virulentas para los cerdos.

Los mutantes isogénicos deficientes en ambas proteinas parecieron
ser tan virulentos como la cepa salvaje después de realizar infecciones
experimentales en cerdos recién nacidos libres de patégenos. Resultados
similares fueron obtenidos con mutantes MRP-EF isogénicos de S. suis tipo
1. Se ha sugerido que la virulencia de S. suis es un proceso multifactorial en
el cual funciones particulares pueden ser ejecutadas por factores
alternativos. Es posible también que la sintesis de estas proteinas pueda
estar sélo coincidencialmente asociada a la virulencia mas no ser factores de

virulencia per se.
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Sin embargo, esta asociacion de MRP y EF con la virulencia se
observa en cepas de ciertos paises pero no en las de otros. Por ejemplo, la
mayoria de cepas norteamericanas aisladas de casos agudos de septicemia
y/o meningitis (de origen porcino o humano) fueron MRP y/o EF negativas
(55). Sorpresivamente, después de su analisis por ADN polimorfico
amplificado al azar (RAPD), las pocas cepas MRP y EF positivas fueron
incluidas en el mismo grupo que las cepas europeas que compartieron el
mismo fenotipo (28).

Parece existir una cierta asociacion de estas proteinas (especialmente
la proteina EF) con la virulencia y la mayoria de aislamientos que poseen
estos factores son virulentos. Sin embargo, la ausencia de una o mas de
estas proteinas no puede estar necesariamente asociada con la carencia de
virulencia. De nuevo, desde que el término de “virulencia” esta débilmente
definido para S. suis, es posible también que bajo condiciones
estandarizadas, cepas MRP + EF+ sean potencialmente mas virulentas que
cepas MRP-y EF-.

Recientemente Silva et al. (107) a través de la generacion de una
técnica de PCR-Multiplex informan sobre el perfil génico de Streptococcus
suis que mas frecuentemente se asocié a virulencia y determinaron que el
45% de los aislamientos invasivos de Streptococcus suis estudiados
pertenecian a 2 genotipos determinados que eran: cps2/mrp+/epf+/sly+ y
cps9/mrp*/epf-/sly+, 0 sea, pertenecientes a los serotipos capsulares 2 6 9,
expresando la proteina MRP o una variante de ella (MRP¥*), expresando o0 no
la proteina extracelular EF y expresando la suilisina (SLY) (107).

S. suis también produce una hemolisina (suilisina), una toxina tiol-
activada, la cual puede jugar un papel muy importante en la virulencia. Esta
proteina pertenece a la familia de toxinas conocidas como toxinas ligadas
antigénicamente al colesterol (61, 70).

Se debe mencionar que el gen que codifican la suilisina ha sido
secuenciado, revelando una similitud relativamente alta con la pneumolisina,
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una toxina producida por Streptococcus pneumoniae, un patégeno humano.
A pesar del hecho de gque los anticuerpos en contra de la suilisina parecen
proteger frente a la infeccidén, el papel de esta toxina como un factor de
virulencia es todavia muy controversial. Un mutante definido por reemplazo
alélico del gen de la hemolisina de un aislamiento europeo de S. suis tipo 2
se genero y caracterizo recientemente. A diferencia de su cepa parental, ésta
no es hemolitica ni citotoxica para macrofagos, avirulento en un modelo de
infeccién murino, pero solo levemente atenuado en un modelo porcino de
infeccion sistémica (2).

Igual que para MRP y EF, la mayoria de cepas europeas son suilisina
positivas, mientras que una produccion variable de esta proteina ha sido
observada con las cepas norteamericanas (55). Sin embargo, desde que se
atribuy6 cierto papel en la patogénesis de la infeccion a la suilisina, esta
toxina podria estar asociada con la alta virulencia de cepas del serotipo 2.
Ninguna cepa del serotipo 2 no virulenta y suilisina positiva ha sido
reportada.

También se han descrito proteinas de S. suis que juegan un papel
como adhesinas. Se encontré que S. suis reconoce una secuencia de un
disacéarido presente en la trihexosilseramida, GbOs (un glicolipido neutral que
pertenece a los antigenos del grupo sanguineo P) (63). Esta especificidad de
unién es responsable de las propiedades de la hemaglutinacion de S. suis.

La adhesina de 18 KDa ha sido purificada y esta presente en todas las
cepas que se han examinado. Esta adhesina se clasificé en dos grupos : Pyy
Po, basado en diferencias en su especificidad de union. El tipo Po fue
inhibido por galactosa solamente, mientras que el tipo Py fue inhibido por
galactosa y N-acetilgalactosamina. Ademas la adhesina purificada no sélo
mostré ser altamente inmunogénica sino que también indujo actividad
bactericida en ratones.

Otro factor importante en la virulencia del S. suis son los plasmidos
Estos plasmidos son de gran importancia clinica, no solo debido a que

20



pueden transportar genes para la resistencia a los medicamentos y a metales
pesados, para factores de virulencia y produccion de toxinas, sino también
porque muchos de ellos median la transferencia genética que conduce a la
aparicion de cepas bacterianas con nuevas combinaciones de resistencia a
los antibiéticos, antigenos y mecanismos de virulencia.

El analisis de los plasmidos demuestra que estas moléculas son
importantes para diferenciar cepas que corresponden al mismo serotipo. Asi,
los plasmidos juegan un papel epidemiolégico importante para la
determinacién del origen de los brotes de la enfermedad o para investigar la
diseminacion de un agente infeccioso en la poblacion.

Cantin et al. (22), aislaron plasmidos de S. suis obtenidos de animales
enfermos en Québec y el oeste de Canada y de casos humanos en Europa.
En general el perfil de plasmidos era muy similar, encontrando que el 60% de
los plasmidos identificados tenian un peso molecular que variaba entre 1,5 —
35 kilo bases (Kb). Una banda de cerca de 5 Kb se encontré presente en la
mayoria de los aislamientos de S. suis tipo 2. En 1999 fue reportada la
secuencia completa del plasmido PSSU1, con un tamafio de 4975 bp, con un
contenido de G+C de 36%, una region codificante del 75% y contiene 6
marcos abiertos de lectura (116).

Finalmente, la presencia de MRP, EF y de suilisina en las cepas
aisladas representa una potencial virulencia. Por el contrario, la ausencia de
una o mas de estas proteinas en aislamientos de animales afectados no
puede ser automaticamente asociada la falta de virulencia. Es posible que
cepas virulentas MRP-, EF- y suilisina negativas sean comparativamente
menos virulentas que cepas MRP+, EF+ y suilisina positivas.

Los estudios realizados de los factores de virulencia de S. suis (121),
concretamente de las proteinas MRP, EF y Suilisina han demostrado que
existen diferencias en cuanto a la produccién de estas proteinas asociadas a
la virulencia entre cepas obtenidas a partir de brotes clinicos de aquellas

cepas que se obtienen a partir de portadores tonsilares. En un estudio
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realizado en Espafia, se logré determinar que el 80% de cepas que
presentaron el perfil MRP+, EF+,Sui+ pertenecian al serotipo 2. Este hecho
puede explicar que la causa de que el serotipo 2 sea aislado en la mayoria
de los brotes clinicos diagnosticados en todos los paises, se deba
posiblemente a la mayor capacidad de este serotipo de producir proteinas
consideradas factores de virulencia (121).

Infecciones experimentales con un modelo bien estandarizado
utilizando cepas representativas de ambos grupos son necesarias para
confirmar lo anterior. Cepas virulentas pueden también ser aisladas de
animales sanos y la enfermedad clinica puede algunas veces ser
consecuencia de la alteracion del balance inmune debido a diferentes
causas, tales como otras enfermedades infecciosas, manejo y estrés. Asi, el
enigma de los factores de virulencia y/o marcadores para cepas virulentas
del serotipo 2 no se ha resuelto aun. La falta de conocimiento del los factores

de virulencia para los otros serotipos es ain mas marcada.

1.2 EPIDEMIOLOGIA
Streptococcus suis es una bacteria que se encuentra ampliamente

distribuida en todo el mundo y estd adaptada a cerdos domésticos, pero
también se recupera ocasionalmente de cerdos salvajes, caballos, perros y
gatos (39,112). S.suis tipo 2 coloniza las tonsilas palatinas de cerdos
clinicamente enfermos y aparentemente sanos (8). Los animales portadores
asintomaticos por lo tanto representan una fuente potencial de infeccion para
otros cerdos dentro de una explotacion o para los seres humanos.

Los lechones son mas susceptibles, pero la infeccion puede ocurrir a
cualquier edad (112). Factores predisponentes son encontrados en cerdos
criados en condiciones sub-6ptimas (por ej. alojamiento con ventilacion
inadecuada). La situacién puede ser mas grave si los cerdos son criados

bajo condiciones que causen estrés y por lo tanto un supresion inmune (112).
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Se han descrito procesos causados por esta especie en todos los
paises con un sector porcino desarrollado, siendo, por ejemplo, considerada
como una enfermedad emergente dentro de la Unidn Europea. Debido a que
esta enfermedad no es de declaracién obligatoria, los datos sobre la
prevalencia de S. suis son tan sélo parciales, aunque todo parece indicar que
es muy alta.

S. suis puede afectar a practicamente todas las fases de la produccion
del cerdo, desde el nacimiento hasta que alcanza el peso adecuado para ser
enviado al matadero, aunque la susceptibilidad suele ir disminuyendo con el
tiempo tras el destete. La mayoria de los procesos por S. suis se producen
después del destete, entre las 3 y las 12 semanas de vida, con una mayor
incidencia alrededor de las 6-8 semanas (58).

En la mayoria de los brotes, el numero de animales afectados es bajo,
y tan soOlo se encuentran incidencias elevadas cuando el proceso es
concomitante con otra enfermedad infecciosa o parasitaria 0 en
explotaciones con deficiencias de higiene y manejo graves. Con un
tratamiento apropiado, la tasa de mortalidad es normalmente baja (0-5 %),
pero ésta puede llegar hasta el 20 % si éste no se instaura a tiempo o si el
antibiético de eleccién es inadecuado (33).

La transmisién en y/o entre explotaciones se debe principalmente a los
animales portadores sanos, estando todavia por determinar la importancia
del medio externo como reservorio de esta enfermedad, aunque se considera
gue moscas, roedores, aves y hombre, pueden jugar un papel importante en
la transmision de la enfermedad, a lo que contribuye la supervivencia de S.
suis en el medio ambiente, pese a que no se trata de una bacteria
especialmente resistente (58,59). Para evaluar la supervivencia de S. suis en
el medio ambiente, Clifton-Hadley y MR Enright (31) evaluaron la viabilidad
de Streptococcus suis serotipo 2 a diferentes temperaturas y en diferentes
materiales, obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla 1. Efecto de la temperatura y desinfectantes sobre la
supervivencia de S. suis.

MATERIAL Temperatura VIABILIDAD
0°C 54 dias
Polvo 9°C 25 dias
22-25°C < 24 horas
0°C 104 dias
Heces 9°C 10 dias
22-25°C 8 dias
Cadaveres 4°C 6 semanas
en descomposicion 22-25°C 12 dias
Agua 4°C 1-2 semanas

Cualquier tipo (sin

. . desinfectantes < 1 minuto
materia organica)

Estos resultados soportan la importancia de seguir estrictos protocolos
de limpieza y desinfeccion dentro de las explotaciones para evitar la
circulacién e infeccion de los animales con S. suis. La mayoria de los
animales son portadores inaparentes de S. suis en sus tonsilas, pudiendo
aparecer en un mismo cerdo varios serotipos diferentes de esta bacteria,
aunque se ha demostrado mediante estudios epidemiologicos que existe una
marcada tendencia a que en una poblacion cerrada de cerdos, s6lo una cepa
de S. suis cause mortalidad. Esta discriminacion tan precisa ha sido posible
debido al empleo de técnicas moleculares como la Electroforesis de campo
pulsado que permite diferenciar cepas dentro de un mismo serotipo (15,
130,136). La razén por la que una determinada cepa predomina en una
explotacion no esta clara, pero podria estar relacionada con un incremento

en la virulencia o a una mayor capacidad de colonizacion del cerdo, aunque
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no se puede menospreciar la influencia de determinados tipos de manejo en

la difusion y permanencia de una cepa en una explotacion.

1.3 PATOGENIA

S. suis puede penetrar en el organismo por via transcutanea (a través
de cortes y abrasiones), oral y nasal, en cuyo caso accedera a las criptas de
las tonsilas donde permanece viable durante periodos de tiempo
prolongados. Los animales infectados pueden desarrollar la enfermedad de
forma rapida o actuar como portadores tonsilares y desarrollar la enfermedad
posteriormente (a medida que la inmunidad maternal disminuye), en general
asociada a situaciones de estrés (67).

S. suis coloniza muy pronto las vias respiratorias altas del cerdo,
considerandose que tras los primeros 5 dias de vida del animal este hecho
ya ha tenido lugar. Los lechones se infectan mayoritariamente en el momento
del parto, cuando contactan o aspiran secreciones vaginales contaminadas.
La transmisioén vertical de S. suis se ha demostrado por la determinacion de
los serotipos aislados tanto en la madre como en la camada, aunque este
método no es definitivo ya que no puede discriminar hasta el grado de cepa.

Debemos recordar que S. suis es, principalmente, un patégeno con
predileccion por el sistema nervioso. Los mecanismos que permiten la
diseminacion intraorganica de S. suis estan todavia poco claros. Los posibles
pasos en la patogénesis son la entrada de la bacteria en sangre desde las
tonsilas via vasos sanguineos o linfaticos eferentes, fagocitosis de la bacteria
por monocitos circulantes, transporte de la bacteria al liquido cerebroespinal
via plexos coroideos y estimulacion de la produccion de citoquinas por la
linea monocitos/macréfagos que, en el caso de procesos meningiticos,
conduce a un infiltrado inflamatorio y a una mayor permeabilidad que
aumenta la presioén intracraneal, dafiando neuronas y contribuyendo a los

signos de enfermedad nerviosa (58).
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Las cepas virulentas del Streptococcus suis tipo 2 tienen la habilidad
de pasar la barrera hematoencefalica y llegar al liquido cefalorraquideo en
macrofagos. Una de las rutas obvias al cerebro y a las articulaciones puede
ser por el flujo sanguineo; se ha demostrado que en ausencia de opsoninas
especificas, el Streptococcus suis tipo 2 puede ser fagocitado pero no
destruido por los monaocitos, los cuales migran a las superficies serosas, a las
articulaciones y a través de los plexos coroides para convertirse en
macrofagos locales.

Existen diversos grados de virulencia entre cepas de un mismo
serotipo de S. suis. Los factores de virulencia se han relacionado con
constituyentes de la capsula y pared celular de esta bacteria y por la
secrecion de sustancias toxicas (18). Parece clara la relacion de tres
proteinas con la virulencia de las cepas de S. suis tipo 2 [Muramidase
Released Protein (MRP), Factor Externo (EF) y suilisina (hemolisina)]. En
estudios realizados en Espafia, se ha observado que el 36.5 % de las cepas
de S. suis aisladas de casos clinicos tenian capacidad para producir estas
tres proteinas, perteneciendo el 80% de ellas al serotipo 2, lo que explicaria
la mayor prevalencia de S. suis tipo 2 en los casos de meningitis
estreptocdcicas (108).

Por otro lado, las cepas aisladas de portadores tonsilares poseen,
generalmente, una menor capacidad de produccién de estas proteinas
consideradas como factores de patogenicidad (mas del 50 % no producen
ninguna de las tres proteinas). En cualquier caso, como no todas las cepas
aisladas de casos clinicos poseen estos factores extracelulares, se asume
gue estas cepas poseen otros factores de virulencia. Entre ellas podrian
estar factores de union como la proteina de unién a IgG, una adhesina o una
proteina de union a albumina. Estas proteinas tedricamente podrian
participar en el establecimiento de la infeccion, aunque su papel sigue sin
estar claro, no pareciendo ser esenciales en la patogenia de la infeccidén por
S. suis (108).
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- Patogénesis de la meningitis

La patogénesis de la infeccion de S. suis no es del todo clara. Los
lechones se infectan durante el parto (transmision vertical de la infeccion).
Ellos también adquieren la bacteria debido al contacto cercano con cerdas,
heces y estructuras o materiales contaminados (paredes, piso, etc.).

Las razones que pueden explicar porque bacterias virulentas de S.
suis colonizan exitosamente sélo algunos lechones y no a otros son poco
conocidas. La infeccion de cerdos neonatos puede también ocurrir via
respiratoria de cerda a lechdon y entre lechones, a menos que esto sea
menos probablemente en ausencia de signos clinicos. Los animales
colonizados albergaran la bacteria en sus tonsilas; algunos animales solo
seran portadores sanos y nunca desarrollaran la enfermedad, mientras que
otros presentardn bacteremia, algunas veces septicemia y finalmente,
meningitis. Por esto, en estos casos, la bacteria deberia viajar a través del
torrente sanguineo y alcanzar el sistema nervioso central (SNC) (55).

No se conoce como el microorganismo atraviesa la barrera de la
mucosa para llegar a la sangre. De hecho, muy pocos estudios existen sobre
las interacciones entre S. suis y las células epiteliales. Se ha reportado
recientemente que cepas virulentas de S. suis pueden invadir a una cierta
extension, en una linea celular epitelial de origen humano y sdélo cepas
suilisina-positivas fueron citotoxicas para estas células (91). La citotoxicidad
(pero no invasion celular) para las células epiteliales fue confirmada
utilizando células de origen porcino (77).

Una vez en circulacidén, es controversial la manera como la bacteria
viaja a través del torrente sanguineo (diseminacién). Una teoria sugiere la
toma de la bacteria por los monocitos (en ausencia de anticuerpos
especificos), sobrevivencia intracelular e invasioén del SNC por la teoria del
“caballo de Troya”. Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados
durante la dltima década sugieren que la bacteria puede también usar otros
mecanismos durante la diseminacion (58).
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Primero, aunque se observé cierto nivel de fagocitosis, la mayoria de
las bacterias permanecen de manera extracelular. De hecho, el nimero de
monocitos que contienen la bacteria en cerdos bacterémicos es baja (menos
del 2%). Ademas, como se ha dicho anteriormente, el polisacarido capsular
le confiere propiedades antifagociticas a S. suis y los mutantes no
encapsulados fueron facilmente fagocitados y destruidos. Por lo tanto, es
posible que bacterias extracelulares de S. suis también viajen libremente en
circulacion (55).

Finalmente, un nivel relativamente alto de adhesién (sin fagocitosis) de
S.suis. a células fagociticas ha sido recientemente observado, el cual puede
también sugerir que la bacteria puede unirse pero no ser ingerida por
macrofagos, siendo responsable de la bacteremia persistente e infeccion
diseminada (una teoria “modificada” del caballo de Troya) (observaciones no
publicadas) (58).

Otro enigma es como la bacteria atraviesa la barrera hematoencefélica
al espacio subaracnoide. Si la teoria del “caballo de Troya” (o el caballo de
Troya modificado) fuera correcta, la bacteria llegaria a la barrera
hematoencefalica dentro o asociada a la superficie de monocitos. Como el
SNC es considerado como un o6rgano inmunoprivilegiado, la circulacion
normal de monocitos al SNC es aun controversial. Sin embargo, es aceptado
que el estado inmunoprivilegiado del cerebro no es absoluto y la
permeabilidad de algunas células inmunes podria ser modificada como una
adaptacién al microambiente especifico local (58).

Como se mencioné anteriormente, también es posible que S. suis
interaccione directamente con células de la barrera hematoencefélica como
bacteria libre. Esta barrera, responsable de mantener la homedstasis
bioquimica dentro del SNC se caracteriza por la presencia de uniones
estrechas y regula el trafico celular de fluidos y macromoléculas a ambos

lados de la capa.
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Existen dos clases de células presentes en dichas uniones estrechas:
las células endoteliales microvasculares cerebrales (CEMC) y las células
epiteliales que forman el plexo coroide. Es generalmente aceptado que las
interacciones bacterianas con estas células endoteliales microvasculares
cerebrales son principalmente caracterizadas por adherencia bacteriana
especifica con la consecuente invasion, toxicidad y/o aumento de
permeabilidad. Ensayos de invasion realizados con CEMC demostraron que,
a diferencia de otros patdgenos, S. suis serotipo 2 podia adherirse pero no
invadir este tipo de células (26).

Es posible que la adherencia de S. suis a CEMC juegue un papel
importante en la patogénesis de la infeccion y que, después de la adherencia
de S. suis a CEMC, la bacteria secrete factores toxicos los cuales afectarian
las células endoteliales. Tales factores podrian aumentar la permeabilidad de
la barrera hematoencefalica, lo cual conduciria al desarrollo del edema
cerebral, presiéon intracraneal aumentada y bloqueo del flujo sanguineo
caracteristico de la meningitis bacteriana (55).

Por lo tanto algunas veces se han observado hallazgos
histopatologicos indicando necrosis de paredes de los vasos en asociacion
con agregados celulares inflamatorios. El endotelio vascular estaba
inflamado y algunas veces el lumen se encontraba ocluido, demostrando la
invasion celular inflamatoria de las meninges. Es importante mencionar la
hipétesis de que las cepas suilisina-positivas y suilisina- negativas usan
diferentes formas de inducir enfermedad. De hecho, la patogénesis de la
infeccion puede ser diferente dependiendo de la cepa. Por ejemplo, se ha
mostrado recientemente que la suilisina puede dafar a las CEMC lo cual
podria contribuir a una permeabilidad aumentada de la barrera
hematoencefalica (58).

De otro lado, es posible que la adhesién de cepas suilisina-negativas a
CEMC pueda tener otras consecuencias diferentes a dafiar directamente a

las células. Un mecanismo puede ser la estimulacién de la produccién de
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citoquinas a través de la adherencia bacteriana con una alteracion resultante
de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica.

Los trabajos recientes muestran que S. suis es capaz de interactuar
no sélo con monocitos/macréfagos sino que también induce la liberacién de
muchas citoquinas proinflamatorias y quimoquinas (por ej. Factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleuquinas (IL-6, IL-1, IL-8) y proteina quimiotactica
de los monocitos-1. El papel de las citoquinas en el aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefélica o en el ingreso de la bacteria
al SNC en infecciones de S.suis esta actualmente en estudio (58).

Por otro lado, interacciones de la bacteria con células epiteliales
polarizadas del plexo coroide (el otro componente importante de la barrera
hematoencefélica) puede ser la consecuencia de la presion de bacteremia
constante de alto grado. De hecho, la alteracién del epitelio coroide se ha
descrito durante la meningitis natural o inducida experimentalmente por S.
suis. Respecto a esto, la bacteria puede usar también algunos de los
mecanismos anteriormente mencionados para CEMC de atravesar la barrera

hematoencefalica al plexo coroide.
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Fig. 2. Patogénesis de la meningitis causada por S. suis.
(Imagen tomada de: M. Gottschalk, M. Segura. Veterinary Microbiology. 76
(2000) 259-272.)

1.4 MANIFESTACIONES CLINICAS Y LESIONES

Las formas clinicas producidas por S suis en la especie porcina
pueden ser muy variables y se asocian fundamentalmente a trastornos
nerviosos, reproductivos, artritis, septicemias, problemas respiratorios y
formacion de abscesos. Las mas frecuentes son sin duda la forma nerviosa y
septicémica ocupando en conjunto casi un 80% de los casos diagnosticados
(49.4% forma nerviosa y 31.8% forma septicémica) (121).
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En los procesos producidos por S. suis que cursan con formas
nerviosas, es constante la presentacion inicial de un sindrome febril mas o
menos intenso seguido de la apariciéon rapida de signos nerviosos. Dentro de
las lesiones se puede encontrar una clara congestién, tanto en cerebro como
en meninges, con aspecto brillante de toda la masa encefélica, consecuencia
del edema cerebral. MicroscOpicamente, se puede observar un infiltrado rico
en elementos celulares, principalmente de polimorfonucleares neutréfilos
(34).

Los cuadros septicémicos cursan normalmente de forma asintomatica
observandose muerte subita de lechones lactantes o tras el destete,
produciéndose la muerte de los lechones entre las 24 y 48 horas de iniciarse
el proceso (112). Desde el punto de vista lesional, macroscopicamente el
cadaver muestra enrojecimiento de la piel con congestién y hemorragias en
los oOrganos parenquimatosos. Microscopicamente, se observa una
congestion generalizada, principalmente en érganos parenquimatosos (34).
Una de las formas clasicas de presentacion de la enfermedad debida a
estreptococos son los cuadros de artritis, cursando con un engrosamiento de
las articulaciones y laminas articulares, presentando nédulos duros a la
palpacion y un aumento del liquido sinovial (31, 121).

Existen muchas descripciones de las lesiones patolégicas e
histopatologicas presentadas en cerdos infectados con S. suis (112). Las
lesiones macroscopicas mas comunes son: congestion de las meninges,
nodulos linfaticos y pulmones; y el hallazgo histopatolégico mas frecuente
esta dentro del plexo coroide. En el sistema nervioso central pueden
observarse lesiones asociadas con meningitis y coroiditis, incluyendo edema
de las leptomeninges y la dura madre, vasos sanguineos meningeos
hiperémicos y una cantidad aumentada de fluido cerebroespinal (CSF).

La lesion histopatoldégica mas caracteristica de la meningitis aguda
causada por S. suis es un infiltrado neutrofilico difuso. También ha sido

reportada una cantidad aumentada de CSF también ha sido reportada en
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casos humanos de meningitis mediante puncién lumbar (85,105). En
necropsias realizadas a pacientes muertos por causa de sindrome de shock
séptico o meningitis, Zhu et al. (150) reportaron lesiones macroscoépicas
como: hemorragia diseminada, especialmente en estdbmago y glandulas
adrenales congestién leptomeningea, edema cerebral, hiperemia de
miocardio, coagulacion intravascular diseminada 'y  septicemia.
Adicionalmente también se observo degeneracion o necrosis de hepatocitos
y células renales en los cerdos afectados. Las caracteristicas patoldgicas de
los 6rganos de cerdos enfermos y de pacientes fueron similares (150).

Si bien las formas de presentacion de la enfermedad mas tipicas son
las anteriormente descritas, en los Ultimos afilos se ha observado un
incremento de la implicacién de S. suis en los procesos respiratorios (44).
No obstante la importancia de los estreptococos en este tipo de trastornos
resulta ain controvertida debido a su frecuente asociacion a otros agentes
tanto viricos como bacterianos (49).

Otras patologias en las que pueden estar implicados los estreptococos
son los trastornos de la reproduccién. Segun observaciones hechas, estos
trastornos se han relacionado con repeticiones de celo, tanto regulares como
irregulares, abortos, normalmente a final de la gestacion, con la expulsion de
camadas completas y sin momificar y presentando los fetos abundante
liquido serohemorragico en cavidad toracica y abdominal (121).

1.5 DIAGNOSTICO

1.5.1 Métodos bacterioldgicos

S. suis tiene la capacidad de crecer en condiciones anaerdbicas y
aerbbicas, pero no puede crecer en solucion de NaCl al 6.5% (73). Las
colonias de S. suis son pequefias (diametro de 0.5-1 mm), grisdceas o
transparentes y levemente mucoides. La mayoria de las cepas de S. suis

producen zonas estrechas de a- hemdlisis en placas de agar con sangre de
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cordero. S. suis tipo 2 produce a- hemolisis en las placas de agar con sangre
de cordero y B-hemoalisis en placas de agar con sangre de caballo (112).

La identificacion presuntiva basada en cuatro pruebas bioquimicas
(Voges-Proskauer, salicina, trealosa, y NaCl al 6.5%) pueden ser acertadas
para casi todos los tipos capsulares de S. suis (67, 120). Sin embargo, las
caracteristicas bioquimicas son tan variables que la identificacién es a
menudo dificil y puede requerir una combinacion de reacciones bioquimicas,
seguidas por una serotipificaciéon confirmativa (42,150). La identificacion
bioquimica de S suis se puede realizar con un minimo de pruebas cuando se
dispone de la serotipificacion (67,120). Devriese et al. (39) sugirié el uso de
s6lo dos pruebas para aislados porcinos: amilasa positivo y Voges-
Proskauer (acetoina) negativo. En la siguiente tabla se encuentran los
diferentes perfiles bidoquimicos de S. suis, Utiles para su identificacion.

Tabla 2. Perfiles bioquimicos de S. suis. (Kilpper-Balz y Schleifer ,1987).

D- Glucosa + Melibiosa \Y
Sacarosa 4 Hialuronidasa %
Lactosa + Arginina +
Maltosa + Almidoén +
Salicina + Glucégeno +
Trealosa 1 Reaccion VP -
Inulina + Alk-Fosfatasa -
L-Arabinosa - a-Galactosidasa A
D- Manitol - B-Glucoronidasa +
D- Sorbitol - Leucina-Arilamidasa 4
Glicerina - B-Galactosidasa \
Melecitosa - Optoquina Resistente
D-Ribosa - 6.5 % NaCl -
Rafinosa \Y
+: Positivo -2 Negativo v: Variable VP: Voges-Proskauer
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El diagnostico presuntivo de una infeccibn por S. suis se basa
generalmente en signos clinicos, edad de los animales y lesiones
macroscopicas. La confirmacion se logra mediante el aislamiento del agente
infeccioso y observando lesiones microscépicas en tejidos afectados.
Cuando sea posible se recomienda, la recoleccion de mas de una colonia a-
hemolitica a partir de diferentes tejidos del mismo animal o de diferentes
animales de la misma piara, porque pueden estar presentes multiples cepas
y serotipos de S. suis.

Debido a que S. suis puede recuperarse de tejido pulmonar sano, es
aconsejable tratar de aislar la bacteria de tejidos diferentes a pulmén en
casos septicémicos. En casos respiratorios el aislamiento de otros agentes
infecciosos como Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuroneumoniae o
Arcanobacterium pyogenes son frecuentes, sin embargo algunas veces se

obtienen también cultivos puros de S. suis. (49,66).

1.5.2 Métodos seroldgicos

La serotipificacion es aun una parte importante del diagndstico
rutinario. Esta puede ser realizada mediante diferentes técnicas, pero
muchos laboratorios han adoptado la técnica de coaglutinacién. Debido a
gue la mayoria de los aislamientos tipificables pertenecen a los tipos
capsulares del 1-8 y %., es recomendable para los laboratorios de
diagndsticos usar solamente antisueros correspondientes a dichos serotipos
y enviar los aislados no tipificables a laboratorios de referencia (55, 67).

La serotipificacibn es un método basado en los antigenos
polisacaridos capsulares utilizando 1 o mas de las siguientes técnicas:
reaccion capsular (53,65,97), precipitacion capilar (53) o pruebas de co-
aglutinacién (87). Es un procedimiento de deteccién e identificacion de
microorganismos basado en las caracteristicas de las moléculas que se

encuentran en la superficie de las bacterias. Para ello se utilizan anticuerpos
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gue se unen especificamente a antigenos capsulares, esta reaccion produce
la aglutinacién.

En la prueba de coaglutinacién en placa, se mezcla una suspension
bacteriana con un antisuero, el cual contiene anticuerpos especificos contra
determinantes antigenos capsulares de S. suis, se hace luego oscilar la
placa durante unos minutos y se observa la aparicion de aglutinacion. Los
anticuerpos contra los antigenos de la bacteria forman un entrecruzamiento
de los microorganismos, que resulta en un precipitado granular compacto
gue se forma lentamente.

Adicionalmente, se han desarrollado otras técnicas: un método de
inmunocaptura y técnicas de anticuerpos fluorescentes (36,96). Este método
de inmunocaptura basicamente es una técnica inmunomagnética disefiada
para aislar de una manera selectiva Streptococcus suis serotipo 2 y ¥ (54);
es una técnica muy sensible y permite aislar la bacteria a partir de muestras
que contienen un bajo numero de este microorganismo y bastantes
contaminantes. Ademas permite recuperar la bacteria viable, lo cual facilita la
realizacion de pruebas de sensibilidad antimicrobiana, virulencia y estudios
moleculares epidemiolégicos.

Diferentes técnicas serolégicas para la deteccidbn de anticuerpos
contra S. suis también han sido evaluadas; por ejemplo se ha utilizado una
prueba de ELISA indirecta de antigeno completo (102) y una ELISA indirecta
utilizando como antigeno polisacérido capsular purificado. Los estudios
previos han demostrado que la ELISA basada en antigenos capsulares
purificados tuvo la mejor especificidad (38). Sin embargo, se han detectado
reacciones cruzadas con otros serotipos, al igual que animales infectados
que desarrollan bajos titulos de anticuerpos en contra de la céapsula. Es
importante aclarar que la serologia es méas util en estudios de vacunaciéon o
como herramienta de vigilancia en explotaciones porcinas de alto estatus

sanitario que como una herramienta diagnostica.
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1.5.3 Diagnostico molecular

La PCR es una técnica rapida usada para detectar serotipos
especificos o cepas de S. suis en animales portadores, o para identificar
cepas obtenidas de cerdos infectados o sanos, o aun para el diagnéstico
clinico de seres humanos enfermos o estudios epidemioldgicos.

Una prueba de PCR basada en la regién 16S ribosomal (rRNA) se ha
empleado previamente para identificar cepas de S. suis (19,99). Un
procedimiento de PCR basado en un fragmento de 688 pb dentro del gen
glutamato deshidrogenasa (gdh) de S. suis tipo 2 eficientemente amplifica
un fragmento de todas las cepas de S. suis probadas (92). También se
desarroll6 una PCR mudltiple para este propdésito de diferenciacién de cepas
(143). Otra PCR tipo 2-especifica se ha establecido para detectar de S. suis
de tipo 2 en humanos infectados (84).

Los analisis filogenéticos de 35 serotipos basados en las secuencias
del gen 16S rRNA y una region viable del gen de la chaperonina 60 revelaron
gue los serotipos 32 y 34 eran distantes de otros serotipos (20,27) y fueron
identificados como Streptococcus orisratti (68). Los métodos moleculares
como RFLP (93), huella genética (88), electroforesis de campo pulsado (15,
130) y tipificacion de secuencia multilocus (75) se han usado para estudiar la
diversidad genética de cepas de S. suis., las relaciones clonales entre cepas
y la patogenicidad de clones particulares.

En cualquier caso, muchos de los métodos moleculares para la
clasificacion e identificacion de cepas estan basados en la amplificacion del
ADN mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), empleandose
basicamente dos tipos de aproximaciones:

La primera implica la amplificacion de uno o pocos fragmentos de ADN
especificos, tales como partes del operén de rRNA, seguido de un andlisis de
restriccion (ARDRA). Los nuevos fragmentos, producto del andlisis de
restriccién, son resueltos en geles de electroforesis generando un patrén de

bandas de restriccion de acidos nucleicos caracteristicos para cada cepa.
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Ademas la informacion obtenida de la secuencia del ADN sobre una region o
gen en particular ha permitido la amplificacion de fragmentos especificos de
ADN que sirven para diagnosticar géneros, especies 0 cepas.

La segunda técnica hace uso de oligonucleétidos que actian a modo
de cebadores o primers inespecificos para la amplificacion de numerosos
fragmentos diferentes de ADN gendmico. Cuando estos fragmentos son
separados electroforéticamente por tamafio, los patrones de bandas
resultantes generan una “huella dactilar” especifica para cada grupo de
microorganismos (132).

Dentro de este tipo de protocolos se pueden diferenciar técnicas en
funcién de los cebadores empleados, como cebadores cortos de secuencia
arbitraria (RAPDs), o cebadores méas largos en combinacion con
temperaturas de alineamiento mas bajas (AP-PCR); o bien basados en la
presencia natural de elementos repetitivos de ADN distribuidos por el
genoma de gran parte de las bacterias, utilizandolas como molde para la
amplificacion del DNA genomico (rep-PCR). El uso de tres familias de
secuencias repetitivas cuya funcion exacta es desconocida: secuencias
palindromicas extragénicas repetitivas (REP), secuencias consenso
repetitivas intergénicas de enterobacterias (ERIC) y el elemento BOX (131).

Todas estas técnicas, basadas en el uso de la técnica PCR, permiten
la amplificacion selectiva de las distintas regiones genémicas localizadas
entre ellas y que al resolverse electroforéticamente generan la huella dactilar
del microorganismo, pudiendo detectarse diferencias genéticas incluso entre
cepas de la misma especie bacteriana (131).

De esta manera se ha conseguido visualizar la huella dactilar de un
microorganismo, de la misma manera que se usa un codigo de barras en los
comercios. A partir de este momento, para localizar la presencia de una
determinada especie 0 cepa, 0 bien para agrupar distintos microorganismos
relacionados, sélo habré que visualizar la huella dactilar o genébmica de cada
microorganismo (104).
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Estudios previos (88,89) han demostrado la utilidad de estas técnicas
moleculares de tipificacibn como la huella genémica, para estudiar la
epidemiologia de la infeccibn de Streptococcus suis dentro de una
explotacion. Mogollon et al. (88) encontr6 que el analisis por medio de
enzimas de restriccion de S. suis genera marcadores epidemiolégicos que
posibilitan el estudio de los patrones de transmision de este microorganismo
y la relacion que existe entre cepas epidémicas y otras cepas presentes
dentro de una explotacién porcina.

Por otro lado, Beaudoin et al. (12) confirmé la diversidad genética que
existe entre aislamientos de S. suis serotipo 2 y explicé que aunque los
aislamientos obtenidos a partir de animales clinicamente sanos fueron muy
heterogéneos, no fue el caso para la mayoria de aislados obtenidos de casos
septicémicos.

Los métodos de tipificacion se clasifican en dos grandes grupos:
fenotipicos (basados en caracteristicas fisiolégicas o bioquimicas) y
genotipicos (basados en el estudio del ADN). Los métodos fenotipicos de
tipificacién son menos reproducibles y poseen menor poder de discriminacion
gue los métodos genotipicos. Ello se debe a que la expresion de un caracter
fenotipico es el resultado de la interaccion del genotipo con el ambiente v,
por tanto, es susceptible de modificarse cuando las condiciones ambientales
varian. El extraordinario avance de la biologia molecular en los ultimos afios
ha permitido desarrollar nuevos métodos genotipicos de tipificacion.

El estudio epidemiolégico molecular de las enfermedades infecciosas
tiene por objeto determinar la relacion clonal que existe entre varios aislados
de una misma especie. Esta informacién es muy util, sobre todo cuando se
producen brotes epidémicos causados por cepas multirresistentes, porque
permite determinar el nimero de clones circulantes, identificar la fuente de
contaminacion o reservorio y los vehiculos de transmision, evaluar la eficacia
de las medidas de control dirigidas a evitar la diseminacién de clones y
diferenciar entre infeccion y recidiva (83).
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La rep-PCR es una técnica molecular de tipificacion en la que se
utilizan cebadores que hibridan con secuencias de ADN repetidas o
repetitivas (secuencias rep) que se encuentran distribuidas en el cromosoma
de muchas enterobacterias y algunas bacterias gram-positivas y hongos
(131). Con esta técnica se amplifican las regiones que separan las
secuencias rep, por lo que el polimorfismo resulta de la variabilidad en la
repeticion de dichas secuencias y de la distancia entre copias contiguas
causadas por inserciones o deleciones de ADN. Las secuencias repetitivas
palindromicas extragénicas (secuencias REP) y las secuencias consenso
repetitivas intragénicas de enterobacterias (secuencias ERIC) son algunas
de las secuencias rep que mas se han utilizado en estudios epidemiolégicos
de brotes infecciosos (134).

En los ultimos afios se han desarrollo nuevas técnicas moleculares de
tipificacion basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que
han supuesto un importante avance en el estudio de las enfermedades
infecciosas. En resumen, existen diversas técnicas moleculares basadas en
la PCR que son muy utiles como método inicial de tipificacion para estudiar la
relacion clonal entre aislados de una misma especie. La eleccion de la
técnica depende de factores de tipo técnico (rapidez, poca laboriosidad, facil
interpretacion y con un elevado poder de discriminacién y reproducibilidad) y
econdmico (bajo costo).

1.6 ERIC- PCR: Secuencias consenso repetitivas intergénicas de
enterobacterias

Esta técnica est4 basada en la existencia de un elemento de ADN
intergénico repetido a lo largo del genoma de muchas bacterias. Este
elemento fue descrito por primera vez en Escherichia coli y fue denominado
Consenso intergénico repetitivo enterobacteriano. (ERIC) (131). Una
secuencia consenso de estos elementos repetitivos fue usada para disefar

primers que han sido utilizados en muchas especies bacterianas desde
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entonces (132). Estos primers se usan para amplificar por PCR, fragmentos
del genoma entre cada elemento repetitivo, generando un patron diferente
para cada cepa. Las diferentes bandas obtenidas son separadas por
electroforesis en agarosa y visualizadas bajo luz ultravioleta después de
realizar la tincion del ADN.

Hasta el presente se han descrito distintas familias de elementos
repetitivos intercalados en el genoma de las eubacterias; dentro de estos se
encuentran los elementos palindrémicos extragénicos repetitivos (REP),
secuencias consenso repetitivas intergénicas de enterobacterias (ERIC) y el
elemento BOX (126,131,133). Los datos de secuencias para los elementos
REP y ERIC fueron descritos inicilamente en bacterias entéricas gram
negativas y filos relacionados (69,131), mientras que el elemento BOX se ha
definido Unicamente en la bacteria gram positiva Streptococcus pneumoniae.

Las secuencias REP fueron primero descritas como secuencias
regulatorias dentro de regiones no traducidas de operones debido a su
naturaleza palindromica y habilidad para formar estructuras estables tipo
horquilla en ARN transcrito. Inicialmente, una secuencia consenso fue
formulada por alineamiento mdultiple de secuencias “REP-like” en E. coli y
Salmonella typhimurium (69). Esta secuencia consenso REP de 38 bp
contiene 6 posiciones totalmente degeneradas, incluyendo un loop variable
de 5 bp entre cada lado del segmento conservado del palindrome.

Por otro lado, los elementos ERIC de 126 pb contienen una repeticion
central invertida conservada y estan localizados en regiones extragénicas;
las secuencias nucleotidicas ERIC son altamente conservadas pero su
localizacién cromosomal difiere entre especies. Estas secuencias no parecen
estar relacionadas a las secuencias consenso REP (106). Ademas, ambas
secuencias (ERIC y REP) pueden ser transcritas a ARN y se dispersan a
través de ARN intermedios.

Este alto grado de conservaciéon evolutiva que presentan las

secuencias ERIC se debe probablemente a dos mecanismos, el primero,
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hace referencia a que la seleccion natural puede restringir la variaciéon en
estas secuencias debido a que ellos representan sitios importantes de
interacciones con ADN y el segundo, es que estas secuencias pueden
propagarse asi mismas como ADN “egoista” por conversion genética (131).

Se han propuesto multiples funciones para estos elementos dispersos
REP altamente conservados, como su participacion en la terminacion de la
transcripcion, estabilidad del mMRNA y organizacién del dominio cromosomal
in vivo, pero hasta el momento su papel funcional no es del todo claro (131).

A pesar del hecho que datos de secuenciacion de ADN e hibridacion
sugieren que estos elementos REP, ERIC y BOX tienen distribucion
restringida a nivel de especie, REP-PCR esta siendo usada ademas en
analisis filogenéticos y diferenciacion de cepas bacterianas pertenecientes a
una misma especie. Este método se ha aplicado a diversos géneros
bacterianos, incluyendo Rhizobium sp., Frankia sp., Staphylococcus sp,
Legionella sp. Xanthomonas sp., Pseudomonas sp. y Neisseria sp. (52).
Igualmente, otros reportes han sido publicados en donde utilizan REP-PCR
para identificar cepas de hongos de los géneros Aspergillus sp., Fusarium sp
y Candida albicans.

Se han utilizado en técnicas de PCR primers consenso para cada uno
de estos elementos, diseflados para amplificar regiones entre elementos
repetitivos vecinos. Esta metodologia, denominada REP-PCR, genera
determinados patrones de huella genémica que posibilitan la diferenciacion
de especies y cepas bacterianas (131). Las secuencias ERIC, REP y BOX
constituyen diferentes clases de elementos procariéticos dispersos
repetitivos. Aunque poco se conoce acerca de su funcion, su ubicuidad
sugiere que ellos estan involucrados en aspectos importantes de la vida
microbiana (13).

La ERIC-PCR estd disefiada para caracterizar aislamientos
bacterianos por genotipificacion. No se requiere tener informacion genética
previa para aplicar esta técnica a nuevas bacterias y permite diferenciar
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cepas bacterianas de una manera rapida siendo una herramienta util para

fines epidemioldgicos (47).

1.7 INFECCION EN HUMANOS

Streptococcus suis es un patégeno importante asociado a una amplia
gama de enfermedades en cerdos, incluyendo meningitis, septicemia,
pulmonia, endocarditis y artritis. S. suis puede ser transmitido a los seres
humanos por contacto directo. El primer caso humano de S. suis fue
reportado en Dinamarca en 1968 (9). La infeccion humana con S. suis se ha
convertido en una zoonosis seria y ha sido reportada en muchos paises con
produccién porcina intensiva. Mas de 200 casos fueron reportados por todo
el mundo antes del 2005, la mayor parte de ellos en paises y regiones
europeas y asiaticas (51, 146).

1.7.1 Sintomas clinicos

Las infecciones humanas con S. suis con frecuencia se manifiestan
como meningitis purulenta, pero existen reportes de shock séptico, con falla
multiorganica, endocarditis, neumonia, artritis y peritonitis (41). Se han
observado diferencias en los sintomas clinicos presentados entre pacientes
infectados con S. suis. Entre los sintomas que aparecen en la forma aguda
de la meningitis se encuentran, fiebre alta, dolor de cabeza, escalofrio,
nauseas, vomito y vértigo, seguidos por uno o mas de los siguientes: pérdida
de la audicién, ataxia cerebelosa, coma, petequia, dolor articular, periférico y
pardlisis facial, rigidez nucal, mialgia severa, equimosis, rabdomiolisis (46,
84, 105, 117, 149).

En la forma aguda de shock séptico téxico, ademas de fiebre alta,
escalofrio, dolor de cabeza, vomito, vértigo y dolor abdominal; otros sintomas
se han observado, como: hipotension, taquicardia, disfunciéon hepatica,
hemorragia subcutanea, coagulacién intravascular diseminada, falla renal
aguda y sindrome de distrés respiratorio agudo. La pérdida de la audicion
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es la secuela mas comun que se presenta después de la recuperacion de
una meningitis aguda, mientras que un paciente con shock séptico con

frecuencia muere (41).

1.7.2 Epidemiologia

La infeccion humana es principalmente causada por contacto directo
con cerdos portadores, cerdos enfermos, o0 productos derivados
contaminados con S. suis a través de heridas en la piel o en mucosa bucal y
por cavidad nasal (48, 146).

Por lo tanto la infeccion humana ocurre usualmente en aquellas
personas que poseen trabajos relacionados con cerdos o produccién porcina
en general, tales como granjeros productores, empleados de plantas de
sacrificio y veterinarios (9, 85, 48, 119, 135). La tasa de infeccién estimada
de estas personas es 1500 veces mas alta que la de la poblacién general
(9). Individuos inmunosuprimidos, incluyendo aquellos a los que se les ha
practicado esplenectomia poseen mayor riesgo de infectarse, casos
humanos en tales individuos han sido reportados (48, 10, 50, 118). En ciertos
casos, algunos cazadores se han infectado cuando han entrado en contacto
con cerdos salvajes (85).

S. suis usualmente no causa brotes de infecciones en humanos. Los
casos esporadicos se han reportado en muchos paises que posee una
industria porcina intensiva, después del primer caso descrito en Dinamarca
en 1968 (9).

A la fecha, la mayoria de casos de infeccion en humanos han ocurrido
en el norte de Europa y Asia. El nUmero total de casos en el mundo esta
alrededor de 400. China, Tailandia y los Paises Bajos son responsables del
69%, 11% y 8% del total de casos reportados, respectivamente.

Dos grandes brotes de infeccion en humanos fueron reportados en

regiones rurales de la provincia de Jiangsu durante el verano de los afios
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1998 y 1999, con 25 casos reportados, 14 de los cuales murieron de
sindrome de shock séptico y meningitis (64, 137). En julio del 2005, el brote
mas grande de S. suis en humanos ocurrié en la provincia de Sichuan en
China. Este brote causo 204 infecciones humanas y 38 muertes debido a la
falta de tratamiento apropiado y oportuno. Casos esporadicos fueron
reportados al mismo tiempo en otras provincias y regiones del pais,
incluyendo 4 (una muerte) en la provincia de Guangdong y 10 en Hong Kong.
Las causas de los dos brotes en la provincia de Jiangsu como en la provincia
de Sicuani en el 2005 han sido descritas por diferentes grupos (119, 145,
134).

Después de un detallado analisis epidemioldgico, se concluyé que
estos brotes estuvieron cercanamente relacionados a un brote grande de
infeccion con S. suis presentado en cerdos, debido a que todos los 233
casos humanos ocurrieron en las regiones endémicas donde se presentd
esta infeccion porcina y se estimé que aproximadamente 80000 cerdos
estaban infectados por S. suis en esta provincia en ese tiempo (108,138,
147).

1.8 TRATAMIENTO Y PREVENCION

La eleccién del mejor agente antimicrobiano en contra de la infeccién
causada por Streptococcus suis esta basada en diferentes criterios como: la
susceptibilidad del microorganismo, el tipo de infeccibn y el modo de
administracion.

El pronto reconocimiento de los sintomas clinicos de la meningitis
estreptococal seguida por un tratamiento parenteral inmediato de los cerdos
afectados con un antibiético apropiado es el mejor método para maximizar la
supervivencia de los cerdos. Los cerdos en etapas tempranas de la
meningitis pueden ser dificiles de detectar, por lo que se deberia chequear

grupos 2 a 3 veces diariamente. Segun datos obtenidos de estudios del
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tratamiento de la meningitis en niflos causada por S. pneumoniae, se
recomienda realizar una terapia adyuntiva con agentes antiinflamatorios en
cerdos afectados con meningitis (121).

La recuperaciéon después del tratamiento es variable y no es raro que
algunos cerdos se reinfecten con S. suis después del tratamiento. La
sensibilidad o susceptibilidad antimicrobiana entre aislamientos de S. suis es
extremadamente variable; por lo tanto realizar pruebas de sensiblidad
antimicrobiana de este microorganismo aislado de liquido cefalorraquideo es
esencial para determinar el antibiético mas apropiado para usar en la granja.
Se ha observado una resistencia aumentada de S. suis a la penicilina en
todo el mundo; asi, el uso de este antibiético no es recomendado como
tratamiento, a menos que, pruebas de sensiblidad muestren lo contrario
(122).

Usando el método de Kirby-Bauer, diferentes autores han reportado
un alto grado de resistencia de aislamientos de S. suis a algunos antibiéticos
como la tetraciclina, clindamicina, eritromicina, kanamicina, neomicina y
estreptomicina. Otro reportes han mencionado que los agentes
antimicrobianos mas activos in Vitro en contra de S. suis fueron:
enrofloxacina y ceftiofur. Mientras que otros estudios demostraron que el
porcentaje de sensibidad a amoxicilina y ampicilina estuvo alrededor del 90%
(126). Igualmente, se obtuvieron excelentes resultados cuando se inyectaron
lechones en etapas tempranas de la enfermedad con penicilina y
dexametasona (127). Tarradas y colaboradores concluyeron que
Trimetoprim-sulfametoxazol es una droga alternativa que puede ser utilizada
en la quimioprevencion y tratamiento de la infeccion con Streptococcu suis
(126).

En general, los beta-lactamicos son los antibidticos de eleccion
utilizados para eliminar este patdgeno. Sin embargo, no todos los miembros
de esta familia son igualmente activos. La determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) demostré que un gran nimero de aislamientos, son
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moderadamente susceptibles a la penicilina. En otros estudios, el tratamiento
con ceftiofur fue el Unico régimen que redujo significativamente la mortalidad,
el aislamiento de S. suis de tejidos en el momento de la necropsia y la
severidad de las lesiones macrdscopicas (59).

El tratamiento puede también administrarse de manera oral en el agua
de beber o en comida. En el caso, de medicar con penicilinas se recomienda
administrarse en el agua de consumo de los cerdos para evitar la
interferencia con la absorcion debido a la digestién. Se han obtenido buenos
resultados con Ampicilina, para el cual, S. suis ha mostrado en general una
alta sensibilidad. La amoxicilina tiene ventajas sobre las penicilinas naturales;
su biodisponibilidad es similar, pero su clarificacion corporal es mas baja que
la de la penicilina V, asi, se obtienen concentraciones séricas mas altas.

Finalmente, es importante tener en cuenta, que debido al método de
diseminacion de la enfermedad, debe iniciarse el tratamiento rapidamente.
Cualquiera que sea el método de medicacion utilizado, es primordial que el
tratamiento tenga una duracién de al menos 5 dias (7).

En general, S. suis es un ejemplo de infeccion emergente asociada
con la intensificacibn de la industria porcina. Mudltiples factores
predisponentes estan involucrados, entre ellos estan: el estatus sanitario de
la explotaciobn (como infecciones concominantes e inmunosupresion), el
grado de virulencia de las cepas de S. suis implicadas y la calidad del
ambiente y del manejo. Al igual que con otros agentes patdégenos, la
optimizacion del manejo y ambiente son esenciales para controlar la
enfermedad. La limpieza y desinfeccion del ambiente reduciran el nimero de
S. suis al los que los cerdos estan expuestos (4).

La sobrepoblacion, poca ventilacion, fluctuaciones de temperatura
excesivas y mezcla de cerdos de diferentes edades parecen ser los factores
de estrés mas importantes involucrados en el desarrollo de infecciones con
S. suis en cerdos susceptibles. Practicas de manejo como el flujo de cerdos

todo dentro/todo fuera ayudan a reducir la incidencia de la enfermedad (59).
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El destete temprano ha sido utilizado para mejorar el estatus sanitario de
cerdos y eliminar algunos organismos infecciosos. Actualmente, es aceptado
gue aunque el destete precoz puede funcionar controlando enfermedades
como: neumonia y disenteria porcina, su capacidad para reducir o eliminar
colonizadores tempranos como: S. suis, Haemophilus parasuis Yy

Actinobacillus suis, es cuestionable (30,59).

- Vacunacion

Hasta el momento, la mayoria de las vacunas usadas en cerdos en
contra de las infecciones con Streptococcus suis han sido bacterinas
autogenas y sus resultados han sido inconsistentes (21,93). Las razones
exactas de la falla de la vacuna son aun desconocidas, pero como posibles
explicaciones estan: la interferencia con anticuerpos maternales,
degradacion de antigenos protectivos o disminucion de antigenicidad de la
bacteria causada por inactivacién por calor o formalina, inmunogenicidad
débil de la bacteria encapsulada, produccion de anticuerpos contra antigenos
no asociados con factores de virulencia y ausencia de algunas cepas 0
serotipos involucrados en los procesos patolégicos. Reams, et al. (92)
mencionaron que la presencia de multiples serotipos en una misma
explotacion puede ser causa de una pobre respuesta a la vacunacion.

Algunas cepas de S. suis actian como patégenos primarios causando
condiciones como: septicemia, meningitis o artritis pero la mayoria de
aislamientos son patdgenos oportunistas o0 patdégenos pulmonares
secundarios, los cuales sin embargo deberian ser tomados en cuenta en un
programa de vacunacion (101).

Diferentes tipos de vacunas han sido o estan actualmente bajo
investigacion (21,58). Las bacterinas de células completas parecen no ser
buenos inmundgenos y las fallas de las vacunas son comunes. De hecho, no
se han reportado ensayos de campo controlados de la eficacia de vacunas

de células completas y su efectividad es cuestionable. Uno de los problemas
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a los que se enfrentan los investigadores es la falta de buenos modelos
experimentales de infeccién. Se ha mostrado que después de dos dosis de
una vacuna autdgena, no hay un aumento estadisticamente significativo de
titulos de anticuerpos medidos mediante una prueba de ELISA (17).

Estudios de proteccion pasiva mostraron que ningunos de los sueros
de lechones vacunados fueron protectivos en ratones retados con una cepa
virulenta. De otro lado, el suero obtenido de cerdos hiperinmunizados (la
misma vacuna con dos inoculaciones intravenosas por semana durante 4
semanas), mostraron altos niveles de anticuerpos y proteccién pasiva. Lo
anterior muestra que la bacterina no es un buen inmundgeno y se necesitan
de muchas dosis para conferir altos titulos de anticuerpos y proteccion (58).

Vacunas vivas atenuadas, como mutantes de S. suis sensibles a la
temperatura y estreptomicina- dependientes generaron proteccion a varios
niveles en ratones; aunque, la tasa de reversion de estos mutantes
representan un riesgo dificil de evaluar. También han sido probadas vacunas
vivas preparadas con cepas avirulentas. Se obtuvo proteccion en ratones y/o
cerdos después de la inoculacion de S. suis serotipo 2 vivo. Debido a que
las cepas vivas de S. suis parecen inducir una proteccion similar a la
producida por cepas Vvirulentas vivas, se sugiri6 que los factores
inmunogénicos importantes podrian ser diferentes a los factores de
virulencia.

Otros estudios han mostrado que diferentes proteinas extracelulares o
de la pared celular de S. suis serotipo 2 pudieron inducir una buena
proteccion. Sin embargo, algunas de estas proteinas las cuales presentan un
buen potencial inmunogénico, como la MRP de 136 Kd, no estan presentes
en todas las cepas virulentas (58).

Ademas se han probado vacunas en contra de proteinas
extracelulares en cerdos por Jacobs et al. (70). Una fue hecha con suilisina
purificada y la otra contenia en su mayoria proteinas extracelulares

producidas por S. suis, particularmente EF. Con este estudio se logrd
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obtener una completa proteccion con la suilisina purificada y sélo una
proteccion parcial con el EF.

Las bacterinas comerciales de S. suis estan disponibles y pueden
contener mas de 5 diferentes tipos capsulares de S.suis. Los estudios
realizados en ratones han mostrado que las vacunas fueron eficaces en
prevenir la enfermedad causada por los tipos capsulares de S. suis que
estdn contenidos en la vacuna, pero no presentaron proteccion cruzada
frente a serotipos heterdlogos. Las bacterinas autégenas se usan
ampliamente en los Estados Unidos; sin embargo, su eficacia no ha sido
probada en ensayos controlados (73).

Cuando una bacterina autégena cepa-especifica fue producida y
usada como una Unica dosis en cerdos de 4 dias, no fue posible obtener una
buena proteccion de los cerdos después de retarlos de forma intravenosa
con S. suis a los 14 dias de edad. Sin embargo la vacunaciéon de cerdas pre-
parto protegié a los lechones destetos frente a los sintomas clinicos de
meningitis después de un vigoroso reto intravenoso con S. suis a los 14 dias
de edad (6).

Varios factores se deben tener en cuenta cuando se considera utilizar
una vacuna autégena en una explotacion. El factor mas critico es elegir el
aislamiento correcto para incluir en la vacuna. Es importante, incluir en la
preparacién del producto autdégeno las cepas responsables causantes de
enfermedad; esto es critico, en el caso de S. suis ya que cepas patogénicas
y no patogénicas existen en el cerdo.

En general, sélo aislados sistémicos se deben considerar (en especial
aislamientos provenientes de muestras de cerebro y/o articulaciones de
cerdos clinicamente infectados). Es recomendable que los aislados
respiratorios sean excluidos, debido al hecho de que estas cepas de sitios
respiratorios tienden a ser genéticamente diferentes a las cepas recuperadas
de sitios sistémicos (124).
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Las vacunas vivas atenuadas de S. suis permanecen aun en fase
experimental. Busque et al, reportaron que mas del 80% de cerdos de 4
semanas que fueron vacunados intramuscularmente 2 a 3 veces con una
cepa viva avirulenta de S. suis serotipo 2 fueron protegidos frente a la
estreptococosis clinica después de una inoculacién con S. suis serotipo 2.
Por otro lado, Torremorell y colaboradores vacunaron experimentalmente
lechones lactantes con hisopados nasales o tonsilares con una cepa
virulenta de S. suis endémica a una granja 'y no lograron detectar diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de muertes y cerdos afectados
clinicamente con meningitis o problemas en sus articulaciones entre grupos
vacunados y no vacunados (125).

En conclusion, considerando los resultados obtenidos con las
diferentes vacunas estudiadas, se hace evidente la necesidad de seguir
realizando estudios experimentales y a nivel de campo para desarrollar una
vacuna que sea eficiente previniendo y controlando la infeccion causada por
Streptococcus suis en explotaciones porcinas, conociendo y entendiendo de
una mejor manera la patogénesis y factores de virulencia de este
microorganismo. Ademas, se deben realizar estudios epidemioldgicos dentro
de cada explotacion si se determina utilizar una vacuna autégena. Estos
estudios son Utiles para identificar la presencia de cepas patogénicas, cuales
son predominantes y para establecer la persistencia de estas cepas en el
tiempo.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Detectar y genotipificar cepas de Streptococcus suis en cerdas
madres y lechones asintomaticos de distintas edades en
explotaciones porcinas intensivas, mediante el desarrollo y aplicacion
de las técnicas moleculares de PCR mudltiple, ERIC-PCR vy cultivo

microbioldgico.

Objetivos especificos:

Desarrollar y optimizar una técnica de PCR multiple para detectar la
especie de Streptococcus suis y los serotipos 2 y ¥ a partir de
muestras de campo y cultivos puros de cepas de referencia o de
campo.

Desarrollar la técnica de ERIC-PCR para la genotipificacién molecular
de cepas de S. suis.

Aislar cepas de S. suis a partir de muestras provenientes de lechones
sanos de distintas edades.

Establecer la posible relacion clonal existente entre las cepas aisladas
de Streptococcus suis serotipo 2 analizando los patrones de ADN
obtenidos en la huella gendmica por medio de la técnica de ERIC-
PCR.

Contribuir al conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad en el

pais.
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3. RESULTADOS

CAPITULO 2

Desarrollo y evaluaciéon de la técnica de PCR multiple y ERIC-PCR para la

deteccidon y genotipificacién de Streptococcus suis y S. suis serotipo 2

53



Desarrollo y evaluaciéon de la técnica de PCR multiple y ERIC-PCR para la

deteccidon y genotipificacién de Streptococcus suis y S. suis serotipo 2

RESUMEN

Se desarrollaron y evaluaron dos técnicas moleculares para la deteccién
y genotipificaciéon de Streptococcus suis en cerdos. La PCR mudltiple esta
basada en la amplificacion de un fragmento del gen que codifica para el 16S
rRNA (16S rDNA) de S. suis y en la amplificacion del gen cps2J el cual
codifica para la biosintesis capsular de S. suis serotipo 2 y %. La ERIC-PCR
es una técnica de tipificacién molecular basada en la deteccion de elementos
repetitivos del genoma bacteriano denominados secuencias intergénicas de
consenso repetitivas de enterobacterias. Para el desarrollo y estandarizacion
de las técnicas se emplearon cepas de referencia de 7 serotipos de S. suis 'y
cepas de otras especies bacterianas presentes en cerdos. Los resultados de
este estudio mostraron que ambas técnicas son herramientas Utiles para la
identificacion y caracterizacion de cepas de S. suis en diagnostico y en
eventuales estudios epidemiolégicos para conocer la dindmica de la
enfermedad, facilitando el disefio e implementacion de programas de control
y prevencion.

INTRODUCCION

Streptococcus suis es un agente patdgeno importante en los sistemas
de produccién porcina al causar una serie de procesos patoldgicos que han
adquirido gran importancia en los ultimos tiempos, sobre todo en los paises
de explotacién industrial, donde afectan de forma significativa la produccion
intensiva, debido a la alteracibn de los parametros productivos v,
especialmente, por los costos derivados de las medidas de control
necesarias para mitigar el impacto de estos procesos (4,5).

S. suis puede ser aislado a partir de cerdos clinicamente enfermos y
aparentemente sanos. Los portadores de S. suis son fuente de infeccion para
otros cerdos y juegan un papel importante en la transmision de estas
bacterias en las granjas (4). Esta bacteria es también un agente zoonético
responsable de meningitis, septicemia, artritis y endocarditis en humanos

(6).

De acuerdo con los polisacaridos capsulares, se han identificado 33
serotipos (5). El Serotipo 2 estd mads comunmente asociado a enfermedades
en cerdos y seres humanos y es el serotipo reportado con mayor frecuencia
en todo el mundo. Aunque el serotipo 2 es considerado el mas virulento en la
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mayoria de los paises, otras cepas virulentas pertenecientes a otros
serotipos también pueden causar enfermedad en cerdos (4).

Por lo general, las cepas de S. suis son identificadas y clasificadas por
sus caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y serolégicas mediante
técnicas microbiologicas y seroldgicas tradicionales, sin embargo estos
métodos son laboriosos, demorados y tienen baja sensibilidad. Los métodos
moleculares son ensayos alternativos mas sencillos, rapidos y sensibles que
complementan los ya usados métodos microbiol6gicos tradicionales (14, 22).

Las herramientas moleculares para la tipificacion de aislamientos han
demostrado ser muy importantes en el estudio de la epidemiologia de las
enfermedades infecciosas. La amplificacion de elementos genéticos
repetititvos usando el método de ERIC-PCR (amplificacion de secuencias
intergénicas de consenso repetitivas de enterobacterias) ha sido descrito
previamente para la caracterizacién de aislamientos de Streptococcus suis
(11,15,16).

El objetivo de este trabajo fue estandarizar una PCR multiple y una
ERIC-PCR para detectar y genotipificar cepas de Streptococcus suis y S.
suis serotipo 2 y ¥2 en cerdos. En este estudio se describe una PCR multiple
(m-PCR) basada en la amplificacion de un fragmento del gen que codifica
para el 16S rRNA (16S rDNA) de S. suis y en la amplificacién del gen cps2J
el cual codifica para la biosintesis capsular de S. suis serotipo 2 y ¥2 y una
ERIC-PCR para caracterizar cepas de S. suis mediante su huella genémica.

La disponibilidad y aplicaciébn de estas técnicas permite contribuir al
conocimiento epidemiolégico de la enfermedad en los sistemas de
produccién del pais.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se encuentran listadas en la Tabla 1.
Las cepas de referencia de S. suis y de otras especies bacterianas fueron utilizadas en
los ensayos de sensibilidad y especificidad y como controles positivos para el desarrollo de
la prueba.

Las cepas de Streptococcus suis fueron cultivas en caldo Todd-Hewitt (Cédigo 249240,
BD) y en base de agar Columbia (Cddigo 21112, BD) suplementado con 6% de sangre de
cordero e incubadas por 24 horas a 37°C en condiciones de microaerofilia. Las 2 cepas de
referencia de S. suis serotipo 2 (ATCC 700794 y 87555) fueron serotipificadas con antisuero
serotipo-especifico mediante la técnica de aglutinacién en placa (18). Las demas especies
bacterianas fueron cultivadas en base de agar Columbia (Cddigo 21112, BD) suplementado
con 6% de sangre de cordero e incubadas a 37°C durante 24 horas, posteriormente las
colonias fueron sembradas en caldo BHI (Cédigo CM225, OXOID ); las colonias de
A. pleuropneumoniae se sembraron en caldo PPLO (Difco) con Vitox® (OXOID).

Finalmente se hicieron las suspensiones bacterianas de cada microorganismo tomando
colonias de los cultivos y llevandolas a un tubo eppendorf con agua grado molecular para
luego realizar la extraccién del ADN bacteriano.
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Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en el desarrollo de la PCR Mdltiple para S.

suis

Especie Cepa (s)
Streptococcus suis serotipo 1 ATCC 702644
Streptococcus suis serotipo 2 ATCC 700794, 87555 *
Streptococcus suis serotipo 4 6407 °
Streptococcus suis serotipo 5 11538
Streptococcus suis serotipo 6 2524
Streptococcus suis serotipo 7 8074
Streptococcus suis serotipo 8 14636
Actinobacillus pleuropneumoniae Cepa de campo °
Mycoplasma hyopneumoniae Cepa de campo
Haemophilus parasuis Cepa de campo
Escherichia coli Cepa de campo
Staphylococcus aureus NCIMB 12702
Streptococcus sp. Cepa de campo

& Universidad de Montreal. Canada.
® Universidad de Minnesota. U.S.A.
¢ Cepas de campo aisladas en Colombia

Extraccién y purificacion del ADN bacteriano

La extraccion de ADN gendmico se realizé a partir de 200 pl de cultivo bacteriano de
Streptococcus suis y de las demas especies, usando el kit comercial Qiamp Tissue kit
(QIAGEN Inc. Valencia, California) de acuerdo a las recomendaciones de los fabricantes.

La medicion de la concentracion de ADN se hizo mediante espectrofotometria utilizando
un biofotdmetro (ThermoScientific, Nanodrop 1000), a una absorbancia de Az (El
biofotémetro calcula la concentracién de ADN en pl/ml corrigiendo con Asyo Y Azzp) mientras
que la pureza del ADN fue determinada por la relacion: Aygo/Azg=1.6-1.9. EI ADN fue
cuantificado por espectrofotometria para conocer la cantidad a utilizar en la m-PCR y poder
determinar la sensibilidad.

Amplificacién del ADN

Los cebadores que se utilizaron en esta PCR muiltiple fueron descritos previamente
(7,14). El producto de 318 pb, especifico para S. suis se obtuvo con el primer sentido 16S-
195(s) y el primer antisentido 16S-489(as2) (7) (Tabla. 2), definidos sobre la secuencia 16S
rADN (AF009477) (7). El segundo par de cebadores (primers) detecta los serotipos 2 y Y,
estad basado en el locus de la biosintesis del polisacarido capsular (cps) (AF118389); esta
compuesto por un primer sentido CPS2JF y un primer antisentido CPS2JR, los cuales
amplifican un fragmento de 671 pb (14) (Tabla. 2). Después de realizar el andlisis in silico de
diferentes variables quimicas y estructurales de ambos juegos de primers utilizando los
programas PRIMER3 y NCBI/Primer-Blast, se observl que la temperatura de anillaje del
primer reverse estaba un poco desfasada con respecto al forward, por lo tanto la secuencia
de éste se acort6 a CPS2JF 5- ACGCAAGGAATTACGGTATC-3', para disminuir su
temperatura melting (Tm).
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Como templete para la m-PCR se utilizé 2 pl (10 ng) de ADN cromosomal purificado de
las cepas bacterianas. La mezcla de reaccion contenia: 2mM de MgCl,, 0.4 mM de
nucledtidos, 0.04 U/ul de ADN Taq Polimerasa (GoTaq Flexi Promega) y 0.4 uM de cada uno
de los cebadores 16S y 0.75 uM de los cebadores CPS2J en un volumen total de 25 pl.
Como control negativo de la reaccion se utiliz6 agua ultrapura en reemplazo del ADN
bacteriano; igualmente se manej6 un control de extraccién. Las muestras fueron
amplificadas en un termociclador de BioRad (DNA Engine Dyad, USA). El procedimiento de
la reaccién consistio de una denaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de
amplificacion a 95°C por 1 minutos, 56°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto y luego de una
extension final a 72°C por 5 minutos.

Tabla 2. Cebadores utilizados en la PCR multiple para S. suis.

Gen Primer Secuencia (5" »3") Posicién Producto (bp)

cps2  CPS2JF ACGCAAGGAATTACGGTATC 13794 -13813 671
CPS2JR GAGTATCTAAAGAATGCCTATTG 14465 -14443

16S 16S-195(s) CAGTATTTACCGCATGGTAGATAT  172-195 318
rDNA  16S-489(as2) GTAAGATACCGTCAAGTGAGAA 490-469

Determinacion de la sensibilidad de la PCR

Para determinar la concentraciéon minima de ADN bacteriano de S. suis que puede
detectar la PCR multiple basada en los cebadores 16S-195 (s), 16S-489 (as), CPS2JF y
CPS2JR, se utiliz6 un cultivo de la cepa de referencia ATCC 700794 de Streptococcus suis
serotipo 2. Después de extraer el ADN, se realizaron ocho diluciones seriadas con base 10
en agua ultrapura a un volumen final de 100 pl, iniciando con 30 ng/ul de ADN. Estas
diluciones se sometieron a los procesos de extraccion y cuantificacion de ADN, amplificacion
y analisis descritos previamente.

La preparacion de las muestras se realiz6 por triplicado, la PCR multiple se desarrollé
simultdneamente con todos los extractos de ADN, empleando los mismos equipos y los
mismos reactivos.

Infeccién experimental de muestras tisulares

El objetivo fue demostrar que la PCR muiltiple permitia detectar ADN bacteriano de
Streptococcus suis en muestras tisulares.

La sensibilidad de la PCR fue evaluada usando 8 diluciones en base 10 de un cultivo de
la cepa de referencia ATCC 700794 de Streptococcus suis serotipo 2, partiendo de una
concentraciéon de 9 x 10® UFC/m (calculada con el patron de turbidez de Mc Farland).
Luego, se infecté una porcion de tonsila porcina (1 sz) con cada dilucion (1 ml) tratando de
simular la infeccion de campo; el tejido fue previamente evaluado por cultivo microbioldgico y
PCR para establecer que era negativo.

Posteriormente, se realiz6 la extraccion de ADN, seguida de la reaccion de m-PCR y la
visualizacion de los productos de amplificacion, tal como se describi6é previamente.

Determinacioén de la especificidad de la PCR

La especificidad de la PCR mdiltiple  fue analizada  utilizando cepas de
referencia de Streptococcus suis de diferentes serotipos (1,2,4,5,6,7 y 8) al igual que otras
especies bacterianas pertenecientes a otros géneros. Las cepas utilizadas se encuentran
listadas en la Tabla 1.
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Desarrollo y evaluaciéon de la técnica de ERIC-PCR para la caracterizacién molecular
de Streptococcus suis

Para realizar la genotipificacion de los aislamientos de Streptococcus suis serotipo 2 se
desarroll6 y evaluo la técnica de ERIC-PCR. Este método se realizé segun la descripcion de
Oliveira et al. (11) y Torremorell et al. (15) con modificaciones menores usando los
cebadores: ERIC1R-5"ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’ y ERIC2
5" AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3" (19).

La técnica fue desarrollada con cepas de referencia de Streptococcus suis de diferentes
serotipos (1,2,4,5,6,7 y 8).

Para obtener patrones de bandas reproducibles y comparables, la cantidad de ADN que
se us6 siempre para cada reaccion fue de 50 ng. La amplificacion del ADN extraido se llevo
a cabo en un termociclador de BioRad (DNA Engine Dyad, USA). Cada muestra fue
sometida a un ciclo inicial de denaturacion a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C, 40°C por
2 minutos y 72°C por 2 minutos y una extension final de 72°C por 5 minutos. Igualmente se
incluyeron un control negativo y otro de extraccion en cada reaccion de amplificacién.

Los ensayos de amplificacion se realizaron por triplicado y fueron considerados
reproducibles cuando se obtuvieron perfiles gendmicos idénticos en 3 montajes separados.

Analisis de los productos de amplificacién

Después de la amplificacion una alicuota de 10p de cada uno de los productos de
reaccion de las dos técnicas de PCR, incluyendo muestras y controles, fueron analizados
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE (90mM Tris, 90mM de
borato, 2.5mM de EDTA pH 8) tefiido con bromuro de etidio.

Se siguieron los siguientes pardmetros para la ERIC-PCR: tiempo de corrido de 75
minutos y un voltaje constante de 75 V; mientras que las condiciones de la electroforesis
para la PCR mdiltiple fueron: tiempo de corrido de 60 minutos y un voltaje constante de 100
V. Finalmente, los geles fueron analizados en un transiluminador de luz ultravioleta.

Analisis de los patrones electroforéticos

Para el andlisis de los patrones de las bandas obtenidas con la técnica de ERIC-PCR se
utilizé el software Quantity One v. 4.6.8 (Bio-Rad, CA, USA). Los patrones de banda
producidos por la ERIC-PCR fueron considerando el nimero de bandas y su intensidad.
Para el agrupamiento de los perfiles se uso el algoritmo UPGMA (siglas de unweighted to
pair group method with arithmetic means) (17).

Se consideraron como un genotipo aquellos aislamientos cuyos perfiles se agruparon en
un cluster, los cuales presentaron una similitud superior al 75%. Finalmente, se construy6 un
dendograma para obtener informacién sobre la relacion que existe entre las diferentes cepas
de Streptococcus suis con base en los datos obtenidos de la huella gendémica utizando el
programa Quantity One® v. 4.6.8 (Bio-Rad Laboratories).

RESULTADOS

En este estudio se desarrollaron 2 técnicas moleculares: una PCR
multiple (m-PCR) para la deteccion de la especie Streptococcus suis 'y S. suis
serotipo 2 y ¥2 y una técnica de tipificacibn molecular, basada en secuencias
intergénicas consenso repetitivas de Enterobacterias (ERIC-PCR).

La PCR multiple permitié la deteccion de la especie Streptococcus suis y
S. suis serotipo 2 y 1/2 (Fig 1). Se obtuvo un fragmento de 318 pb especifico
para la especie de S. suis, este producto de amplificacion se observd en
todas las cepas de referencia de los 6 serotipos de S. suis utilizadas en el
desarrollo de la técnica. Igualmente, los primers CPS2J disefiados sobre la
secuencia del locus de la biosintesis del polisacarido capsular (cps)
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amplificaron una banda de 671 pb, en cepas pertenecientes al serotipo 2 de
S. suis

Sensibilidad y especificidad de la PCR multiple

En cuanto a la sensibilidad de la PCR multiple se observaron los
productos de amplificacion caracteristicos de 318 pb y 671 pb para la
especie de Streptococcus suis y S. suis serotipo 2 respectivamente, los
cuales fueron detectados hasta la dilucion 10* y 10 (Fig. 2 y Fig. 3). Se
encontrd la presencia de una banda tenue de 671 pb de S. suis serotipo 2
hasta la dilucién 10* que correspondié a una concentraciéon de ADN de 24.8
pg. Por otro lado, el limite de deteccion de la PCR para la deteccion del gen
16SrARN de S. suis fue de 0.96 pg de ADN (Dilucién 107).

En cuanto a la especificidad de esta PCR mudltiple, los primers para la
especie de Streptococcus suis, al igual que para S. suis serotipo 2, resultaron
especificos para los serotipos pertenecientes a esta especie bacteriana y no
se observaron productos de amplificacion en otras especies bacterianas. Lo
anterior demostré que la especificidad in vitro de la prueba fue de 100%.

ERIC-PCR. Tipificacion molecular de Streptococcus suis

La figura 4 muestra los perfiles o patrones de banda obtenidos con las
cepas de referencia de 7 serotipos de Streptococcus suis mediante la técnica
de ERIC-PCR. La combinacion de los primers ERIC1R y ERIC2 generaron
distintos productos de amplificacion; las bandas obtenidas presentaron un
tamaro entre 100 pb y 1000 pb.

Dos bandas con peso molecular de aproximadamente 500 pb y 700 pb
estuvieron presentes en los perfiles de las dos cepas de S. suis serotipo 2
evaluadas, mientras que una banda comun con un tamafio de 120 pb fue
identificada en los serotipos 1,456y 7.

Se observaron diferentes perfiles de ADN (genotipos) para los distintos

serotipos de Streptococcus suis. Los serotipos 1 y 6 presentaron el menor
namero de bandas, 2 y 3 respectivamente con pesos moleculares de 100 pb,
200 pb y 550 pb, de otro lado S. suis ATCC 700794 serotipo 2 (Fig. 4, Carril
4) presentd el nUmero mas alto de bandas.
Para visualizar la relacién genética que existe entre las cepas de los distintos
serotipos de S. suis empleados en el desarrollo de la técnica de ERIC-PCR,
se efectud un andlisis de los patrones de las bandas obtenidas con el
software Quantity One v. 4.6.8 (Bio-Rad, CA, USA) (Fig. 5).
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Figura 1. PCR multiple para la deteccién del gen 16SrARN y cps2J de
Streptococcus suis serotipo 2. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% con los productos
de amplificacién obtenidos con ADN cromosomal de S. suis. Carril 1; Marcador de peso de

100pb (Promega); Carriles 2,3: S. suis serotipo 1 (ATCC 702644), Carril 4: S. suis serotipo 2
(ATCC 700794), Carril 5: S. suis serotipo 2 (87555).
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Figura 2. Evaluacion del limite de deteccion de la PCR para la deteccion del

gen cps2J de S. suis serotipo 2. Carril 1: Marcador de peso de 100pb (Promega);

Carriles 2-10: Productos de amplificacion obtenidos a partir de diluciones seriadas de ADN
de S. suis serotipo 2 (ATCC 700794).
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Figura 3. Evaluacion del limite de deteccion de la PCR para la deteccion del
gen 16SrARN de S. suis. Carril 1: Marcador de peso de 100pb (Invitrogen); Carriles 2-10:

Productos de amplificacién obtenidos a partir de diluciones seriadas de ADN de S. suis
serotipo 2 (ATCC 700794).
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Figura 4. Perfiles obtenidos mediante ERIC-PCR de diferentes serotipos de
Streptococcus suis. Carril 1: Marcador de peso de 1 kb (Invitrogen), Carril 2: Serotipo 1
(702644), Carril 3: Serotipo 2 (87555), Carril 4: Serotipo 2 (ATCC 700794), Carril 5: Serotipo

4 (6407), Carril 6: Serotipo 5 (11538), Carril 7: Serotipo 6 (2524), Carril 8: Serotipo 7 (8074),
Carril 9: Serotipo 8 (14636).
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Figura 5. Dendograma obtenido mediante ERIC-PCR a partir de ADN
cromosomal de diferentes serotipos de S. suis. Calculado con el programa Quantity
One v. 4.6.8, usando el método de los promedios no ponderados (UPGMA).

DISCUSION

En esta investigacion, se estandarizé y desarrollo la técnica de PCR
multiple (m-PCR) basada en la amplificacion de un fragmento del gen que
codifica para el 16S rRNA (16S rDNA) de S. suis y en la amplificacion del
gen cps2J el cual codifica para la biosintesis capsular de S. suis serotipo 2 y
% (13).

En el desarrollo y optimizacion de ésta técnica se emplearon cebadores
previamente reportados en otros estudios (7, 14). Las condiciones Optimas
de la prueba determinadas en este trabajo difieren de las condiciones
reportadas previamente (7,14), esto podria explicarse debido al uso de
diferentes reactivos y equipos para la estandarizacion de la prueba.

Los resultados obtenidos demostraron que estos cebadores detectan
especificamente la especie de Streptococcus suis y reconocen cepas
pertenecientes al serotipo 2 de S. suis. Todas las cepas de referencia de S.
suis evaluadas en este estudio fueron detectadas por la m-PCR, mientras
gue ninguna de las otras especies bacterianas evidenciaron una reaccion
positiva.

En la infeccion experimental de tejido, para simular una muestra clinica
de campo, se obtuvieron los productos de amplificacién esperados. De esta
forma, se pudo comprobar que la PCR, bajo las condiciones descritas, puede
detectar ADN de S. suis en muestras clinicas como la tonsila, el cual es el
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sitio de alojamiento primario del microorganismo y que se puede emplear
como técnica rapida para la deteccién de animales infectados (portadores).

Esta PCR demostrd ser igual o mas sensible que otras PCR descritas
previamente: la deteccion de la prueba multiple desarrollada por Wisselink et
al. (22) fue de 10 fg de ADN cromosomal en 25 ul de muestra clinica. La
PCR reportada por Marois et al. (7) tuvo un limite de deteccién de 1.4 UFC
para el serotipo 2 y de 0.14 UFC para S. suis. Por otro lado, las
sensibilidades de otras PCR descritas para detectar S. suis reportadas por
Smith et al. y Okwumabua et al. no fueron evaluadas en esos experimentos
(9,12).

Se puede inferir que debido a la alta sensibilidad y especificidad de la m-
PCR, ésta permitiria el andlisis directo de las muestras, evitando el paso del
cultivo bacterioldgico. El uso de esta técnica es esencial para la identificacion
de cerdos portadores, los cuales juegan un papel epidemioldgico importante
en la infeccion de S. suis (8). Se han desarrollado otros métodos de PCR
previamente para detectar la especie de S. suis (3,10,22). En relacion con los
factores de virulencia, Okwumabua et al. y Wisselink et al. han reportado dos
técnicas de PCR para detectar la suilisina y el factor extracelular; dos
factores de virulencia de S. suis (10,21).

Sin embargo, la ausencia de estas proteinas en algunas cepas virulentas
pueden excluir estas pruebas dentro del diagndstico rutinario. Ademas, un
estudio previo demostré que estas proteinas no estaban presentes en todas
las cepas de S. suis ni en todas las cepas virulentas europeas (2,10). En el
2003, Okwumabua et al. desarrollaron una PCR multiple basada en el gen
gdh, el cual codifica la enzima glutamato deshidrogenasa de S. suis serotipo
2, permitiendo la amplificacion de todos los serotipos de S. suis (9). Este
método es muy eficiente, pero fue aplicado para detectar y caracterizar S.
suis de cultivos puros.

En cuanto a la distribucién de los serotipos de S. suis, la situacién es
diferente dependiendo de la ubicacién geogréfica y del transcurso del tiempo.

En Colombia hasta el momento no se han hecho estudios representativos
que determinen la prevalencia y distribucion de los serotipos de S. suis en
las explotaciones porcinas del pais. Actualmente, existe un trabajo previo
donde se detectd S. suis serotipo 2 en granjas porcinas (1). En ese trabajo
se aislaron 120 cepas de S. suis, 50 de estas correspondian al serotipo 2;
mientras que las 70 cepas restantes no fueron tipificables, indicando que
otros serotipos de S. suis se encuentraban infectando a los cerdos en el pais

(2).

Debido a que los estudios epidemioldgicos e investigativos  sobre la
infeccion de S. suis en explotaciones porcinas son escasos en nuestro pais,
se hace necesario desarrollar y aplicar técnicas moleculares rapidas,
sensibles y especificas que faciliten la deteccion de S. suis en campo.

Adicionalmente, en este trabajo se logré desarrollar la técnica de PCR
basada en secuencias intergénicas consenso repetitivas de Enterobacterias
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(ERIC-PCR) para generar huellas gendmicas para Streptococcus suis.
Mediante el uso de los cebadores (ERIC 1R y ERIC 2) usados en la ERIC-
PCR, se obtuvieron perfiles o patrones de banda de los 7 serotipos
evaluados, indicando que la bacteria de S. suis posee en su genoma este
tipo de secuencias conocidas también como unidades repetitivas
intergénicas (IRUs), con productos de amplificacion con tamafios entre 100
pb y 1000 pb. Los serotipos y cepas se pudieron diferenciar comparando los
patrones de su huella genémica. Este analisis se hizo mediante el software
Quantity One v. 4.6.8., como resultado se construyé un dendograma
filogenético.

El dendograma obtenido representa el nivel de similitud entre los perfiles
generados a partir de 7 serotipos de .S suis (Fig 5). Se observan 3 grupos
diferentes. El grupo 1 consiste de los serotipos 1y 4, los cuales son los méas
distantes, el grupo dos consiste de los serotipos 5, 6 y 7 y el grupo 3 contiene
los serotipos 2 y 8. En este ultimo grupo se observo el alto nivel de similitud
entre las dos cepas del serotipo 2 evaluadas.

Los resultados durante el desarrollo de la ERIC-PCR en este estudio
mostraron una alta heterogeneidad genética entre los diferentes serotipos de
S. suis evaluados (1,2,4,5,6,7 y 8). Esto sefiala la notoria diversidad genética
gue existe entre las cepas y serotipos de esta especie bacteriana, se puede
deducir entonces que esta técnica puede ser utilizada en investigaciones
epidemiologicas que incluyan la tipificacibn molecular de cepas de
Streptococcus suis para establecer si existe 0 no una relacion gendmica
entre las cepas involucradas en brotes clinicos en el campo.

En otras investigaciones previas, la ERIC-PCR ha sido aplicada con éxito
para caracterizar aislamientos de S. suis (11,15,16). Esta técnica se ha
aplicado en estudios de colonizacién de cepas virulentas y sistémicas de S.
suis en cerdas y cerdos jévenes (11,15) y para determinar la persistencia de
cepas epidémicas a través del tiempo en explotaciones porcinas. Esta
técnica ha demostrado ser una herramienta Gtil para la genotipificacion y
analisis de la variabilidad génetica de aislamientos de S. suis.

Esta ERIC- PCR puede ser utilizada para identificar las fuentes de cepas
virulentas introducidas en una explotacion (trazabilidad), para detectar
grupos prevalentes de cepas involucradas en la mortalidad causada por S.
suis y para la seleccién de aislados que puedan ser usados en la elaboracion
de vacunas (bacterinas) autégenas; lo cual la convierte en una herramienta
importante para la vigilancia, prevencion y control de infecciones con S. suis.

En conclusién, los ensayos desarrollados en el presente trabajo pueden
ser empleados para identificar cerdos portadores de S. suis serotipos 2y %2y
de los demas serotipos. Ademas, pueden aplicarse en estudios
epidemioldgicos y en estudios de transmision de S. suis en explotaciones
porcinas, contribuyendo al control de la enfermedad en nuestro medio.
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Deteccién de Streptococcus suis en una explotacion porcina de tipo
intensivo por medio de técnicas moleculares

RESUMEN

Streptococcus suis es un agente patdogeno de singular importancia en los
cerdos. Causa una serie de procesos patolégicos que han adquirido
relevancia en la produccion porcina. Los portadores de S. suis son fuente de
infeccidn para otros cerdos y juegan un papel importante en la transmision de
estas bacterias en las piaras. En este estudio se demostré la presencia de S
suis en una granja porcina comercial mediante el andlisis por PCR multiple y
cultivo bacteriolégico de muestras tomadas a partir de cerdos clinicamente
sanos. El 62.5% de las muestras fueron positivas por PCR para S. suis. No
se obtuvo ningun aislamiento de S. suis por lo tanto no fue posible realizar la
caracterizacion molecular mediante ERIC-PCR. Estos resultados mostraron
gue la PCR es un método mas sensible que el cultivo bacteriolégico y que es
una herramienta util para detectar animales portadores en una explotacion,
contribuyendo al disefio y desarrollo de programas de control y erradicacion
de la enfermedad.

INTRODUCCION

La infeccibn causada por Streptococcus suis constituye uno de los
problemas bacterianos mas importantes en la produccion porcina intensiva.
Esta bacteria es comensal habitual de las vias respiratorias altas de los
cerdos, esporadicamente ocasionan brotes agudos de enfermedad, aunque,
en numerosas ocasiones, producen patologias crénicas. La erradicacion de
este tipo de infecciones es complicada, debido a que la colonizacion ocurre
muy temprano en la vida de los lechones, por lo que es frecuente que estos
procesos se presenten de un modo recurrente en una misma explotacion
durante afos (8). S. suis coloniza las tonsilas palatinas de cerdos sanos y
enfermos (3,10). Los cerdos portadores subclinicos actian como fuente de
infeccion para los cerdos jévenes susceptibles (9); la deteccion de estos
portadores podria ofrecer un mejor entendimiento de la epidemiologia de la
infeccion de S. suis y puede ayudar en el desarrollo de medidas de control
efectivas. Han sido numerosos los estudios encaminados a establecer las
tasas de portadores de S. suis, que han resultado ser muy variables,
dependiendo de la existencia de casos clinicos en las explotaciones
muestreadas, sensibilidad de la técnica empleada, tamafio del muestreo, asi
como de la edad de los animales muestreados (5).
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Este trabajo tuvo como objetivo detectar y caracterizar cepas de
Streptococcus suis y S. suis serotipo 2 y ¥ en cerdos clinicamente sanos de
una explotacion porcina de tipo intensivo por medio de cultivo bacteriolégico
y la aplicacion de las técnicas moleculares de PCR mudltiple y ERIC-PCR, con
el fin de contribuir con el conocimiento epidemiolégico de la enfermedad en
nuestro medio.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Para la realizacion de este estudio se seleccion6 1 granja porcina de tipo
intensivo y de ciclo completo ubicada en el departamento de Cundinamarca. La
eleccion de la granja se realiz6 de acuerdo a la posibilidad de muestreo ofrecida por
los propietarios y los profesionales a cargo de la granja.

Para la deteccion de Streptococcus suis en esta granja se realiz6 un muestreo
de tipo transversal, tomando muestras al azar de animales clinicamente sanos de la
linea de produccion correspondientes a lechones de 1 a 4 semanas de edad y
cerdas de 1 a 4 semanas postparto. En total se realizaron 3 muestreos (Tabla 1y 2).

En el primer muestreo, se seleccionaron 5 cerdas al azar y se les tomaron
hisopados nasales y vulvares, 3 cerdas tenian 1, 2 y 3 semanas posparto, mientras
gue las otras dos cerdas muestreadas se encontraban en la cuarta semana
posparto; de cada una de estas cerdas se muestrearon 3 lechones, a los cuales se
les recolect6 hisopados nasales y tonsilares.

En el segundo muestreo, se evaluaron 4 grupos de cerdas correspondientes a la
1, 2, 3 y 4 semanas postparto, cada grupo estuvo conformado por 5 cerdas
escogidas aleatoriamente para un total de 20 cerdas. De cada cerda se
seleccionaron al azar 3 lechones para un total de 15 lechones por cada grupo de
cerdas, es decir, que en total se muestrearon 60 lechones en esta granja; a cada
uno de estos lechones se les tomaron hisopados tonsilares para efectos del estudio.

Finalmente, en el tercer muestreo, se seleccionaron 6 cerdas al azar y se les
tomaron hisopados nasales y vulvares, tres cerdas se encontraban en la primera
semana posparto, mientras que las otras 3 cerdas tenian 2, 3 y 4 semanas
posparto; de cada una de estas cerdas se muestrearon 4 lechones, a los cuales se
les recolect6 hisopados nasales y tonsilares.

En total, se evaluaron 99 muestras de hisopados tonsilares, 39 de hisopos
nasales colectados a partir de lechones, 31 hisopados nasales y 31 vulvares
tomados de las cerdas. Inmediatamente después de realizar el muestreo las
muestras fueron transportadas bajo condiciones de refrigeracion al Laboratorio
Nacional de Diagndstico Veterinario-ICA ubicado en la ciudad de Bogot4, para su
procesamiento mediante métodos bacteriolégicos y moleculares.

Analisis microbiolégico

Las muestras recolectadas se sembraron en base de agar Columbia (Cddigo
21112, BD) suplementado con 6% de sangre de cordero, y 0.25% de suplemento
selectivo para Streptococcus (Oxoid SR0126E) y se incubaron a 37°C por 24 horas
en atmosfera de 5% de CO, (6). Posteriormente se seleccionaron las colonias
pequefias y puntiformes que presentaron a-hemodlisis y se les realizé una coloracion
de Gram y la prueba de catalasa, a continuacién fueron subcultivadas en caldo
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Todd-Hewitt (Codigo 249240, BD) y agar sangre para luego ser analizadas mediante
las siguientes pruebas bioquimicas para continuar con su identificacion y
caracterizacion: crecimiento en NaCl al 6.5%, hidrolisis de la esculina, Voges-
Proskauer (VP) y trealosa (21).

Los aislamientos presuntivos de Streptococcus suis fueron confirmados
mediante el sistema de identificacion bioquimica miniaturizado APl 20 STREP
system (bioMérieux sa, Marcy I'Etoile, France) (17).

Tabla 1. NUmero de muestras tomadas a partir de cerdas

Semana Muestro No. 1 Muestreo No. 2 Muestreo No. 3

posparto HN®  HV® HN HV HN HV L
1 1 1 5 5 3 3 18
2 1 1 5 5 1 1 14
3 1 1 5 5 1 1 14
4 2 2 5 5 1 1 16
total 5 5 20 20 6 6
10 40 12 62

®HN: Hisopo nasal " HV: Hisopo vulvar

Tabla 2. NUmero de muestras tomadas a partir de lechones asintomaticos

EDAD Muestro No. 1 Muestreo No. 2 Muestreo No. 3
(semanas) HN®  HT® HN HT HN HT Total
1 3 3 - 15 12 12 45
2 3 3 - 15 4 4 29
3 3 3 - 15 4 4 29
4 6 6 - 15 4 4 35
Total 15 15 0 60 24 24
30 60 48 138

®HN: Hisopo nasal  °HT: Hisopo tonsilar

Diagnostico molecular: PCR multiple

Todas las muestras de hisopos vulvares, nasales y tonsilares de las cerdas y
lechones muestreados en las granjas, fueron evaluadas mediante la técnica de PCR
multiple para detectar la especie de Streptococcus suis y S. suis serotipo 2 y 1/2;
ésta m-PCR esté basada en la amplificacion del gen que codifica para 16S rARN de
S. suis y en la amplificacion del gen cps2J, tal como se describio previamente

La extraccion del ADN se realiz6 a partir de pooles hechos con las muestras
recolectadas para reducir costos, utilizando el kit comercial Qiamp Tissue kit
(QIAGEN Inc. Valencia, California); éstos pooles fueron realizados a partir de los
hisopos tonsilares y nasales tomados a los lechones teniendo en cuenta la edad y el
tipo de muestra, asi mismo, se hicieron pooles de los hisopados nasales y vulvares
tomados a las cerdas madres. En el caso de los lechones se incluyeron 3 muestras
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(primer y segundo muestreo) y 4 muestras (tercer muestreo) de lechones de la
misma camada en cada pool

Con respecto a las cerdas, se incluyeron 5 muestras en cada pool, para el
primer y segundo muestreo, mientras que en el tercer muestreo se hicieron pooles
de tres muestras cada uno.

RESULTADOS

Deteccién de S. suis en cerdas y cerdos clinicamente sanos

Para la deteccién de cerdos portadores de S. suis se evaluaron animales
asintomaticos de una explotacion porcina ubicada en el departamento de
Cundinamarca. Se recolectaron en total 99 hisopados tonsilares y 39
hisopados nasales de lechones, 31 hisopados vulvares y 31 nasales a partir
de cerdas madres. Todas las muestras fueron analizadas mediante cultivo
bacteriol6gico y por la técnica de PCR multiple disefiada para la deteccién de
la especie de Streptococcus suis y S. suis serotipo 2 y Y.

Cultivo microbioldgico

Un total de 200 muestras provenientes de cerdas y lechones
clinicamente sanos fueron analizadas individualmente mediante cultivo
bacteriol6gico, tal y como se describié previamente, pero no fue posible aislar
cepas de S. suis de ninguna muestra. Sin embargo, se logré observar una
alta diversidad en la morfologia de las colonias obtenidas en los cultivos,
pertenecientes a otras bacterias de la flora normal del cerdo entre las que se
encuentran Streptococcus dysgalactiae, S. agalactiae, Streptococcus sp.
Staphylococcus aureus y Pasteurella sp.

Diagndéstico molecular

El porcentaje de los pooles hechos con las muestras de hisopados
provenientes de animales clinicamente sanos que dieron resultados positivos
para Streptococcus suis mediante la técnica de PCR multiple se muestran en
la Tabla 3. En total se analizaron 56 pooles, siendo el 62.5 % positivos para
S. suis por m-PCR, mientras que todas las muestras analizadas fueron
negativas para S. suis serotipo 2.

Tabla 3. Resultados de PCR de S. suis en pooles de hisopados de cerdas y
lechones asintomaticos

. Lechones Total
Tipo de muestra Cerdas
1semana 2semanas 3 semanas 4 semanas pooles
Hisopo Nasal 2/4 2/2 1/2 2/3 3/7 18
Hisopo Tonsilar 9/9 7/7 2/7 6/8 - 31
Hisopo vulvar - - - - 1/7 7
Total positivos 11 (84.6) 9 (100) 3(33.3) 8(72.7) 4 (28.5) 56

(%)
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Se pudo observar una prevalencia alta de S. suis en los animales
estudiados. El 100%, 100%, 28.5%, 75% de las muestras de hisopados
tonsilares correspondientes a lechones de 1, 2 ,3 y 4 semanas de edad
respectivamente fueron positivas a S. suis, mientras que el 50%, 100%, 50%,
66.6% de las muestras de hisopados nasales de lechones de 1, 2 3y 4
semanas de edad respectivamente fueron positivas a S. suis (Fig. 1).

Respecto a las muestras de las cerdas madres, 3 de 7 muestras de
hisopos nasales fueron positivos, mientras que 1 de 7 muestras de hisopos
vulvares fueron positivos para S. suis.

Porcentaje de pooles positivos para S. suis por
m-PCR de muestras de cerdasy lechones

100%

80%

60% B Hisopo Tonsilar

20% ‘ B Hisopo Nasal
| M Hisopo Vulvar

20% '

0%

1sem 2sem 3sem dsem CERDAS  CERDAS

Figura 1. Porcentaje de pooles positivos para S. suis por PCR multiple

DISCUSION

En este estudio se realiz6 la deteccién de S. suis en muestras de campo
a partir de muestras de hisopados nasales y vulvares de cerdas e hisopados
tonsilares y nasales de lechones sanos mediante técnicas microbioldgias y
moleculares. Se debe destacar que se encontré6 una mayor presencia de S.
suis en la amigdala donde habita normalmente si se compara con las fosas
nasales (Tabla 3). Swildens et al. (20) demostraron que los hisopados
tonsilares de lechones pueden ser utilizados en ensayos de PCR para
detectar portadores de cepas virulentas de Streptococcus suis serotipo 2. Lo
cual indica que este tipo de muestra es una herramienta eficiente para la
detecciodn rutinaria de cerdos asintomaticos portadores y lograr un control de
esta bacteria en explotaciones porcinas comerciales.

Se puede pensar que la bacteria se puede detectar con mayor frecuencia
en fosas nasales cuando hay brotes de la enfermedad, debido a una mayor
excrecion nasal. Esto podria explicar los resultados encontrados pues se
trata de simple colonizacion quizas subclinica procedente de la madre.
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La recoleccion de muestras de hisopados tonsilares es mas facil de
realizar y no es un procedimiento traumatico para los cerdos. Trabajos
anteriores han empleado hisopados tonsilares para la detectar S. suis en
animales infectados experimentalmente y en cerdas vivas (14, 19).
Adicionalmente, Marois et al. (15) demostraron que los hisopados tonsilares
son mas sensibles que las muestras de biopsia de tonsila para la deteccion
de S. suis en cerdas y cerdos vivos de la linea de produccion.

En este estudio no se logré aislar S. suis a partir de las 200 muestras
analizadas mediante cultivo bacteriol6gico, en contraste, con la m-PCR el
62.5% de las muestras fueron positivas; aunque no se detect6 ADN de S.
suis serotipo 2 y % en las muestras evaluadas. No obstante, los resultados
reflejan la colonizaciébn con cepas y/o serotipos diferentes de S. suis
posiblemente no patdgenos, lo cual es lo esperado con este agente de la
flora normal. También se podria sugerir que no existen portadores de S. suis
serotipo 2 en la granja examinada. Los niveles bajos de células bacterianas
(vivas o muertas) en las muestras recolectadas podrian explicar las
diferencias en los resultados obtenidos con los dos métodos (24).

El serotipo 2, el serotipo clinico mas importante, no fue detectado en este
estudio mediante PCR y cultivo bacteriolégico. Otros estudios han
demostrado que el serotipo 2 es menos frecuente en cerdos sanos que en
cerdos enfermos y que los porcentajes de colonizacion por cepas del
serotipo 2 son mas bajos que la colonizacién total (13,17). La granja
muestreada en este estudio no presentd problemas clinicos evidentes con S.
suis tipo 2 en la época en que se realizaron los muestreos.

Para entender las diferencias en los porcentajes de colonizacion entre los
muestreos de la misma explotacién o entre distintas explotaciones puede
atribuirse a diferencias en el porcentaje de infeccion de S. suis, la cantidad
de bacterias presentes en cada cerdo, el estado inmunitario e infeccioso de
las cerdas, el efecto de las practicas de manejo o de la enfermedad, el uso
de antibioticos en el alimento y la calidad bacteriolégica de los
procedimientos utilizados para aislar S. suis (23).

Los resultados obtenidos en este trabajo difieren de los obtenidos por
Alvarado y Linero (1) en donde lograron aislar 120 cepas de S. suis a partir
de granjas ubicadas en Cundinamarca y Antioquia; 50 de estas eran
pertenecientes al serotipo 2. Esta aparente inconsistencia podria indicar una
diferencia en la prevalencia actual de los serovares presentes en los 2
estudios o que probablemente aislamientos de los serotipos 2 y ¥2 podrian no
ser las cepas predominantes en animales sanos y por lo tanto menos factible
de ser cultivadas pero presentes a un nivel aun detectable por PCR. En el
estudio hecho por Marois et al. (14) mediante una PCR basada en el gen
cps2J encontraron que esta técnica era 20 veces mas sensible que el cultivo
bacteroldgico para la deteccion de los serotipos 2 y %.

Igualmente, se observd que S. suis estd presente en la granja
muestreada, indicando que S. suis estd ampliamente distribuido en esta
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explotacién porcina en animales de diferentes edades, ya que es una
bacteria ubicua y endémica en las poblaciones de cerdos que se caracteriza
por colonizar a los lechones de forma muy temprana en el nacimiento o en
los primeros dias de vida (2, 22).

El hecho de que Streptococcus suis fue detectado mediante PCR en la
mayoria de los animales muestreados en este estudio no es raro ya que es
bien conocido que esta bacteria pertenece a la microflora normal intestinal y
de los sistemas respiratorio y reproductor de los cerdos (4). S. suis es una
especie muy heterogénea de la cual han sido descritos 33 serotipos (7, 11,
12); pero sélo pocos de estos serotipos con frecuencia se detectan en
lesiones patoldgicas. Estudios previos han demostrado que la prevalencia de
S. suis es alta en los cerdos de granjas comerciales (17) y que los cerdos
son colonizados muy temprano en sus vidas. En las granjas estudiadas se
observé que la colonizacion total de S. suis siguid un patron similar. Los
lechones fueron colonizados en etapas tempranas de su vida, y por el
momento en el que ellos son destetados, la mayoria de ellos ya poseen S.
Suis en sus tonsilas, consistentes en cepas y/o serotipos de la flora normal.

Anteriormente se ha demostrado que la mayoria de los cerdos son
portadores inaparentes de multiples serotipos de Streptococcus suis en el
tracto respiratorio superior y que las hembras pueden albergar diferentes
serotipos en su mucosa vaginal (13). En este estudio se observé que la PCR
multiple detectdé ADN de S. suis en el 84.6% de los lechones muestreados de
una semana de edad y en el 14.2% de muestras de hisopados vulvares de
las cerdas madres.

Estos resultados proveen una fuerte evidencia de que los lechones
neonatos son colonizados desde el momento del parto debido al contacto
con secreciones vaginales. Estos resultados coinciden con otro estudio
realizado por Robertson y Blackmore (18), donde reportaron que los
lechones provenientes de cerdas las cuales estaban colonizadas por S. suis,
se convirtieron en portadores de esta bacteria en su tracto respiratorio
superior. Sin embargo, es necesario aislar esta bacteria para lograr
demostrar la transmision vertical a nivel molecular mediante el andlisis del
ADN gendmico a partir de un cultivo puro tanto de cepas de lechones como
de madres (2).

La transmision vertical de Streptococcus suis es tanto de cepas virulentas
como no virulentas y por tanto el aislamiento del organismo a partir del tracto
respiratorio de los lechones lactantes no es un buen predictor de aparicién de
sintomatologia clinica. Solo el aislamiento de cepas con factores de
virulencia reconocidos y relacionados con patogenicidad actuaria como un
buen predictor de la aparicion de un brote clinico (25).

Esta bacteria puede ser cultivada a partir muestras tonsilares por
técnicas microbioldgicas tradicionales, sin embargo, las tonsilas también
estan colonizadas por cepas no virulentas de Streptococcus suis y otras
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especies estreptococales, las cuales son dificiles de distinguir con base en la
morfologia de la colonia y dificultan su identificacion.

Aunque el medio selectivo utilizado (agar Columbia (Cddigo 21112, BD)
suplementado con 6% de sangre de cordero y 0.25% de suplemento
selectivo para Streptococcus (Oxoid SR0126E)) redujo la flora contaminante
recuperada de los hisopados, se pudo observar una gran variedad de
cultivos mixtos muy complejos. Por ejemplo, al igual que en otros estudios
(13), se observaron al menos 3 diferentes tipos de colonias hemoliticas
cuando se examinaron los hisopos tonsilares en el agar sangre.

Después de realizar la caracterizacion bioquimica, algunas de las
colonias que presentaron una morfologia similar a S. suis fueron
determinadas como S. dysgalactiae y S. agalactiae. Previamente otros
estudios han reportado la existencia de estos estreptococos como parte de la
flora normal del tracto respiratorio superior de los cerdos, asi como otros
microorganismos miembros de la familia Pasteurellaceae y microorganismos
gran positivos como Streptococcus sp., Rothia nasimurium y Staphylococcus
aureus (4). Este ultimo fue observado en la mayoria de los cultivos realizados
a partir de las muestras. Es posible que las bacterias de la flora normal de la
nasofaringe y la amigdala puedan haber interferido con la probabilidad de
aislamiento bacteriano.

Los resultados obtenidos en este estudio s6lo se podran aplicar a la
granja estudiada y no se podria generalizar. De hecho, el
efecto de las diferentes condiciones de manejo en los sistemas de
explotacién (1 sitio, 3 sitios, Multisitio), y la presencia de otras infecciones
concominantes, tales como el virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio
Porcino (PRRS) y al Circovirus Porcino (PCV-2), puede tener una influencia
sobre la transmision de diferentes cepas de S. suis en una determinada piara
y facilitar la expresion clinica de la enfermedad (16).

REFERENCIAS

1. Alvarado, J., Linero, C. 1994. Caracterizacion del Streptococcus suis
tipo 2 por huella genémica de dos &reas porcicolas del pais. Tesis de
pregrado. Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de Ciencias
Bésicas. Departamento de Microbiologia. Bogota, Colombia. 82 p.

2. Amass, S. F, SANMIGUEL, P., and Clark, L. K. 1997. Demonstration
of Vertical Transmission of Streptococcus suis in Swine by Genomic
Fingerprinting. Journal of Clinical Microbiology, Vol. 35, No. 6. p.
1595-1959.

3. Arends JP, Hartwig N, Rudolphy M, Zanen HC. 1984. Carrier rate of
Streptococcus suis capsular type 2 in palatine tonsils of slaughtered
pigs. J Clin Microbiol; 20: 945-47.

76



4. Baele M, Chiers K, Devriese LA, et al. 2001. The gram-positive
tonsilar and nasal flora of piglets before and after weaning. J Appl
Microbiol. 91:997-1003.

5. Davies PR, Ossowicz CJ. 1991. Evaluation of methods used for
detecting Streptococcus suis type 2 in tonsils, and investigation of the
carrier state in pigs. Res Vet Sci; 50: 190-94.

6. Durand F, Perino CL, Recule C, et al. 2001. Bacteriological diagnosis
of Streptococcus suis meningitis. Eur J Clin Microbiol Infect Dis; 20:
519-21.

7. Gottschalk M, Higgins R, Jacques M, Mittal KR, Henrichsen J.
1989. Description of 14 new capsular types of Streptococcus suis. J
Clin Microbiol; 27: 2633-36.

8. Gottschalk, M. 2009. Revisdo sobre a infeccdo por Streptococcus
Suis em suinos e importancia do agente como causa de infeccdo em
seres humanos. Acta Scientiae Veterinariae. 37 (Supl 1): s73-s79.

9. Gottschalk, M. 2002. Streptococcus suis: update on pathogenesis and
progress on control. Proceedings American Association of Swine
Veterinarians. 255-260.

10.Gottschalk, M. 2005. Streptococcus suis series: Part 2. A practical
guide to management of related diseases. Pig Progress. Vol. 21. No.
4. 28-31.

11.Higgins R, Gottschalk M, Boudreau M, Lebrun A, Henrichsen J.
1995. Description of six new capsular types (29—34) of Streptococcus
suis. J Vet Diagn Invest; 7: 405-06.

12 Hill J.E, Gottschalk M, Brousseau R, Harel J, Hemmingsen SM,
Goh SH. 2005. Biochemical analysis, cpn60 and 16S rDNA sequence
data indicate that Streptococcus suis serotypes 32 and 34, isolated
from pigs, are Streptococcus orisratti. Vet Microbiol; 107: 63—69.

13.Maclnnes, J., Gottschalk, M., Lone, A., Metcalf, D., Ojha, S,
Rosendal, T., Watson, S. and Friendship, R. 2008. Prevalence of
Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus suis, Haemophilus
parasuis, Pasteurella multocida and Streptococcus suis in
representative Ontario swine herds. Canadian Journal of Veterinary
Research; 72: 242-248.

77



14.Marois, C., Bougeard, M., Gottschalk, M and Kobish, M. 2004.
Multiplex PCR assay for detection of Streptococcus suis species and
serotypes 2 and ¥z in tonsils of live and dead pigs. Journal of Clinical
Microbiology. Vol 42. No. 7:3169-3175.

15.Marois, C., Devendec, L., Gottschalk, M., Kobish, M. 2007.
Detection and molecular typing of Streptococcus suis in tonsils from
live pigs in France. The Canadian Journal of Veterinary Research. 71.:
14-22.

16.Martinez, G., Harel, J., Lacouture, S., Gottschalk, M. 2002. Genetic
diversity of Streptococcus suis serotypes 2 and 1/2 isolates recovered
from carrier pigs in closed herds. Canadian Journal of Veterinary
Research; 66: 240-248.

17.Mogollén, J.D., C., Pijoan, M. P. Murtaugh, J. E. Collins y P. P.
Cleary. 1991. Identification of epidemic strains of Streptococcus suis
by genomic fingerprinting. J. Clin. Microbiol. 29:782-787.

18.Robertson ID, Blackmore DK. 1989. Prevalence of Streptococcus
suis types 1 and 2 in domestic pigs in Australia and New Zealand. Vet
Rec; 124: 391-94.

19.Swildens B, Wisselink HJ, Engel B, Smith, H., Nielen, M.,
Verheijden, J., Stegeman, J. 2005. Detection of extracellular factor-
positive Streptococcus suis serotype 2 strains in tonsillar swabs of live
sows by PCR. Vet Microbiol. 109: 223-228.

20.Swildens, B, Wisselink, H.J.,.Smith, H.E., Verheijden, J.H.M. 2000.
Tonsillar swabs can be used in a PCR assay for the detection of
virulent Streptococcus suis serotype 2 strains in weaned piglets. The
16" International Pig Veterinary Society Congress. Melbourne,
Australia.

21.Tarradas C, Arenas A, Maldonado A, et al. 1994. Identification of
Streptococcus suis isolated from swine: proposal for biochemical
parameters. J Clin Microbiol. 32:578-580.

22.Torremorell M, Calsamiglia M, Pijoan C. 1998. Colonization of
suckling pigs by Streptococcus suis with particular reference to
pathogenic serotype 2 strains. Can J Vet Res. 62:21-26.

23.Wisselink, H. J., F. H. Reek, U. Vecht, N. Stockhofe-Zurwieden, M.
A. Smits, and H. E. Smith. 1999. Detection of virulent strains of

78



Streptococcus suis type 2 and highly virulent strains of Streptococcus
suis type 1 in tonsillar specimens of pigs by PCR. Vet. Microbiol.
67:143-157.

24.Wisselink, H., Joosten, J. and Smith, H. 2002. Multiplex PCR Assays
for Simultaneous Detection of six Major Serotypes and Two Virulence-
Associated Phenotypes of Streptococcus suis in Tonsillar Specimens
from Pigs. J Clin Microbiol; 40: 2922—-29.

25.Zielinski, G. 2006. Enfermedades re-emergentes: infecciones por

Streptococcus suis y Haemophilus parasuis. Area Produccion Animal,
E.EA INTA Marcos Juarez. 1-4 p

79



4. DISCUSION

La infeccion causada por Streptococcus suis constituye uno de los
problemas bacteriolégicos mas importantes en la producciéon porcina
intensiva. Esta bacteria es comensal habitual de las vias respiratorias altas
de los cerdos, esporadicamente ocasionan brotes agudos de enfermedad,
aunque, en numerosas ocasiones, producen patologias cronicas. La
erradicacibon de este tipo de infecciones es  complicada
, por lo que es frecuente que estos procesos se presenten de un modo
recurrente en una misma explotacion durante afios (57).

S. suis coloniza las tonsilas palatinas de cerdos sanos y enfermos (8,
129). Los cerdos portadores subclinicos actian como fuente de infeccién
para los cerdos jovenes susceptibles (66); la deteccion de estos portadores
puede ofrecer un mejor entendimiento de la epidemiologia de la infeccion de
S. suis y puede ayudar en el desarrollo de medidas de control efectivas. Han
sido numerosos los estudios encaminados a establecer las tasas de
portadores de S. suis, que han resultado ser muy variables, dependiendo de
la existencia de casos clinicos en las explotaciones muestreadas,
sensibilidad de la técnica empleada, tamafio del muestreo, asi como de la
edad de los animales muestreados (33,36).

En este trabajo, se desarroll6 la técnica de PCR multiple (m-PCR)
basada en la amplificacion de un fragmento del gen que codifica para el 16S
rRNA (16S rDNA) de S. suis y en la amplificacion del gen cps2J el cual
codifica para la biosintesis capsular de S. suis serotipo 2 y %2 (110). A su vez,
se evaludé su aplicabilidad para detectar la especie de S. suis y S. suis
serotipo 2 y % en animales portadores sanos.

En el desarrollo y optimizacion de ésta técnica se usaron primers
previamente reportados en otros estudios (80, 110). Las condiciones Optimas
de la prueba determinadas en este trabajo difieren de las condiciones
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reportadas previamente (80, 110), esto podria explicarse debido al uso de
diferentes reactivos y equipos para la estandarizacion de la prueba.

Los resultados obtenidos demuestran que estos primers detectan
especificamente la especie de Streptococcus suis y reconocen cepas
pertenecientes al serotipo 2 de S. suis. Todas las cepas de referencia de S.
suis evaluadas en este estudio fueron detectadas por la m-PCR, mientras
gue ninguna de las otras especies bacterianas mostraron una reaccion
positiva.

Para probar la especificidad de la técnica, se realizaron distintas
reacciones de PCR con 10 ng de ADN cromosomal de cepas de referencia
disponibles en el laboratorio de S. suis de los serotipos: 1,2, 4,5, 6,7y 8,y
otras especies bacterianas comunmente encontradas en las tonsilas de los
cerdos. No se obtuvieron productos de amplificacién con ninguna de las
cepas examinadas. Lo anterior demuestra que la especificidad in vitro de la
prueba es de 100%.

La sensibilidad de esta PCR fue evaluada in vitro con tonsilas
experimentalmente infectadas con una cepa de referencia S. suis tipo 2 y se
encontr6 que fue de 900 UFC de S. suis/ml de muestra de tonsila,
igualmente se evaluo a partir de diluciones seriadas de ADN purificado de S.
suis, dando como resultado un limite de deteccién de 24.8 pg.

En la infeccidon experimental de tejido, se obtuvieron los productos de
amplificacion esperados. De esta forma, se pudo comprobar que la PCR,
bajo las condiciones descritas, puede detectar ADN de S. suis en muestras
tisulares como la tonsila, el cual es el sitio de la replicacion primaria del
microorganismo y que se puede emplear como técnica rapida para la
deteccion de animales infectados.

Esta PCR demostrd ser igual o mas sensible que otras PCR descritas
previamente: la deteccion de la prueba multiple desarrollada por Wisselink et
al. (143) fue de 10 fg de ADN cromosomal en 25 ul de muestra clinica. Por

81



otro lado, las sensibilidades de otras PCR desarrolladas para detectar S. suis
descritas por Smith et al. y Okwumabua et al. no fueron evaluadas (92, 110).

La evaluacion de la m-PCR con muestras de hisopados nasales,
tonsilares y vulvares tomadas a partir de animales clinicamente sanos, al
igual que, en muestras tisulares, demostré6 que es una prueba sensible y
especifica para detectar S. suis en cerdos portadores. Adicionalmente, se
observd que la m-PCR fue mas rapida y sensible que el cultivo
bacteriol6gico; el cultivo presenta el inconveniente de que su resultado puede
demorar hasta 4 dias y en aquellos animales con tratamiento antimicrobiano
previo, puede resultar negativo. Por lo tanto, esta técnica puede ser una
importante herramienta diagnostica para la deteccion de cerdos portadores
de S. suis en explotaciones porcinas, facilitando el disefio y ejecucién de
programas de control y erradicacion de la enfermedad.

La alta sensibilidad y especificidad de la m-PCR, permite el analisis
directo de las muestras, evitando el paso del cultivo. El uso de esta técnica
es esencial para la identificacion de cerdos portadores, los cuales juegan un
papel epidemiolégico importante en la infeccion de S. suis (81). Otros
métodos de PCR han sido desarrollados previamente para detectar la
especie de S. suis (19, 143,145). Okwumabua et al. y Wisselink et al. han
reportado dos técnicas de PCR para detectar dos de los factores de
virulencia de S. suis, la suilisina y el factor extracelular, respectivamente
(94,131).

Sin embargo, la ausencia de estas proteinas en algunas cepas virulentas
pueden excluir estas pruebas dentro del diagndstico rutinario. Ademas, un
estudio previo demostré que estas proteinas no estaban presentes en todas
las cepas de S. suis ni en todas las cepas virulentas europeas (16,94). En el
2003, Okwumabua et al. desarrollaron una PCR multiple basada en el gen
gdh, el cual codifica la enzima glutamato deshidrogenasa de S. suis serotipo
2, permitiendo la amplificacién de todos los serotipos de S. suis (92). Este
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método es muy eficiente, pero fue aplicado para detectar y caracterizar S.
suis de cultivos puros.

Por otro lado, la PCR multiple desarrollada en este estudio, permite
detectar todos los serotipos de S. suis y mas especificamente los serotipos 2
y ¥ en muestras tisulares y en hisopados. Este serotipo es el mas
frecuentemente implicado en procesos clinicos y ha sido aislado en la
mayoria de los brotes clinicos diagnosticados en todos los paises (55).
Adicionalmente, S. suis puede causar enfermedad en humanos; la mayoria
de los casos clinicos documentados estan asociados al serotipo 2 (29,145).

En cuanto a la distribucion de serotipos de S. suis, la situacion es
diferente dependiendo de la ubicacion geografica y del transcurso del tiempo.
Por ejemplo, la distribucion de los serotipos en Canada ha estado cambiando
los ultimos afios. El porcentaje de cepas de S. suis serotipo 2 aisladas de
animales enfermos disminuyé de 22 a 15% en el afio 1999, y en el 2007 se
redujo al 12.5% (55, 86). Esta situacion es muy diferente de la observada en
paises Europeos como Francia, Italia y Espafia donde mas del 60% de los
aislamientos recuperados de animales enfermos pertenecen al serotipo 2
(16). Bajo circunstancias especificas, algunas cepas correspondientes a
otros serotipos de S. suis pueden ser altamente virulentas, tal es el caso del
serotipo 14 en El Reino Unido y Suecia y los serotipos %2 y 5 en Canada (55).

En Australia, Paises bajos y Alemania, S. suis serotipo 9 es
frecuentemente aislado de cerdos enfermos, mientras que el serotipo 7 es el
mas prevalente en Finlandia (144). Lo anterior demuestra la amplia
distribucién que existe de los diferentes serotipos de S. suis en cerdos.

En Colombia hasta el momento no se han hecho estudios que
determinen la prevalencia y distribucién de los serotipos de S. suis en las
explotaciones porcinas. Actualmente, solo existe un trabajo donde se
demuestra la presencia de S. suis serotipo 2 en granjas porcinas (3). En este
trabajo se evaluaron 200 muestras recolectadas de lechones clinicamente

sanos entre 5 — 8 semanas de edad pertenecientes a dos granjas ubicadas
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en los departamentos de Antioquia y Cundinamarca. A partir de estas
muestras se obtuvieron 120 aislamientos de cepas de S. suis, 50 de estas
correspondian al serotipo 2; lo anterior evidencia la presencia de este
serotipo en las granjas estudiadas. Adicionalmente, los 70 aislamientos
restantes indican que otros serotipos de S. suis se encuentran infectando a
los cerdos (3).

Debido a que este estudio fue realizado hace varios afios, el propésito del
presente trabajo es contribuir al conocimiento actual de la epidemiologia de
la enfermedad mediante el desarrollo y aplicacién de técnicas moleculares
como la PCR multiple para detectar animales portadores de S. suis y S. suis
serotipo 2, el cual, como se menciona anteriormente, es el mas reportado a
nivel mundial en brotes clinicos de S. suis y la ERIC-PCR para caracterizar
aislamientos de esta bacteria por genotipificacion.

En este estudio, la deteccién de S. suis en muestras de campo se
realiz6 a partir de muestras de hisopados nasales y vulvares de cerdas e
hisopados tonsilares y nasales de lechones sanos mediante técnicas
microbiolégias y moleculares. Swildens et al. (115) demostraron que los
hisopados tonsilares de lechones pueden ser utilizados en ensayos de PCR
para detectar portadores de cepas virulentas de Streptococcus suis serotipo
2. Lo cual indica que este tipo de muestra es una herramienta eficiente para
la deteccién rutinaria de cerdos asintométicos portadores y lograr la
erradicacion de esta bacteria en explotaciones porcinas comerciales.

La recoleccién de muestras de hisopados tonsilares es mas facil de
realizar y no es un procedimiento traumatico para los cerdos. Trabajos
anteriores han empleado hisopados tonsilares para la detectar S. suis en
animales infectados experimentalmente y en cerdas vivas (80, 114).
Adicionalmente, Marois et al. (81) demostraron que los hisopados tonsilares
son mas sensibles que las muestras de biopsia de tonsila para la deteccion
de S. suis en cerdas y cerdos vivos de la linea de produccion.
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En este estudio no se logro aislar S. suis a partir de las 200 muestras
analizadas mediante cultivo bacteriolégico, mientras que con la m-PCR el
62.5% de las muestras fueron positivas; aunque no se detect6 ADN de S.
suis serotipo 2 y ¥ en las muestras evaluadas. Los niveles bajos de células
bacterianas (vivas 0 muertas) en las muestras recolectadas pueden explicar
las diferencias en los resultados obtenidos con los dos métodos (143).

El serotipo 2, el serotipo clinico mas importante, no fue detectado en este
estudio mediante PCR y cultivo bacteriolégico. Otros estudios han
demostrado que el serotipo 2 es menos frecuente en cerdos sanos que en
cerdos enfermos y que los porcentajes de colonizacion por cepas del
serotipo 2 son mas bajos que la colonizacién total (79,89). La granja
muestreada en este estudio no presentd problemas evidentes con S. suis en
la época en que se realizaron los muestreos.

Las diferencias en los porcentajes de colonizacién entre los muestreos de
la misma explotacién o entre distintas explotaciones puede atribuirse a
diferencias en la prevalencia de S. suis, la cantidad de bacterias presentes
en cada cerdo, el estado inmunitario e infeccioso de las cerdas, el efecto de
las practicas de manejo o de la enfermedad y la calidad bacteriologica de los
procedimientos utilizados para aislar S. suis (142).

Los resultados obtenidos en este trabajo difieren de los obtenidos por
Alvarado y Linero (3) en donde lograron aislar 120 cepas de S. suis a partir
de granjas ubicadas en Cundinamarca y Antioquia; 50 de estas eran
pertenecientes al serotipo 2. Esta aparente inconsistencia podria indicar una
diferencia en la prevalencia actual de los serovares presentes en los 2
estudios o que probablemente aislamientos de los serotipos 2 y ¥2 podrian no
ser las cepas predominantes en animales sanos y por lo tanto menos factible
de ser cultivadas pero presentes a un nivel aun detectable por PCR. En el
estudio hecho por Marois et al. (80) mediante una PCR basada en el gen
cps2J encontraron que esta técnica era 20 veces mas sensible que el cultivo
bacteroldgico para la deteccion de los serotipos 2 y Y.
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Igualmente, se observd que S. suis estd presente en la granja
muestreada, indicando que S. suis estd ampliamente distribuido en esta
explotacién porcina en animales de diferentes edades, ya que es una
bacteria ubicua en las poblaciones de cerdos y se caracteriza por colonizar a
los lechones de forma muy temprana (5,123).

El hecho de que Streptococcus suis fue detectado mediante PCR en la
mayoria de los animales muestreados en este estudio no es raro ya que es
bien conocido que esta bacteria pertenece a la microflora normal intestinal y
de los sistemas respiratorio y reproductor de los cerdos (11, 40). S. suis es
una especie muy heterogénea en la cual 33 serotipos han sido descritos (53,
65, 68); pero sélo pocos de estos serotipos son frecuentemente encontrados
en lesiones. Estudios previos han demostrado que la prevalencia de S. suis
es alta en los cerdos de granjas comerciales (89) y que los cerdos son
colonizados muy temprano en sus vidas. La colonizacion total de S. suis
siguié un patron similar en la granja estudiada. Los lechones fueron
colonizados en etapas tempranas de su vida, y por el momento en el que
ellos son destetados, la mayoria de ellos ya poseen S. suis en sus tonsilas.

Anteriormente se ha demostrado que la mayoria de los cerdos son
portadores inaparentes de multiples serotipos de Streptococcus suis en el
tracto respiratorio superior y que las hembras pueden albergar diferentes
serotipos en su mucosa vaginal (66, 79). En este trabajo se observo que la
PCR multiple detecté ADN de S. suis en el 84.6% de las muestras tomadas a
partir de lechones de una semana de edad y en el 14.2% de muestras de
hisopados vulvares de las cerdas madres.

Estos resultados proveen una fuerte evidencia de que los lechones
neonatos son colonizados desde el momento del parto debido al contacto
con secreciones vaginales. Nuestros resultados coinciden con otro estudio
realizado por Robertson y Blackmore (113), donde reportaron que los
lechones provenientes de cerdas las cuales estaban colonizadas por S. suis,

se convirtieron en portadores de esta bacteria en su tracto respiratorio
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superior. Sin embargo, es necesario aislar esta bacteria para lograr
demostrar la transmision vertical a nivel molecular mediante el andlisis del
ADN gendmico a partir de un cultivo puro (5).

La transmisién vertical de Streptococcus suis es tanto de cepas
virulentas como no virulentas y por tanto el aislamiento del organismo a partir
del tracto respiratorio de los lechones lactantes no es un buen predictor de
aparicion de sintomatologia clinica. Solo el aislamiento de cepas con factores
de virulencia reconocidamente relacionados a patogenicidad actuaria como
un buen predictor de la aparicion de un brote clinico (151).

El principio en el que subyace el control de las infecciones
estreptocdcicas, incluida la meningitis, es la comprension de que la
transmision de la infeccion es inicialmente vertical, de la cerda al lechon,
seguido de transmision lateral a través de las practicas habituales de manejo
en las salas de partos. Una parte de la poblaciéon de reproductoras sera
portadora sana de la infeccion, y esas cerdas viviran en un estado de
equilibrio entre la infeccion (transmision) y la inmunidad. Estas cerdas
portadoras no solo pasaran la infeccién a sus crias a través de la vagina
durante el parto, sino también a través de la piel y la saliva en los primeros
momentos tras el nacimiento. También aportaran anticuerpos maternos, que
protegeran a los lechones una vez colonizados por la infeccion, que se aloja
habitualmente en las tonsilas. Las infecciones concomitantes, los factores de
estrés y una baja ingestion de calostro perturbaran el equilibrio entre
colonizacion e inmunidad, y entonces el lechon sucumbira a la infeccion (58,
59).

Esta bacteria puede ser cultivada a partir muestras tonsilares por
técnicas microbioldgicas tradicionales, sin embargo, las tonsilas también
estan colonizadas por cepas no virulentas de Streptococcus suis y otras
especies estreptococales, las cuales son dificiles de distinguir en base a la
morfologia de la colonia.
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Aungue el medio selectivo utilizado (agar Columbia (Codigo 21112,
BD) suplementado con 6% de sangre de cordero y 0.25% de suplemento
selectivo para Streptococcus (Oxoid SR0126E)) redujo la flora contaminante
recuperada de los hisopados, se pudo observar una gran variedad de
cultivos mixtos muy complejos. Por ejemplo, al igual que en otros estudios
(79), al menos 3 diferentes tipos de colonias hemoliticas fueron vistas
cuando los hisopos tonsilares fueron sembrados en el agar sangre.

Después de realizar la caracterizacion bioquimica, algunas de las
colonias que presentaron una morfologia similar a S. suis fueron
determinadas como S. dysgalactiae y S. agalactiae. Previamente otros
estudios han reportado la existencia de estos estreptococos como parte de la
flora normal del tracto respiratorio superior de los cerdos, asi como otros
microorganismos miembros de la familia Pasteurellaceae y microorganismos
gran positivos como Streptococcus sp. Rothia nasimurium y Staphylococcus
aureus (11, 40). Este ultimo fue observado en la mayoria de los cultivos
realizados a partir de las muestras.

Otro objetivo que tuvo este estudio fue el de genotipificar los
aislamientos de S. suis que se obtuvieran a partir de las muestras de campo
evaluadas, a través de la amplificacion de elementos repetitivos mediante el
uso de la ERIC-PCR, para determinar si existe variabilidad genética entre las
cepas que se lograran aislar. Para esto en este trabajo se desarrollé la
prueba de ERIC-PCR.

La técnica de PCR basada en secuencias intergénicas consenso
repetitivas de Enterobacterias (ERIC-PCR) fue utilizada para generar huellas
gendmicas para Streptococcus suis. Mediante el uso de los primers (ERIC
1Ry ERIC 2) usados en la ERIC-PCR, se obtuvieron perfiles o patrones de
banda de los 7 serotipos evaluados, indicando que la bacteria de S. suis
posee en su genoma este tipo de secuencias conocidas también como
unidades repetitivas intergénicas (IRUs), con productos de amplificacién con
tamafos entre 100 pb y 1000 pb. Las cepas pudieron diferenciarse
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comparando los patrones de su huella gendmica. Este andlisis se hizo
mediante el software Quantity One v. 4.6.8., como resultado se construy6 un
dendograma filogenético.

El dendograma obtenido representa el nivel de similitud entre los
perfiles generados a partir de 7 serotipos de .S suis. Se observan 3 grupos
diferentes. El grupo 1 consiste de los serotipos 1y 4, los cuales son los méas
distantes, el grupo dos consiste de los serotipos 5, 6 y 7 y el grupo 3 contiene
los serotipos 2 y 8. En este Ultimo grupo se observa el alto nivel de similitud
entre las dos cepas del serotipo 2 evaluadas.

Los resultados durante el desarrollo de la ERIC-PCR en este estudio
mostraron una alta diversidad de polimorfismo entre los diferentes serotipos
de S. suis evaluados (1,2,4,5,6,7 y 8). Lo anterior, muestra que esta técnica
puede ser utilizada en investigaciones epidemiologicas que incluyan la
tipificacion molecular de cepas de Streptococcus suis para establecer si
existe una relacion gendémica entre las cepas involucradas en brotes.

Las diferencias entre los aislamientos de S. suis a nivel genético han
sido previamente estudiadas. En general, niveles considerablemente altos de
de diversidad genética se han observado dentro y entre los serotipos de S.
suis. Sin embargo, la mayoria de los estudios fueron realizados con cepas de
diferentes regiones geograficas (12,100,113). Ademas, existe informacion
limitada con respecto a la diversidad entre los aislamientos de un
determinado serotipo de S. suis recuperado de cerdos portadores
pertenecientes a piaras endémicamente no afectadas, ya que todos los
estudios fueron realizados con aislados de granjas con manifestaciones
clinicas de la infeccion por S. suis (89, 123,124).

Las secuencias ERIC se encuentran tanto en bacterias gran positivas
como gran negativas. Los elementos ERIC han sido descubiertos en
regiones intergénicas no codificantes, estos elementos tienen una longitud de
126 pb y son altamente conservados. La posicion de las secuencias ERIC en

los genomas bacterianos varian entre las diferentes especies y han sido
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utilizadas como marcador genético para caracterizar aislamientos dentro de
una especie bacteriana (131, 132). Por esta razén, la ERIC-PCR puede ser
usada para incrementar la eficiencia en el estudio de la distribucion genética
de cepas de Streptococcus suis. En estudios previos, la técnica de ERIC-
PCR ha usada con éxito para realizar la tipificacibn molecular de muchas
especies bacterianas incluyendo E. coli, Bacillus spp. Salmonella, V. cholera,
Pseudomonas, V. parahaemolyticus (152).

Anteriormente, la ERIC-PCR ha sido aplicada con éxito para
caracterizar aislamientos de S. suis (95,123,124). Esta técnica se ha aplicado
en estudios de colonizacion de cepas virulentas y sistémicas de S. suis en
cerdas y cerdos jovenes (95, 123) y para determinar la persistencia de cepas
epidémicas a través del tiempo en explotaciones porcinas. Esta técnica ha
demostrado ser una herramienta util para la genotipificacion y analisis de la
variabilidad génetica de aislamientos de S. suis.

En el presente trabajo, no se logro realizar la genotipicacion mediante
la ERIC-PCR a partir de las muestras de campo, debido a que no se obtuvd
ningun aislamiento de S. suis. Para la aplicacion de esta técnica es necesario
obtener previamente ADN bacteriano purificado a partir de cultivos puros del
microorganismo, ya que, como se dijo anteriormente los primers ERIC no son
especificos de especie, y permiten la amplificacion de regiones en genomas
tanto de bacterias gram positivas como gram negativas (132).

Sin embargo, la técnica de ERIC-PCR desarrollada en este estudio
con cepas de referencia de distintos serotipos de S. suis demuestra que es
una herramienta eficiente que se puede emplear en estudios que contribuyan
al conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad en el pais,
permitiendo identificar la variabilidad genética dentro y entre los diferentes
serotipos de S. suis. Se ha observado la alta variabilidad genética existente
entre aislamientos de campo de S. suis, por lo tanto, es importante tener en
cuenta, que mediante el empleo de esta técnica se podra identificar las

90



diferencias entre cepas patégenas y no patdgenas en estudios futuros que se
realicen en explotaciones porcinas del pais (133).

Esta ERIC- PCR puede ser utilizada para identificar las fuentes de
cepas virulentas introducidas en una explotacién, para detectar grupos
prevalentes de cepas involucradas en la mortalidad causada por S. suis y
para la seleccion de aislados que puedan ser usados en la elaboracion de
vacunas autogenas; lo que la convierte en una herramienta importante la
vigilancia, prevencion y control de infecciones con S. suis (133).

Los resultados obtenidos en este estudio sélo se podran aplicar a
la granja estudiada y no deben hacerse generalizaciones. De hecho, el
efecto de las diferentes condiciones de manejo de la explotacién (1 sitio, 3
sitios, Multisitio), y la presencia de otras infecciones, tales como el virus del
sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), puede tener una
influencia sobre la transmisién de diferentes cepas de S. suis en una

determinada piara (82).
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajé se logré desarrollar dos técnicas moleculares:
una PCR multiple para la deteccion de Streptococcus suis y S. suis
serotipo 2 y %2y la ERIC-PCR para la tipificacion molecular de cepas
de S. suis.

Los resultados obtenidos demostraron la sensibilidad y la especificidad
de esta PCR mudltiple y permiten recomendar su uso en la
determinacién de la infeccién natural con la bacteria Streptococcus

suis en poblaciones porcinas.

Los resultados evidencian que la PCR mudltiple es una técnica que
presenta grandes ventajas en la deteccion de Streptococcus suis
frente a los métodos bacterioldgicos tradicionales. Es un método
especifico y rapido, ya que el proceso de extraccion de ADN,
amplificacion del mismo y electroforesis pueden ser llevados a cabo
dentro de 24 horas. La sensibilidad es alta, porque permite detectar
bajas concentraciones del ADN de S. suis en casi cualquier tipo de
muestra clinica (hisopados, tejidos).

La ERIC-PCR es una técnica de genotipificacion facil y rapida,
haciéndola util para investigaciones epidemiolédgicas de rutina.

Mediante la aplicacion de la ERIC-PCR se puede determinar la
variabilidad genética que presentan distintas cepas de S. suis, la cual
debe ser tomada en cuenta en futuros trabajos clinicos vy
epidemioldgicos, en el desarrollo de nuevas técnicas diagndésticas y en
el desarrollo de bacterinas (autovacunas) para esta enfermedad.
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Los resultados obtenidos mediante la técnica de PCR multiple,
demostraron que existe un alto porcenjaje de animales portadores
asintomaticos en la granja estudiada. Desde un punto de vista
epidemioldgico, estos cerdos portadores clinicamente sanos pueden
jugar un papel fundamental en el mantenimiento y difusion de la

infeccion de cepas no patdgenas de Streptococcus suis.
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6. RECOMENDACIONES

Es importante desarrollorar y aplicar otras técnicas moleculares que
detecten especificamente otros serotipos de Streptococcus suis de
relevancia clinica, asi como marcadores de virulencia de S. suis para

obtener informacion epidemioldgica de la enfermedad.

Es necesario realizar otros estudios para lograr entender las
interacciones de esta bacteria con agentes virales como PRRS y
Circovirus Porcino tipo 2.

Se deben emplear medios de cultivo selectivos para lograr aislar
cepas de S. suis a partir de muestras clinicas con alta contaminacion

bacteriana.

Es importante realizar andlisis comparativos mediante la
secuenciacion de los productos obtenidos por PCR en estudios

epidemioldgicos moleculares de la enfermedad causada por S. suis.
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ANEXOS

ANEXO 1. Andlisis bioinforméatico de los primers usados en el estudio

- Alineamiento multiple de los primers Cps2J reportados por Smith et al.

1999.

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

f or war dCps?2]
gi | 89513249
gi | 89513247|
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245

TTCTTTTGATAGATGACGGT TCTTCAGATTCATCAACGGATATATGITTG
TTCTTTTGATAGATGACGGT TCTTCAGATTCATCAACGGATATATGTITTG
TTCTTTTGATAGATGACGGT TCTTCAGATTCATCAACGGATATATGTITTG
TTCTTTTGATAGATGACGGT TCTTCAGATTCATCAACGGATATATGTITTG
TTCTTTTGATAGATGACGGT TCTTCAGATTCATCAACGGATATATGTTTG
GGTTCTTCAGATTCATCAACGGATATATGITTG
R S b Sk S S R R S S S Sk S R

GAATACGCAGAGCAAGATGGTAGAATAAAACT TTTCCGGT TACCAAAT GG
GAATACGCAGAGCAAGATGGTAGAATAAAACT TTTCCGGT TACCAAAT GG
GAATACGCAGAGCAAGATGGTAGAATAAAACT TTTCCGGT TACCAAAT GG
GAATACGCAGAGCAAGATGGTAGAATAAAACT TTTCCGGT TACCAAAT GG
GAATACGCAGAGCAAGATGGTAGAATAAAACT TTTCCGGT TACCAAAT GG
GAATACGCAGAGCAAGATGGTAGAATAAAACT TTTCCGGT TACCAAAT GG

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhdhhhdhhhdhhhdhddhdddhddddrdxd*x%

n
»

----------- ACCCAAGCGAATTACGGTATG- - - - ---------------

TGGTGI'TTCAAACGCCAAGGAAT TACGGTATCAAAAATAGCACAGCAAATT
TGGTGI'TTCAAACGCCAAGGAAT TACGGTATCAAAAATAGCACAGCAAATT
TGGTGI'TTCAAACGCCAAGGAAT TACGGTATCAAAAATAGCACAGCAAATT
TGGTGI'TTCAAACGCCAAGGAAT TACGGTATCAAAAATAGCACAGCAAATT
TGGTGI'TTCAAACGCCAAGGAAT TACGGTATCAAAAATAGCACAGCAAATT
TGGTGI'TTCAAACGCCAAGGAAT TACGGTATCAAAAATAGCACAGCAAATT

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhdhkhhdhhhdhhhdddhdddhddddrdxd*x%

ATATTATGT TTGTAGATTCTGATGATATTGT TGACGECAACATTGT TGAG
ATATTATGT TTGTAGATTCTGATGATATTGT TGACGGCAACATTGT TGAG
ATATTATGT TTGTAGATTCTGATGATATTGT TGACGGCAACATTGT TGAG
ATATTATGT TTGTAGATTCTGATGATATTGT TGACGECAACATTGT TGAG
ATATTATGT TTGTAGATTCTGATGATATTGT TGACGECAACATTGT TGAG
ATATTATGT TTGTAGATTCTGATGATATTGT TGACGECAACATTGT TGAG

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhdhkhhdhhhdhhhdhhdhdhddhdddhddddrdd*x%x

TCCTTATACACCTGT TTAAAAGAGAATGATAGTGATTTGTCGCGAGEGT T
TCCTTATACACCTGT TTAAAAGAGAATGATAGTGATTTGTCGCGAGEGT T
TCCTTATACACCTGT TTAAAAGAGAATGATAGTGATTTGTCGCGAGEGT T
TCCTTATACACCTGT TTAAAAGAGAATGATAGTGATTTGTCGCGAGEGT T
TCCTTATACACCTGT TTAAAAGAGAATGATAGTGATTTGTCGCGAGEGT T
TCCTTATACACCTGT TTAAAAGAGAATGATAGTGATTTGT CGCGAGEGT T

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhdhhhdhhhdhhdhdhdddddddddrdd*x%

ACTTGCCTACTTTTGATGGAAATTATCAAGAATCTGAGCTGCAAAAGTGTC
ACTTCCTACTTTTGATGGAAATTATCAAGAATCTGAGCTGCAAAAGTGTC
ACTTGCCTACTTTTGATGGAAATTATCAAGAATCTGAGCTGCAAAAGTIGTC

150
150
150
150
150
33

200
200
200
200
200
83
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250
250
250
250
250
133

300
300
300
300
300
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350
350
350
350
350
233

400
400
400
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gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247

ACTTGCCTACTTTTGATGGAAATTATCAAGAATCTGAGCTGCAAAAGTGTC
ACTTCCTACTTTTGATGGAAATTATCAAGAATCTGAGCTGCAAAAGTGTC
ACTTCCTACTTTTGATGGAAATTATCAAGAATCTGAGCTGCAAAAGTGTC

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhdhdhhddhddddrdx*x*

AAATTGATTTGCGAAGAGAT AAAAGAGGT CCGAGACT TAGGAAAT GAAAAT
AAATTGATTTGCGAAGAGAT AAAAGAGGT CCGAGACT TAGGAAAT GAAAAT
AAATTGATTTGCGAAGAGAT AAAAGAGGT CCGAGACT TAGGAAAT GAAAAT
AAATTGATTTGCGAAGAGAT AAAAGAGGT CCGAGACT TAGGAAAT GAAAAT
AAATTGATTTGCGAAGAGAT AAAAGAGGT CCGAGACT TAGGAAAT GAAAAT
AAATTGATTTGCGAAGAGAT AAAAGAGGT CCGAGACT TAGGAAAT GAAAAT

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhdhkhhdhkhhdhhhdhhdhddddddhddddrdxrx*

TTTCCAAATCATTATATGAGCGGTATCTTTAATAGCCCTTGT TGCAAACT
TTTCCAAATCATTATATGAGCGGTATCTTTAATAGCCCTTGT TGCAAACT
TTTCCAAATCATTATATGAGCGGTATCTTTAATAGCCCTTGT TGCAAACT
TTTCCAAATCATTATATGAGCGGTATCTTTAATAGCCCTTGT TGCAAACT
TTTCCCAATCATTATATGAGCGGTATCTTTAATAGCCCTTGT TGCAAACT
TTTCCCAATCATTATATGAGCGGTATCTTTAATAGCCCTTGT TGCAAACT
khhkkkh kkhhhkkhkkhhkkkhhhkkhhhkkdhhkkhhhkhdhhdhhkhdhxdhkhrkrhkhkxrhxx*k

TTATAAGAATATATATATAAACAAAGGT TTTGACACTGAACAGT GGTTAG
TTATAAGAATATATATATAAACAAAGGT TTTGACACTGAACAGT GGTTAG
TTATAAGAATATATATATAAACAAAGGT TTTGACACTGAACAGT GGTTAG
TTATAAGAATATATATATAAACAAAGGT TTTGACACTGAACAGT GGTTAG
TTATAAGAATATATATATAAACCAAGGT TTTGACACTGAACAGT GGTTAG
TTATAAGAATATATATATAAACCAAGGT TTTGACACTGAACAGT GGTTAG

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhdhkh dkhhdhkhhdhhhdhhhdhddhdddhdrdrdrhhx*x

GAGAGGACTTATTATTTAATCTAAATTATTTAAAGAATATAAAAAAAGTC
GAGAGGACTTATTATTTAATCTAAATTATTTAAAGAATATAAAAAAAGTC
GAGAGGACTTATTATTTAATCTAAATTATTTAAAGAATATAAAAAAAGTC
GAGAGGACTTATTATTTAATCTAAATTATTTAAAGAATATAAAAAAAGTC
GAGAGGACTTATTATTTAATCTAAATTATTTAAAGAATATAAAAAAAGTC
GAGAGGACTTATTATTTAATCTAAATTATTTAAAGAATATAAAAAAAGTC

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhdhhhdhhhdhhhdhddhdddhddddrdxd*x%

AGCTATGTAAACAGAAATCTTTATTTTGCTAGAAGAGGTATACAAAGTAC
AGCTATGTAAACAGAAATCTTTATTTTGCTAGAAGAGGTATACAAAGTAC
AGCTATGTAAACAGAAATCTTTATTTTGCTAGAAGAGGTATACAAAGTAC
AGCTATGTAAACAGAAATCTTTATTTTGCTAGAAGAGGTATACAAAGTAC
CCCTATGT TAACAGAAATCTTTATTTTGCCAGAAGAAGT TTACAAAGTAC
CCCTATGT TAACAGAAATCTTTATTTTGCCAGAAGAAGT TTACAAAGTAC

hkhkhkkhkhkh hhkkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhdhkh dhkhkkhkhkk **k *hkkhkhhkkhhhkkx

TACAAATACGT TTAAAAAAGATGT TTTTATTCAATTAGAAAATTTAGAAG
TACAAATACGT TTAAAAAAGATGT TTTTATTCAATTAGAAAATTTAGAAG
TACAAATACGT TTAAAAAAGATGT TTTTATTCAATTAGAAAATTTAGAAG
TACAAATACGT TTAAAAAAGATGT TTTTATTCAATTAGAAAATTTAGAAG
TACAAATACGT TTAAATATGATGT TTTTATTCAATTAGAAAATTTAGAAG
TACAAATACGT TTAAATATGATGI TTTTATTCAATTAGAAAATTTAGAAG

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhk, % *hkhhhkhhhkhhdhkhhdhhhdhdhdhdhdrrhrrrhhx*k

AAAAAACTTTTGATTTGT TTGT TAAAATATTTGGTGGACAATATGAATTT
AAAAAACTTTTGATTTGTTTGT TAAAATATTTGGTGGACAATATGAATTT
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gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

rever soCps2j

gi | 89513249
gi | 89513247
gi | 89513245
gi | 89513243
gi | 82395256
gi | 4580620

AAAAAACTTTTGATTTGT TTGT TAAAATATTTGGTGGACAATATGAATTT
AAAAAACTTTTGATTTGT TTGT TAAAATATTTGGTGGACAATATGAATTT
AAAAAACTTTTGATTTGTTTGT TAAAATATTTGGTGGACAATATGAATTT
AAAAAACTTTTGATTTGTTTGT TAAAATATTTGGTGGACAATATGAATTT

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhkhhdhkhhdhhhdhhhdhddhdddddddrdd*x%x

TCTGTTTTTAAAGAGACGCTACAGT GECATATTATTTATTATAGCTTATT
TCTGTTTTTAAAGAGACGCTACAGT GECATATTATTTATTATAGCTTATT
TCTGTTTTTAAAGAGACGCTACAGTGECATATTATTTATTATAGCTTATT
TCTGTTTTTAAAGAGACGCTACAGT GECATATTATTTATTATAGCTTATT
TCTGTTTTTAAAGAGACGCTACAGT GECATATTATTTATTATAGCTTATT
TCTGTTTTTAAAGAGACGCTACAGT GECATATTATTTATTATAGCTTATT

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhhhhhhdhhhhhhdhhhdhhhdhdhdddhddddrdx*x*

AATGTTCAAAAAT GGAGATGAATCGCT TCCAAAGAAATTGCATATATTTA
AATGTTCAAAAAT GGAGATGAATCGCT TCCAAAGAAATTGCATATATTTA
AATGTTCAAAAAT GGAGATGAATCGCT TCCAAAGAAATTGCATATATTTA
AATGTTCAAAAAT GGAGATGAATCGCT TCCAAAGAAATTGCATATATTTA
AATGTTCAAAAAT GGAGATGAATCGCT TCCAAAGAAATTGCATATATTTA
AATGTTCAAAAAT GGAGAT GAATCGCT TCCAAAGAAATTGCATATATTTA
Rk S I Sk S R I S b S S R R S Sk Sk S I S

AGTATTTATACAATAGGCATTCTTTAGATACTCTAAGTATTAAACGAACG
AGTATTTATACAATAGGCATTCTTTAGATACTCTAAGTATTAAACGAACG
AGTATTTATACAATAGGCATTCTTTAGATACTCTAAGTATTAAACGAACG
AGTATTTATACAATAGGCATTCTTTAGATACTCTAAGTATTAAACGAACG
AGTATTTATACAATAGGCATTCTTTAGATACTCTAAGTATTAAACGAACG
AGTATTTATACAATAGGCATTCTTTAGATACTCTAAGTATTAAACGAACG

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhdhkhhdhhhdhhhdhhdhdhddhdddddddrdxd*x%x

---------- CAATAGGCATTCTTTAGATACTC - - - - === == o= == -

TCCTCTGTTTTTAAAAGAATATGTAAATTAATTGTTGCTAATAATTTGTT
TCCTCTGTTTTTAAAAGAATATGTAAATTAATTGTTGCTAATAATTTGTT
TCCTCTGTTTTTAAAAGAATATGTAAATTAATTGTTGCTAATAATTTGTT
TCCTCTGTTTTTAAAAGAATATGTAAATTAATTGTTGCTAATAATTTGTT
TCCTCTGTTTTTAAAAGAATATGTAAATTAATTGTTGCTAATAATTTGTT
TOCTCTGTTTTTAAAAGA: = - - - =« == = < x s e o meea oo

-Tamafo del Producto esperado

671 pb
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- Especificidad de los primers CPS2JF y CPS2JR mediante alineamiento
local de secuencias.

La pareja de primers CPS2JF y CPS2JR, mediante analisis bioinformatico da
hit tnicamente con secuencias de S. suis serotipo 2.
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Sequences producing significant alignments:

Accession Description Max score Total score Query coverage _ E value Max ident
LCPO00837.1  Streptococcus suis GZ1, complete genome 42.8 42.8 20% 0.32 100%
£0352510.1 | Streptococcus suis strain ZINB2007 capsular polysaccharide (cps2]! 42.8 42.8 20% 0,32 100%
50352508.1  Streptococcus suis strain Z1JX2008 capsular polysaccharide (cps2l) 42.3 42.8 20% 0.32 100%
50352508,  Streptococcus suis strain ZIWZ2008 capsular polysaccharide (cps2] 42.8 42.8 20% 0.32 100%
£0352507.1 | Streptococcus suis strain ZJWZ2006 capsular polysaccharide (cps2) 42.8 42.8 20% 0,32 100%
G0352506.1  Streptococcus suis strain ZIWL2005 capsular polysaccharide (cps2] 42.8 42.8 20% 0.32 100%
50352505, Streptococcus suis strain ZITZ2005 capsular polvsaccharide (cps21) 42.8 42.8 20% 0.32 100%
G0352503.1 | Streptococcus suls strain ZJJH2005 capsular polysaccharide (cps21) 42.8 42.8 20% 0,32 100%
50352502.1  Streptococcus suis strain ZJHZ2006 capsular polysaccharide (cps2l’ 42.3 42.8 20% 0.32 100%
AMB46015.1 | Streptococcus suis P1/7 complete genome 42.3 42.8 20% 0.32 100%
FM252032.1 | Streptococcus suis BM407 complet genome, strain BM407 42.8 42.8 20% 0.32 100%
EM252031.1 Streptococcus suis SC84 complete genome, strain SC84 42.8 42.8 20% 0.32 100%
EUGR3942.1 | Streptococcus suis strain NB200701 Cps2] (cps2d) gene, partial cds 42.8 42.8 20% 0.32 100%
EL000467.1 | Streptococcus suis strain $52-1 putative alvcosyltransferase (cps2) 42.8 42.8 20% 0.32 100%
EU000466.1 Streptococcus suis strain HAOG10 putative qlycosyltransferase (cpst 42.8 42.8 20% 0.32 100%
EU000465.1 | Streptococcus suis strain HAOG09 putative alycosyltransferase (cps: 42.8 42.8 20% 0.32 100%
CPO00408.1 | Streptococcus suls 98HAH33, complete genome 42.8 42.8 20% 0.32 100%
LCP000407.1 Streptococcus suis 052YH33, complete genome 42.3 42.8 20% 0.32 100%
DO410856.1 | Streptococcus suis strain 98015 Cps2) (cps21) aene, complete cds 42.8 42.8 20% 0.32 100%
DO410855.1 | Streptococcus suls strain SC152 Cps2) (cps2]) aene, complete cds 42.8 42.8 20% 0.32 100%
D0410854.1  Streptococcous suis strain SC22 Cps2d (cps2]) qene, complete cds 42.8 42.8 20% 0.32 100%
DO410853.1 | Streptococcus suis strain 5C17 Cps2) (cps2)) qene, complete cds 42.8 42.8 20% 0.32 100%
DO256427.1 | Streptococcus suis isolate ZYS8 Cps2] gene, complete cds 42.8 42.3 20% 0.32 100%
AF118389.1 Streptocaccus suis Cps2A (cps2A), Cps28B (cps2B), Cps2C (ops2C), 42.8 42.8 20% 0.32 100%

- Alineamiento multiple de los primers 16S rRNA reportados por Marois,
C. etal. 2004.

gi | 80973657
AB071343. 1
gi | 82395251
gi | 82395258
gi | 83339815
gi | 82395270
AF009477
AF009490. 1
gi | 82395266

gi | 80973657
AB071343. 1
gi | 82395251
gi | 82395258
gi | 83339815
gi | 82395270
AF009477
AF009490. 1
gi | 82395266

FORWARD- 16S-

GTAGAACGCTGAAGT CTGGT GCT TGCACTAGACGGAT GAGT TGCGAACGG
GTAGAACGCTGAAGT CTGGT GCT TGCACT AGACGGAT GAGT TGCGAACGG
--------- TGAAGTI CTGGTGCTTGCACTAGACGGAT GAGT TGCGAACGG
--------- TGAAGTI CTGGTGCTTGCACTAGACGGATGAGT TGCGAACGG
GTAGAACGCTGAAGT CTGGT GCT TGCACTAGACGGAT GAGT TGCGAACGG
--------- TGAAGTI CTGGTGCTTGCACTAGACGGATGAGT TGCGAACGG
GTAGAACGCTGAAGT CTGGT GCT TGCACTAGACGGAT GAGT TGCGAACGG
GTAGAACGCTGAAGT CTGGT GCT TGCACT AGACGGAT GAGT TGCGAACGG
--------- TGAAGTI CTGGTGCTTGCACTAGACGGAT GAGT TGCGAACGG

GTIGAGTAACGCGTAGGTAACCT GCCTCATAGCGGEGEGATAACTATTGGAA
GTGAGTAACGCGTAGGTAACCT GCCTCATAGCGEGEGATAACTATTGGAA
GIGAGTAACGCGTAGGTAACCT GCCTCATAGCGEGEGATAACTATTGGAA
GIGAGTAACGCGTAGGT AACCT GCCTCATAGCGEEEEATAACTATTGGAA
GI'GAGTAACGCGTAGGTAACCT GCCTCATAGCGEGEEATAACTATTGGAA
GTIGAGTAACGCGTAGGTAACCT GCCTCATAGCGGEGEEATAACTATTGGAA
GIGAGTAACGCGTAGGTAACCT GCCTCATAGCGEGEGATAACTATTGGAA
GIGAGTAACGCGTAGGTAACCT GCCTCATAGCGEGEEATAACTATTGGAA
GIGAGTAACGCGTAGGTAACCT GCCTCATAGCGGEGEEATAACTATTGGAA
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gi | 80973657
AB071343. 1
gi | 82395251
gi | 82395258
gi | 83339815
gi | 82395270
AF009477
AF009490. 1
gi | 82395266

gi | 80973657
AB071343. 1
gi | 82395251
gi | 82395258
gi | 83339815
gi | 82395270
AF009477
AF009490. 1
gi | 82395266

gi | 80973657
AB071343. 1
gi | 82395251
gi | 82395258
gi | 83339815
gi | 82395270
AF009477
AF009490. 1
gi | 82395266

gi | 80973657
AB071343. 1
gi | 82395251
gi | 82395258
gi | 83339815
gi | 82395270
AF009477
AF009490. 1
gi | 82395266

gi | 80973657
AB071343. 1
gi | 82395251
gi | 82395258
gi | 83339815
gi | 82395270
AF009477
AF009490. 1
gi | 82395266

ACGATAGCTAATACCGCCATAACAGTATTTACCGCATGGTAGATATTTGAA 175
ACGATAGCTAATACCGCCATAACAGTATTTACCGCATGGTAGATATTTGAA 183
ACGATAGCTAATACCGCCATAACAGTATTTACCGCATGGTAGATATTTGAA 141
ACGATAGCTAATACCGCCATAACAGTATTTACCGCATGGTAGATATTTGAA 141
ACGATAGCTAATACCGCCATAACAGTATTTACCGCATGGTAGATATTTGAA 186

ACGATAGCTAATACCGCCATAACAGTATTTACCGCATGGTAGATATTTGAA
ACGATAGCTAATACCGCCATAACAGTATTTACCGCATGGTAGATATTTGAA
ACGATAGCTAATACCGCCATAACAGTATTTACCGCATGGTAGATATTTGAA
ACGATAGCTAATACCGCATAACAGTATTTACCGCATGGTAGATATTTGAA

ER R S S S I I S R

AGGAGCAATTCCTTCACTATGAGATGGACCTGCGT TGTATTAGCTAGI TG
AGGAGCAATTCCTTCACTATGAGATGGACCTGCCGT TGTATTAGCTAGI TG
AGGAGCAATTCCTTCACTATGAGATGGACCTGCGT TGTATTAGCTAGI TG
AGGAGCAATTCCTTCACTATGAGATGGACCTGCGT TGTATTAGCTAGI TG
AGGAGCAATTCCTTCACTATGAGATGGACCTGCGT TGTATTAGCTAGI TG
AGGAGCAATTCCTTCACTATGAGATGGACCTGCGT TGTATTAGCTAGI TG
AGGAGCAATTCCTTCACTATGAGATGGACCTGCCGT TGTATTAGCTAGI TG
AGGAGCAATTCCTTCACTATGAGATGGACCTGCGT TGTATTAGCTAGI TG
AGGAGCAATTCCTTCACTATGAGATGGACCTGCGT TGTATTAGCTAGI TG

GI'GAGGT AACGECTCACCAAGGCT TCGATACAT AGCCGACCT GAGAGEGT
GI'GAGGT AACGECT CACCAAGGCT TCGATACATAGCCGACCT GAGAGEGT
GI'GAGGT AACGECTCACCAAGGECT TCGATACATAGCCGACCT GAGAGEGET
GI'GAGGT AACGECT CACCAAGGCT TCGATACAT AGCCGACCT GAGAGEGET
GI'GAGGT AACGECT CACCAAGGECT TCGATACAT AGCCGACCT GAGAGEGET
GI'GAGGT AACGECT CACCAAGGCT TCGATACATAGCCGACCT GAGAGEGET
GI'GAGGT AACGECT CACCAAGGCT TCGATACATAGCCGACCT GAGAGEGET
GI'GAGGT AACGECTCACCAAGGCT TCGATACATAGCCGACCT GAGAGEGET
GI'GAGGT AACGECTCACCAAGGCT TCGATACAT AGCCGACCT GAGAGEGET

GATCGGECCACACT GCGACT GAGACACGGECCCAGACT CCTACGGEGAGECAG
GATCGGECCACACT GCGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGGEGAGECAG
GATCGGECCACACT GCGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGGEGAGECAG
GATCGGECCACACT GCGACT GAGACACGGECCCAGACT CCTACGGEGAGECAG
GATCGGECCACACT GCGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGGEGAGECAG
GATCGGECCACACT GCGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGGEGAGECAG
GATCGGECCACACT GCGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGEGAGECAG
GATCGGECCACACT GCGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGGEGAGECAG
GATCGGECCACACT GCGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGGEGAGECAG

CAGTAGGGAAT CTTCGGECAAT GGEEECAACCCT GACCGAGCAACGECCAECG
CAGTAGGGAAT CTTCGGECAAT GGEEECAACCCT GACCGAGCAACGECCECG
CAGTAGGGAAT CTTCGGECAAT GGEEECAACCCT GACCGAGCAACECCAECG
CAGTAGGGAAT CTTCGEGECAAT GGEEECAACCCT GACCGAGCAACGECCAECG
CAGTAGGGAAT CTTCGGECAAT GGEEECAACCCT GACCGAGCAACECCAECG
CAGTAGGGAAT CTTCGECAAT GGEEECAACCCT GACCGAGCAACECCAECG
CAGTAGGGAAT CTTCGEECAAT GGEEECAACCCT GACCGAGCAACGECCAECG
CAGTAGGGAAT CTTCGEECAAT GGEEECAACCCT GACCGAGCAACECCAECG
CAGTAGGGAAT CTTCGEECAAT GGEEECAACCCT GACCGAGCAACGECCAECG
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341
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gi | 80973657 TGAGIGAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGITGTAAGAGAAGAACT 425
AB071343. 1 TGAGT GAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGT TGTAAGAGAAGAACT 433
gi | 82395251 TGAGIGAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGITGTAAGAGAAGAACT 391
gi | 82395258 TGAGIGAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGI TGTAAGAGAAGAACT 391
gi | 83339815 TGAGIGAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGITGTAAGAGAAGAACT 436
gi | 82395270 TGAGIGAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGITGTAAGAGAAGAACT 391
AF009477 TGAGT GAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGT TGTAAGAGAAGAACT 450
AF009490. 1 TGAGT GAAGAAGGT TTTCGCGATCGTAAAGCTCTGI TGTAAGAGAAGAACT 441
gi | 82395266 TGAGIGAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGI TGTAAGAGAAGAACT 391

<&
<

Reverse-16S- ------------------ TTCTCACTTGACGGTATCTTAC---------- 22

gi | 80973657 GIGAGAAGAGTGGAAAGTTTCTCACTTGACGGTATCTTACCAGAAAGGEEAA 475
AB071343.1 GTGAGAAGAGT GGAAAGT TTCTCACTTGACGGTATCTTACCAGAAAGGGA 483
gi | 82395251 GIGAGAAGAGTGGAAAGTTTCTCACTTGACGGTATCTTACCAGAAAGGEAA 441
gi | 82395258 GIGAGAAGAGTGGAAAGTTTCTCACTTGACGGTATCTTACCAGAAAGGEAA 441
gi | 83339815 GIGAGAAGAGTGGAAAGTTTCTCACTTGACGGTATCTTACCAGAAAGGA 486
gi | 82395270 GIGAGAAGAGTGGAAAGTTTCTCACTTGACGGTATCTTACCAGAAAGGEAA 441
AF009477 GTGAGAAGAGT GGAAAGT TTCTCACTTGACGGTATCTTACCAGAAAGGGA 500
AF009490. 1 GTGAGAAGAGT GGAAAGT TTCTCACTTGACGGTATCTTACCAGAAAGGGA 491
gi | 82395266 GIGAGAAGAGTGGAAAGTTTCTCACTTGACGGTATCTTACCAGAAAGGA 441

khkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhhhhhhdhkhhdhhhdhkhhdhhhddddddhddddrdxd*x%

gi | 80973657 CGGCTAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGT TG 525
AB071343. 1 CGGECTAACT ACGT GCCAGCAGCCECEGT AATACGTAGGT CCCGAGCGT TG 533
gi | 82395251 CGGCTAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTG 491
gi | 82395258 CGGCTAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGT TG 491
gi | 83339815 CGGCTAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTG 536
gi | 82395270 CGGCTAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTG 491
AF009477 CGGECTAACT ACGT GCCAGCAGCCGECEGT AATACGTAGGT CCCGAGCGT TG 550
AF009490. 1 CGGECTAACT ACGT GCCAGCAGCCGECGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTG 541
gi | 82395266 CGGCTAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTG 491

gi | 80973657 TCCGGATTTATTGCGGECGT AAAGCGAGCGCAGECGGTTTGATAAGICTGAA 575
AB071343. 1 TCCGGATTTATTGEECGT AAAGCGAGCGCAGGCGEGT TTGATAAGTCTGAA 583
gi | 82395251 TCCGGATTTATTGCGGECGT AAAGCGAGCGCAGECGGT TTGATAAGICTGAA 541
gi | 82395258 TCCGGATTTATTGGGECGT AAAGCGAGCGCAGECGGT TTGATAAGICTGAA 541
gi | 83339815 TCCGGATTTATTGGGECGT AAAGCGAGCGCAGECGGTTTGATAAGICTGAA 586
gi | 82395270 TCCGGATTTATTGGGECGT AAAGCGAGCGCAGECGGT TTGATAAGICTGAA 541
AF009477 TCCCGATTTATTGEECGT AAAGCGAGCGCAGGCGEGT TTGATAAGTCTGAA 600
AF009490. 1 TCCGGATTTATTGEECGT AAAGCGAGCGCAGGCEGT TTGATAAGTCTGAA 591
gi | 82395266 TCCGGATTTATTGCGGECGT AAAGCGAGCGCAGECGGT TTGATAAGICTGAA 541

-Tamafo del Producto esperado
319 pb

-Especificidad de los primers 16S rRNA mediante alineamiento local de
secuencias.

La pareja de primers 16S-195(s) y 16S-489(as2), mediante analisis
bioinforméatico da hit iGnicamente con secuencias de S. suis serotipo 2.
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Sequences producing significant alignments:

Accession Description Max score Total score Query coverage _ E value Max ident
CPO00837.1 | Streptococcus suis GZ1, complete genome 44.6 342 40% 0.055 100%
GU360732.1 Streptococcus suis strain ATCC 43765 165 ribosomal RNA gene, pa 44.6 85.5 40% 0.095 100%
AMS46016.1 Streptococcus suis P1/7 complete genome 44.6 342 40% 0.095 100%
FM252032.1 Streptococcus suis BM407 complet aenome, strain BM407 44.6 342 40% 0.095 100%
FM252031.1 Streptococcus suis SC84 complete aenome, strain SC84 44.6 342 40% 0.095 100%
F1434463.1 Streptococcus suis strain LO10 165 ribosomal RNA gene, partial seq 44.6 85.5 40% 0.095 100%
F1434462.1 Streptococcus suis strain LO04 165 ribosomal RNA gene, partial seq 44,6 44.6 21% 0.095 100%
F1434461.1 Streptococcus suis strain LOOS 165 ribosomal RNA gene, partial seq 44.6 44.6 21% 0.095 100%
F1405354.1 Streptococcus sp. 4098 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 44.6 85.5 40% 0.055 100%
EU477176.1 Streptococcus suis strain NML 070844 165 ribosomal RNA gene, par 44.6 85.5 40% 0.095 100%
CP000408.1 Streptococcus suis 98HAH33, complete genome 44.6 342 40% 0.095 100%
CP000407.1 Streptococcus suis 05ZYH33, complete gename 44.6 342 40% 0.095 100%
EF431811.1 Streptococcus suis clone 14 165 ribosomal RNA gene, partial seque 44.6 44.6 21% 0.095 100%
EF431910.1 Streptococcus suis clone 13 165 ribosomal RNA gene, partial seque 44,6 85.5 40% 0.095 100%
EF431909.1 Streptococcus suis clone 12 165 ribosomal RNA gene, partial seque 44,6 85.5 40% 0.095 100%
EF431908.1 Streptococcus suis clone 11 165 ribosomal RNA gene, partial seque 44.6 85.5 40% 0.095 100%
EF431807.1 Streptococcus suis clone 10 165 ribosomal RNA gene, partial seque 44.6 44.6 21% 0.095 100%
EF431806.1 Streptococcus suis clone 9 165 ribosomal RNA aene, partial sequen 44.6 85.5 40% 0.095 100%
EF431805.1 Streptococcus suis clone 8 165 ribosomal RNA aene, partial sequen 44.6 85.5 40% 0.095 100%
EF431504.1 Streptococcus suis clone 7 165 ribosomal RNA gene, partial sequen 44.6 44.6 21% 0.095 100%
EF431501.1 Streptococcus suis clone 4 1635 ribosomal RNA gene, partial sequen 44.6 44.6 21% 0.095 100%
EF431500.1 Streptococcus suis clone 3 163 ribosomal RNA aene, partial sequen 44,6 85.5 40% 0.095 100%
EF431899.1 Streptococcus suis clone 2 163 ribosomal RNA gene, partial sequen 44.6 85.5 40% 0.095 100%
EF431898.1 Streptococcus suis clone 1 163 ribosomal RNA gene, partial sequen 44.6 85.5 40% 0.095 100%
D0232535.1 Streptococcus suis strain CIP 105906 165 ribosomal RMA gene, par 44.6 85.5 40% 0.095 100%
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