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. RESUMEN

El propésito de esta investigacion fue aislar, caracterizar y serotipificar cepa
de Streptococcus suis de amigdalas y nariz de lechones entre 5 y 8 semanas

-de edad. Se procesaron-190 muestras, de las cuales 167 procedian de

granjas porcinas de crfa de tipo intensivo convencional, de Antioquia y
Cundinamarca, con o sin historia de meningitis, y 23 cepas de diagnéstico
presuntivo de Streprococcus suis pertenecientes a granjas porcinas
venezolanas. Se aislaron 61 cepas procedentes de Antioquia y Cundinamarca
y 12 de Venezuela compatibles con . suis. Se serotipificaron 17 cepas de
granjas colombianas pertenecientes a los serotipos 1,2,3,4y 8; 23 fueron
no tipificables y 21 presentaron autoaglutinacién. De las granjas venezolanas
se tipificaron 6 cepas, 5 no tipificables y 1 cepa autoaglutiné. Las cepas
aisladas de . swis resultaron altamente sensibles a ampicilina, cloranfeni90|
y penicilina y presentaron resistencia a la lincomicina y tetraciclina. Se
concluye que la serotipificacién es una herramienta valiosa para el
seguimiento epidemiolégico de cepas endémicas o epidémicas en Colombia.
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ABSTRACT

SEROTIPIFICATION OF STREPTOCOCCUS SUIs STRAINS
ISOLATED FROM SWINE INTENSIVE FARMS

~ \

The aim of this work was to isolate Streptococcus suis strains from nasal
and tonsils swabs specimens obtained from 5 to 8 weeks piglets belonging
to two pig rearing areas in Colombia (Antioquia and Cundinamarca). A
total of 190 samples were collected. In addition, we also studied 23
strains of Streptococcus~sp. obtained from some venezuelan pig farms.
Initial screening of suspected S-3uis cultures was achieved by conducting a
panel of biochemical tests. This was followed by co-agglutination testing,
using type specific antiseru prepared in rabbits for.the final identification of
strains. Sixty one strains were presumptive identified as S. sus. Only
seventeen colombian strains were serotyped and belonged to serotypes
1,2,3,4,8. Twenty three strains were unty pegble and 21 showed
autoaglutination. Six venezuelan strains were typeable, 5 were untytypeable
and 1 showed autoaglutination. It was found that S. sufs strains were
highly sensitive to ampicillin, chloranfenicol and penicillin. Resistance to
lincomycin and tetracycline was observed. Itwas concluded that biochemical
profiles and serotyping are important tools for epidemiological studies of

S, suis infection in Colombia.

Additional Index Words: 5. suis isolate, serotyping.

as infecciones con Streptococcus suishan sido descritas ampliarfiente
L en los paises industrializados. Se le considera como un patégeno

que no sélo ataca a los lechories jovenes, sino que también afecta a
bovinos, pequefios rumiantes, perros, gatos y seres humanos ‘(Arends y Zanen,
1988; Higgins et al., 1995; Touil et al., 1988). Generalmente, su identificacién
se realiza mediante estudios morfolégicos, bioquimicos y reacciones serolégicas
(Hommez et al., 1886). Este microorganismo comparte antigenos con el grupo
D de los Streptococcus segin la clasificacién de Lancefield’s, caracterizado
porque posee acido teicoico unido a u lipido intracelular y un polisacirido
capsular especifico, de acuerdo con el serotipo (Clifton-Hadley et al., 1980;

i .Gottscharlk et al., 1991).
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Debido a que el S. suis no se ha pedido ubicar en ninguna de las seis
categorias del género Streptococcus incluidas en el manual de Bergey’s, ha
sido asignado a la especie /nsertiae sedis (Schleifer, 1986). Inicialmente se
reconocieron nueve serotipos de S.suis, segin la presencia de polisacaridos
capsulares (Moor, 1963; Perch, 1983); luego se caracterizaron 14 nuevos tipos;
después los serotipos 23 a 28 y muy recientemente, los serotipos 29 a 34
(Gottscharlk et al., 1991; Gottscharlk, et al., 1991; H|ggmsyGottscharlk 1990;
Higgins y Cottscharlk 1990). Los serotipos 1-y 2 son los mas comunes, siendo
el 2 el més virulento para los cerdos (Cliftoh-Hadley y Alexander, 1988; Erickson
et al., 1984). Este serotipo también puede causar septicemias, meningitis y
endocarditis en humanos. :

Los mecanismos de patogenicidad del S. suis no han sido bien estudiados,
excepto el polisacarido capsular (Gottscharlk et al., 1993; Higgins, 1990).
Recientemente se demostré que dos caracteristicas fenotipicas podrian
determinar la virulencia de cepas de S. suistipo 2. Estos rasgos se refieren a la
presencia de una proteina de 136-kda que estd presente en la pared celular
llamada MRP (Muramidase release protein) y un factor extracelular también de
naturaleza proteica de 110 kda denominado EF (extracelular facton). La mayoria
de cepas aisladas de casos de meningitis con MRP + y EF+ y las cepas aisladas
de amigdalas son portadores sanos MRP-y EF- (Vecht et al., 1992).

, Diversas entidades nosoldgicas se han atribuido al S. suis. Estas incluyen:
memng|tls artritis, septicemia, endocarditis valvular y bronconeumonia en
porcinos y sordera como secuela en humanos (Clifton-Hadley et al., 1980;
Hoffman y Hendersen, 1985; Windsor, 1977). En Colombia,-a pesar de ser un
problema creciente, se desconocen las caracteristicas de dicho microorganismo,
los métodos de diagnéstico, la epidemiologfa y las formas de tratarfiento.
Ademds, las pérdidas econémicas por concepto de esta enfermedad pueden
ser bastante cuantiosas; de hecho estin afectando en forma severa la
productividad de la industria porcina naclonal.

Los propésitos primordiales de esta investigacién fueron: a) aislar cepas de
S. suis de lechones enfermos y de portadores sanos; b) serotipificar dichos
aislamientos mediante las técnicas de aglutinacion répida en placa, precipitacién
en tubo capilar y coaglutinacién; y c) establecer la sensibilidad de las cepas
aisladas a los antibidticos.

Los resultados obtenidos permitieron conocer la presencia de S. suistipo 2
y otros serotipos ~ las ranjas porcinas de tipo intensivo del pais. Se concluy6
que los perfiles .,ioquimicos y la serotipificacién facilitardn el estudio de la
epidemiologfa de esta infeccion en Colombia.
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MATERIALES Y METODOS
Poblacién Porcina y Coleccidn de Muestras

El trabajo se realizé en cuatro granjas porcinas de cria de tipo intensivo
convencional, localizadas en los departamentos de Antioquia (tres) y
Cundinamarca (cuatro), cada una de las cuales posefa, en promedio, una

* poblacién de 200 cerdas de cria.

En total se analizaron 190 muestras, de las cuales 167 provenian de Antioquia
y Cundinamarca y 23 cepas de Streptococcus sp. aisladas de granjas venezolanas
con antecedentes de meningitis— Para la éleccién de las granjas se tuvo en
cuenta la historia sobre la presencia o no de meningitis.

~
~

Para la toma adecuada de muestras se utilizaron hisopos disefiados:
especialmente para tal fin; las muestras se llevaron en un medio de transporte
~ Stuart modificado, para su posterior procesamienta-en el laboratorio.

Procesamiento de las Muestras

Las muestras recolectadas se sembraron en agar sangre y en un medio
selectivo (Agar BHI mas 4.3% de antisuero contra S. suis serotipo 2) para el
aislamiento de este patégeno (Higgins y Gottscharlk, 1990; Hoffman y
Hendersen, 1985; Perch et al., 1983). Los medios se incubaron por espacio de
18 a 24 horas a 37°C en atmésfera de CO2, con el fin de observar claramente
la hemdlisis en agar sangre (Clifton-Hadley, 1984; Higgins y Mittal, 1990).
Posteriormente, el medio selectivo se llevé a 4°C durante 72 horas para observar
las zonas de precipitacién alrededor de las colonias de S. suis, serotipo 2
(Mogollén y Pijoan, 1991). Las colonias que mostraron una morfologfa tipica
en el agar sangre, al igual que las colonias que presentaron halos de precipitacién
en el medio selectivo, se subcultivaron en agar sangre con el propésito de
aumentar el crecimiento. Posteriormente se sometieron a coloracién de Gram
y ala prueba de catalasa (Clifton-Hadley y Enright, 1985; Erickson et al., 1984;
Hommez et al., 1986). A los microorganismos, identificados al microscopio
como cocos o diplococos Gram positivos ovales y prueba de catalasa negativa,
se les realizaron pruebas bioquimicas que inclufan: crecimiento en NaCl al
6.5%, acetoina (Voges Proskawer) y la fermentacién de los siguientes aziicares:
salicina, trealosa, manitol, sorbitol, glicerol, inulina, lactosa y sucrosa (Higgins y
Gottscharlk, 1990; Higgins et al., 1990; Hoffman y Hendersen, 1985). Se
consideraron como S. suis las cepas que no crecieron en presencia de NaCl al
. 6.5%, dieron aceotina negativa, salicina, trealosa, positiva y dos azticares més.
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Serotipificacion del S. Suis

Se preparé un antisuero policonal contra el serotipo 2 en conejos, el cual se
utilizé para serotipificar los aislamientos realizados mediante” las técnicas de
aglutinacién rapida en placa (Clifton-Hadley, 1988), precipitacién en tubo
capilar y coaglutinacién (Higgins y Mittal, 1990).

El reactivo de coaglutinaci6n se preparé contra los serotipos 1,2,3,4,5,7 y 8,
segun la técnica descrita por Mittal et al. (1983). La prueba de precipitacién en
tubo capilar se realiz6 segin el método descrito por Clifton-Hadley et al. (1980).

Sensibilidad Antimicrobiana

Una vez identificadas las cepas de S. suis, se realiz6 la prueba de sensibilidad
antimicrobiana segiin el método de Kirby Bauer (Bauer et al., 1966). El medio
utilizado fue el agar Mueller Hinton suplementado con sangre de oveja o bovina
al 5%. Los agentes antimicrobianos y su concentracién en los discos fueron:
ampicilina (10 pug), penicilina (1.5 unidades), gentamicina (10 pg), lincomicina
(2 pg), cloranfenicol (30 ug), tetraciclina (30 pg) vy sulfamethoxazole
trimetropim.

RESULTADOS

Se aislaron e identificaron 61 cepas (36.52%) compatibles con . suis, de
~las 167 muestras procedentes de granjas porcinas intensivas de Antioquia y
Cundinamarcay 12 (52.17%) de las 23 muestras procedentes de Venezuela
(Tabla 1).

 De las 61 muestras compatibles con S, suis, 57 (93.44%) fueron aisladas de
portadores sanos y 4 (6.55%) procedian de cerdos con signos clinicos de la
enfermedad en el momento de la toma de la muestra.

TABLA 1 A
Distribucion de los aislamientos de Streptococcus de Antioquia 'y
Cundinamarca de acuerdo con el origen de la muestra.

Origen Aislamientos | Aislamientos Ne Total de
no tipificables |autoaglutinados| S. Suis | muestras
Nariz 1 4 8 50
Amigdala 22 17 52 107
-_‘*Eerebn 1 - - 1 7
L Corazén - - 0 3

~
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Serotipificacion de las Cepas de S. Suis

De las 61 muestras de 5. suisaisladas, 17 (27.86%) pertenecian a algunos
de los siguientes serotipos: 1,2,3,4y 8 (Tabla 2), 23 (37.70%) no fueron
tipificables y 21 (34.42%) aislamientos no se pudieron tipificar, debido a que . -

presentaron el fenémeno de autoaglutinacién (Tabla1). = - —
N : P
Tabla 2
Aislamientos tipificables de Streptococcus suis de Antioquia y
Cundinamarca de_gcuerdo con el origen de la muestra (17 cepas)
Serotipo No. Ce‘p?s" Amigdala Nariz Cerebro
1 2 2= 0 0
2, 8 7 1 0
3 2 1" 1 0
4 3 2 0 1
8 2 1 .- 1 0

De las 12 muestras procedentes de Venezuela identificadas como 5. suis, 5
fueron serotipo 4 (8.33%), 5 no fueron tipificables (33.33%) y una present6

autoaglutinacion (8.33%) (Tabla 3).

TABLA 3
Distribucién de los aislamientos de Streptococcus suis procedentes de
Venezuela de acuerdo con el serotipo.

Serotipo No. de aislamientos
2 5
4 1
No tipificables 5
Autoaglutinados 1
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Sensibilidad Antimicrobiana

La mayoria de las cepas aisladas resultaron resistentes a la lincomicina
(96.72%) y a la tetraciclina (86.88%), mientras que todas fueron sensibles a la
ampicilina y al cloranfenicol. Se observé buena eficacia de la penicilina .

(83.60%), de la gentamicina (86.88%) y de la sulfamethoxazole trimetropim
(80.32%). -

Los aislamientos obtenidos de Venezuela fueron todos sensibles a ampicilina
y cloranfenicol; altamente sensibles’a penicilina (83.33%) y a sulfamethoxazole
trimetropim  (75.00%), mientras que fueron totalmente resistentes a la
lincomicina y tetraciclina. -

- DISCUSION

El presente estudio demostré la presencia de S. suisen lechones de precebo
de 5 a 8 semanas de edad, pertenecientes a granjas con o sin historia de presencia
de meningitis en el pais. Se identificaron 61 cepas (36.52%) de S. suisde un
total de 167 hisopos colectados en las zonas bajo estudio, pertenecientes a los
serotipos 1,2,3 4, y 8, procedentes de las dos dreas geograficas incluidas en la
investigacion.

Se estableci6 que un diagnéstico presuntivo de S. suis pudo realizarse
mediante la ausencia de crecimiento en presencia de 6.5% de NaCl, la no
produccion de aceptina y la fermentaci6n de salicina y trealosa y de dos azdicares
mds. Estos hallazgos son similares a los descritos por Higgins et al. (1990),
quienes encontraran que solamente el 4% de las cepas de S. suis identificadas
con hase en pruebas bioquimicas y serotipificacién, crecieron en presencia de
6.5% de NaCl.

Ahora bien, dado que los perfiles bioquimicos del S. suis son muy
heterogéneos, la seleccién de un nimero reducido de pruebas puede hacer
que se descarten algunas cepas con patrones bioquimicos poco comunes
(Hoffman y Hendersen, 1985; Hommez et al., 1996; Higgins et al., 1995). Este
hecho enfatiza la necedidad de utilizar perfiles bioquimicos lo mds adecuados
posible y la serotipificacién como base rutinaria para el diagnéstico.

El nimero de aislamientos de cepas de S. suis fue mayor en granjas con
antecedentesd ner  gitis, que en granjas sin historia previa de la enfermedad.
Hallazgos obtenidos por otros autores en lechones aparantemente sanos
mostraron aislamientos cle cepas de S. suis en porcentajes muy similares en
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muestras colectadas de la nariz y las amigdalas. Aparentemente el muestreo de
ambos sitios de colonizacién aumenta la posibilidad de aislamiento para la
deteccién de portadores sanos (Brisebois et al., 1990; Clifton-Hadley et al.,

1980; Moreau et al., 1989).

En el presente trabajo la mayoria de las muestras se colectaron de las
amigdalas, y debido a que el 5. suis se localiza en la parte profunda de las
criptas, es factible que se hubiera disminuido la posiblidad de aislamiento. Se
sabe que el estado de portador es variable y que un animal que es muestreado
dos veces con intervalos variables de tiempo puede ser positivo en un segundo
examen (CIifton-Had!e'y\_e_t al., 1984; Clifton-Hadley y Enright, 1985; Van
Leegoed et al., 1987). ~

El papel de los portadores sanos en la epidemiologia de la enfermedad no
estd muy bien definido, pero ha sido evidenteque la introduccién de animales
infectados a una granja puede resultar en diseminacién lateral de la infeccién

(Moreau et al., 1989; Van Leegoed et al., 1987).

Debido a que la adicién de antisuero policlonal preparado en conejo y
oveja al medio de cultivo ha facilitado la identificacién de cepas de S. suistipo
2 de portadores sanos (Moreau et al., 1989), en esta investigacién se incluyé
antisuero policlonal producido en conejos en €l agar BHI. Los resultados con
este medio electivo fueron muy satisfactorios; sin embargo, la concentracién
requerida fue alta (4.3%) y la cantidad obtenida de los conejos fue baja. Para
posteriores estudios se considera conveniente trabajar con cabras y ovejas

para obtener un mayor volumen de antisuero.

Se debe mencionar también el hecho de haber encontrado 21 cepas de S.
suisque no se pudieron serotipificar o presentar autoaglutinacién. Este fenémeno
ha sido previamente reportado por otros autores (Brisebois et al., 1990).
Lemenec et al. (1985) lograron tipificar cepas autoaglutinantes mediante pruebas
de inmunodifusién, utilizando un medio hipersalino. Para estudios posteriores
se espera poder implementar este método para sortear esta dificultad.

- Los resultados encontrados en las 23 cepas procedentes de Venezuela con
diagnéstico presuntivo de Streptococcus mostraron que solamente 12 cepas
eran S. suis. Dentro de estas cepas también se hallaron cepas tipificables

pertenecientes a los serotipos 2,4y5.
Como no es posible distinguir facilmente entre cepas virulentas Yy no

virulentas, especialmente del serotipo 2, se puede asumir que los poitadores
sanos presentes en las granjas estudiadas,potencialmente podrian estar
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involucradas en brotes de la enfermedad. (Brisebois et al., 1990; Mogoll6n y
Piojan, 1991). Llama también la atencién el hecho de haber identificado méas
de un serotipo en una granja en particular, hallazgo que corrobora su diversidad

genética.  Con frecuencia las descripciones de la literatura reportan la presencia
de muiltiples serotipos en una granja, a pesar de que frente a un problema

clinico prevalece un serotipo sobre los demds (Brisebois et al., 1990; Higgins y
Mittal, 1990; Mogoll6n y Piojan, 1991).

Es importante destacar que las-cepas de . suis que no fueron tipificables

podrian pertenecer a serotipos comprendidos entre el 11y 34, los cuales no se
incluyeron en las pruebas por carecer de los respectivos antisueros especificos
(Gottscharlk et al., 1991; Higgins et al., 1995).

En relaci6n con la sensibilidad antimicrobacteriana se encontré un alto grado
de sensibilidad-de las cepas de S. suisestudiadas a la ampicilina y cloranfenicol;
fueron también altamente sensibles a la penicilina, gentamicina y
sulfamethoxazole trimetropim y mostraron resistencia a la lincomicina y
tetraciclina (Touil et al., 1988). Estos hallazgos son similares a los descritos por
Hoffman y Henderson (1985) y Cantin et al. (1992).

Se concluye que la serotipificacién de cepas de campo de S. suis permitira
la realizaci6n de estudios epidemiolégicos tendientes a establecer el patrén de
diseminacién de cepas epldemlcas 0 endémicas entre las diversas regiones
porcicolas del pais.
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