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Streptococcus suis es una bacteria anaerobia fa-
cultativa y grampositiva. Se asocia a diferentes sig-
nos clínicos como meningitis, artritis, septicemia y
muerte súbita en cerdos (1,2). También puede produ-
cir meningitis en humanos, fundamentalmente con
riesgo ocupacional (3, 4, 5). Se han descrito 35
serotipos capsulares. El serotipo 2 es más frecuente
aislado de animales enfermos (6,7). Sin embargo,
existe una variación en el grado de virulencia entre
las cepas, incluso del serotipo 2 (1,8).

Los estudios comparativos entre cepas virulentas y
no virulentas han permitido proponer varios componen-
tes celulares y extracelulares como potenciales marca-
dores de virulencia en S. suis, entre los cuales se en-
cuentran la proteína liberadora de muramidasa (mrp),
un factor extracelular (ef) y la suilisina (syl) (9,10). Sin
embargo, la presencia de estos marcadores presenta
gran variabilidad y algunos aislamientos procedentes de
animales enfermos no poseen uno o más de ellos, indi-
cando la heterogeneidad genética de los mismos (11,12).
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RESUMEN: Streptococcus suis es un coco anaerobio facultativo, considerado un  importante agente
asociado a meningitis, artritis, endocarditis y neumonía en cerdos. En este trabajo se realizó el aislamiento
de S.suis a partir de diferentes condiciones clínicas como neumonía,  abscesos en articulaciones y tonsilas
de animales asintomáticos.  Se identificaron 14 cepas de S. suis: 11 a partir de pulmones, 2 de abscesos
y 1 de tonsila. Las cepas mostraron diferentes patrones de pruebas bioquímicas. El gen  que codifica
para la hemolisina denominados suilisina (syl) se detectó por PCR solamente en 5 cepas de las cuales 4
proceden de pulmón y una de tonsila. Sin embargo, en los aislamientos procedentes de abscesos y
asociados a artritis no se detectó la presencia de este gen, lo cual muestra un comportamiento similar a
las cepas presentes en Norte América syl -, asociadas a enfermedad invasiva.
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IDENTIFICATION OF syl GENE IN CUBAN ISOLATES OF Streptococcus suis FROM
SWINE USING THE POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

ABSTRACT: Streptococcus suis is a facultative anaerobic coccus considered an important agent associated
to meningitis, arthritis, endocarditis and pneumonia. In this work, the isolation of S. suis from different
clinical conditions such as pneumonia, joint and tonsil in asymptomatic animals was carried out.
Fourteen strains of S. suis were identified: 11 from lungs, 2 from abscess and 1 from tonsils. The strains
showed different pattern of biochemistry test. The syl gene codifying for suylisin was detected by PCR
only in 5 strains, four coming from lung and one from tonsil. However, in the isolations from abscess
and associated to arthritis, the presence of this gene was not detected showing a similar behaviour to
the strains from North America (syl -) associated to invasive disease.
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La hemolisina  producida por S. suis pertenece a
una familia de toxinas que enlazan al colesterol y da-
ñan la membrana de células epiteliales, endoteliales
y fagocíticas (13,14). La  presencia o ausencia de la
syl en diferentes aislamientos de esta bacteria ha sido
demostrada por PCR y por hibridación (15). El objeti-
vo de este trabajo es detectar la presencia de S. suis
por pruebas bioquímicas e identificar el gen syl por
PCR a partir de diferentes muestras de origen porci-
no en producciones cubanas.

Colección e identificación de cepas de S. suis:
se realizó el cultivo a partir de 100 muestras  de pul-
mones y de tonsilas de cerdos procedentes de unida-
des productoras de las provincias La Habana,
Camagüey y Cienfuegos durante el período del 2003
al 2008. Las muestras se sembraron en el medio agar
sangre Columbia (Oxoid) suplementado con sangre
de carnero al 5%. Los cultivos se incubaron a 37oC
durante 48 horas, las colonias presuntivas del género
Streptococcus sp. se identificaron según los siguien-
tes criterios: presencia de colonias pequeñas con
hemólisis alfa, cocos grampositivos en la tinción de
gram. Todos los aislamientos se clonaron  en el me-
dio Agar Columbia después de tres pases sucesivos
y posteriormente se tipificaron por pruebas
bioquímicas mediante api 20 strep Biomeriux, France.

Preparación del ADN molde:

Se realizó la extracción del ADN a partir de culti-
vos líquidos de 5 mL en caldo cerebro corazón (Oxoid),
los cuales se concentraron por centrifugación a
13000g por 5 minutos,  se resuspendieron en 0.5 ml
de solución tampón TE (Tris 0.01M pH 7.5 y EDTA
0.005M pH 8.0). A continuación se realizó la ruptura
con 10mg/mL de lisozima y la lisis alcalina se realizó
por la adición de dodecil sulfato de sodio (SDS) al
20% en solución tampón TE y proteinaza K a 20mg/
ml. Se realizaron extracciones con cloroformo y fenol
equilibrado con Tris pH 7.5. El ADN se precipitó del
sobrenadante con etanol y se solubilizó en 50 µL de
solución tampón TE (16).

Realización de la PCR:

Las muestras de ADN de las cepas de S. suis se
analizaron por PCR con la siguiente pareja de
cebadores:

5´-AAGTCGACATGAGAAAAAGTTCGCAC-3´ y
5´-AACTGCAGGATTACTCTATCACCTCA-3´ según
lo reportado por Staaf et al. (17), los cuales amplifican
un fragmento de 1426 pb del gen de la hemolisina.

La amplificación se realizó en un volumen final de
25 uL que contenía 10mM de Tris-HCl, pH 8.3; 50
mM de KCl; 3 mM de MgCl2; 0.1mg/mL de BSA, 10

mM de cada dNTP, 20 pmol de cada cebador y 1 uL
de amplicen (2u/uL), CENSA, Cuba. Se adicionaron
2 ul del ADN molde. La mezcla de reacción se some-
tió a  35 ciclos de: 94ºC y 56 ºC durante un minuto en
ambas temperaturas y la extensión final de 10 minu-
tos a 72ºC.

Las reacciones de amplificación se realizaron en
un termociclador Mastercycler personal eppendorf.
Los productos de las reacciones de amplificación se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa al
0.8 % en buffer TBE 0.5X y tinción con bromuro de
etidio 0,5 ug/mL. La corrida se realizó en tampón TBE
0.5X a un voltaje constante de 100 V por 30 min. Para
determinar la talla aproximada del producto se inclu-
yó un patrón de peso molecular de 1KB DNA Ladder
(Promega). Las bandas se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta LKB 2011 y se foto-
grafiaron con cámara digital para recoger los resulta-
dos. La extracción de ADN y la amplificación por PCR
del gen de hemolisina para cada cepa se realizó dos
veces. La confirmación de los productos de amplifi-
cación se realizó mediante análisis enzimático de los
amplicones con las enzimas Bgl 2 y  Eco R1 (Promega)
siguiendo las instrucciones de la casa productora.

Ensayo de la hemolisina: El ensayo para la de-
tección de la actividad de hemolisina se realizó siguien-
do el procedimiento descrito por King et al. (18), el
cual brevemente consistió en colectar colonias de S.
suis a partir de un cultivo en agar cerebro corazón, se
preparó una suspensión en solución salina 0.85%, la
cual se ajustó a la densidad de 1.6 a una longitud de
onda de 560 nm. Esta suspensión se incubó  durante
1 hora  a 37°C y el sobrenadante se filtró a  través de
membranas de nylon de 0.45 µm  de tamaño del poro.
Se realizaron tres réplicas a partir de tres cultivos di-
ferentes para cada cepa. Se utilizaron placas de 96
pocillos con fondo en U a los cuales se adicionaron
alícuotas de 100ul de la solución tampón de fosfato
pH 7.2, a continuación se añadió 100 ul del
sobrenadante del cultivo de cada cepa al primer poci-
llo y se realizaron diluciones del mismo en el rango1/
2 hasta 1/4096. Seguidamente se adicionó 100 ul de
una suspensión de eritrocitos de carneros al 1% a
cada pocillo y se incubaron las placas a 37°C por 2
horas en  6% CO2.  La ausencia de actividad hemolítica
se definió cuando se observó un precipitado de gló-
bulos rojos en el fondo de la placa.

Se detectaron por cultivo y pruebas bioquímicas,
14 cepas de S. suis de las cuales 11 proceden de
pulmón de cerdo con signos de neumonía, una de
tonsila de un animal asintomático y dos de abscesos
en articulaciones de animales con severa artritis. Las
infecciones causadas por S. suis han sido diagnosti-
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cadas en todos los países donde la industria porcina
está desarrollada, considerándolas responsables de
pérdidas económicas importantes por mortalidad, cos-
tos de tratamiento y profilaxis con antibióticos. Origi-
nalmente esta bacteria se ha implicado en casos de
meningitis, pero ahora se le reconoce como respon-
sable de una variedad de infecciones en los cerdos
(19, 20).

Existe un debate sobre el papel de S. suis como
agente primario de neumonía, debido a que muchos
aislamientos de esta entidad se hacen en asociación
con microorganismos considerados como significati-
vos patógenos respiratorios tales como Actinobacillus
pleuropneumoniae, Haemophilus  parasuis,
Pasteurella multocida y el virus de la influenza porcina
(21, 22). Sin embargo, en las muestras que se proce-
saron en este trabajo S. suis se identificó en cultivos
puros a partir de animales con neumonía, lo cual su-
giere un papel potencial de este microorganismo como
agente causal de procesos respiratorios en las pro-
ducciones porcinas del país.

Las cepas tipificadas mostraron diferentes perfi-
les por pruebas bioquímicas, todas fermentaron los
siguientes azúcares: trealosa, inulina y lactosa con
excepción de dos cepas. Solamente dos aislados
hidrolizaron la esculina. De manera general S. suis
es una entidad que muestra gran heterogeneidad
cuando se utilizan pruebas bioquímicas y moleculares
en su caracterización. Todas las cepas biotipificadas
por Pineda et al.  (20) fermentaron la trealosa; sin
embargo, a diferencia de nuestros resultados todas
hidrolizaron también la esculina.

En la Figura 1 se muestra la amplificación de un
fragmento de 1492 pb correspondiente al gen de la
hemolisina. La pareja de cebadores utilizados ampli-
ficó este fragmento en 5 de un total de 14 aislamien-
tos de S. suis. Los aislamientos L1, L2, L3 y L5  co-
rresponden a cepas procedentes de pulmones de
animales con neumonía, mientras la cepa L82 proce-
de de tonsila de un animal asintomático. Los dos ais-
lamientos procedentes de abscesos en articulaciones
no mostraron un producto de amplificación con esta
pareja de cebadores.

La secuencia correspondiente al gen syl de 1493
pb codifica para una proteína de 497 aminoácidos
con un peso molecular de 65 Kda (15). La digestión
con  Bgl 2 mostró fragmentos de ADN de las tallas
esperadas según  la secuencia reportada del gen
syl (17) 364 y 1129 pb, mientras la digestión con Eco
RI produjo fragmentos de 861 y 632 pb los cuales
también coinciden con las tallas reportadas (datos
no mostrados).

A partir del ADN de la cepa L82 procede de la ton-
sila de un animal sin signos clínicos de neumonía, se
realizó la amplificación del gen syl. Aunque numero-
sos  trabajos informan la presencia de la suilisina en
cepas virulentas (17,18) también se ha detectado en
muestras de tonsilas de animales sanos (23, 24).

En la Tabla 1 se relacionan las características de
los aislamientos identificados con respecto a la pro-
cedencia, la detección de actividad hemolítica, así
como la detección del gen syl por PCR. Los resulta-
dos del ensayo para la detección de la actividad
hemolítica, aun cuando la densidad celular de los cul-
tivos se ajustó por espectrometría, mostraron diferen-
tes niveles de actividad entre las diluciones de las di-
ferentes cepas (datos no mostrados). Estas eviden-
cias sugieren que existen diferencias en los niveles
de transcripción para este gen entre los diferentes
aislamientos.

Del total de aislamientos de S. suis solamente se
detectó la presencia del gen syl en el 35 % de las
muestras, mientras la actividad hemolítica  se eviden-
ció en el 64.4 % de las cepas.  Staf et al en 1999
amplificaron el fragmento de 1492 pb del gen syl so-
lamente en 5 aislamientos de S. suis. Sin embargo,
todos los aislamientos contenían fragmentos del gen
syl los cuales se detectaron por hibridación, no así
por PCR es probable que hayan ocurrido  deleciones
o mutaciones en los extremos 3´ y 5´ por lo cual no
son reconocidos por la pareja de cebadores (17). Es-
tudios adicionales, serían necesario para confirmar la
ausencia del gen, utilizando parejas de cebadores que
reconozcan otra región dentro de este gen.

 

PM   L1    L2     L3     L5   L82

 1492 pb

FIGURA 1. Amplificación del gen  syl  en 5 cepas de S.
suis procedentes de cerdo. Línea 1. Marcador de peso
molecular de 1 Kb (Promega), Línea 2 cepa L1 (pulmón) ,
Línea 3 L2 (pulmón), línea 4 cepa L3 (pulmón), línea 5
cepa L5 (pulmón), línea 6 cepa L82 (tonsila), línea 7 con-
trol negativo./ Amplification of syl gene in five strains of S.
suis from swine. Lane 1. 1 Kb ladder; Lane 2 L1 strain
(Lung);  Lane 2 L2 strain(lung);  Lane 3 L3 strain (lung);
Lane 4 L5 strain (lung);  Lane 6 L82 (tonsil) Lane 7 negative
control.
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Las cepas L10 y L90 aisladas a partir de abscesos
de animales con artritis no mostraron actividad
hemolítica  en este ensayo y resultaron también ne-
gativas por PCR. De manera general la presencia del
gen syl se detectó mayoritariamente en cepas proce-
dentes de animales con neumonía. El papel de la
suilisina en la patogénesis de S. suis es un tema
muy controvertido. Se ha sugerido que la suilisina
es requerida en la colonización para la etapa inicial
de infección en cerdos (25,26). Se ha señalado que
es esencial para facilitar la penetración a tejidos pro-
fundos (27, 28). Por otra parte Lun  et al. (29) plan-
tean que syl no es esencial, para la patogénesis de
la infección transmitida por aerosoles a la mucosa
respiratoria en las condiciones de campo debido a
que esta proteína es producida al final de la fase
exponencial.

El gen syl se ubica entre los genes orf101 y nanE
que codifican para una supuesta hydrolasa y una
epimerasa respectivamente (8,18). En las cepas que
carecen del gen syl se ha descrito una estructura al-
ternativa, el gen orf102 (aún de función desconocida)
que ocupa el lugar de syl. Para avanzar en la caracte-
rización de nuestras cepas sería conveniente evaluar
por PCR también la presencia del gen orf102.

A diferencia de nuestros resultados, donde el gen
syl prevalece en cepas procedentes de pulmón, King
et al. en el 2001 señalan una fuerte asociación entre
el gen syl y un estado invasivo de la enfermedad al

detectar su presencia mayoritariamente en muestras
procedente de procesos invasivos y en menor núme-
ro en cepas asociadas a neumonía (18).

En los últimos años se reportan datos que seña-
lan las diferencias relacionadas a los marcadores de
virulencia como la hemolisina, encontradas en cepas
procedentes de diferentes regiones del mundo: Euro-
pa, Asia y Norte América. En América del Norte es
escasa  la presencia del gen syl, así como otros mar-
cadores en cepas virulentas de S. suis asociadas a
síntomas invasivos (30, 31, 32, 33). Entonces, es po-
sible esperar que los aislamientos identificados en este
trabajo a partir de casos de artritis muestren un com-
portamiento similar a las cepas virulentas del serotipo
2 que prevalecen en Norte América.

Para cualquier cepa de S. suis  los resultados de
la amplificación por PCR del gen syl deben ser inter-
pretados con precaución y no deben reemplazar la
evaluación de la actividad hemolítica de la cepa. In-
cluso se plantea que es posible que las cepas difie-
ran en la expresión de la proteína bajo diferentes con-
diciones de crecimiento (34).

Los resultados de este trabajo corroboran la hete-
rogeneidad de biotipos y genotipos, específicamente
para el gen syl presente en las cepas de S. suis pro-
cedentes de producciones porcina del país, lo cual ha
sido informado en numerosos trabajos (35, 36). La
identificación y caracterización de factores de viru-
lencia en S. suis por técnicas de avanzada como la
amplificación de ácidos nucleicos permite incremen-
tar el conocimiento sobre esta enfermedad en el país,
especialmente la virulencia de los aislamientos pre-
sentes en las producciones porcinas y contribuir a la
aplicación de medidas efectivas en el control de la
misma.
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