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RESUMEN:
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Streptococcus suis (S. suis) es un importante patéogeno de cerdos, se sabe que la
mayoria de los cerdos son portadores de multiples serotipos en su tracto respiratorio
superior y es causante de meningitis, artritis y septicemia, afecta todos los niveles de
la produccion porcina, causando pérdidas econdmicas importantes. S. suis es un
agente zoonotico que afecta a personas que trabajan estrechamente con los cerdos.
Respecto al diagnéstico, en cerdos este es presuntivo y se apoya generalmente en los
signos clinicos, la edad del animal, y en las lesiones macroscopicas; en humanos
generalmente no se realiza de manera rutinaria Y el diagnoéstico se realiza con pruebas
bioquimicas para identificar a S. suis, seguido de la serotipificacion para la
caracterizacion de cepas. La desventaja del uso de estas técnicas es que son
enganosas y la produccién de antisueros es costosa y tediosa. En el presente trabajo
se realizo la caracterizacion de cepas de S. suis utilizando biologia molecular para lo
cual se establecieron tres grupos; el primer grupo correspondié a cerdos sanos se
analizaron 85 tonsilas, el siguiente grupo fue el de cerdos enfermos se analizaron 77
muestras diferentes, y en el tercer grupo se trabajaron 60 exudados faringeos de
humanos, las muestras provinieron de algunas granjas de México, se aislaron y
purificaron cepas de Streptococcus que posteriormente fueron procesadas en una
primer etapa por PCR-gdh para identificar a S. suis, muestras positivas en esta etapa
fueron sometidas a una PCR-multiplex de dos pasos (cps-PCR) para determinar el
serotipo, el primer paso fue Grouping-PCR y el segundo paso fue Typing-PCR. Se
determiné que las muestras provenientes de los animales sanos y de humanos fueron
negativas a S. suis por lo que no fue posible determinar animales portadores sanos ni
la zoonosis, mientras que en el grupo de los animales enfermos se caracterizaron 6
cepas dos del serotipo 7, una del serotipo 3, dos del serotipo 2 aisladas de encéfalos y
una del serotipo 1/2 aislada de pulmon. Determinando que, en algunas granjas de
México hay presencia de S. suis el cual puede ser responsable de la muerte de algunos
animales y utilizando por primera vez estas PCR’s (PCR-gdh y cps-PCR) en México

para caracterizacion de cepas de S. suis.
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1.1 HISTORIA:
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A partir de cerdos, los cuales presentaban septicemia entre 1956 y 1963 Moor
aislé Streptococcus a-hemoliticos, la caracterizacion fue por medio de pruebas
bioquimicas y serologicas [De Moor, 1963]. En Inglaterra, Elliot en 1966 sugirio
que el microorganismo de Moor era similar a un Streptococcus aislado por él y que
ambos pertenecian al grupo D de Lancefield; el propuso el nombre de
Streptococcus suis (S. suis) tipo capsular 1 [Elliott, 1966]. En 1975, Windsor y
Elliot aislaron otro estreptococo porcino el cual fue nombrado S. suis tipo 2.

Entre 1983 y 1995 se describieron los 32 serotipos restantes [Straw, et al., 1995].
La mayoria de estas cepas de referencia fueron obtenidas de cerdos enfermos; el
tipo capsular 14 fue proveniente de 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 [Higgins, et al.,1989]. Durante los siguientes anos, se describieron26
nuevos tipos o serotipos capsulares, alcanzando un total de 35 en 1995 [Blast,
2013].

La determinacion oficial de S. suis como una nueva especie bacteriana se realiz6
en el ano de 1987 por Kilpper-Balzand Schleifer. Reportes iniciales de infecciones
de S. suis fueron publicados por Jansen y Van Dorssen en Los Paises Bajos en
1951 y por Field et al.,en 1954 en Inglaterra. 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 fueron
observadas en explotaciones porcinas intensivas tradicionales y modernas [Straw,
et al., 1995].

Actualmente son 35 serotipos los que se conocen de S. suis, considerandose el
tipo 2 el predominante en todos los paises [Higgins, et al., 1999]. Se han realizado
estudios en Japén y la prevalencia del serotipo 2 fue del 28% seguido del
serotipo 7 que fue del 11%; en 1996 MacLennan reporté el primer aislamiento de

S. suis en Reino Unido en donde predominé el serotipo 2 teniendo prevalencia del
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62% y el 25% de los aislamientos correspondio al serotipo 14; estudios en
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Canada demostraron la presencia del serotipo 2 en un 12% del total de las
muestras tomadas de los cerdos enfermos [Higgins, et al., 1999].

En la industria porcina S. suis se ha considerado uno de los mayores problemas
en los ultimos 15 anos.A pesar de que es considerado como patégeno en cerdos,
se ha aislado cada vez mas a partir de una amplia gama de mamiferos y aves.
Estos hallazgos sugieren la existencia de un complejo patron epidemiologico de la
infeccion, y en humanos las infecciones son esporadicas en las personas que
trabajan con cerdos o productos derivados de los cerdos. El primer reporte de S.
suis en humanos se realizé6 en Dinamarca en 1968 y se han documentado otros
aislamientos en paises de Europa, Asia, asi como en algunos paises de Norte y
Sur América, Australia y Nueva Zelanda [Fittipaldi, et al., 2012].

Sin embargo, el brote importante en China que ocurri6 en 2005 y que afecto a
mas de 200 personas con una tasa de mortalidad de casi el 20% cambio
la perspectiva de la amenaza de S. suis para la salud humana [Gottschalk, et al,
2010], y se ha visto que este microorganismo es la primer causa de meningitis en
adultos en Vietnam, el segundo en Tailandia y la tercer causa mas comun de
meningitis bacteriana en Hong Kong [Fittipaldi, et al, 2012]. Las infecciones
ocurren principalmente en personas que trabajan con cerdos, constituyendo una
enfermedad zoonoética. También se han reportado casos en los Paises Bajos,
Dinamarca, Italia, Alemania, Bélgica, Reino Unido, Francia, Espana, Suecia,
Irlanda, Austria, Hungria, Hong Kong, Croacia, Japén, Singapur, Taiwan, Nueva
Zelanda y Argentina. S6lo unos pocos casos han sido reportados en Canada y

ninguno en EE.UU. [Fittipaldi, et al., 2012].

1.2 ETIOLOGIA:

Se sabe que S. suis es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, que posee

una capsula con determinantes antigénicos que permite la identificacion de los
35 serotipos, siendo el serotipo 2 el que se aisla mayormente en cuadros de
meningitis, tanto en cerdos como en humanos; aunque algunas cepas aisladas de

casos clinicos se han denominado como no tipificables, ya que no presentan estos
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determinantes antigénicos (Polisacaridos de la capsula). El serotipo 2 también es
responsable de infecciones graves en los seres humanos, especialmente en las
personas que estan en contacto cercano con los cerdos o productos de carne de
cerdo [Gottschalk, 2004|. Aislamientos de cepas reaccionantes con los antisueros
tipo 1 y 2 fueron catalogados como tipo capsular 1/2. Se han descrito 35
serotipos diferentes basandose en los polisacaridos capsulares [Higgins, et al,
1999], y con ayuda de las herramientas moleculares se han podido establecer con
mas precision estos serotipos.

S. suis crece en agar sangre (A.S.) de cordero como pequefias colonias a-
hemoliticas en con un diametro de 0,5-1 mm, grisaceas o transparentes y
levemente mucoides; en la tincion de Gram se observan cocos que pueden
aparecer aisladas, en pares y en cadenas cortas, es anaerobio facultativo,
inmovil, catalasa negativo, oxidasa negativo, presenta metabolismo fermentativo
produciendo acido a partir de algunos azlUcares como el Manitol, Amilasa
Positivo, VP negativo, NaCl positivo [MacFadin, 2000]; es resistente a optoquina.
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 [Norton,et al.,1990].
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 polisacarido, transporte capsular,
factores de restriccion de hierro, suilisina, proteinas asociadas a la virulencia,
varias enzimas, sistema arginina desaminasa y proteinas de unién IgG [Fittipaldi,

et al., 2012; Higgins, et al.,1993].

1.3 FACTORES DE VIRULENCIA:

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 de virulencia se han descrito, incluyendo
la capsula [Norton, et al.,,1990], MRP (proteina liberada por la muramidasa) y EF
(factor proteico extracelular), suilisina y adhesinas [Fittipaldi, et al., 2012;

Wisselink, et al., 2000].
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Muchos cerdos adquieren la infecciéon de S. suis por ambas vias vertical y
horizontal. Los animales generalmente portan al microorganismo en sus tonsilas
y muchos de ellos no desarrollan la enfermedad (animales portadores).
Inversamente algunos lechones pueden desarrollar eventualmente bacteremia,
septicemia y/o meningitis debido a la diseminacion de S. suis de tonsilas y/o
otras superficies, comtinmente cuando los anticuerpos maternos decrecen. Mas
especificamente, para causar enfermedad la bacteria debe atravesar barreras
epiteliales, ingresar y sobrevivir en sangre, invadir diferentes 6rganos y causar
una inflamacion exacerbada. En humanos se cree que la infeccion se adquiere
por medio de heridas en la piel o por via oral seguido de la colonizacion,
invasion, bacteremia y septicemia con o sin meningitis, pero estos procesos

dependeran de cada individuo y de la cepa de S. suis [Fittipaldi, et al., 2012].

1.3.1 Colonizacion: adherencia e invasion de superficies epiteliales.

El mecanismo temprano utilizado por S. suis para colonizar al hospedero es poco
conocido, el patégeno puede sobrevivir en las tonsilas del cerdo por periodos
prolongados. En cerdos el tejido linfoide tonsilar esta recubierto por epitelio
mucoso, particularmente el area de superficie palatina esta incrementada
marcadamente por invaginaciones epiteliales profundas dentro del tejido linfoide
formando numerosas criptas ramificadas. Es posible que después de la adhesion
y la invasion de células epiteliales en las tonsilas, las bacterias permanezcan
escondidas del sistema inmune. Sin embargo, aun es descocido como S. suis
permanece en las tonsilas del cerdo sin signos clinicos, pero puede cruzar la
primer linea de defensa del hospedador para iniciar la enfermedad [Fittipaldi, et
al, 2012].

La hipotesis mas aceptada es, que el patégeno alcanza el epitelio mucoso en el
tracto respiratorio superior de los cerdos mientras que, en humanos, S. suis
puede interactuar con células epiteliales ya sea en la superficie epidérmica o en el
intestino (ruta oral de infeccion), aunque la adhesion bacteriana y la invasion de
las células epiteliales no es necesariamente sinonimo de colonizacién, sin

embargo estan asociadas con los primeros pasos de la colonizacion por los
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interaccion entre S. suis y las células epiteliales, con excepcion de las células
epiteliales del plexo coroideo. Se ha reportado que las cepas virulentas de S. suis
pueden adherirse a las células epiteliales del tracto respiratorio de los humanos
[Fittipaldi, et al., 2012].

Las adhesinas de S. suis estan cubiertas por el Polisacarido Capsular (CPS), ya
que mutantes de S. suis deficientes en CPS se adhieren mejor que la cepa
capsulada a las lineas celulares porcinas, caninas y humanas. Bonifait, et al,
2010 determinaron que S. suis tiene una baja regulacion de la expresion de CPS
durante las etapas tempranas de la infeccion en respuesta a senales del medio
ambiente, resultando en una mejor interaccion entre las adhesinas bacterianas y
los receptores del hospedero, pero sugieren realizar mas estudios al respecto
[Bonifait, et al., 2010]. La capsula del S. suis tipo 2 esta compuesta de ramnosa,
galactosa, glucosa, N-acetilglucosamina y acido sialico, éste ultimo parece que
aumenta su capacidad invasiva en el encéfalo. El acido sialico puede también
conferir proteccion frente a la ruta alterna del complemento y protege a la
bacteria de la fagocitosis [Arends, y Zanen, 1988; Fittipaldi, et al., 2012].

S. suis interactiia con los componentes de la matriz extracelular (CME) tal como
la fibronectina y el plasminogeno, en estudios experimentales se determiné que la
fibronectina se une a la proteina FBps y que en realidad esta union entre ella no
es requerida para la colonizacion de las tonsilas pero que puede jugar un papel
en la colonizacion de 6rganos especificos involucrados en la infeccion de S. suis.
Las enolasas en la superficie de los patégenos bacterianos permiten la union
bacteriana al plasminogeno. La enolasa de S. suis se une no solo al plasminoégeno
sino también a la fibronectina. Otras proteinas de S. suis han sido identificadas
como adhesinas incluyendo a la GAPDH (deshidrogenasa gliceraldehido 3-fosfato)
de 39 kd. La contribuciéon de GAPDH a la virulencia de S. suis aun esta por ser
caracterizada, sin embargo, se ha reportado que S. suis incrementa la regulacion
de la expresion del gen que codifica esta proteina in vivo en diferentes organos
porcinos; ademas, GAPDH ha mostrado ser altamente inmunogénica en cerdos.
La invasion de las células epiteliales puede solo ser un paso adicional en la

colonizacion, sin consecuencias adicionales, sin embargo, la invasion de células
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sistémica. Por otra parte la invasion de las células epiteliales diferentes a CPEC
(Células Epiteliales del Plexo Coroideo) por S. suis serotipo 2 es ain controversial.
También es conocido que S. suis posee la hemolisina de 54 kd que es una toxina
que actua sobre el colesterol de la membrana de células eucariontes sin embargo
las cepas que no producen suilisina son también capaces de alcanzar el grupo
sanguineo y diseminarse.

Por otro lado la inmunidad mediada por IgA juega un papel importante en la
defensa contra los patégenos mucosales recurrentes; las bacterias productoras de
IgA-proteasa pueden superar esta defensa por la limitacion de la cantidad de IgA
funcional. Se ha reportado recientemente que algunas cepas de S. suis producen
una proteasa IgAl capaz de romper eficientemente a la IgA humana. Por lo que,
esta proteasa puede jugar un papel importante en la patogénesis.

S. suis puede colonizar tonsilas por un largo periodo de tiempo [Fittipaldi, et al.,
2012], muchos patogenos bacterianos utilizan una estrategia de biopelicula para
sobrevivir a condiciones no favorables y Bonifait, et al., 2010 demostraron que
cepas de S. suis capaces de inducir la produccion de biopelicula tienen una
disminucién de la expresion de genes involucrados en la biosintesis de la

capsula [Bonifait, et al.,, 2010].

1.3.2 Sobrevivencia en sangre y diseminacion:
Como fue mencionado antes, la invasion celular puede ser considerada el primer

paso del desarrollo de enfermedad sistémica. Se ha propuesto que S. suis puede
llegar a la circulaciéon sistémica primariamente a través de las tonsilas, después
de la adhesion e invasion de células epiteliales. Una vez que S. suis alcanza
tejidos profundos y/o torrente sanguineo esta sujeta a la accion de células
fagociticas del sistema inmune innato. Sin embargo en la ausencia de
anticuerpos especificos S. suis es capaz de resistir la fagocitosis y persistir en la
sangre a elevadas concentraciones con respuesta inflamatoria. La sobrevivencia
bacteriana depende en gran medida de la produccion CPS, ha sido ampliamente
documentado que el CPS protege a S. suis de la fagocitosis de los neutrofilos y

monocitos macrofagos (Fig. 1). El acido sialico también esta implicado en la
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adherencia de S. suis para monocitos (evasion de fagocitosis) generando una
hipotesis tipo “un caballo de Troya;” gracias a este sistema el patéogeno puede
viajar a través de la sangre asociado con las células fagociticas (Fig. 1).

Se ha visto que las cepas que tienen suilisina parecen beneficiarse de los efectos
toxicos de esta hemolisina para los monocitos y neutrofilos. Por otra parte parece
que la suilisina reduce la fagocitosis y la muerte de S. suis (Fig. 1). También es
capaz de afectar el reclutamiento de neutréfilos por la degradacion de IL-8,
presuntamente por la produccion de una serin-proteasa (Fig. 1). [Fittipaldi, et al.,
2012].
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Fig. 1 Factores de virulencia de S. suisy la respuesta inmune en el hospedero.
[Fittipaldi,et al.,2012].
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1.3.3 Invasion al SNC y meningitis:

Si la muerte por sepsis o sindrome de shock toxico no ocurre, pero el nivel de
bacteremia sigue siendo alto, S. suis puede causar meningitis. En algunos casos
la bacteremia puede ser inaparente y la meningitis puede presentarse
repentinamente. Como otros patogenos de la sangre S. suis debe atravesar
Barrera Hematoencefalica (BBB) y/o fluido cerebro espinal (CSF) para causar
infeccion en SNC. La BBB es anatomicamente y funcionalmente una barrera que

separa el cerebro del compartimento intravascular y mantiene la homeostasis del
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SNC. El principal tipo de células presentes en la BBB son las células endoteliales
microvasculares (BMEC).La adhesion, pero no la invasion, de células humanas de
BMEC ha sido demostrada para S. suis; aunque los factores involucrados en la
adhesion no han sido completamente elucidados. La participaciéon del CPS es
considerada poco probable. Vanier, et al., 2007 reportaron la invasiéon primaria de
BMEC porcinos. S. suis sobrevivio hasta 7 hrs en BMEC porcinos, esto es un
hallazgo interesante ya que un elemento crucial para el desarrollo de la
meningitis es la capacidad que tiene el patogeno para cruzar BBB (Fig. 2). Vanier,
et al.,, 2007 también observaron la invasion primaria de BMEC porcinas, lo que
sugiere que los CPS de S. suis interfieren con la adhesion y la capacidad de
invasion del patégeno ya que la capsula no permite la interaccion entre S. suis 'y
la célula del hospedero. Se cree que muchos componentes del suero pueden
tener participacion en las interacciones entre S. suis y las BMECs, pero soélo la
fibronectina ha demostrado un papel importante en esta interaccion (Fig. 2).
También se ha demostrado que la suilisina no es relevante para la invasion de
BMEC porcinas. Otros estudios han demostrado que S. suis es capaz de inducir
la secrecion de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas para BMEC humanos y
porcinas; los componentes responsables de la respuesta inflamatoria exagerada

no se conocen con precision aun [Fittipaldi, et al., 2012].
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1.4 EPIDEMIOLOGIA:
El hospedero natural de S. suis es el cerdo; en este se puede aislar de tonsilas y
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cavidades nasales principalmente, asi como en el tracto digestivo y genitales. Se
han investigado diferentes mecanismos de transmision de S. suis, aunque
algunas caracteristicas importantes dentro de la epidemiologia de la infeccion
siguen sin estar claras. Es bien sabido que la mayoria de los cerdos son
portadores de multiples serotipos y que el microorganismo esta en el tracto
respiratorio superior y que en las cerdas puede aislarse de sus secreciones
vaginales. El no poder eliminar la infeccion en lechones destetados
tempranamente y medicados han llevado a la hipotesis de que los animales son
colonizados en una etapa temprana de su vida. S. suis puede afectar a
practicamente todas las fases de la produccion del cerdo, aunque la
susceptibilidad suele ir disminuyendo con el tiempo tras el destete. La mayoria de
los procesos infecciosos 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
[Gottschalk, 2012]. Aunque los primeros datos sugieren una falta de transmision
vertical, y que la contaminacion de los lechones durante su transito a través del
canal vaginal es posible, se ha propuesto que la cesarea es probablemente el
unico método que se puede utilizar para tener animales libres de S. suis, aunque
esta posibilidad esta lejos de que se pueda realizar. 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.

La situacion puede ser mas grave si los cerdos son criados bajo condiciones que
causen estrés y por lo tanto un supresion inmune [Staats, et al.,, 1997]. Ademas
de la transmision vertical, también se ha demostrado la transmision aérea en una
distancia de al menos 40 cm, sin contacto de nariz a nariz [Cloutier, et al., 2003].

En la Tabla 1 se resume el trabajo realizado por Clifton-Hadleyand MR y Enright.,
1984 para evaluar la supervivencia de S. suis, bajo diferentes condiciones como lo
fue: polvo, heces de cerdo, cadaveres en descomposicion, agua y otros materiales
que no contenian materia organica, el trabajo realizado tinicamente se enfocé a la
evaluacion de la viabilidad de S. suis serotipo 2. [Clifton-Hadley, y Enright.,
1984]:
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Tabla 1. Viabilidad de S. suis. [Clifton-Hadley, y Enright, 1984].

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 EN 4 °C 6 semanas
DESCOMOPOSICION 22-25 °C 12 dias
AGUA 4 °C 1-2 semanas

CUALQUIER MATERIAL
(SIN MATERIA desinfectantes < 1 minuto
ORGANICA) Temperatura ambiente

En paises como Hong Kong, Vietnam, China se ha estudiado S. suis y se ha
determinado que es zoonotico se sabe que también puede transmitirse por medio
de fomites o indirectamente por ejemplo aves, ratones o perros [Higgins, et al,

1999].

1.5 PATOGENIA:

Se conoce que la mayoria de los cerdos son portadores de multiples serotipos en

su tracto respiratorio superior [Monter, et al., 1993; Higgins, et al., 1999].

La infeccion producida por S. suis en cerdos produce neumonia, poliserositis,
endocarditis, artritis y meningitis, principalmente en lechones desde las dos
semanas de edad, pero es mas comun en cerdos recién destetados [Wissenlink, et
al., 2000]. En Hong Kong, Canada, Holanda, Francia, Inglaterra, Nueva Zelanda,
Bélgica y Alemania, es considerado como un importante agente zoonotico; se
considera que los serotipos 2, 4, y 14 son los causantes de meningitis en

humanos [Wissenlink, et al., 2000; Trottier, et al., 1991], sobre todo en granjeros,

10
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carniceros, trabajadores de rastro, personal de industrias carnicas y médicos
veterinarios [Brenton, et al.,, 1986],sin embargo, existen otros paises donde no se
ha notificado S. suis como agente zoonético debido a que la enfermedad es
subdiagnosticada o es confundida con otros agentes

S. suis puede penetrar en el organismo por via cutanea a través de cortes y
abrasiones, por via 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 conferida por anticuerpos maternales disminuye), en general

asociada a situaciones de estrés [Higgins, et al., 1990].

S. suis coloniza las vias respiratorias altas del cerdo, considerandose que tras los
primeros 5 dias de vida del animal este hecho ya ha tenido lugar. La transmision
vertical de S. suis se ha demostrado por la determinacion de los serotipos
aislados tanto en la madre como en la camada. Fittipaldi, et al.,, 1990 y Higgins,
et al., 2012 proponen que los 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
citocinas por la linea monocitos/macréofagos que, en el caso de procesos
meningiticos, conduce a un infiltrado inflamatorio y a una mayor permeabilidad
que aumenta la presion intracraneal, danando neuronas y contribuyendo a los

signos de enfermedad nerviosa [Higgins, et al., 1990; Fittipaldi, et al., 2012].

La patogénesis de S. suis no esta del todo clara aun. Una vez en el torrente
sanguineo, las bacterias son capaces de alcanzar el SNC. En efecto, S. suis se
aisla con frecuencia del cerebro de los cerdos enfermos con signos clinicos de la
meningitis [Vanier, et al., 2007].

Las cepas virulentas del S. suis tipo 2 tienen la habilidad de pasar la barrera
hematoencefalica y llegar al liquido cefalorraquideo en macréfagos. Una de las

rutas al cerebro y a las articulaciones puede ser el flujo sanguineo; se ha

11
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demostrado que en ausencia de opsoninas especificas, el S. suis tipo 2 puede ser
fagocitado pero no destruido por los monocitos, los cuales migran a las
superficies serosas, a las articulaciones y a través de los plexos coroideos para
convertirse en macrofagos locales.

Una brecha crucial en el conocimiento es el mecanismo por el cual las bacterias
entran en el sistema nervioso central. Recientemente, se ha demostrado la
capacidad de S. suis serotipo 2 para unirse a y penetrar PBMECs (células
endoteliales microvasculares de cerebro porcino inmortalizadas) y Tenenbaum, et
al., 2005 demostraron en un modelo in vitro que S. suis induce una pérdida de la
funcién en la barrera sangre-fluido cerebroespinal. Por lo tanto, la identificacion
de los mecanismos utilizados por S. suis para ganar acceso en el SNC pueden
tener un impacto significativo en la comprension de la patogénesis de la
meningitis causada por esta bacteria [Vanier, et al.,, 2007].

Los factores de virulencia se han relacionado con constituyentes de la capsula y
pared celular y por la secrecion de sustancias toxicas [Blume, et al., 2009].
Parece clara la relacion de tres proteinas con la virulencia de las cepas de S. suis
tipo 2 MRP (Proteina Liberadora de Muramidasa), EF(Factor Externo) y suilisina
(hemolisina). En estudios realizados en Espana, han observado que el 36.5 % de
las cepas de S. suis aisladas de casos clinicos tenian la 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 estreptococicas

[Smith, et al.,1997].

1.6 VIRULENCIA:

El primer paso de S. suis en la colonizacion es la adhesion de la bacteria a células

del tracto respiratorio del cerdo, de la misma manera que en humanos, se
adhieren al epitelio del intestino, esto debido a las adhesinas (enolasas, GAPDH)
que posee para posteriormente interactuar con los componentes de la matriz
extracelular, este paso es relevante para que la bacteria pueda realizar la invasion
de las células epiteliales; la sobrevivencia del microorganismo depende de CPS y
del acido sialico que posee para prevenir que sea fagocitada por los neutrofilos o

macrofagos. En Asia S. suis, en periodos cortos de tiempo ha tenido una

12
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progresion rapida en los pacientes enfermos ya que una vez que colonizo e
invadi6, estimula la secrecién de citocinas pro-inflamatorias y de TNF-a, lo que
conlleva a una inflamacion exacerbada y que en algunos casos provoca un
choque séptico. Los animales colonizados albergaran la bacteria en sus tonsilas;
algunos animales so6lo seran portadores sanos y nunca desarrollaran la
enfermedad, mientras que otros presentaran bacteremia, algunas veces
septicemia y finalmente meningitis. Por esto, en estos casos, la bacteria deberia
viajar a través del torrente sanguineo y alcanzar el SNC [Gottschalk, y Segura,

2000].

Cuando S. suis coloniza SNC y se produce una meningitis, la muerte por sepsis o
el choque toxico no ocurre, la hipotesis mas aceptada hasta el momento es que
hay una baja regulacion de la capsula para exponer las adhesinas, estas se
adhieren a las BMEC y la suilisina provoca la apoptosis de las células cerebrales
el trafico constante de bacterias y leucocitos genera la inflamacion que se refleja

en la meningitis (Fig. 2) [Fittipaldi, et al., 2012].

1.7 DIAGNOSTICO:

El diagnostico presuntivo de una infeccion 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 microscopicas en tejidos afectados. También se utiliza la
aglutinaciéon con antisueros especificos para cada uno de los 35 serotipos,
aunque puede haber reacciones cruzadas entre serotipos; por lo que las
herramientas genéticas son de gran ayuda para diferenciar y caracterizar a S.
suis, se ha hecho uso de la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), RFLP
(Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion), FD (Huella Dactilar
Genomica), esta ultima ha permitido identificar y caracterizar cepas de S. suis,
aislados en granjas provenientes de animales enfermos o sanos. Las técnicas
moleculares actualmente solo se utilizan solo con fines de investigacion. [Straw,
etal, 1999].

13
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La identificacion de S. suis se realiza con métodos bacteriolégicos y
serotipificacion con antisueros, estos métodos son muy laboriosos y los
resultados pueden ser ambiguos o inconclusos. Asi la deteccion y control de
infecciones por S. suis depende de la disponibilidad, precisién y rapidez de estas
pruebas de diagnostico [Okwumaba, et-al., 2003].

La identificacion presuntiva basada en algunas pruebas bioquimicas (VP, y NaCl
al 6.5%) pueden ser acertadas para casi todos los tipos capsulares de S. suis
[Streptococcus suis. Retrato microbiolégico. 2012]. Lo que se recomienda es que
estas pruebas bioquimicas sean complementadas con una serotipificacion
confirmativa [Zigong, et al, 2009]. La serotipificacion es aun una parte
importante del diagnostico rutinario. Esta puede ser realizada mediante
diferentes técnicas, pero muchos laboratorios han adoptado la técnica de
coaglutinacion. La serotipificacion es un método basado en los antigenos
polisacaridos capsulares es un procedimiento de deteccion e identificacion de
microorganismos basado en las caracteristicas de las moléculas que se
encuentran en la superficie de las bacterias. El inconveniente de la técnica de
serotipificacion es que las cepas que no estan capsuladas no pueden identificarse
ni caracterizarse con este método, a este tipo de cepas se les denomina cepas no
tipificables. Para este tipo de cepas es muy util el uso de técnicas moleculares
como PCR [Zigong, et al., 2009]. En la Tabla 2 se muestra como se prepara la
mezcla de antisueros polivalentes obtenidos de conejos y el contenido de

antisueros monovalentes por cada grupo para su preparacion:
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Tabla 2. Antisueros para serotipificacion

Grupo Mezcla de antisueros
monovalentes

1,2,3,4,5,6
7,8,9, 10, 11, 12
13, 14, 15, 16, 17, 18

20, 21, 22, 23, 24
25, 26, 27, 28 STREP SUIS [POOLS 1 A 3]

O a1 A WO

29, 30, 31, 32, 33, 34

Una vez determinado el grupo (1, 2, 3, 4, 5, 6 6) al que corresponde el aislado este
se hace reaccionar con los antisueros monovalentes contenidos en ese grupo para
que asi finalmente se determiné el serotipo de la cepa. [Datos tomados de Groupe
de Recherche sur les Maladies Infetieuses du Porc et/and Centre de Reserche en

Infectiologie Porcine 2013].

Okwumaba, et al, 2003 clonaron el gen que codifica para la glutamato
deshidrogenasa (gdh) de S. suis tipo 2, ellos observaron que como otras GDS’s, el
gen del S. suis es altamente conservado y tiene una tasa de mutacion muy baja
en relacion con otros genes. Con ayuda de esta técnica a la que se le denomino
PCR-gdh se puede identificar el S. suis aislado sin importar el serotipo, si es
tipificable o no ni el origen geografico por lo que se ha utilizado con fines
epidemiolégicos el producto de esta reaccion es de 680 pb. durante los ultimos
anos se ha utilizado como una técnica de diagnéstico rapida y confiable en
muestras provenientes de animales sanos, enfermos y también es funcional para
los casos en humanos; siendo una técnica atractiva para su uso en laboratorios
clinicos y para estudios de epidemiologia. La ventaja de esta técnica es que es
rapida, sensible para caracterizar cepas S. suis sin importar si la cepas es

tipificable o no [Okwumaba, et al., 2003].

Debido a la complejidad para serotipificar las cepas de S. suis Okura, et al., 2014

desarrollaron una PCR multiplex de dos pasos para caracterizar cepas S. suis;
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secuenciaron y analizaron un grupo de genes de los 35 serotipos y reportaron que
31 serotipos (3 al 13 y 15 al 34) poseen genes especificos de cada serotipo y que
los serotipos 1y 14y 2 y 1/2 fueron casi idénticos. La primer PCR (Grouping
PCR) detecta genes conservados en multiples serotipos y clasifica las cepas en
siete grupos de genes cps a los cuales les denominaron grupo de homologia (HG)
de S. suis se han analizado con anterioridad indicando que, este grupo de genes
cps estan agrupados en el mismo locus del cromosoma. Se les ha asignado un
numero (I, II, III, IV, V, VI, VII) en esta etapa de la identificacion se realizo la
Grouping-PCR para poder asignar a que HG corresponde la cepa analizada; es
importante aclarar que cada HG incluye serotipos especificos de S. suis se
muestran en la tabla 3 por lo cual es necesario realizar la Typing-PCR para
determinar el serotipo de la cepa. La segunda PCR (Typing PCR) detecto genes cps
especificos para cada grupo e identifica el tipo cps de la cepa (Serotipo) [Okura, et
al., 2014].

Tabla 3. Serotipos incluidos en cada grupo de homologia (HG) [Okura, et al,
2014]

Grupo cps I II III IV \Y VI VII
9,10

4,5,7,| 8,15 S 1o | 31

1, 2’ 1/2, 6, 21, 28, ’ ) ’ ) ? ]_]_, ].2a ’

SEROTIPOS | 3,13, 18 | 4" 100" | 59 30 | 17,19,] 20,22, |, 000" | 32,

23 25 23 | 34

1.8 TRATAMIENTO:

Un gran numero de antimicrobianos han sido utilizados en el control de este
microorganismo en granjas de todo el mundo. En los ultimos anos se ha
observado un incremento en la resistencia a los farmacos mas comunmente
usados como los son los macrolidos y tetraciclinas. Esto ha hecho dificil poder
instaurar una terapia antimicrobiana eficaz sin antes realizar la prueba de
sensibilidad. El fenémeno de la resistencia a los antimicrobianos por parte de los

agentes causales de enfermedades infecciosas en los animales incide
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el desarrollo de la resistencia a los mismos y como consecuencia el tratamiento y

control se hace complicado. [Aarestrup, et al., 2008].

Baez, et al 2012 probaron algunos antibidticos in vitro: penicilina G 10UI;
ampicilina/sulbactam (20ug); norfloxacina (10ug); gentamicina (10ug);
eritromicina (15ug); oxitetraciclina (30ug); espectinomicina (10ug); cloranfenicol
(30ug); cefalotina (30ug) y sulfametoxazol/trimetoprim (25ug). Y demostraron que
el 68,75% de los S. suis aislados a partir de pulmones de cerdos con lesiones
neumonicas mostraron resistencia entre un 25 y 90% para Penicilina,
Norfloxacina, Cefalotonina, Eritromicina, Oxitetraciclina, Spectomicina,
Cloranfenicol. También se observaron valores de resistencia entre 1 y 24% para
SAM (ampicillin/sulbactam), SXT (sulfametoxazol/trimetroprim) y no se encontr6
100% de sensibilidad ante ninguno de los antimicrobianos evaluados. En general,
los B-lactamicos mostraron eficacia in vitro frente a S. suis, incluso se describe
que la resistencia a las penicilinas en cepas del mismo serotipo no es frecuente
[Baez, et al, 2010]. De acuerdo a estudios realizados por Baez, et al, 2010
reportaron que el porcentaje de sensibilidad a la eritromicina in vitro fue de un
56,25 %, aunque Tarradas, et al., y Martel, et al, no recomiendan el uso de
macrolidos en el tratamiento de este tipo de agente por los resultados obtenidos
en sus investigaciones. Por otra parte esta familia de antibi6ticos parece inhibir la
sintesis de polisacaridos y de esta manera, degradarian la proteccion de la
superficie de formaciones de biopeliculas. Estos antimicrobianos podrian tener
un efecto inmunomodulador logrando impedir senales bacterianas [Aarestrup, et

al.,2008].

El cloranfenicol, farmaco del grupo de los fenicoles tiene buena actividad frente a
microorganismos Gram positivos, ademas es capaz de alcanzar concentraciones
altas en liquido cefalorraquideo, por lo que se usa en el tratamiento de meningitis
asociada a cepas altamente virulentas del serotipo 2. El uso de los antibi6ticos es
irremplazable en la terapéutica de las enfermedades producidas por S. suis y su

forma de administracion depende de la epidemiologia de la infeccion. La variedad
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de patrones de resistencia identificados, corroboran la emergencia de esta
problematica, lo cual es de gran impacto para la salud animal y humana

considerando el potencial zoonético de esta entidad [Baez, et al.,, 2012].
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Las infecciones causadas por S. suis particularmente en los ultimos 15 afos se
consideran como uno de los problemas a nivel mundial de la industria porcina
causando pérdidas por mas de 300 millones de délares anuales en Estados
Unidos; el hospedero natural de S. suis es el cerdo en el cual se ha aislado del
tracto respiratorio, especialmente las cavidades nasales y en las tonsilas. Las
enfermedades que estan asociadas en el cerdo con septicemia, meningitis,
endocarditis, artritis y muerte subita; ademas de que en los ultimos afios se han
incrementado las especies mamiferas incluidos los humanos; el primer caso de
infeccion por S. suis en humanos se dio a conocer en 1968 en Dinamarca; y
desde entonces, un numero cada vez mayor de casos han sido documentados;
algunos de los sintomas que se presentan son: fiebre, nausea, vomitos,
hemorragia subcutanea, septicemia, coma en casos severos, aunque el sintoma
mas frecuente es la meningitis que a menudo se complica con sordera y ataxia.
La asociacion mas frecuente de infeccion esta considerada con personas que
trabajan manipulando cerdos. La situacién actual en México es que no hay
suficientes estudios del papel que juega el cerdo en la posible transmision del S.
suis al humano ni de la presencia de serotipos presentes en las granjas
mexicanas. Por lo que el objetivo de este proyecto es tener una perspectiva de la
presencia del S. suis a través del aislamiento y caracterizacion de cepas y de esta
manera determinar si S. suis esta implicado en casos clinicos tanto en humanos
como animales. Se realizara una comparacion de cepas aisladas en cerdos y
humanos para contar con mas informacion sobre la presencia y la variante de
serotipos presentes en algunas granjas de la Republica Mexicana. Debido a la
complejidad para realizar la caracterizacion de cepas de S. suis cuando se hace
uso de las técnicas de bacteriologia y serotipificaciéon con antisueros, en el
presente trabajo se realizé dicha caracterizacion utilizando biologia molecular la
cual consistié en utilizar en una primera etapa una PCR-gdh para determinar
aislados positivos a S. suis seguida de una PCR multiplex (Método PCR-multiplex
cps-typing) para determinar por medio de la Grouping PCR a cual de los siete
grupos de homologia (HG) correspondieron y finalmente con la Typing-PCR se

determino el serotipo de la cepa aislada.
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3.0 HIPOTESIS:

Se sabe que S. suis tiene 35 serotipos diferentes, siendo el hospedero natural el
cerdo. Si se determina la presencia de S. suis en animales clinicamente sanos,
enfermos y humanos, entonces se determinara la presencia de portadores sanos,
asi como la presencia de este patéogeno en cerdos enfermos y la posible

transmision a humanos (zoonosis) en México.

4.0 OBJETIVOS:

GENERAL:

B Caracterizar cepas de S. suis provenientes de granjas porcinas con ayuda
de técnicas bacteriologicas y PCR. Para determinar los serotipos
presentes en estos lugares y saber si son los mismos que afectan a los

cerdos y al personal que labora en estos lugares.

PARTICULARES:

B Llevar a cabo el aislamiento y la identificacion bioquimica de

Streptococcus aislados.

B Caracterizar las cepas de S. suis a través de PCR-gdh y PCR-multiplex y
también con ayuda de antisueros especificos, para saber cuales son los
serotipos presentes en las granjas de México, tanto en animales como en

el personal.
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5.0 MATERIAL Y METODOS:

La metodologia general utilizada se describe a continuacion en el punto 5.1 en

un diagrama, la metodologia desglosada se presenta mas adelante.

5.1 METODOLOGIA GENERAL:

Bealizar muestreo en
granjas porcinas.
Tomar muestras de

personal v animales
Delimitar la zona
del muestreo
Aislamiento e
identificacion
bacteriana
PCR-Grouping
PCR-Typing Streptococcus
PCR gdh
Strepiococecus
suis
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Se establecieron tres grupos,
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el primer grupo correspondié6 a muestras

provenientes a cerdos enfermos, el segundo grupo a muestras provenientes de

animales sanos y el tercer grupo a muestras de exudados faringeos del personal

que labora en granjas mexicanas, la metodologia se describe en el diagrama de

acuerdo a cada grupo.

CERDOS

v

ENFERMOS

Y

Muestras de organos
mtemos
(Dependiende del estzdo
de salud del anmal)

'

Adslamiento Agar Sangre
(o-hemolificos)

Aislamiento Agar Sangre
{o-hemoliticos)

Y

Bioquimicas primarias

'

Streptococcus

PCR-Grouping

-

PCR-Typing

L4

Bioquimicas primarias

Y

Streptococcus

HUMANOS

4

Exudado faringeo

Y

Aislamiento Agar Sangre
{(u-hemoliticos)

Y

Bioguimicas primarias

PCR-Grouping

'

PCR-Typing

L

Tensilas
negativas

Dezeche

:

Strepiococcus Muestras
negativas
|
¥ v
P ml Identificacion
microorganismos.
L 4
S. suis.
Y
PCR-Grouping
PCR-Tvping
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B Granjas de estado de Guanajuato:
La Piedad Michoacan.
Abasolo (2 granjas).
Pénjamo (2 granjas).
B Granjas de Puebla:
Atlixco (1 granja).
B Granja del Estado de México:
Texcoco (1 granja).
B Granjas de Veracruz:
Pénjamo (1 granja)
El nimero de muestras en cada granja fue por oportunidad para cada grupo.

5.4 TOMA DE MUESTRAS Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS:

5.4.1. GRUPO DE LOS CERDOS SANOS:
5.4.1.1 Toma de muestra: El total de muestras obtenidas en este grupo fue

de 85 tonsilas.

1.- Seleccion de animales (aparentemente sanos).

2.-Se realizé necropsia a los animales para obtener las tonsilas de los mismos.

3.- Con la precaucion de saber que no estaban enfermos.

4.-Una vez retiradas las tonsilas estas se colocaron en un contenedor limpio y se
mantuvieron a 4 °C, en su estancia dentro de la zona del muestreo.

S.-Para su traslado se mantuvieron en hieleras

6.-Se procesaronen el laboratorio.

5.4.2. GRUPO DE LOS CERDOS ENFERMOS:
5.4.2.1. Toma de muestra: 77 muestras fueron analizadas en este grupo

1.- Seleccion de animales.

2.- La seleccion de animales se realizo de acuerdo al estado de salud
quepresentabanlosanimales.

3.-La muestras trabajadas fueron: 26 de encéfalo, 12 de pulmén, 29 de corazoén,
7 de tonsila, 2 de LCRy 1 de cerebro. Muestras de animales diferentes.

2.-Se realiz6 necropsia a los animales para obtener los 6rganos de los mismos.
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3.-Una vez retirados los 6rganos estos se colocaron en un contenedor limpio y se
mantuvieron a 4 °C, en su estancia dentro de la zona del muestreo.

4.-Se mantuvieron en hieleras para su traslado y posterior proceso en el
laboratorio.

5.4.3. GRUPO DE LOS HUMANOS:

5.4.3.1 Toma de exudados faringeos. Se tomaron 60 muestras a diferentes
trabajadores
1.- Con ayuda de un hisopo de algodon se tomo la muestra de la faringe del

paciente.
4.- Una vez obtenida la muestra se colocé el hisopo en medio de Transporte

Stuart.
5.- Las muestras se refrigeraron a 4 °C hasta su traslado al laboratorio.

6.- El transporte de muestras se realizo en una hielera con refrigerantes.

5.5 PROCESO DE LAS MUESTRAS:

Las muestras provenientes de los cerdos se maceraron con PBS estéril; y al igual
que los exudados faringeos estos se sembraron en A. S (Agar Sangre) al 5 % se
incubaron a 37 °C durante 24 hrs. Se seleccionaron las colonias o -hemoliticas,
cocos Gram positivos con agrupacion en cadenas, catalasa negativo, oxidasa
negativo. Se realizo la purificacion de las colonias caracteristicas en medio agar
BHI. Se conservaronlos microorganismos pertenecientes al género Streptococcus.

Posteriormente se realiz6 la PCR-gdh para S. suis; seguida de la Grouping-PCR;
posteriormente se realizo6 una Typing-PCR para determinar a que serotipo
correspondié cada aislado. Algunos de los aislados fueron sometidas también a

una serotipificacion con antisueros especificos para S. suis.

NOTA:

Se realizé una estancia de investigacion para poder llevar a cabo los
procedimientos que a continuacién se describen en: Groupe de Recherche sur les
Maladies Infectieuses du Porc (GREMIP) et/and Centre de Recherche en

Infectiologie Porcine (CRIP), Faculté de Médecine Vétérinaire; Université de
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Montréal. Québec Canada. Este laboratorio es de referencia internacional para S.

suis.

5. REACCION DE PCR PARA IDENTIFICAR S. suis:

5.6 Extraccion del DNA:

1.-Se utiliz6 un método basado en la lisis por ebullicion.

2.-Se tomaron las colonias que provenian de BHI y se resuspendieron en 100 pL
de agua gradoHPLC.

3.-Se calent6 la suspension a 100 °C durante 20 min. para lisar las células.

4 .-Posteriormente se centrifugo a 13,000Xg durante 2 min.

5.-Se recupero el sobrenadante en un tubo limpio.

6.-Se tomo6 1 pL y se coloco en un tubo limpio para PCR y se adicionaron99 pL de

agua libre de nucleasas.

5.7 Reaccion de amplificacion (PCR-gdh):
1.- El material se limpio con DNA Away. No. Catalogo: #7010 Reino Unido.
2.- Para la reaccion de amplificacion se requiri6 de un volumen total de 50 pL y

se preparé como se describe en la Tabla 4:

Tabla 4. Mezcla para PCR gdh

PCR gdh
Reactivo Vol (uL)

| DNA/ H2O (-) ‘ 1 |
dNTP 2.5 mM 8

| Buffer 10X ‘ S |
Primer JP4 2

| Primer JP5 ‘ 2 |
10X Coral Load Concentrado S

| Taq (5U/uL) \ 0.25 |
H>O libre de nucleasas 26.75
Vol. Total S0

4.-Las condiciones para el termociclador se describen en la Tabla 5:
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Tabla 5. Condiciones del termociclador para PCR gdh.

5 MIN 94°C
1 MIN 94°C
1 MIN 55°C 35 Ciclos
1 MIN 72°C
7 MIN 72°C

S5.- Se utilizé un termociclador Biometra, modelo T-Gradient Thermoblock SER-
087.

6.-Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al
2 % (100 V, 40 min) tenidos con bromuro de etidio y fueron fotografiados.

La secuencia de los primer es JP4 (5 GCAGCGTATTCTGTCAAACG 37y JPS
(5"CCATGGACAGATAAAGATGG 37) No. de referencia GenBank AF229683.1

5.8 Método PCR-multiplex cps-typing

Con este método de PCR, las cepas aisladas de S. suis pueden ser clasificadas a
través de dos pasos, el primer paso es Grouping-PCR y el segundo paso es
Typing-PCR. En la Tabla 8 se muestran las secuencias de los iniciadores
utilizados para Grouping PCR y Typing PCR y los tamanos en pb para cada

producto.

5.8.1 Grouping-PCR:

1.- Limpiar el material con DNA Away. No. Catalogo: #7010 Reino Unido.

2.-Se prepar6 la mezcla de los iniciadores correspondientes a cada uno de los
grupos (16 iniciadores), esto fue para determinar a que grupo pertenecia cada
una delas cepas.

3.- Posteriormente se preparé la mezcla de reaccion para Grouping-PCR la
preparacion se muestra en la Tabla 6, el volumen total de la reacciéon fue de 10 pl
y se utilizo un kit Qiagen multiplex master mix el cual contiene:

Taq DNA Polimerasa, buffer multiplex PCR, mezcla de dNTP's, MgCl,, agua libre

de nucleasas.
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Tabla 6. Mezcla para Grouping-PCR
GROUPING-PCR

Reactivo Vol (uL)

| DNA/ H2O () \ 3 |
2X Qiagen multiplex master S
mix

| PCR Primer mix ‘ 2 |
Vol. Total 10

4.-Las condiciones para realizar la Grouping-PCR se describen en la Tabla 7:

Tabla 7. Condiciones del termociclador para Grouping-PCR
15 MIN 95°C

30 SEG 94 °C
90 SEG 60 °C 30 Ciclos
90 SEG 72 °C

10 MIN 72°C

5.- Se utiliz6é un termociclador Biometra, modelo T-Gradient Thermoblock SER-
087.
6.-Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al

2 % (100 V, 40 min) tefiidos con bromuro de etidio y fueron fotografiados.

5.8.2 Typing-PCR:

1.-El material se limpié con DNA Away No. Catalogo: #7010 Reino Unido.

2.- Posteriormente se prepar6 la mezcla de los iniciadores correspondientes de
acuerdo al grupo correspondiente (I al VII), esta PCR es para determinar el tipo
(Serotipo) de S. suis.

3.- Posteriormente se preparo la mezcla de reaccion para Typing-PCR (tabla 8):
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Tabla 8. Mezcla para Typing-PCR

TYPING-PCR
Reactivo Vol (uL)

| DNA/ H2O () \ 3 |
2X Qiagen multiplex master S
mix

| PCR Master Primer mix ‘ 2 |
Vol. Total 10

5.-Las condiciones para realizar la Typing-PCR se describen en la Tabla 9:

Tabla 9. Condiciones del termociclador para Typing-PCR
15 MIN 95°C

30 SEG 94 °C
90 SEG 58 °C 30 Ciclos
90 SEG 72 °C
10 MIN 72°C

6.- Se utilizé un termociclador Biometra, modelo T-Gradient Thermoblock SER-
087.
7.- Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa

al 2 % (100 V, 40 min) tenidos con bromuro de etidio y fueron fotografiados.

5.9 SEROTIPIFICACION:

Una vez que las muestras fueron sometidas a PCR-gdh y PCR multiplex, solo
aquellas que correspondieron a los serotipos 1, 14 y 2, 1/2 se les realizo la
reaccion de aglutinacion

1.- Se tomé un inoculo abundante de un cultivo puro de S. suis proveniente de
agar BHI y se coloco en una mezcla de PBS con formol al 0.5 %.

2.- Se tomaron 200 uL del antisuero monovalente y se colocaron en una placa de
vidrio posteriormente se agregaron 200 pL de la suspension de S. suis, se mezclo
con un palillo de madera.

3.- La placa se coloco en agitacion durante 60 segundos y se observo con que

antisuero monovalente hubo reaccion.
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NOTA: Para el control negativo utilizéo una mezcla de PBS con formol al 0.5 %. Los
antisueros son obtenidos de conejos.

Tabla 10. Secuencia de los iniciadores (5’a 3°) para Grouping PCR y Typing PCR

Secuencia de iniciadores (5 a 3°) para Grouping PCR y Typing PCR

FRONTAL REVERSO TAMARNO (pb)
Para DE LOS
Grouping PRODUCTOS
PCR
I TGGTTCAAATATCAATGCTC ATTGGTTGTGAGTGCATTG 933
II TCAAAATACGCACCTAAGGC  CACTCACCTGCCCCAAGAC 823
III TGATTTGGGTGAGACCATG CTCATGCTGGATAACACGT 583
IV ACAGTCGGTCAAGATAATCG  TCAGCTTGGGTAATATCTGG 455
\', GGAAAGATGGAGGACCAGC  CCAACCAGACTCATATCCCC 265
Il y VI GATGCCCCAAGCGATATGCC  GGACCAACAATGGCCATCTC 146
GACGCACCAAGTGATATGCC  GGTCCGACAATAGCCATTTC
Para Typing TAMARO (pb)
PCR FRONTAL REVERSO PRSZ:?OS
GRUPO I
3 GGTTTTGATTGGTCTAGTTG CTCTAAAGCTCGATATCTAC 214
13 TATGGTTAAAGGTGGAACTG  CCTTGTATATATTCCCTCCA 408
18 TAATGGGATAGTTGCGTTAC  ATACATAAAGTTGTCCTGCG 617
GRUPO II
2Y1/2 TTAGCAACGTTGCCAATAAG  AATCCTCCATTAAAACCCTG 173
6 GCTCACTATTTTTACATTACAC TATTACTCCGCCAAATACAG 278
1y 14 TTAGACAGACACCTTATAGG  CTAGCTTCGTTACTTGATTC 386
16 AAGGTTATCCACGAAAGATG  TCCGGCAATATTCTTTCAAG 494
27 AGACACTGCTTGCATTATTG TCAGAATTACTTCCTGTTGC 655
GRUPO III
21 TATCATATTGAGAATCTTCCC  TTGCGTAGCATACAAAGTTC 160
28 ATTATGTTGGTTGCAGAAGG  CGACTCAATTGTTGTAGTAG 272
29 TTCTGGGATTTTAGGAATGC CATGAAATACGCACTTGTAC 415
30 TATTGCACTAGCTTCAGAAC TGCATCCATAGTTGTATTCG 568
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TAMARNO (pb)
DE LOS
FRONTAL REVERSO PRODUCTOS
GRUPO IV
a GACTATCTGTATACCCAAAC  TCCTTCCAAGTATTCTCTAG 903
5 ATCTTAGGAATGATTCGGAC  ACCAGATATCTGAGCAAATG 720
7 AACTACCTACCTGAACTTTG  AGTCTAAAAGTGATCGAGTC 566
17 TAGCATCAGTTTATACGAGG  TAGTTTATCTGTGACACACC 455
19 GTGTCGCAAATCAAGTATTG  AAGCTAGTACAACAAGCATG 348
23 TAATGTATGCTCTGTCACTG  AACGAAACGGAATAGTTTGC 221
GRUPO V
8 AAATAAGGTAGGAGCTACTC  ATCCAACCTTAGCTTTCTGT 446
15 ATCGTTTTGAGATTGAGTGG  TAAACGGATTCGGTTACTCA 542
20 TGTGGATTTCTGGGATAATC  TGTGGACGAATTACTACTTG 698
22 GCATTATCAGGATTCTTTICC  CCAATTGGGTGTTCAAAAAG 296
25 GTTTGCTCCGATCATAATAG  CCAGTAAAAGGACTCAATAC 174
GRUPO VI
9 GAAAGTAGGTATATCTCAGC  GGGCTATTAAAACTCCTATC 368
10 TTTCCCATTTGCTTATGGAC  GGAATAAAAACGATTGGGAG 633
11 ATGCGATTGCAACAATTGAC  AGGCATGAGTAATACATAGG 833
12 AACAGGTATTTCAGGATTGC  CTCGGATAAAGATAATCAGC 131
24 TACTGAGATTTATTGGGACG  AAGCGATTGGATTACATTGC 224
26 TTATACCGAAATTTTGTTGCC  CGTCAATCATATAAAGTGGG 472
33 GATGTTTTCAACAGGTGTAC  CAAAGTACCTATTTTCAGCG 710
GRUPO VII
31 ACAATCGTTTCTGCAATACG  GATGAAAACATCGTTGGTAG 842
32 AACCGCTGTTGAATTAAGAG  TTCGTTAGTTGAACTGTTCC 570
34 AAGTTTCATTCGAGGACTTC  GTATATAACACCGCAAGAAG 246
CONTROL INTERNO PARA TODAS LAS PCR
16S rRNA GAGTTTGATCCTGGCTCAG  AGAAAGGAGGTGATCCAGCC  1542-1553
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6.0 RESULTADOS:

6.1 GRUPO DE LOS ANIMALES ENFERMOS (Organos diversos):

En este grupo fueron analizadas 77 muestras de 6rganos diferentes, provenientes
de animales enfermos, 26 de encéfalo, 29 de pulmén, 12 de corazoén, 7 de tonsila,
2 de LCR y 1 de cerebro y de las cuales en 39 muestras se aislaron Streptococcus
provenientes 15 de encéfalo, 15 de pulmén, 7 de corazén y 2 de tonsila, la
morfologia macroscopica en A. S. de bovino al 5 %: fue colonias a-hemoliticas,
redondas, pequenas con borde completo, color blanco a grisaceo y que al realizar
la tincion de Gram estos se observaron como cocos Gram (+) agrupados en
cadenas o pequenas cadenas; catalasa negativo, oxidasa negativo.

Los resultados obtenidos en la PCR-gdh se observan en la Fig. 3, obteniéndose
que de las 39 muestras positivas a Streptococcus, seis muestras resultaron

positivas a S. suis.
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Fig. 3 Geles de agarosa al 2 % PCR-gdh animales enfermos. En el primer carril se
observa el marcador de peso en pb, el segundo carril (C -), tercer carril
(C+)correspondiente a S. suis serotipo 2, del 1 al 39 corresponde a las muestras
de animales enfermos; los numeros 2, 8, 21, 28, 33 y 36 muestras positivas a S.
suis el tamano del producto amplificado fue de 688 pb. Y los carriles 1, 3 al 7,
del 9 al 15, del 16 al 20, del 22 al 27, del 29 al 32, 34, 35 y del 37 al 39
correspondieron a muestras negativas de S. suis provenientes de animales
enfermos.

Posteriormente a las muestras positivas se les realiz6 la Grouping-PCR los
resultados obtenidos se describen en las Fig. 4, Fig. 5 y Fig. 6 con sus respectivos

grupos.

Fig. 4 Gel de agarosa al 2 % Grouping-PCR. El carril uno contiene el Marcador en
pares de bases (pb), en el carril dos el control negativo (C-) en el carril tres el
control positivo (C+) correspondiente al S. suis serotipo 2 los carriles del 1 al 14,
16 y 17 no contienen muestra, el carril nimero 15 se observa una muestra

positiva correspondiente al grupo II.

La muestra positiva correspondié al Grupo II, el patron de bandas para este
grupo es: la banda de 823y 714 pb caracteristica de este grupo. Para el control

interno la banda correspondiente es de714 pb. A esta muestra se le realizé la
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Typing-PCR, los serotipos que se agrupan en este grupo son: 1, 2, 1/2, 6, 14, 16
y 27 (Ver figura 10).

11 12 331481516807

600

100

Fig. 5 Gel de agarosa al 2 % Grouping-PCR animales enfermos. El carril uno
corresponde al marcador en pb, el segundo carril contiene S. suis serotipo 2
como (C+) y en los carriles cinco y ocho ambas muestras que correspondieron al
grupo II, en el carril 6 se observa una muestra que correspondi6 al grupo IV, los

carriles del 1 al 4 y del 9 al 17 no contenian muestra.

Para el grupo II el tamano de las bandas que se observan son de 700 y la banda
de 823 pb caracteristica de este grupo, y se observan bandas con tamano de 700
y 450 pb para el grupo. Para el control interno la banda correspondiente es de
714 pb la cual aparece en los carriles del C+ y muestras del 5 al 8. Considerando
el mismo criterio que en el gel anterior, en el grupo II la presencia de las dos
bandas deben de tener un tamano de: 823 y 717 pb., los serotipos que se
agrupan en este grupo son: 1, 2, 1/2, 6, 14, 16 y 27. Con respecto a los tamanos
de los productos observados en el carril con el nimero 6, el tamafo de los

productos es de714 y 455 pb lo cual corresponde al grupo IV ya que el patron de
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bandas que se debe de observar es, de: 714 y 455 pb respectivamente; en este

grupo se agrupan los serotipos 4, 5, 7, 17, 19 y 23 (Ver figura 10).

Fig. 6 Gel de agarosa al 2 % Grouping-PCR animales enfermos.El primer carril
correspondié al marcado de peso en pb, el segundo carril (C-), el tercer carril
contiene S. suis serotipo 2 como (C+) en el carril 1 la muestra correspondio al
Grupo 1V, y la muestra del carril 2 al grupo I. El resto de los carriles no contenia
muestra. Para el control interno la banda correspondiente es de 714 pbla cual

aparece en los carriles del C+ y muestras en los carriles 1 y 2.

El tamano de estos productos es de 933 y 714 pb para el grupo I y los serotipos
que se agrupan en este grupo son: 3,13 y 18, para el grupo IV el tamano de los
productos es de 714 y 455 pb y los serotipos que se agrupan son 4, 5, 7, 17, 19y
23 (Ver figura 10).

Typing-PCR:

En esta Typing-PCR se determin6é finalmente el serotipo al que correspondia
cada una de las cepas positivas a S. suis aisladas de animales enfermos.
Considerando el grupo al cual pertenecieron con anterioridad. Los resultados se

muestran a continuacion en la Fig. 7.

w
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Fig. 7 Gel de agarosa al 2 % Typing-PCR animales enfermos. El primer carril
contiene el marcador de pb, el carril 1 correspondi6 a S. suis serotipo 3, del carril
2al 5 ST 2y 1/2, carril 6 corresponde a un aislado que correspondi6 al ST 5, los

carriles 7 y 8 correspondieron al ST 7.

De las seis muestras positivas se obtuvo que: una muestra corresponde al ST 3
con un tamano de producto de 200 pb, dos muestras correspondieron al ST 7 el
tamano es de 500 pb, para el ST 5 el tamafo de producto es de 720 pb y tres de
las muestras correspondieron a los ST 2 o 1/2 con un tamano de producto de
173 pb (Ver figura 10) y para determinar a que serotipo correspondian estas
ultimas dos (2 o 1/2) se realizo la prueba de serotipificacion con antisueros
monovalentes los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes: dos cepas

correspondieron al serotipo 2 y una cepa al serotipo 1/2.

En la Tabla 11 se describen los resultados resumidos correspondientes al grupo
completo de los cerdos enfermos. Se muestra la granja de la cual provenia la
muestra asi como el organo del cual se aislo la cepa y el serotipo al que

corresponde.
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Tabla 11. Serotipos caracterizados en animales enfermos de granjas de la

Republica Mexicana

Granja Organo Serotipo
Perote Veracruz Encéfalo ST 7
Perote Veracruz Encéfalo ST 7
Perote Veracruz Encéfalo ST 2
Perote Veracruz Encéfalo ST 2
Perote Veracruz Pulmon ST1/2
Perote Veracruz Encéfalo ST 3

6.2 GRUPO DE LOS CERDOS SANOS (Tonsilas):

Se analizaron 85 tonsilas provenientes de cerdos sanos. Se seleccionaron las
colonias que en Agar Sangre al 5 %, a-hemoliticas, redondas, pequenas con borde
completo, color blanco a grisaceo. Al realizar la tincion de Gram, se seleccionaron
las colonias cocos Gram (+) agrupados en cadenas o pequenas cadenas; catalasa
negativo, oxidasa negativo. El total de aislados con estas caracteristicas fueron
49.

Posteriormente a estos 49 aislados se les realizo la PCR-gdh obteniéndose, que,
ninguna muestra correspondi6é a S. suis. En la Fig. 8 se muestran los resultados
de los geles de agarosa al 2 % correspondiente algrupo de cerdos sanos todas las

muestras fueron negativas.
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Fig. 8 Geles de agarosa al 2 % de las muestras del grupo de animales sanos PCR-gdh.
En el carril uno se observa el Marcador de pb, en el carril dos se observa el Control
negativo (C-), en el carril tres se coloco el control positivo (C+) cepa de S. suis ST 2,y

del carril 4 al 17, 18 al 34 y del 35 al 49 las muestras de cada una de las tonsilas.

En este grupo las 49 muestras fueron S. suis en consecuencia a estas muestras ya no
fue necesario realizar la Grouping-PCR ni la Typing-PCR ni la reaccién con

antisueros.

6.3 GRUPO DE LOS HUMANOS (Exudados faringeos):

Se analizaron 60 muestras de exudados faringeos provenientes de personal que
labora en granjas porcinas.

Se seleccionaron las colonias que en A. S. al 5 %: fueron a-hemoliticas, redondas,
pequenas con borde completo, color blanco a grisaceo y al realizar la tincion de
Gram, fueran cocos Gram (+) agrupados en cadenas o pequenas cadenas;
catalasa negativo, oxidasa negativo. Se procesaron por PCR-gdh 60 aislados con

estas caracteristicas.
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La Fig. 9 muestra los resultados obtenidos de la PCR-gdh para las muestras
obteniéndose que ninguna correspondiera a S. suis. Por lo que en este grupo

todas las muestras fueron negativas. Los geles se muestran a continuacion:

pb C- Gt 18 19 70 21 22 .23 24'25 26 77 28 29 30 31 3

pb C-C+1 2 3 4 5 67 838 9 10 11 1213 14 15 16 17 U E
MU E S TR A S M U 3 2 A

Fig. 9 Geles de agarosa al 2 % de las muestras del grupo de humanos PCR-gdh.

En el carril uno se observa el marcador en pb, en el carril dos se observa el
control negativo (C-), en el carril tres se colocé el control positivo (C+) cepa de S.
suis ST 2, los carriles con los numeros 1 al 17, 18 al 34, 35 al 49 y 50 al 60
aislados de Streptococcus.

De los 60 aislados de Streptococcus provenientes de exudados faringeos fueron

negativos a S. suis al realizar la PCR-gdh.

La figura 10 Esquematiza de la tipificacion de cepas (cps) usando una PCR
multiplex de dos pasos y los productos amplificados de la PCR a partir de las 35

cepas de referencia de S. suis, la tipificacion de cepas (cps) usando una PCR
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multiplex de dos pasos y los productos de PCR amplificado a partir de las 35
cepas de referencia de S. suis. La primer PCR (Grouping PCR) clasifica las cepas
probadas en 7 grupos (grupos cps I a VII). Los nimeros y tamanos de productos
obtenidos en la Grouping PCR amplificados a partir de cepas de cada grupo cps
se muestran en el panel superior. Bandas de aproximadamente 1,5 kpb que
aparecieron en todos los ensayos de Grouping PCR son productos del control
interno (16S rRNA), cabe mencionar que al momento de realizar la
caracterizacion de cepas en este estudio el tamafo de los productos del control
interno fue de 714 pb. Las cepas clasificadas mediante la Grouping PCR se
sometieron a la segunda PCR (Typing PCR) utilizando iniciadores especificos para
los respectivos grupos cps con el fin de identificar el tipo de cada cepa cps.
Numero y tamano de los productos amplificados de la Typing PCR a partir de
todas las cepas de referencia de S. suis se muestran en los paneles inferiores.
Bandas de 1,5 kpb que aparecieron en todos los ensayos de Typing PCR son los
productos de control interno (16S rRNA) de la misma manera que en la Grouping
PCR al momento de realizar la caracterizacion de las cepas aisladas en las
granjas mexicanas no se proceso un control interno para la Typing PCR, esta es
la razon por la cual en los geles de resultados solo se observa una banda. Los
serotipos de las cepas de referencia se indican por debajo de los carriles. Todos
los productos de PCR se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 2%
(100 V, 40 min), se tineron con bromuro de etidio, y se fotografiaron bajo luz UV.
Los carriles 1 muestran marcadores de peso molecular DNA (en miles [kb])
(marcador DNA 100 pb; Bioneer, Daejeon, Corea del Sur) [Okura, et al., 2014]. Se
muestra el tamano de los productos en pb para Grouping PCR y Typing PCR este

procedimiento se utilizo en el presente trabajo.
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Figura 10. Esquema de la tipificacion de cepas (cps) usando una PCR multiplex
de dos pasos y los productos amplificados de la PCR a partir de las 35 cepas de
referencia de S. suis. [Okura, et al., 2014].
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S. suis es considerado como un patégeno importante en algunos paises de
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Europa, Asia y algunos de América, ya que es responsable de generar septicemia,
meningitis, endocarditis, encefalitis y bronconeumonia en cerdos ademas de ser
un agente zoonotico responsable de afectar a humanos especialmente en aquellas
que trabajan de manera cercana con los cerdos como lo son granjeros,
veterinarios y personal que labora en los rastros [Desjardin, et al., 2014].

Respecto al aislamiento y la identificacién de cepas puede realizarse por medio de
pruebas bioquimicas y complementar posteriormente con serotipificacion en
conjunto con los signos clinicos en el caso de los cerdos enfermos. Sin embargo
estas técnicas pueden ser un poco enganosas y algunas cepas pueden ser mal
identificadas debido a que pueden confundirse con S. pneumonie, S. bovis
[Desjardins, et al., 2014]. Otra problematica respecto al diagnéstico son las cepas
no tipificables ya que estas cepas carecen de capsula y esto dificulta el
diagnostico respecto a la serotipificacion. El uso de antisueros para reaccion de
aglutinacion en la actualidad forma parte de la metodologia en los laboratorios
para identificacion de cepas de S. suis provenientes de animales y de humanos.
La identificacion de los 35 serotipos esta basada en los CPS; sin embargo, esta
serotipificacion consume tiempo ya que la preparacion de los antisueros no es
facil debido al uso de animales lo cual representa tiempo y los altos costos con la
produccion de los mismos. Aunado a aquellas reacciones cruzadas en la prueba

de aglutinacion se presenta entre cepas. [Okura, et al., 2014].

Cerdos enfermos:

Para los casos en cerdos enfermos, el aislamiento y la identificacion de cepas
puede ser por pruebas bioquimicas y confirmadas posteriormente por
serotipificacion; sin embargo el uso de estas técnicas pueden ser enganosas para
algunas cepas de S. suis que pueden ser mal identificadas, porque pueden ser
falsos positivos. Esta confusion ha llevado al mal diagnostico de cepas en el
pasado, por lo que recientemente la PCR-gdh puede ser utilizada para detectar S.
suis directamente de los cultivos incluso si se han utilizado antibiéticos en las

placas de agar. En el presente trabajo en una primera fase con técnicas de
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bacteriologia se identificaron S. suis aislados de animales enfermos que
posteriormente fueron sometidas a la PCR-gdh confirmando que, las pruebas
bioquimicas no son tan confiables en el momento de realizar el diagnéstico de S.
suis. En el presente estudio se aislaron seis muestras positivas a S. suis en el
grupo de los animales enfermos provenientes de las granjas mexicanas para su
posterior serotipificacion. En la PCR-multiplex desarrollada por Okura, et al,
2014 para poder serotipificar a los 35 serotipos de S. suis, la mayor desventaja de
esta técnica es que los serotipos 2 y 14 no pueden ser diferenciados de los
serotipos 1/2 y 1, respectivamente, y esto representa el mayor problema ya que
la mayoria de las cepas aisladas a nivel mundial corresponden a los serotipos 1,
1/2, 2 y 14 en este estudio se aislaron dos cepas serotipo 2 y una 1/2 y para
poder terminar la caracterizacion solo a estas se le realiz6 la aglutinacion con
antisueros. Para realizar la caracterizacion de cepas provenientes tanto de
animales como humanos es necesario el uso forzoso de los antisueros, aun asi
esto reduce en gran medida el tiempo y el trabajo al momento de realizar el
diagnéstico y la caracterizaciéon. En el presente estudio se caracterizaron cepas
provenientes de animales enfermos que correspondieron al serotipo 2 y al
serotipo 1/2, esto se logréo en una primer fase con la PCR-multiplex de dos pasos
y posteriormente con la reaccion de aglutinacion para cada cepa (2 y 1/2). Y
respecto al resto de las cepas caracterizadas se realizé solo con el uso de la PCR-
multiplex, demostrando que la serotipificacion molecular es una herramienta que
puede ser utilizada en la caracterizacion de cepas, ahorrando tiempo ya que una
vez estandarizada es muy rapida de realizar comparada con las técnicas
bacteriologicas y serotipificacion las cuales consumen tres dias como minimo
para la identificacion de S. suis.

Por lo que la idea de serotipificacion molecular mediante PCR multiplex utilizando
genes cps es atractivo debido al hecho de que el uso de animales ya no se
requieren para la produccion de los 35 antisueros sino solo para los que
identifican serotipos 1, 1/2, 2y 14.

Las cepas que reaccionan en la serologia con mas de un serotipo pueden ser
confirmados con esta técnica de PCR multiplex. El resto de los serotipos

caracterizados fueron 3 y 7 se logro utilizando la PCR-multiplex de dos pasos
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debido a que pertenecen a diferente grupo de homologia y el tamano del producto
es diferente.

Durante los ultimos 12 anos a nivel mundial, mas de 4500 cepas confirmadas
serologicamente recuperadas de cerdos enfermos han sido reportadas, los
serotipos aislados con mayor frecuencia en orden decreciente son: los serotipos 2,
9, 3, 1/2 y 7, a pesar de que este trabajo no es de prevalencia los serotipos
aislados coinciden con los reportados en el trabajo de Desjardins, et al., 2014. Ya
que casi el 70 % de los estudios sobre las cepas aisladas recuperadas de todo el
mundo en cerdos enfermos son de América del Norte (Estados Unidos y
Canada). Sin embargo, esto no es un indicativo de un mayor numero de casos,
sino simplemente de un mayor numero de informes y estudios publicados. De
hecho, el 97 % de los datos de América del Norte son de Canada y el resto de los
Estados Unidos, sin datos de México sin embargo, hay un efecto geografico claro
en la distribucion de los serotipos y estas cifras estan influidas por el namero de
estudios publicados [Desjardins, et al., 2014] por lo que seria de gran utilidad
realizar mas muestreos en México para poder realizar una comparacion de los
serotipos presentes en la Republica Mexicana y los diferentes factores de
virulencia presentes en las cepas mexicanas con otras cepas de diferentes
regiones geograficas.En este estudio lograron caracterizarse a los serotipos 2,

1/2, 3 y 7 provenientes de animales enfermos en las granjas mexicanas.

Animales clinicamente sanos

S. suis es un habitante del tracto respiratorio superior perteneciente a la flora
normal de los cerdos y muchos estudios estan enfocados a la deteccion de los
animales portadores sanos, aunque otras especies de Streptococcus similares a S.
suis se pueden aislar de estas muestras cuando se utilizan técnicas
bacteriologicas como fue el caso en este trabajo ya que de las 49 muestras
caracterizadas con bacteriologia ninguna correspondi6o a S. suis al momento de
realizar la PCR-gdh., por esta razon las técnicas de biologia molecular que se han
desarrollado para la identificacion de S. suis son las que se recomiendan para de
esta manera reducir los riesgos de una mala identificacion [Desjardins, et al,

2014]. En este trabajo las muestras pertenecientes al grupo de los animales
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clinicamente sanos (se procesaron muestras de tonsilas), resultaron negativas a
S. suis, esto pudo ser debido al uso indiscriminado de antibioticos en las granjas
de donde fueron procedentes las muestras o también esto puede tener relacion
con el estudio Cloutier, et al.,, 2003 determinaron que en un rebano de 20
animales sanos el 53% de ellos fueron positivos a S. suis cuando fueron tomados
hisopos nasales pero no fueron asociados a la presencia de enfermedad por S.
suis, y la proporcion de animales portadores sanos detectados era bajo,
especialmente durante las semanas donde ninguna enfermedad clinica estaba
presente dentro de la granja pero ellos refieren que estos datos no son suficientes
para asegurar la ausencia de S. suis serotipo S5 que fue el tinico que trataban de
identificar lo adjudicaron a que las muestras contenian poca concentracion de S
suis y en 2007 Maclnnes, et al., realizaron una investigacion acerca de animales
portadores sanos en Canada y demostraron que los serotipos 1/2 y 2 estuvieron
presentes en animales sanos dentro de las granjas y que esto es relevante ya que
lo consideraron como un punto critico para la transmisién a otros animales que
conlleve a la enfermedad de los animales y el desarrollo de una zoonosis. Asi que
los resultados obtenidos en este trabajo no son un indicativo de que las granjas
muestreadas sean negativas a portadores sanos, por lo que la recomendacion es

realizar mas muestreos en busca de portadores sanos.

Casos humanos

La gran mayoria de los casos humanos se han producido en Asia, que
representan mas del 90 % de todos los casos reportados, sobre todo en Vietnam,
Tailandia y China. Estos tres paises representan por si solos el 83,6 % de todos
los casos en todo el mundo. Sin embargo, en China, casi todos los casos se
describieron durante los brotes de 1998 y 2005 [Desjardins, et al., 2014]. Sin
embargo en las muestras recolectadas en el personal que labora en las granjas de
México, no se logro aislar y caracterizar cepas de S. suis; estos resultados no
coinciden a los obtenidos en un estudio realizado en el 2001 a trabajadores de
rastros en el Valle de Toluca por; en aquella ocasiéon lograron cuatro aislamiento
de S. suis los cuales correspondieron a los serotipos: 2, 27 y 2 cepas no

tipificables; las personas de las cuales se aislaron estas cepas no presentaban
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manifestaciones clinicas [Talavera, et al, 2001] por lo que, se adjudica que el
hecho de no haber aislado S. suis en las muestras de los trabajadores de las
granjas se pudo haber debido a que la cantidad de S. suis era muy baja lo cual al
momento de realizar las técnicas bacteriologicas hubo pérdida importante en la
concentracion de microorganismos pero es importante recalcar que el hecho de
no haber tenido aislamiento de S. suis en exudados faringeos sea suficiente para
poder aseverar que los trabajadores estas libres del microorganismo seria
necesario realizar mas muestreos en granjas para poder determinar la zoonosis.

Desjardins, et al.,, en 2014 realizaron un reporte de la distribucién mundial de
los serotipos de S. suis en el cual incluyeron animales sanos para determinar
portadores sanos, animales enfermos y casos humanos para determinar la
zoonosis, en este reporte muestran datos de Ameérica del norte s6lo de Canada y
Estados Unidos, pero en el caso en México a pesar del estudio realizado por
Talavera, et al, 2001 no hay informes oficiales sobre los casos clinicos en cerdos
ni en humanos por lo que es necesaria una accion respecto al diagnostico para

poder recabar datos al respecto.

Por otro lado es de gran importancia determinar la presencia de los animales
portadores sanos ya que estos juegan un papel importante en la transmision del
microorganismo hacia los animales y también al personal que labora muy de

cerca con los cerdos en las granjas y en los rastros.

Respecto al diagnostico actualmente en México, existen técnicas bacteriologicas
para identificar S. suis, sin embargo comparada con estos métodos
bacteriologicos, se ha demostrado que la técnica de PCR-gdh resulta ser una
buena herramienta para la identificacion de S. suis Okwumabua et al., en 2013
demostraron que de 306 muestras positivas a S. suis (305 de cerdos y una de
humano) provenientes de diferentes zonas geograficas y de diversos organos
fueron sometidas a la PCR-gdh y obtuvieron que todas pudieron ser identificadas
por medio de esta PCR y comprobando que cuando utilizaban DNA de otras
bacterias que no correspondian a S. suis no fueron detectados determinando la

especificad de los inciadores. En este momento, el diagnéstico de este
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lesiones y métodos bacteriologicos este diagnostico esta enfocado Ginicamente a
los animales enfermos, respecto a los animales sanos no se realiza la busqueda
de portadores sanos y respecto a los humanos que trabajan directamente con los
cerdos tampoco se realiza un monitoreo para determinar si son portadores de S.
suis; y es necesario implementar un diagnostico capaz de dar resultados mas
rapidos, precisos y especificos como la PCR-multiplex utilizada en este trabajo,
asi que estas herramientas pueden ser utilizadas para diagnosticar y caracterizar
las cepas aisladas de manera confiable, y es importante implementar y establecer
un protocolo de diagnoéstico en México. Finalmente debemos de estar conscientes
de que en el pais no hay informacion ni estudios respecto al impacto generado
por S. suis ya sea a nivel sector salud, impacto econémico ni impacto zoonético.
Por consecuencia no hay medidas de prevencion, y las técnicas de diagnostico
empleadas de manera rutinaria no son suficientes y confiables para la
caracterizacion de cepas por lo que se debe implementar primeramente un buen
protocolo de diagnostico como el que se ha utilizado en el presente estudio que
seria una opcion viable para tener mas estudios y datos referentes a este
microorganismo y asi generar mas informacion en la Republica Mexicana; pero
ademas, se requiere un mayor interés en la investigacion que tenga como

finalidad un mejor conocimiento de esta infeccion.

Este estudio se logré aislar y caracterizar cepas provenientes de animales
enfermos, sin embargo no fue posible realizar el aislamiento en el grupo de los
animales sanos para buscar portadores sanos y en el grupo de los humanos para

determinar la zoonosis tampoco fue posible.

Por esta razon, este trabajo busca desarrollar y aplicar técnicas moleculares con
el fin de implementar un diagnéstico oportuno ya que hasta el dia de hoy México

no cuenta con un protocolo confiable para el diagnostico en esta enfermedad.
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8.0 CONCLUSIONES:

B Se determiné la presencia de S. suis en granjas porcinas con ayuda de
técnicas bacteriologicas y PCR. Asi como también se logré caracterizar
cepas de S. suis provenientes de granjas porcinas de la Republica

Mexicana, determinando que si hay presencia de S. suis en México.

B Se realizé el aislamiento y la identificacion de Streptococcus, con ayuda de

estudios bacteriologicos y se confirmaron estos aislamientos con PCR-gdh.

B Se caracterizaron cepas de S. suis a través del uso de PCR-multiplex de
dos pasos, determinando que, hay una variacion de serotipos de S. suis en

las granjas mexicanas.
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