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GLOSARIO

Ac = Anticuerpo

Ag = Antigeno

Ag-Ac ®» Unidén Antigeno-Anticuerpo

C.F = Contactos familiares

D.0 = Densidad Sptica

F.R. = Fiebre Reumitica

GNA = Gllomerulone!'rltis aguda

1ET » Inmuncelectrotransferencia

MARC. P.M = Marcadores de peso molecular

P.E = Patrdén electroforsdtice

Pep = Extracto de proteina M realizado con
pepsina.

P.M » Peso Molecular

PL-M = Prote{na M

S.S.E ®» Solucidn Salina Estéril

TN = TESTIGOS NEGATIVOS

la enzima



RESUMEN

Los estreptococos microscdpicamente se describen como
cocos Gram positivos esféricos u ovoides agrupados en
cadenas. Son catalasa y oxidasa negativos.

El Streptococcus pyogenes juaga un papel importante en
&l desarrollo de la F.R, la cufl se define como una secuela
no supurativa de una infeccidn de las vias respiratorias
altas por este microorganismo.

La importancia clinica de la enfermedad es el efecto
potencialmente letal sobre el corazdn, que ocurre durante 1la
miocarditis reumdtica.

Se ha establecido quoe la proteina M de S. pyogenes es la
responsable de la produccidn de anticuerpos tipo especificos,
base de la finmunidad en el howhre; sin embargo tambidn
presenta determinantes antigénicos que estimulan la formacidn
de anticuerpos de reaccidn cruzada con tejido cardisco vy
esqueldtica.

Se piensa que existen mecanismos inmunoldgicos
involucradaos en la patogenia de la F.R, ya que existe un
periddo de latencia de 3 Semanas entre la infeccidn

faringea y el desarrollo de la enfermedad, ademis de una

T ta 1 tada en pacientes con F.R hacia

. antigenos de est;eptococo, en coaparacién con 1la poblacidn



que presenta solo infeccidn faringea por este microorganismo.

El propdsito del trabajo fue demostrar mediante IET la
existencia de una respuesta humoral diferente entre pacientes
con F.R ¥y C.F sin la enfermedad, hacia antigenaos de cepas

completas de S. pyogenes y extractos crudos de su Pt-M.

Si observamos una respuesta humoral diferente entre
ambos casous: En el caso de los extractos de cepas complelas,
a) los pacientes con F.R recanocieron un menor ndmera de
antigenos de S. pyogenes comparado con los C.F.; b2 los C(,F
reconocieron una "doble banda” de P.M aproximado de 45 y 44
KDa mientras que los paclientes con F.R sole reconucieron a
una de estas 2 bandas, ¢) lus pacientes con F.R reconocieron
a una banda de P.M de 66 KDa y solo un bajo porcentaje de los
C.F reconocieron esta misma banda., Con respecte a los
extractos crudos de Pt-M, no observamos reconocimiento de las
bandas de P.M de 10-30 KDa por el suero de pactentes con F.R,
pero sl el de bandas de P.M de 30-45 Kba. Por 1lo que
sugerimos que puede existir un estado de supresidn en

la respuesta de anticuerpos en los pacientes con F.R hacia

antigenos de estreptococo y posiblemente los fragmentos
de la Pt-M de bajo P.M pueden contener los epitopos
protectores.



INTRODUCCION:

El estreptocaco forma parte del grupo de bacterias
col;nocidns como pidgenas Jjunto con neumococo y estafilacoco.
Microscdpicamente se describen como cocos Gram positivos
esfdricos u ovoides agrupados en cadenas ques se dividen en
plano perpendicular al eje de la misma. Es microaarofilico,
catalasa y oxidasa negativo €(33).

Los estreptococos requieren de medios rices para su
crecimiento, siendo el mis utilizado la gelosa sangre, en
donde es capaz de producir hemdlisis, propiedad que fué
aprovechada en 1919 por Brown para dividirlozs en tres
categoriass «Estreptococasa hemoliticos

~Estreptococos (3 hemoliticos
-Estreptococos y hemoliticos
El estreptococo f3 hemolitico presenta tres clases de

colonias: mucoides, mate y lustrosas €33, 18).

Através de los esfuerzos pioneros de Lancefield y
colaboradores, se& reconoclieron los patrones de la estructura
‘nnu.gén.l.c- del estreptococo 3 hemolitico, demostrindose la
presenclia de antigenos especificos de grupo y especie de
estos microorganismos; surge asf 1la clasificacidén de

Lancefield que va del grupo A al T;basada en el tipo de



carbohidrato C, un polisacdrido 1localizado en 1la pared
celular del microorganismo, diferente y especifico para cada
grupo. La especificidad antigdnica, esti dada por el residuo
terminal del azdcar unido a la rasnoss, siendo para el
estreptococo grupo A la N-Acetil glucosamina (33).

Los estreptococos grupo A, incluyen a Streptococcus
pyogenes como tnica especie, estos micreoorganismos son (¥
hemoliticos y los tnicos sensibles a bacitracina (33).

Se ha encontrado que la mayoria de las cepas causantes
.de infecciones en el hombre pertenecen al grupo A de
Lancefield €33, 17).

Las enfermedades que puede causar Streptococcus pyogenes
en el hombre se han clasificado en dos grupos CTABLA 1)
c17, 9

Streptococcus pyogenes juega un papel muy importante en
el desarrollo de la Fiebre Reumidtica, la cull se define como
una secuela no supurativa de una infeccidn de las vias
respiratorias altas por este microorganizsmo, que afecta el
tejido conectivo de varias partes del organismo, como el
existente en piel, articulaciones, cerebro, arterias y
corazdn €17, 3B,

Se sahe que del 3 al 5SX de individuos que sufren

una infeccidn faringea por Sireptococcus pyogenes no




TABLA 1: TIPO DE ENFERMEDADES CAUSADAS POR
S. pyogenes

) (FAR.I NGITIS
RESPIRATORIAS

NEUMONI A

d

ENFERMEDADES PIOGENICAS J
(FORUNCULO‘S
IMPETIGO
PLEL CELULITIS
ERISIPELA
\Aascesos

FI1EBRE REUMATICA

ENFERMEDADES NO PIOGENICAS

GLOMERULONEFRITIS



tratada é ineficazmente tr.ntad., desarrollan Fiebre
Reumdtica y enfermedades posteriores como alteractonss

cardiacas, lo cudl representa una de los prlnctpalas
problemas de salud pdblica on la poblacidn infantil de
varias ciudades del mundo, 4incluyendo la Ciudad de

Méxica C1).

El cuadro clinico de la Fiebre Reumdtica es complejo; se
presenta par brotes de actividad inflamatoria sistdmica que
se localizan de preferancia en el corazdn, articulaciones,
nidcleos de la base del cerebro, piel y tejido subcutdneo.
Estos brotes son autolimitados ¥ su duracidn puede ser de 6
a 16 semanas. La edad en que se presen’ta el brote es
variable, pero generalmente ocurre entre los 2 y 21 afos, el
mayor nimero de ellos se abserva entre los 8 y 13 afos (1),

No se han encontrado diferencl‘as significativas en
cuanto al sexo, aunque parece predominar mis en el femenino.

La enfermedad se presenta en cualquier dpoca del afio €34, 1).

Laurence (1922), observd que la incidencia de Fiebre
Reumitca se presentaba mis frecuentemente en grupos
famtliares cerrados. Recilentemente (1983, 1987) se ‘h.-
reportado desd.' un 35 a 38X de individuos de poblacidn

reumdtica que tuvieron antecedentes familiares de la

—6-



enfermedad C10).

ElL diagndstico de Fiebre Reumitica se simplifica al
seguir los criterios de Jones (mayores y menores) C(TABLA 2)
¢34, 1). Ademds de un titulo aumentado de las
antiestreptolisinas o™ é de otros anticuerpos
estreptocdcicos, cultivo faringec pasitivo & anteceden'.es.da
escarlatina. La presencia de 2 manifestaciones mayores y de
una menor 4 de una mayor y 2 menores indican una alta
probabilidad de Fiebre Reumitica. La evidencia de una
infeccidn estreptocdcica pracedente, reafirma la posibilidad
de Fiebre Reumdtica. Su ausenclia podria hacer el diagndstico
dudoso, excepta en la Corea de Sydenham'y en la carditis de

larga duracidn (34, 1, 20D,

Streptococcus pyogenes cuenta con factores ' de
. patogenicidad que le permiten originar este tipa de
enfermadades en el hombre; dentro de estos tenewmos una gran
cantidad de productos extracelulares (TABLA 3). Ademis cuenta
con antigenos de superficie como lo son las proteinas M, R y
T; Capsula y Carbohidrato C (17). C(FIGURA 1)
Se ha establecido que la proteina M de Streptococcus
pyogenes es la res.pons-hle de la produccidn de anticuerpos

tipo especificoc base de la inmmidad en el hombre. Sin



TABLA 2: CRITERIOS DE JONES, MAYORES Y MENORES

PARA EL DIAGNOSTICO
DE FIEBRE REUMATICA

CRITERIOS MAYORES

CRITERIOS M™MENORES

CARDITIS
POLIARTRITIS
COREA

ERITEMA MARGINADO

NODULOS SUBCUTA-
NEOS

FIEBRE

ARTRALGIAS

FIEBRE REUMATICA PREVIA ©
PRESENCIA DE CARDIOPATIA
REUMATICA.

ERITROSEDIMENTACION
ACELERADA

PROTEINA C REACTIVA
AUMENTADA

LEUCOCITOSILS

-8 -




TABLA 3: PRODUCTOS EXTRACELULARES DE S. pyogenes

SUBSTANCIA O ANTIGENICIDAD

PRODUCTO

PROPIEDADES

UTILIDAD
CLINICA O Dx

Estreptolisina

o
Eotraptolisina
8

Toxina
eritrogéntca
Desaxirribonu-
cloaaa
Nicotinamida—
adentna dim,-
drotidasa

Hiclurondaza

Eatreplocinaca

Proteinasa

Hemolizante,car-

diotérica

Hemolizantae,car-
diotéxica on
animalea
Produce el eri-
tema de la
eacarlatina
Produce Ac.

Produce Ac a
proteinaa A.,B.C
vy D

Produce antihia-
\urenidasa

Activa plasmind
gono on plasmi-
na

Hidroliza
Protaina M,car-
diotdéxico en
onimoles.

AS.0 o
indica
infeccidn
enlraplocdcica
No tiene apli-
cacién Dx.

No  lwene  apli
cacién Dx.

aran aumento
de Ac. en ONA
En F.R perma-
nacan alava-
doa toa Ae

por mds
tiempo.

1gual aplica-
cidn que para
estraptolisina

o.

Mo es Gtil por
difieultad de
estandariza=
cidn del Ac.
No as util en
etinieca,

Ac = Anticuerpos
GNA s dlomerulo Nefritis Aguda
FR = Fiabre Reumdtica.



CAPSULA

PARED CELULAR

" { (({r ) CARBOHIDRATO DE
) 4 r R
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@ FEETIDG GLICANA

FIGURA 1 COMPONENTES CELULARES DE

S. pyogenes
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embargo, también presenta determinantes antigédnicos que
estimulan la formacidn de anticuerpos de reaccidn cruzada con
tejido cardiaco y esqueldtico. Debido a su profundo efecta
antifagocitico, esta molédcula sirve como el principal factlor
de virulancia del estreptococo, los cudles son eliminadas del

hudsped infectado solo después de que se producen anticuerpos

psdnicas tipo especificos hacla la proteina M €23).

Actualmente se acepta que la protefina M es una
moldcul a dimdrica qgque se extiende casi 60 nm desde la
superficie de la cdlula estreptocdcica como una fibra de dos
cadenas superenrrolladas; esta estructura resulta de 1a
internalizacidn de los residuos hidrofdbicoes de dos cadenas
alfa-hdlice que se enredan una alrededor de la otira (35S).

El extremo amino terminal de la rolécula se encuentra
hacia el exterior, mientras que el extremo carboxilo terminal
se encuentra unide a 1la pep’t idoglicana por enlaces na
covalentes y Tinalmente anclado en la membrana de la bacteria
€10). CFIGURA 2)

El segmento amino terminal juega un papel importante en
1a actividad bioldgica de la moldcula ya que los anticuerpos
generados contra esta regidn opsonizan a los estreptococos
del tipo M del cuf)l se derivaron (3, 4, 8). (FIGURA B

Estudios con anticuerpos monoclonales a la pljot.ain- L)

nativa e hibridizacién de DNA, indican que la regidn amino

-1t=



N-terminal
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~~
R et
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FIGURA 2:
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Proteina &}

4

e

T
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e etk

A
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RIFPFOFIPINEYL L2 2 P

ESTRUCTURA DE LA PROTEINA M: EN EL LADO
120U ERDO SE SE VA

NA M EN LA SIPERF E DEL ESTREPTOCOCO
Y EN EL LADO DERECHO LA REGION EN DONDE
SE UNE A LA MEMBRANA ULAR ¥ SU
ESTABILIZACION EN LA PARED CELULAR.
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Gonservada < &—— Papaina
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= b | Peplide alicana

=
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FIGURA 3 MODELO PROPUESTO DE LA PROTEINA

M6. LA PORCION HELICOIDAL SE EXTIENDE
APROXIMADAMENTE 60 nm DE LA
PARED CELULAR.
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Ademds de sus epitopos prote-'ctores, clertas moldculas de
proteina M contienen epitopos capaces de originar reacclones
autolnmunes con tejido cardiaco del huesped (62,

Cada dia cobra mids fuerza la nocidn de que hay
antigenos comines entre @l estreptococo y los tejides que
resultan lesionados en el paciente con Fiebre Reumdtica
CFIGURA 4). Esta similitud se da entre:

- Proteina N con sarcolema de fibra

cardiaca
- Carbohldrato especifico de grupo
C N - acetil =~ glucosamina ) con

dlucoproteinas de las vilvulas.
« Constituyentes de . la membrana de
estreptococo con sarcolema y miosina,

Esta similitud é mimetismo molecular puede ser clave en
la patogdnesis de la Flebre Reumdtica pudiendo explicar 1la
asociacidn entre infeccidn estreptocdcica y carditis
subsecuente (6).

La Fiebre Reumdtica persiste como un problema de salud
ptiblica no solo en los paises del tercer mndo, sino también
en paises con alto grado de desarrollo ecaondmico €39, 4). En
las ddcadas de los cuarentas, cincuentas, sesentas y
setentas, la Flebre Reumdtica junto con sus complicaciones

como la cardiopatia reumdtica y las secuelas de esta eran una

~8-
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Gdpeutar articutaciones
Rared celuter;
Proteinas - miscerdio
Carbohdrato-vélvulos \ Sarcolama
4
Tomoy

Mucopéptida - piel

Inkma de vosos
Mambraoa, \ y reurona

FIGURA 4: Crucc- antigénico .da las estructuras
superficiales de 5. pgyogenes y diversos
tejidos humanos.



terminal de dsta molécula es variable entre los serotipos
M, mientras que la mitad carboxilo terminal es conservada
<22, 18). Otros estudlos han sugerido, que la regidn amino
terminal de la proteina M, contiensn los determinantes tipo
especificos opsoncgénicos de esta molédcula (18, 23, que
estarian presentes en el antigenc extraido con pepsina.

Se piensa que hay macani smos inmunoldgicos
involucrados en la patogenia de la Flebre Reumitica debldo
as a. Hay periddo de latencla de 3 semanas

entre la infeceidn faringea y el
desarrollo de Filebre Reumitica; tiempo
necesarlo para que se desarrolle una
respuesta de tipo inmunoldgico.

b. Existe una respuesta inmune aumentada
hacia antigenos de estreptococo en
pacientes con Fiebre Reumdtica en
comparacidn con la poblacidn que
presenta infeccidn faringea por este
microorganismo, pero que no
desarrolla Fiebre Reumitica.

(- Gran incidencia’ de recurrencias de
Fiebre Reumitica en relacidn aparente
con nuevos episodios de infeccidn

estreptocdécica (6.

~16-



de las causas wmis frecuentes de invalidez y muerte en las

primeras décadas de la vida (34). Sin embargo en México se

pre'santé en la década de los hentas una red 1én de 1la
incidencia de la enfermedad asi como de la cardiopatia
reumitica, de tal manera que para el aflo de 1067 no se

registré una sola defuncidn por este padecimiento (8, 30),

Cabe mencionar que en la década presente tanto en
Europa como en el Norte de América se da el resurgimiento de
esta enfermedad €37, 6, 11).

Es obvio que desde hace mucho tlempo existe la
necesidad de contar con una vacuna contra el estreptococo,
con objeto de prevenir la Fiebre Reumdtica, sin embargo su
desarrolla se ha retrasado porque los anticuerpos contra 1la
proteina M que ofrecen proteccidn contra la infeccidn
subsecuente, tlenen también la caracteristica de ser de
reaccidn cruzada con tejidoe cardiaca (6).

£l uso de pédptidas sintéticos favorece la respuesta de
anticuerpos tipo especificos sin reaccidn cruzada con tejido
del hudsped, siendo una de las posibles alternativas para la
creacidn de una vacuna polivalente.

Se sigue haciendo investigacidn al respecto, esperando
que en un futuro préximo se dispongs de la vacuna

antiestreptocdcica.

-7 -



HIPOTESIS DE TRABAJO

La respussta humoral hacia extractos de cepas completas
de Streptococcus pyogenes y extractos de su protefna M, es
diferente entre pacientes con Fiebre Reumdtica y contactos
familiares infectados por Streptococcus pyogenes, pero que no

desarrollan la enfermedad.

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Ensayar la preparacidn de las muestras de extractos de
cepas completas de Streplococcus pyogenes para su corrimiento
electrofordtico.

- Obtener los extractos de proteina K de los
microorganismos aislados de casos en los que se cuenta tanto
con cepa de paciente como de contacto de una misma familia.

= Realizar la estandarizacidn de la técnica de
electrofordsis e inmuncelectrotransferencia, aplicadas a
extractos de cepas completas de Streptococcus pyogenes .y
extractos de su proteina M.

= Hacer al corrimiento electrofordtico e
inmmoelectrotransferencia de cada uno de los extractos de
cepas complietas de Streptococcus pyogenes b 4 de les

extractos de proteina M.
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= Comparar la respuesta de anticuerpos entre pacientes

con Flebre Reumética y contactos familiares.
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO:

Ralacidn de cepas y sueros

Cepas liofilizadas

Reconst‘itucidn
Cepas de S. pyogenes Cepas de S. pyogenes
Pacienteslcon F.R. Contactos familiares.
Pureza Pureza
Conservar en Conservar en
Tadd-HewLI.L/sangre Todd~Hewitt/sangre

Ensayos para la preparacidn
de las muesiras de extractos de
cepas completas de S. pyogenes.

Estandarizacidn del corrimiento electrofordtico

Determinacidn de P.E Det.ermlnm?idn de
de extractos de cepas P.E de extractos
completas de $. pyogenses de Pt-M

de Pacientes con F.R y C.F [

R A
Estandarizacidn de la inmuncelectrotransferencia

1ET de s)d.rtctos de 1ET de BX%I‘IC'.OS de
cepas completas PtL-M

de S. pyogenes de

Pacientes ccl:n F.R y C.F

Comparacidn de la respuesta de anticuerpos
entre pacientes con F.R y contactos familiares.
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MATERIALES Y METODOS

CEPAS Y, SUEROS:

Se trabajd con S5 cepas de S. gyogenes alsladas de
pacientes con Fiebre Reumdtica (F.R), diagnosticada segin los
criterios de Jones (1) que acudieron a consulta interna
en el Instituts Nacional de Pediatria CINP). Ademis de 19
cepas del mismo microorganismo alsladas de contactos
familiares CC.F).

Se trabajd tambidn con 4 sueros de pacientes y con
13 de contactos familiares (TABLAS 4 Y 5). Las cepas y sueros
de pacientes se designaron cun un nimero, mientras que los de
contactos llevan ademds una letra mindscula; las cepas &
sweros de una misma familia se identifican con el mismo

nimero.

RECONSTITUCION Y CONSERVACION DE LAS CEPAS
LIOFILIZADAS Y VERIFICACION DE SU PUREZA.

Las cepas se reconstituyeron con caldo Todd-Hewitt, =e
sanbraron en Agar Sangre al 5% y se incubaron a 37°¢c por
18~24 haras. A las colonias ohtenl.d;s se les realizaron las
siguientes pruebas:

~ Observacidn de morfologia colonial
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TABLA 4: RELACION DE CEPAS Y SUERCS DE PACIENTES
CON FIEBRE REUMATICA.

CEPAS DE PACIENTES TIPIFICACION SUEROS DE PACIENTES
C 40 MB8.78 S 40
C 45 M2.72 S 45
C 80 M-NL, T 12 S 80
C 653 M-Nt, TB3264 S 63
C 68 M-Nt, TB3264 *
NOTA: Solo las muestras que tienen su suero correspondiente

fueron transferidas.

# No se tomo muestra de sangre en estos casos.

C= Cepa
8= Suera.



TABLA S: RELACION DE CEPAS Y SUEROS DE CONTACTOS

FAMILIARES DE PACIENTES CON
FIEBRE REUMATICA

CEPAS DE C.FAM. TIPIFICACION SUEROS DE C.FAM.
C 80a M-NL T 12 S 80a
C 53a M-Nt, TB3264 S 53a
C 53b M-NT.TB3264 S 53b
C 61a M55.T8 *
C 61b M-NL. T8 S 61
C 6% M-NL, T8 S 61
C 61 M-NL. T8 S 61d
C Gte M-Nt T8 S 61e
C Bta M-Nt, T2 *
C 69a M-Nt, TB3264 . S 69a
C 69b M-Nt,TB3264 S 69b
C 69c M-Nt, TB3264 *
. C 44b M-Nt, T2 S 44b
C 48a M1.T1 *
C 49¢c M12,T12 *
C 52a M14.T14 *
C S4a M-NL. T8 S 54a
C 54b M-NL. T8 S 54b
C S54¢ M-Nt. T8 S S4c
% No se tomo wmuestra de sangre en estos casos.
C= Cepa
S= Suvero

NOTA: Solo las cepas que tienen su suero correspondiente
fueron transferidas. :
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= Tipo de hemflisis
- Gram

~ Catalasza

= Bacitracina

Coaglutinacidn

Una vez confirmada la pureza de cada una de las cepas,
se procedid a conservarlas en caldo Todd-~Hewitt-sangre.

CESQUEMA 1)

EREPARACION DE LAY MUESTRAS DE EXTRACTOS DE
CEPAS COMPLETAS DE S. pyogenes

Para la estandarizacidn de la muestra,se prepard una
suspensidn de una cepa de S. pyogenes a las densidades
dpticas de 0.8, 1.0, 1.5 y 2.0 a 540 nm  en el
Espectrofaotdmetro € Perkin-Elmer modelo S§5-~E), utilizando
soluctdn salina & hepes. Esta misma cepa tambiédn se ajustd a
una densidad dptica de 1.2 -~ 1.3 y se sonicd hasta obtener
una densidad dptica de 0.2~0.3. Las wuestras as{ preparadas
se centrifugaron y el paquete se resuspendid en regulador de
mawstra 2X en una proporcidn de SOyl por c.ndn ml de
suspensidn original y se hirvieron por o, 15, 30 y 60

minutos. El patrdn electroforético observado para cada una de
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estas preparaciones permitid elegir el mis adecuado para

tratar a el resto de las cepazs trabajadas. CESQUEMA 2)

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE PROTEINA M DE
S. pyogenes

Los extractos de proteina ‘M se obtuvieron utilizando
pepsina CSIGMA CHEMICAL Co., POTENCIA 1:110000) a pH de 5.8
de acuerdo a la tdcnica empleada por Manjula y Fischetti

32>,

Las cepas a las que se les obtuvo proteina M se muestran

en la tabla 6.

Las capas s® cultivaron en & 1litros de caldo
Todd~-Hewitt, adicionado con extracto de levadura al 1%
durante 18 horas a 37°C: al cultivo se centrifugd. a

',5000 rpm durante 15 minutos y se ln.vd dos veces en regulador
de fosfatos 0.067M a pH 5.8. El paquete celular se
resuspendid en el mizsmo regulador de extraccidn en una
proporcidén de 2ml de regulador por gramo de bacteria y se
agregd 1img de pepsina por cada 10 gramos de bacteria y se
tncubd en baflo Marfia a a37%¢ por 43 minutos; la accidn de la

pepsina, se detuvo colocando el paquete celular en baffo de
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TABLA 6: CEPAS A LAS QUE SE LES REALIZ0 EXTRACCION
DE PROTEINA N

PACIENTES CONTACTOS FAMILIARES
C 80 C 80 a
C 53 C53a
C53b
C 40

NOTA: Solo se trabajd con los casos en los que se disponia de
la cepa del paclente y su (s) respeclivo (s) contactos
familiares a excepcidn del C 40.
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hielo y ajustando el pH a 7.4 con bicarbonato de sodio al
7.5%. Pasteriormente se centrifugd a 3500 rpm por 15 minutos
y el sobrenadante se pasd por un filtro Millipore de 0.2 um,
se concentrd a la quinta parte del volimen original y
finalmente se dializéd en bicarbonato de amonic 0.05M
durante toda la noche. Una vez obtenido el extracto, se
procedid a determinar concentracidn de proteinas por ‘el

método de Bradford (7). CESQUEMA 3)

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE EXTRACTOS DE CEPAS
COMPLETAS DE S. pyosenes Y DE EXIRACTOS DE
PROTEINA M

Este se realizd en ircimrn para electrofordsis Cmodelo
SE 250 Hoefer Scientific Instruments) mediante el sistema

discont{nuo descrito por Laemmli C29).

- GEL SEPARADOR:

A) Para su preparacidn se utilizé una cdmara de vaciado
miltiple C(modelo SE 275 Hoefer Scientific Instrumentzd. Se
lavan perfectamente una placa de vidrio y una de altimina con
detergente neutro. Se enjuagan con agua bidestilada y se

sumergen en una solucidn de wmetanol al 5%, se secan con
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algoddn y se montan en la cdmara para geles, de acuerdo a las

instrucciones del mismo.

B En un matraz Kitasato de 125ml <se colocan los
reactivos para la preparacidn del gel, para el cufl se

probaron concentracliones de 12.5, 15.5, 15.83 y 16.6% :

RE. Vi CONCENTRACION DEL GEL.
mloge)
18.5% 15.5% 15.83% 18.6%
- Soln. de mondmeras 2. 456 3.045 3.110 3.202
- Tris pH 8.8 1.5 1.5 1.5 1.5
- SDS 10X% 0.12 0.12 o.12 . 0.12
= Agua bidestilada 1.6844 1.354 1.280 1.138

VACIO 10 MIN.

= Persulfato de amonio 0.03 0.03 0.03 0.03
al 10x%
~ TEMED 0. 002 0.002 0.002 0. 002

C) Se agita cuidadosamente para que no se hagan burbujas
y se vierte la wezcla entre las dos placas, hasta una
distancia de 2.5 cm del borde superior. Se coloca
inmediatamente 0.2 ml de agua bidestilada sobre la superficie

de la mezcla.

D) Se desmonta el gel, se inclina para remaver el agua y



se lava 1la superficie del gel tres veces con agua

bidestilada.

=GEL. CONCENTRADOR:
E) Se remuseve el liquido de la superficie del gel

separador y se escurre bien. Se coloca el pelne aproplado.

F) Se colocan en un matraz Kitasato los sigulentes

reactivos para la preparacidn del gelry

REACTIVOS nlogel
~ Solucidn de - os 0.33
- Tris O0.5M pH 6.8 mmmmmeememn—— 0.5
- SDS al 10% ——eemem——a——ee 0,01
- Agua bidestilada wmmm————————— {23

VACIO/Z10 MIN.

- -Persulfato de amonio mmmmeceeme———— (.01
al 10%
~ TEMED memmm—————— 0. 001

Se agita cuidadosamente y se agrega la wmezcla sobre el
gel separador. Se acomoda el peine, de tal manera qu‘ no se
formen burbujas en la interfase de lox dos geles. La
concentracidn que se utilizd para este gel fud del SX. EL

_ grosor del gel y por consiguiente del peine fué de 1wm. Paras
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los extractos de cepas completas se usd peine de diez pozos,

Y para los extractos de proteina M de cinco pozos.

G) Se remueve el peine cuidadosamente y se enjuagan los

canales con agua bidestilada cinco veces.

H) Se coloca el Tcassette”™ en la cdmara para

electrofordsis y se agrega el regulador de corrimiento.

I> Se colocaron las muestras utilizando una jeringa
Hamilton. Los volUmenes de muestra probados para laos
extractos de cepas completas fueron de 10, 20 y 30 ul. Para
el caso de los extractos de proteina M, la concentracidn de
proteina por pozo fud de 10 a 15 ug.

En el primer pozo se colocd un volimen de 3yl de
Marcadores de Peso Molecular CH'-SDS-éOO SIGNA Chemical Co.)
La jeringa se enjuaga 10 veces con SDS al 1X despuds de

colocar cada muestra.

J3) Se conectan los cables al aparato y a la fuente de
poder CPS 500 XT Hoefer Sclentific Instruments); se
aplicaron 10mA de corriente constante en el gel concentrador

y 20 mA en el separador por placa. Se wmantiene la
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corriente, hasta que el azul de bromofencl liegue a unos 0.2

cm del final de la placa.

K) Se desconecta el aparato, se desmonta el "cassette™ y
el gel se marca y se tife con solucidn de azul de Coomasie al

0.125% en metanol-acetico-aguas por 18-24 horas.

L) Se remueve el colorante y se agrega el decolorante I.
Se hacen tantos cambios como sea necesario, hasta lograr la

nitidez adecuada de las bandas; se agrega el decolorante 11,

M) Se procede a secar las geles.

N> La determinacidn del peso molecular de las bandas
da proteina se realizd por medio de la regresidn lineal de 1la
curva de calibracidn de los Marcadores de Peso Molecular e
interpolandoa 1la movilidad relativa (Rf) de cada una de las
bandas de interds en dicha curva. En la curva se grafica el
log. del Peso Molecular de cada uno de los Marcadores Ceje de

las ordenadas) contra C(Rf) en el Ceje de las abscisas)

DISTANCIA RECORRIDA EN EL GEL POR Cs/U DE LAS BANDAS

DISTANCIA RECORRIDA POR EL FRENTE DE CORRIMIENTO
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INMUNOELECTROTRANSFERENCI A DE EXTRACTOS DE CEPAS

COMPLETAS DE S. pyogenes Y DE LOS EXTRACTOS
DE EROTEINA M

1> TRANSFERENCIA:

A) Se corta un pedazo de 7 x 9 cm de papel de

nitrocelulesa de 0.45um de pora (SIGMA Chemical Co.).

B) Se coloca el papel en un recipiente que contenga

200mL de regulador de transferencla.

) Se cortan 2 pedazos de B x 10 c¢cm de papel filtra.

m Se toma un Tcassette™ del aparata de
electrotransferencia y se coloca la esponja humedecida en
regulador de transferencia sobre el mismo. Sobre la esponja
se coloca un pedazo de papel filtro igualmente humedecido y
sobre este se coloca el papel de nitrocelulosa. Sobre el
papel de nitrocelulosa se coloca el gel sin tefilr y se tiene
mucha cuidado de que no queden atrapadas burbujas entre el
gel y el papel. Se hacen las marcas necesarias con un ldpiz y
se coloca el otro trozo de papel filtro sobre el gel y por

‘&lu.m, una segunda esponja previamente humedecidos en
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regulador de transferemncia; se cierra el Tcassette™.

E) Se coloca el “cassette™ en la cimara de
transferencia y se conectan los electrodos de tal manera que
el papel de nitrocelulosa qmde orientado hacia el electrada

positivo. CFIGURA S

F) Se conectd el sistema a la fuente de poder. Las

Ltransferencias se realizaron por tres horas a 300 mA.

G) Al termino de la transferencia se proceso para
detectar las proteinas transferidas. Se corto el pedazo de
papel donde estan los marcadores para ser Lefildos con rojo de
Ponseau asi como un testigo para comprobar que si hubo

transferencia.

2) I NMUNODETECCION:
A El papel de nitrocelulosa con las prateinas
transferidas se coloco en un recipiente con S00m1 de

regul ador de bloqueo y se incubo a a7°c por 1 hora.

B) Después del bloqueo se procedio a hacer 3 lavados de

5 minutos,uno con PBS Tween 0.1X y dos con PHS sin tween 20.



Ra jillas
Papel Filtro < 2
Got /
Papel de NG BEGULADQ!

TRANSFFRE

D
NCIA

—

dirggeion da
Praleinas transieéndas

FIGURA 5: POSICION DE CADA UNA DE LAS
PARTES DEL "CASSETE™ PARA
TRANSFERENCIA.

=37~




C) El papel de nitrocelulosa ya bloqueado se recubrid
con 2mt de la dilucidn del suero problema en regulador de
bloqueo. Se incubo por 1 hora a 37°Cy toda 1la noche a 4°C. Se
trabajd con un suero de paciente con Flebre Reumitica para
la estandarizacidn de la dilucidn del mismo; las diluciones
ensayadas fueron 1:10, 1:25 y 1:50 y se probaron contra

k la cepa aislada del mismo paciente.

D) Se lavo con PIS tween 20 0.1X 10 veces 1 minuto cada

vez.

E) Se agregaron 2 ml del conjugado de fosfatasa alcalina
IgG de cabra anti IgG humana (BIO-RAD) y se incubo | hora a
a7%. EL conjugado de foasfatasa alcalina se proebd a las.
diluciones 1:2000, 1:3000, 1:4000 y 1:5000 en regul ador

de bloqueo.

F) Se hicieron 7 lavados de un minuto cada unc con PBS

Tween 20 y despuéds 10 lavados con PBS.
3) Se agregaron 2ml del sustratoe de la Fosfatasa

alcalina y se incubo 10 minutos 4 hasta la aparicidn de

las bandas. Se enjuaga muy bien con agua de la llave y se
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deja seacar.
Para el caso de los testigos negativos se siguid 1la
misma tdenica, con la diferencia de que las tiras de papel de

nitrocelulosa no se trataron con el suero problema.
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RESWLTADOS

+ C DE LAS MUESTRAS DE EXTRACTOS DE

PREPARACION
CEPAS COMPLETAS DE 5. pyogenes.

Para la preparacidn de las muestras, se Lrabajd con una
sola cepa de S. pyogenes para la cudl se ensayaron tres
técnicas:

1) Por el método de sonicacidn
2) Preparacidn de las muestras caon Hepes
3> Preparacidén de las muestras con solucldn
salina estéril (S.S.E)
con el objele de poder elegir la que wmejor resolucidn

presentara en el corrimiento electroforético.

a) El mdtodo de sonicacidn did buenos resultados
en cuanto a resolucidn en geles de
poliacrilamida, de concenliraclidén de 15,5%

CFIGURAS 8, 7 y &

b) La preparacidn de las muestiras usando
Hepes, no presentd buena resolucidn con
ninguna de las densidades dpticas

ensayadas, asi como a ninguna concentracidn
del gel separador CFIGURAS 6, 7 y 8

€) La preparacidn de las wmuestras usando S.S.E
-40- )



FIGURA &

PATRON ELECTROFORETICO DE UNA CEPA DE
S. pyogenes EN GEL DE POLIACRILAMIDA AL 125%

(PROCESO DE ESTANDARIZACION)

1 2 3 4 5 -]
CARRIL D.o VoL ful)
1 0.8 10 HEPES
2 1.0 10 HEPES
3 1.5 10 HEFES
4 2.0 10 HEPES
S 1.2-1.3 10 SONICADO
6 1.2-1.3 20 SONICADO

NOTA: LAS MUEETRAS PREPARADAS PoR SOUNICACION PRESENTAN
MEJOR RESOLUCION EN SUS BANDAS
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FIGURA 7

PATRON ELECTROFORETICO DE UNA CEPA DE
S. pyogenes EN GEL. DE POLIACRILAMIDA AL 155%

(PROCESO DE ESTANDARIZACION)

1 2 3 4
CARRIL, p.o VOL. (1),
1 1.0 20 HEPES
a 1.5 20 HEPES
3 2.0 a0 HEPES
4 1.2-1.3 20 SONICADO

NGTA: S OBSERVA MEJOR AEEOLUCION POR KL METODO DE
MONICACION.



FIGURA 8

PATRON ELECTROFORETICO DE UNA CEPA DE
S. pyogenes EN GEL. DE POLIACRILAMIDA AL 1667

(PROCESO DE ESTANDARIZACION)

CARRIL

- wn=

NOTA: BE OBMEERVA
EONGACION.

1 2 3 4
D.g VoL (ul)
1.2-1.3 20
2.0 20
1.5, 20
1.0 20

MEJOR RERSOLUCION POR KL

43~
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HEPES
HEPES
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dié buena resolucidn a una densidad dptica de
1.5 y a unas concentracidn del gel separador
del 15.5% CFIGURA @,

La tdcnica por sonicacidn no pudo ser aplicada debido a
la falta de disponibilidad del aparato, asi como por el
nimeroc elevado de muestras a trabajar; por lo que se
eligid la tdcnica de preparacidn de muestras usando S.S.E.

Una vez elegida la tdcnica, se ensayaron tiempos de
hervido de la muestra y volidmenes de la misma por pozo con
el fin de afinar los resultados. Los tiempos de hervido que
me jor resclucidn dieron, fueron los de 15 y 30 minutos
CFIGURA 10), no observandase diferencias significativas en
ellos, por lo que se eligid el de 15 nlnut..os para vf.ratar a el
resto de las cepas. Tampoco hubho diferencias significativas
en los voldmanes de muestra ensayados C(FIGURA 93, por 1la

que se eligid el de 20 ul.

+ OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE PROTEINA M DE
CEPAS DE S. pyogenes

Los extractos se obtuvieron de acuerdo a 1la técnica
presentada en materiales y mdtodos. La concentracidn de

proteinas de cada uno de los extractos, se determind por el
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FIGURA 9

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA
DE MUESTRAS DE UNA CEPA DE S. pyogenes
PREPARADAS CON SOLUCION SALINA A DIFERENTES D.O

(PROCESO DE. ESTANDARIZACION)

(=}
(w]

CARRIL VoL (ul)

|

10
20
30

.. .
s e

10
20
30
10
20
30

-

C0MNOUMWNR™
e e e

cooaumym ©o0Q

MR-

4 CONCENTRACION DEL AaEL. 13. 3%
NOTA: EE OBRSERVA MEJOR RESOLUCION DE LAS BANDAS A D. © DE
1.3
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FIGURA 10

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA
D DE S. pyogenes

E UNA CEPA V!
A DIFERENTES TIEMPOS DE HERVIDO

(PROCESO DE ESTANDARIZACION)

1 2 3 4 5 [:] 7
CARRIL D.O TIEMPO (MINUTOS)
1 1.5 18
2 1.5 o
3 1.5 15
4 1.5 30
5 1.5 60
6 1.5 15
K4 1.5 18 S, typhi

® CONCENTRACION DEL OEL. 13.3%
NOTA: &K ORSERVA MEJOR RESOLUCION DE LAS BANDAS A LOS
TIEMPOR DE HERVIDO DE 13 Y 830 MINUTOS.
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métoda de Bradford ¢ 7 ) y por medio de la regresidn lineal
de una curva patrén de albumina bavina C(GRAFICA 1) e
interpolando los valores de densidad dptica de cada uno de
los extractos.

La concentracidn de. proteina de c¢ada uno de los

extractos fud la siguiente:

PACIENTES CONTACTQS FAMILIARES
C 80 31 0.4126 pgr/ul mta, C 80a : 0.5641 png/ul mta.
C 53 1t 0.2714 pngr/pl mia. C S3a : 1.3631 pg/ul mta.

C S53b : 0.617S pug/ul mta.
C 40 : 0.3806 ug~/ul mta.

+ ELECTROFORESIS DE EKTRACTOS DE CEPAS COMPLETAS
DE S. pyogenes.

Los patrones electrofordticos de las & cepas de

pacientes reumiticos, localizadas en los carriles 2, 3, 4, S
y 7 CFIGURA 11) no presentan diferencias importantes entre
si, a excepcidn de 1la cepa del casa C45 en donde las
bandas se cbservan mis marcadas, sugiriendo una mayor
concentracidn para cada una de las proteinas presentes. Cabe
remarcar 1la gran similitud entre los patrones del cto}

CS3. En este mismo gel se incluyen los corrimientos de
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FIGURA

PAgEON EkgCTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA

S. pyogenes AISLADAS DE PACIENTES

CE|
CON FIEBRE REUMATICA Y SUS CONTACTOS FAMILIARES

o =N
* N=0
o

29

2 3 4 5 6 7 8 9

CARRIL CEPA CARRIL CEPA
1 MARC. PM 6 C 80a
2 C 40 7 C 53
3 C 45 8 C 53a
4 C &8 Q C 53b
5 C 80

® CONCENTRACION DEL aEL. 15.5%

NOTA:

NO &K DIF IMPORTANTES N Los
CASOS DE PACIENTES CON F. R, NI EN LA FAMILIA o0,
L K LA DIF ENTRE LOS CASOS DE LA

FAMILIA 53, AUNQUE KL PATRON DK LOS 2 a.r DE ESTA
FAMILIA KR IDENTICO.
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los casos de C.F C80a, C53a y C53b, observandose una gran
simitlitud entre los patrones de las cepas de los casos C80 y
C80a. La cepa del casa €53 (carril 7) difiere del de sus
C.F C53a y C53b Ccarril 8 y 93, en el primero es notable la
ausencia de las bandas de Peso Molecular CP.M entre 6 y 17
KDa y las localizadas entre 30 y 54 XDa cuando se compara con
el patrdn de sus C.F; sin embargo a pesar de estas
diferencias existen 4 bandas que son comines a estas 3 cepas
del caso 53: las de P.Mde 63, 55, 20 y 17 Kba; por otro
lado, el patrdn electroforédtico es idéntico para las cepas de

estos 2 C.F (FIGURA 11).

En las figuras 12 y 13 y carriles 6, 8 y @ de la
figura 11 se muestran los patrones electrofordticos de cepas
de S. pyogenes aisladas de los 19 C.F, abservandose de
manera general, una gran similitud entre todos los
patrones, siendo esta mis remarcada entre las cepas de una

misma familia.

Cabe remarcar que en los patrones electrofordticos de
todas 1las cepas de pacientes con F.R y C.F, aparece una
“doble banda™ de P.M aproximado de 45 y 48 KDa que en los
casos C40 y C53 se ven ol ténues; ademis de una banda de P.M

de 60 XDa y otra banda de P.M de 88 KDa.
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FIGURA 2

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA
DE CEPAS DE_S. pyosenes AISLADAS DE CONTACTOS FAMILIARES
DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA

205
116
9724
86

45

29

L 3 4 [ 6 7 8 9 10
CARRIL CEPA CARRIL EPA

1 MARC. PM ] C S4a

a C a4b 7 C 84b

3 C 48a a C S4c

4 C 48¢ -] c o1

L] C s2a 10 MARC. PM

® CONCENTRACION DEL OFKL. 3. 3%

NOTA: NO SE nr
LOS PATRONES, RESALTANDO LA SIMILITUD DI ISTOR =

LA FAMILIA Se¢.
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FIGURA 13

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA
DE CEPAS DE_sS. pyogenes AISLADAS DE CONTACTOS FAMILIARES
DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA

1 2 3 4 5 6 7 8 9
CARRIL cera CARRIL. CEPA
1 MARC. PN 6 C 6le
2 C 61a 7 C 6%a
3 C 61b 8 C 68b
4 C 61c ] C 69c
s C std

SCONCENTRACION DEL OEL. 15. 3%

NQTA: EE OBEERVA UNA GRAN SIMILITUD EN ToDas LOS
PFATRONES REEALTANDO ESTA SIMILITUD KNTAR LOB
MIEMBROE DE UNA MISMA FAMILIA (FAMILIAS ot Y o)
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+ELECTROFORESIS DE EXTRACTOS CRUDOS DE PROTRIMNA M
PE S. pyogenes

Realizamos la extraccidn de Proteina M de acuerdo al
mitodo propuesto por Manjula y Fischetti ¢ 32 ), de las dos
familias en las que se contaba tanto con cepa de paciente con
F.R y cepa de su(s) respectival(s) C.F, incluyendo al C40 que
no posee C.F CTABLA 6). Al realizar 1la electrofordsis en
geles de poliacrilamida de estos extractos, observamos
para la familia 80 CFIGURA 14), un patrdn de bandas
idéntico, resaltando la presencia de dos bandas de P.M
aproximado de 17 y 20 KDa y una serie de bandas muy tédnues
por arriba de los 20 KDa; este patrdn fud muy similar al
observado para el casa C40 (FIGURA 14),Aen donda estas
mismas dos bandas se ven muy intensas a comparacidn _d- im
famtlia 80; para la familia 53 (FIGURA 15> el patrdn de
bandas es muy similar en los dos C.F, a excepcidn de una
‘band- de P.M de 10 KDa observada en el caso C53b y que
no se observa en el extracto del caso C53a, otras bandas de -
P.M de 17 y 20 KDa son observadas en los 2 C.F, ademis de una
gran cantidad de bandas wis tdnues ‘en el intervalo dob los 20~
66 KDa; para el caso del paciente, es posible apreciar una
banda de P.M de 16 KDa y otra de 27 KDa, asi como bandas mis

ténues por arriba de los 27 XDa.
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FIGURA 14

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA
DE EXTRACTOS CRUDOS DE PROTEINA M DE S. pyogenes
AISLADOS DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA
Y SUS CONTACTOS FAMILIARES

205
116’
874
66
45

29

1 2 3 q
CARRIL CEPA VoL (D),
1 MARC. PM S
2 Cc 80 a5
3 C 80a as
4 C 40 50

® CONCENTRACION DKL QKEL. 13, 5%

NOTA: EC OBEERVA UNA ARAN SIMILITUD KN EL PATRON DE LA
FAMILIA SO ¥ DEL C40, A EXCKPCION bE UNA MAYOR
INTENSIDAD DE LAE RANDAE =N EL cCeO. DESETACAN LAR

RANDAE DE P. M DI 17 ¥ 20 KDa KN LOS 8 CASOS.
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FIGURA 15

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA

DE EXTRACTOS CRUDOS DE PROTEINA M DE S. pyogenes

AISLADOS DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA
SUS CONTACTOS FAMILIARES

& Q=N
U AN=SC
bowm

1 2 3 4 6
CARRIL CERQ voL tuly
1 MARC. PM 5
2 C 53b 3s
3 C S53a 18
4 c 53 85
5 MARC. PM

® CONCENTRACION DEL GFEL. 13. 8%

NoTa:

EN LOS 2 C.F DESTACA LA PRESENCIA DK 2 BANDAS
P.M DE £? ¥ 20 KDa, PARA KL C33bh DEETACA
RANDA DE 10 Kba. PFARA KL PACIENTE DESTACAN
MANDAS DE P. M DE 1S Y 27 KDa.
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+ INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE  EXTRAGTOS DE

CEPAS COMPLETAS DE S. pyogenes Y DE LOS
EXTRACTOS DE PROTEINA M OBTENIDA.

Para la inmunodeteccldn de las protelinas transferidas,
se ensayaron 3 diluclones del suera problema correspondiente,
no observandose diferencias significativas en la resolucldn
de las bandas detectadas, por lo que la dilucidn elegida
del suero fué la de 1150 C(FIGURA 16). Con respecto a las
diluciones ensayadas del conjugado de Fosfatasa Alcalina,

la que mejor resolucidn did fud la de 1:3000 CFIGURA 17)

En la figura 18 se muestran 1la totalidad de los
extractos de cepas completas de S. pyogenes que fueron
inmunotransferidas y que corresponden a 4 cepas de paclentes

y.a 13 de C.F.

En la inmuncelectrotransferencia de los extractos de
cepas completas de S. pyogenes logramas apreclar la
diferencia entre los patrones de bandas de los casos
correspondientes a pacientes con F.R y C.F (FIGURA 18B), en
donde es posible apreciar que en general hay un mayor ndmero
de bandas di: bajo P.M (menores de 45 KDa) en los casos de

C.F, comparado con los casos de paclentes que preséntan la
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FIGURA 16

INMUNOTRANSFERENCIA DE UNA CEPA DE =. pvogenes
(ESTANDARIZACION DE LA DILUCION DEL SUERO)

CARRIL DILUG LN

1 1:10
2 1:25
3 1:50

NOTA: SE OGBSERVA MEJOR RESOLUCGION CON LA DILUCION
SUERO OE 1150
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FIGURA 17

INMUNOTRANSFERENCIA DE UNA CEPA DE 3. pyugenes

(ESTANDARIZACION DE LA DILUCION DEL CONJUGADO DE
FOSFATASA ALCALINAY

TESTIGOS
NEGATIVOS

1 2 3 4
1.- DILUCLON DEL CONJUGADO 1:2000
2. - DILUCLON DEL CONJUGADO 1: 3000
3. = DILUCTION DEL CONJUGADO 1: 4000
4. - DILUCION DEL CONJUGADO 1:%000

ERVA UNA MEJOR  RESULUCGION A UNA DILUCTON

CONJUAALG DE G300
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1 23 4 56 7 8 9101

FIGURA 18

INMUNOTR ANSFIEEE:‘ECN#E IS)ECCEPAS
ADAS DE PAC
AlSL Y SUS CONTACTOS FAMILIARES

DE S. pyogenes

FIEBRE REUMATICA
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CARRIL CEPA CARRIL EPA,

1 MARC. PM 10 < o1c

2 C 40 11 C otd

3 C 45 12 C 6ie

4 C 8o 13 C coa

-] C 80a 14 C ook

[} C 53 15 C 44b

7 C 53a 16 C S4a
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e C o1b 18 C Sdc

NOTA: SE MUKSTRA KN EEYA FIGURA LA  TOTALIDAD bBE

EXTAACTOS DE S. pyog RANSF
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enfermedad, lo cudl indicaria que hay un mayor
recanocimiento de antigenos de superficie de estreptococo por
parte de los sueros de C.F, a excepcidn de los casos de la
familia S4 carriles 16, 17 y 18 (FIGURA 18) en donde no hubo
reconocimienta de ninguna banda. Se observa que los sueros de
la mayoria de los C.F reconocen las dos bandas de P.M de 45 y
48 KbDha, solo el caso CB80a reconoce unicamente, a la de 48
KDa; mientras que los sueraos de las paclentes solo recaonocen
una de ellas, a excepcidn del caso C45 que reconoce a las
dos.

Con respectoa las cepas inmunoelectrotransferidas de
p;-clent,es con F.R, es posible apreciar un patrdn de bandas
pobre en comparacidn de los C.F; en general en los 4
pacientes el patrén de bandas es similar, destacando el
reconocimiento de una de las 2 bandas de P.M de 45 y 48 KDa
presentes en los patrones electrofardticos a excepcidn del

. C4S que reconoce ambas bandas CFIGURA 19).

Por otro lado, una banda de P.M de 66 KDa que aparece
en todos los patrones electrofordticos es reconoccida por 3 de
los 4 sueros de pacientes correspondientes, ademis es notable
1a similitud del patrdn de reconocimiento entre los casos C40
y C53 CFIGURA 10>,

Para las inmmoelectrotransferencias de los casos de C.F

de pacientes con F.R, se observa una gran similitud entre los



FIGURA 19

INMUNOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE S. pyogenes
AISLADAS DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA

1 2 3 4
CARRIL cePA
1 C 40
2 C 45
3 C 80
4 C S3

NOTA: BSE M U EETRAAN Las ixe DE S8O0LO LOS cAasom e

PACIENTER CON F. R,
TES® EN =

NO Sk DIF
PATRON DE RANDAS DE LOE ¢ CASOR.. = NOTAMLE - 9
DE LA DE P.M DE 48 XDakN 8

DE LO& CASOS, ANI COMO UNA DE &0 KDa.



casos que pertenecen a la misma familia CFIGURAS 20, 21, 22
y 23). La banda de P.M de 86 KDa solo fuéd detectada en los
casos C80a, C6ic, C6id, C60a y C6Oh.

Con respecta a las dos familias en donde se tiene
al paciente con F.R y a su(s) correspondiente(s) C.F; para
la familia del caso 80 observamos que su respuesta de
anticuerpos hacia antigenos de superficie del
estreptococo por parte del paciente y su respectiva C.F es
muy similar en el intervalo de 29 a 66 KDa (FIGURA 24>, pero
difiere en el intervalo localizado por arriba de los 68 KDa
en donde los anticuerpos del suera del C.F reconocen
antigenos en esta zona; antigenos no reconocidos por los
anticuerpos del suera de paciente con F.R, destacando en el
patrén una banda muy marcada, de P.M de 88 KDa y la presencia
de bandas tdnues de mayor P.M. La familia correspondiente al
€53 muestra un patrén de bandas muy diferente entre el
paciente y sus respectivos C.F (FIGURA 252; en primer lugar, ’
los anticuerpos del suero de C.F reconocen aproximadamente 10
bandas de bajo P.M, comparado con el paciente, en donde la
banda de menor P.M detectada fud de 45 KDa; en segundo
lugar la banda de P.M de 66 KDa, estd presente en el patrdén
del paciente y ausente en sus 2 C.F; otra diferencia es que
el C.F reconocid la "doble banda™ de P.NX de 45 y 48 KDa

cbservada en los patrones electrofordticaos mientras que el
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FIGURA 20

INMUNOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE S. pyvumenes
AISLADAS DE CONTACTOS DE LA FAMILIA 53

& O o

GCARRIL CERA
1 MARC. PM
a C 53a
3 ¢ S3b

NOTA: AUNAQUE NO SE OBRSERVA MUY NITIDA LA FOTOARAFIA,
: LOS PATRONES DE BANDAS DE AMBOS CASOS ES MUY
SIMILAR,
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FIGURA 21

INMUNOTRANSEERENCIA CEPAS DE S. pyogene.
AISLADAS DE CONTACTOS LA FAMILIA 69

1 2 3
CARRIL CEPA
. PM
2 C 69a
3 C 89b

NOTA: NOTESE LA GRAN SIMILITUD DEL PATRON DE BANDAS EN
LOE 2 CASOR, ADEMAS DK LA CANTIDAD or BANDAS
RECONOCIDAS .
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FIGURA 22

INMUNOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE 5. pyoge=is
AISLADAS DE CONTACTOS DE LA FAMILIA i1

GARRLY CERA

1
P
3
4
5

MARC. PM
C 61bL
C 6Gic
C 6i1d
C 6Gle

NOUTA: NO SE ORSERVAN UIFERENCIAS IMPORTANTES ENTRE, Los
4 CASOUS] ES NOTORIOQ FL RECONOCIMLENTO DE La
DOBLE HANDA EN LOS 4 MASOS

TESIS CON
FALLA It Ok




FIGURA 23

INMUNOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE S. pyogenes
AISLADAS DE CONTACTOS DE LA FAMILIA 54

29

CARRIL CEPA
1 PM
2 4a
a C 5S4b
4
e BANDA EN LOSE

NOTA: NO HUBO
CAEOS.



FIGURA 24

INMUNOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE 5. pyogenss
AISLADAS DE UN PACIENTE CON FIEBRE REUMATICA
Y SU CORRESPONDIENTE CONTACTO FAMILIAR

(FAMILIA 80)

1 2 3
CARRLL. CEPA
1 MARC. PM
2 C 80
3 C #0a
NOTA: EL liEGONOGlMlEN’I’C! UE RANDAS EN EL INTERVALGCH DE
LOS 20-66 KDha ES MUY SIMILAR ENRE EL PACIENTE A Y
EL C.F, PERC HAY MAYOR RECONOGCIMIENTO DE
BANDAS POR ARRIBA DE LOS &6 Kba POR EL SUERO DEL

C. F

-1E51S CON
FALLA DE ORIGEN




FIGURA 25

INMUNOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE S. pyogenes
AISLADAS DE UN PACIENTE CON FIEBRE REUMATICA
Y SUS CORRESPONDIENTES CONTACTOS FAMILIARES

(FAMILIA 53)

CARRIL  CEPA
MARC. PM

rPWNM
non
agé

NOTA: S OBRERERVA UN MAYOR oE Dk
BAJO P. M EN LOR C.F COMPARADOG CON KX PACIENTE.
ES NOTABLK LA PARSKNCIA DE LA BANDA DE 6 Kha N
L PACIENTE ¥ AUSENTE EN LOS 2 C. ¥




paciente reconocid solo la de P.M de 45 KDa.

Con respecto a los 6 extractos crudos de Proteina M es
posible apreciar una gran heterogenicidad en el patrén de
bandas reconocidas por los sueros carrespondientes de todos
los casos. Para el caso C53 el paciente reconcce una serie de
bandas de P.M aproximado entre 3f1 y 45 KDa; el caso C53a
reconoce una serie de bandas entre 29 y 38 KDa y el caso
C53b entre 25 y 29 KDa. Es notable que estas bandas se
observan muy ténues aen sus respectivos patrones
electrofordticos y tambidn para cada cas}: las bandas mis
marcadas no son reconocidas por los sueros problema.

Para el caso €80 se observa un comp;rtamlento similar,
ya que son reconocidas bandas que se” observan muy ténues en
el patrdn electrofordtico correspondiente: para el caso CBO
aproximadamente entre 25 y 37 KDa, para el casc C80a entre 20
y 35 y para el casoc C40 dos bandas de P.M aproximado de 38 y
59 KDa. Para el caso C40 ninguna de las 3 bandas principales
observadas en su patrdn electroforético, son reconocidas por
su suera carrespondiente (FIGURA 26).

En la tabla 7 se muestra un resimen de las bandas
observadas en los patrones electroforédticos de extractos de
cepas completas de S. pyogenes y las detectadas en las

inmunolectrotransferencias.
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FIGURA &6

INMUNOTRANSFERENCIA DE EXTRACTOS DE PROTEINA M
E CEPAS DE 5. pyogenes
AISLADAS DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA
Y SUS CONTACTOS FAMILIARES

(FAMILIAS 53 Y 80)

N s Op-
O o ON=

89 1011 12 1314

LARM L GCEPA CARK 11, LEPA
1 MARC. PM 8 MARC. PM
z ¢ 53 9 c 80
3 C 53a 10 c 80a
4 ¢ 53b 11 C 40
5 N 12 ™
[t} N 13 ™
7 ™ 14 ™

(N TESTIGUS NEGATIVOS
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Tabla 9: Patrones de bandas de clectrofonésis u de Inmuncefectre?ransdercncias

Huestaa

Randas obsexvadas en electrekonésds

Bandas detectadas en

Inmunoeleetro

Cepas de Pacdentes

Cepas de Confactod
am

Cepas de Peocdientes

ranskenencia

Cepas de Contacfod
Lam

Eitractos de Cepas
completfas

C40: 3 bandas de
Py

60, 55 ¢ 75
KDa

C45: Apnoximadamen
¢ te 30 bandas™
de P.H. entne
S w116 KMa,
destacando do
bte banda de
P.A, 45 uy 48
KDa

Co8: 8 ﬁandaa de
M

5. 20, 30, 33,

35, 42, 46 o
60 KDa

C80: 11 bandas de
P.H.
5, 10, 17, 3¢,
33, 35, 42,
45, 45, 48
60 ""a

Ademis bandas
miese (Suues on
ef zaeae de
#6-97 KPa

C§0a: Hismas ban
das oue pa
xa el Cin,
ademds de
una de 43
Kia

€30: 7 bandas de
oy

66 u 35 KNg

"Poble banda™
de 45 kPa o
banda de 2%
KPa

€45:

€80: Z bandas de
P

&6 1 45 KNa

C80a: 4 bandas de

116, 70, 86
45 KPa




Huestra

* Bandas observadas

en electrofonbads

Bandas detectadas en
Inmuncelectrotransfenencdia

Cepas de Pacientes

Cepas de Contactos
fam

Cepas de Pacientes

Cepas de Contactos
fam

“el-

£53: xnndas de
3, 17, 20,

)
P,
2,

50 ¥ 63 KDa

C53a: Aproximada
mente 35
bandas en un
nanac de P.H
de 5w 116
¥Pa, desta
cando en con
centracifin
Las bandas
de P.H.

70, 83, 45,
17 ¢ 7 KPa

€53b: Mismo patabn
aue para -
C53a

Familia C61: Apic
x<{madamente 30
bandas en ef ranao,
de P.H, de 2 u 114
KDa, destacando en
concentracibn una
doble banda de P.M
45 y 48 KDa

€53: 4 bandas de
P.H.
116, 100, 45,
u 66 KDa

€53a: Patadn muy
d{fusoz
"Deble banda"
de P.M.
25 Kpa o 3
bandas de P.M.|
30, 33 17
Kda

€53b: Tdéntico al
C53a

Familia C&1: 3 ban
das de P.M. 95, 4%
w 60 KPa, ademds de
ta deble banda de

45 KDa 7 bandas muy
ténues en el hrango

de P.M. 43 y 10 KDa




Huestra

Bandas obtaeavadas

en efectrofendads

Bandas detectadas en
Tamuncefectrotransfenencia

Cepas de Pacientes

Cepas de Centactes
am

Cepas de Pacientes

Cepas de Contactos
am

k)
-

i

e

YTV

Dlo

(e B2

ROD

M0 A

:

Famitia Té9: lqual
que vara fa dami -
tia Cé!

Fami{fia: €53: Apic
ximadamente 30 ban
das en el ranqo de
DM, de 1 a M6
KPa, destacando en
concentracifn tas
bandas de P.M: 29,
3z, 40, 65 u la da
bre banda de 45 u~
48 KDa

C44b: 7 bandas de
o.M, 29, 20,
34,35,40 .45
100 KDa.
Ademds de 6
tandas en cf
nange de 45-
66 KPa

Famifia C69: 15 f.n
das ténues cu el i
ac de P.H. de 53-100]
KDa w otnas 15 en el
nange de P.H, 43
10 KDa, ademds de L4
doble banda de 45
KDa.

Fam{fi{a C54: Ne hubo]
neconccimienty.
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Muestra

“Randaa obsenvadas en electnolonfsds

Randas defectadas en
Inmuncelectrotransferencda

Cepas de Pacientes

Cepas de Contactos
fam

Cepas de Pacientes

Cepas de Contactos
fam

Extractos de PT-M

€53: 2 bandas de
P.M. 16 KDa v
otra de 27 KDa
Ademéds de apro
ximadamente S
bandas de P.I.
29-45 KDa

C48a,49C,52a u &la
Aproximadamente 30
bandas, destacando
en concentnacifn -
ta dobfe banda de
PN, 45 u 48 KPa u
una bandn de 50
KDa

C53%a: 3 bandas de
P.M. 17 KPa,
29 y 40 KPa.
Ademds de
bandas muu
ténues en el
rango de 29-
40 XPa u en
el de 40 a
66 KDa

€53b: Iqual oue pa

xa (53a ¢+

una banda

de =10 XDa

€53: 4 bandas en of)

ranae de PLH.
de 33-45 KPa

C53a: & bandas en el
rango de 23-40
KDa

C53b: 1 banda de P.M
de 32 kDa « 3
bandas muy t&
nues en el
rango de 25-29)
Kpa
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Huestra

Bandas obsenvadas en efectrolenfads

Bandas detectadas en

Tnmunoelectro

taans fenencda

Cepas de Pacientes

Cepas de Contactos
am

Cepas de Pacientes

Cepas de Contactos
am

C80: 2 bandas de
1;7.KDa y de
29 KDa 4 una

sexie de ban

das en el -
ranqo de P.H,
de 29-66 KDa

C40: 3 bandas de
P

17, 29 ¢ 32
KDa

C80a: Pataén didén
tico af del

C80: 2 bandas 1 de
P.H.
32 u otra de
40 KDa

C40: 7 bandas de
P

30, 35, 40, 43
15, 50" u 97 K0d

C80a: 4 bandas de
P

27, 29, 32 v
33 KDa ademds
de 3 muy 2€ -
nues de 118,
97 u 80 KDa




DISCUSION

Estudios epidemioldgicos revelan que debe existir alguna
caracteristica importante en la relacidn hudsped pardsito,
que de alguna manera predisponen a ciertoes individuos a
desarrollar una respuesta inmune aberrante durante la F.R. El
concepto de una susceptibilidad gendtica a la enfermedad por
parte del huédsped se basa en las sigulentes observaclones: a)
El grado de fluctuacidn de las infecciones estreptacdcicas na’
tiene efecto sobre la incidencia de esta enfermedad, la cufl
permanece constante; b) Los individuos susceptibles a la F.R
presentan una respuesta celular y humoral alterada hacia
clertos antigenos del estreptococoe que comparten
determinantes antigénicos con tejldo de mamiferos; c> Hay una
tn;:!.dencia elevada del antigena HLA-DR 4 en pacientes de raza
blanca con F.R; d) La presencia del aloantigeno (883) en
células B de un alla porcentaje de pacientes reumdticos

c36, 37>.

El propdsito del trabajo es comparar mediante
inmunoelectrotransferencia la respuesta humoral de paclentes
con F.R y C.F, primero hacia antigenos de cepas completas de
5. pycogenes, tratadas can SDS - Mercapto - Ftanol (¢ Ver

Materiales y Metodos) y posteriormente hacla extractos crudos
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de Pt~M de algunas de estas cepas (TABLA 6).

Primeramente se obtuvieron los patrones electrofordticas
del total de las ‘cepas CTABLA 4). Solo el 25X (6/24)de
nuestras cepas fueron tipificables por M con los antisueros
probados; es importante sefialar que constantemente se reporta
La aparicidn de nuevos serotipos para los cuiles no se cuenta
con el antisuero correspondiente. Los serotipos M encontrados
en nuestro estudio fueron Mi, M2, M8, Hi?. Mi4 y MSS5. En los
patrones electrofordticos obtenidos,en 4 de 5 paciéntes, las
bandas se observan muy tdnues y solo en 2 C.F de 18 se
abserva esta situacidn; Stollerman en una revisidn realizada
en 1901 astablece que las c’epas de serotipos
reumatogénicos poseen una cdpsula muy prominente, dando
lugar a la formacidn de colonias mucoides en cultivoes de
Agar Sangre (37). De las S cepas de paclentes con F.R, solo
2 pertenecen a un serotipa M conocido, y de estas 2, la cepa
del caso C4S, pertenece al serotipo M2, un serotipo que
adn no ha sido asociado dentro del grupo reumatogénico &
el nefritogénico (25), la otra cepa de pactente con
F.R es el caso C40 que corresponde al serotipo M8, para
el cudl existe muy poca informacidn en la literatura, y

por lo tanto no sab si pert al grupo nefritogdnico &

reumatogénico; las 3 cepas restantes de pacientes con F.R
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na  fueron tipificadas por M lo cudl no descarta la
posibilidad de que pudiera tratarse de serotipos
reumatogénicos. Para C.F la mayorfia de las cepas muestran
un patrdén de bandas muy intenso, a excepcidn de los casos
Ca80a CFIGURA 11, carril & C 44b (FIGURA 12, carril 25,
cuya patrdn es muy ténue; ambos casos fueron no
tipifacables por M. Una posible explicacidn para la
observacidn de estos patrones podria ser el hecho de que
para algunos casos durante el proceso de preparacidn de
extractos de cepas completas hubo perdida de células
durante los lavados del paquete celular ya que estas
presentaban caracteristicas muy mucoides que le impedian
formar un paquete compacto despuds de centrifugar, lo cudl
podria originar una disminucidn en la cantidad de muestra
sometida al tratamiento con SDS, y como consecuenclia ariginar
patrones electrofordticos mis Lénues; esta explicacidn
concuerda con lo establecido por Stollerman (37). Otra
observacidn notable es la presencia de un “doble banda™de un
P.M aproximado de 45 y 48 KDa que estd presente en todos los
patrones electrofordticos de cepas de pacientes y de C.F
C(FIGURAS 11, 12 y 130) por lo que suponemos que se trata de

un antigeno comin a todas ellas.

Existen pocas referencias en donde se reporte el P.M,
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ESTA TESIS KO BEBE
SALR BE 1A BiBLIGTECA

por movl.lida.d electroforética, de antigencs estructurales
del estreptococo, lo cudl nos hace dificil asociar las bandas
de los patrones electrofordticos obtenidos a algin antigeno
en particular de este microorganisme; tambidn existe poca
informacidn en la bibliografia acerca de corrimlentos de
cepas completas de S. pyogenes en geles de poliacrilamida.
Cunningham y col. (1986, trabajaron con un extracto de cepa
completa de estreplococo grupo A, serotipo M5, obtenlido por
tratamiento de la cepa con SDS al 5% los antigenos del
estreptococo presentes en el socbrenadante fueron separados
por electrofordsis en geles de poliacrilamida y enfrentados
por inmuncelectrotransferencia contra anticuerpos
monoclonales estreptocécicos de reaccl.dn cruzada con
corazdn. Estos autores observaron dque el P, M de 3 bandas
prominentes concordaban con e P.M de 1la proteina M5 (861
KDad; esta observacidn se confirmd al realizar
electroforédsis e inmunoelectrotransferencia de extractos
puros del Pep WS, utilizando anticuerpos contra esta
molécula C13.

En la literatura se ha reportado para el Pep Mi, un
~'.rlpl.et.e de P.M de 23.5, 25 y 28 KDa (27) y para el Pep M2
un P.M de 38 KDa ¢(28); para el resto de los serotipos de
este estudiec no hay datos a este respecto; posiblemente

debidoe a que no son serotipos muy frecuentemente
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aislados de casos 6 epldemias de F.R & GNA en México u otros
paises. Al interpolar los pesos moleculares del Pep Ml y Pep
Mz en el patrdn electroforético correspondiente C(FIGURA
12>, es posible apreclar para la cepa del caso C48a (M1) un
conjunto de bandas de Pesos Moleculares aproximados a los
reportados para la proteina M de este seroti‘po; para la cepa
del caso Cd9¢ (M12) es posible apreciar tambidn una banda
de P.M aproximade a 38 KDa; sin embargo,debido a la gran
similitud de los patrones electraoforéticos de todas las
cepas, ho podemos asegurar que estas bandas correspondan a
la Proteina M, ya que es posible identificarlas en todos
ellos.

La presentaclidn de estus datos en fotografia no revela
toda la complejidad que usualmente se¢ observa en un exdimen
visual directo de un gel tefiido. Por otro lado se acepta
can Lales sistemas que la comparacidn de patrones
electrofaréticos banda por banda es en ocasiones un tanto
problemitico; wun andlisis satisfactoria se puede lograr
mediante la utilizacidn de isotopos, fra}:clonamiento del gel,
pero implica el disponer de una mayor infraestructura

de la que no disponemos (31).

Desde nace tiempo se plensa que existen mecanismos

inmunoldgicos involucrados en la patagenia de F.R ya que
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existe una respuesta inmune aumentada hacia antigenos del
estreptococo en pacientes con esta enfermedad, en comparacidn
con la pablacidn que presenta infeccidn faringea por este
microorganismo, pero que no desrrolla F.R (6); otro hecho
notable es que existen estudios que demuestran que tanto
los individuos 1infectados con S. pyogenes come los enfermos
de F.R pueden tener una respuesta exagerada a miosina en
comparacidn con individuos sanos. En las infecclones no
complicadas la respuesta exagerada se observa solo en el 50X
de los casos (36).

Existen varios estudios en donde se reporta la
exlstencia de reacciones cruzadas entre los antigenos del
estreptococo y tejido del hospedero (41, 19, 24, 14, 13, 17 y
2). Al realizar las inmuncelectrotransferencias de los
extractos de cepas completas de S. pyogenes, se lagraron
apreciar diferencias entre los patrones de bandas de los
‘casos correspondientes a pacientes con F.R y C.F CFIGUR‘A
18), en donde eas posible apreclar que en general hay
reconocimiento de un mayor nimero de bandas de bajo P.M
fmenores de 45 KDa) por parte de los sueros de C.F, comparado

con los de paclentes que presentan la enfermedad,

Algunos estudios han demostrado que los diferentes

serotipas de proteinas M del estreptococo, estimzlan
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subpoblaciones de cdlulas T, fenatipica y tuncl.onalm‘nte
distintas. En el afio de 19889 Kotb y col. demostraron que el
Pep NS estimulaba la proliferacidn de c€lulas CD4 vy
4B4 (CooperadorarsInductora) y de cdlulas CDS, con actividad
cititdxica; sin embargo se encontrd que el Pep M24 estimulaba
solo 1la proliferacidn de Células CD8 sin actividad
citatdxica. Parece ser que €l hecho de que el Pep M24 no

genere actividad citotdxica, estd relacionado a su capacidad

para generar células con actividad supresora (26). Esto
podria ser otra explicacidn para lo observado en los
patrones de inmunoelectrotransferencia de cepas de
paciertes con F.R y C.F, pudiendose sugerir que las
cepas alsladas de pacientes pudieran pertenecer a un

seratipo que presentara esta capacidad de inducir supresidn.
Pe nuestras cepas aisladas de pacientes una es serotlipo M2
Y otra M8, serotipos para los cudles no hay estudios
reportados a este respecto, ademds de que son serotipos poco
frecuentemente aislados de brotes de F.R. Si esto resultara
cierto serd un hecho dnico, ya que la F.R, se ha asaciado con
una respuesta humoral exacerbada en F.R. (6).

En la familia S4 (FIGURA 18, carriles 16, 17 y 18), en
donde no hubo reconocimienta de ninguna banda; esto
prabablemente sea debido a: 1) Que estos contactos no

desarrollaron anticuerpos contra ninguno de los antigenos del
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estreptococo, lo cuidl s poco probable, 2) Que los
anticuerpos contra antigenos del estreptococo estdn presentes
pero en cantidades no demostrables por este método, 3) A que
los antfgenos de estas cepas’ resul'.aron‘ alterados por el
tratamiento con SDS-Mercapto-Etanocl, impidiendo la unidn

Ag=Ac durante la inmunodeteccidn; en 1988 Wedege y col.

establecen que el calentamiento con SDS de algunos
antigenos, puede originar la desnaturalizacidn de
determinantes antigénicos, alterando la unidn Ag-Ac en

inmunotransferencia C40), 4> A que no se hubiera realizado
lLa transferencia de las proteinas separadas por
electroforésis en geles de poliacrilamida a papel de
nitrocelulosa; esto puede descartarse.' debido a que
en cada ensayc de fnmuncelectrotransferencia realizado,
la transferencia de las protefnas se comprobd por medio
de tincidn con Rojo de Panceau C(Ver Materiales y Metodos).
Para la familia 54, toda la técnica se repitld 3 veces
para descartar un posible error en algin paso de la técnica,
Yy en las 3 ocasionex no hubo reconocimiento de ninguna banda.
Con respecto a las dos familias en donde se tiene al
paciente con F.R y a su (s) correspondiente (s) C.F
CFamilia 80 y Familia 53), se observd que la respuesta de
anticuerpos haclia componentes del estreptococo por parte del

paciente y su respectiva C.F para la familia 80 fué
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muy similar en el intervalo de 29 a 66 KDa C(FIGURA 14,
carriles 4 y 5, pero difiere en el intervalo localizado por
arriba de los 66 KDa, en donde los anticuerpos del
suero del C.F reconocen antigenas en esta Zzona qe no
son reconacidos por los anticuerpas del paciente con F.R.
Destaca en el patrdn una banda de P.M de 88 KDa, junto
con otras bandas ténues de mayor P. M. . La familia del
caso €53, se sujeta al patrdn general, es decir, los C.F
reconaocen un mayor nimero de bandas que el paciente.
Otra diferencia importante es que los sueros de
pacientes con F.R, excepto el CA5, reconocen soclo uno de
los componentes de la "dable banda™ observada en los patrones
electroforéticos , con P.M de 45 KDa; mientras cue los
sueros de C.F reconocen la doble banda a excepcldn
del CB80a, que reconoce solo una de ellas (FIGURA 18). Esta
“doble banda™ posiblemente pertenece a algin componente de la
cdlula estreptocdcica Qque por tratamiento con SDS da
origen a des  componentes de P.M muy cercano; Laemmli en
1970, establecid que muchas proteinas son solubles y
monaméricas en SDS ya que las rompe en cadenas
polipeptidicas individuales (29). Es probable que esta y
otras bandas no reconocidas por pacientes podrian estar
interviniendo en la estimilacidn de anticuerpos involucrados

en proteccidn, ya que se ha establecido que los enferwos de
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F.R presentan una respuesta inmune alterada como podria
ser una respuesta protectora pobre hacia la proteina M del
estreptococo del grupo A (38).

Se ha reportado que ¢l P.M de la proteina M extraida con
pepsina varia segun el serotipo del que se trate (3%); sin
embargo no hay reportes acerca de como podria aparecer la
proteina M en una cepa tratada con SDS y Mercapto-etanol. Se
ha establecido que la proteina M es una molédcula fibrilar
formada por dos cadenas polipeptidicas (35), esto coinclide
con la observacidn de la "doble banda™ presente en todos los
patrones electrofordticos de las cepas estudiadas; aunque no
tenemos manera de demostrar que esta “doble banda™ es

realmente proteina M.

Tratando de aportar un mayor numero de datos a este
respecto se realizd la extraccidn de Proteina M, de acuerdo
al método Ppropuesto por Manjula y Fischetti (32), de
las dos familias en ‘'las que se contaba tanto con cepa de
paciente con F.R y cepa de su (s) respective (s) C.F,
incluyendo al caso C40.

Cunningham y Beachey en 1877 lograron obtener proteina
L] uedl.'anf.eb el tratamiento suave de los estreptococos con
pepsina diluida a pH de 5.8; la proteina M obtenida por este

métode, denominada Pep M, posee el extremn amino terminal
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de la molécula el cudl juegs un papel muy importante en la
actividad biocldgica de esta proteina, ya que los anticuerpos
protectores, base de la inmunidad en el haombre, son dirigidos
hacla esta regidn de la molédcula. Se ha sugerido que el Pep M
representa aproximadamente la mitad amino-terminal de 1la
molédcula M nativa €36, 3%5).

Manjula y Fischetti en 1980 establecen que las
proteinas M tienen una regidn que es susceptible a la accidn
de la pepsina y que posibleﬁente las regiones de esta
moldcula involucradas en la actividad inmunoldgica, tienen un
dominio compacto que es mis resistente a la digestidn con
pepsina que otras regiones de la molédcula (32).

Al reallzar electroforésis en geles de poliacrilamida de
nuestros extractos crudos de Proteina M, se observo en la
familia 80 y caso C40, la presencia de dos bandas principales
de P.M de aproximadamente 20 y 30 KDa, ademds de una serie de
bandas menores muy ténues; para la familia 53 se aprecia una
banda de aproximadamente 20 KDa y otra de 30 KDa para los 2
C.F, ademis de una banda de 10 KDa en una de los C.F y para
el paciente con F.R se observa una banda de aproximadamente
16 KDa y otra de P.M aproximado de 27 KDbDa, apreciandose
ademds una gran cantidad de bandas menores muy ténues en toda

la familia. Esto da con lo trado por Beachey en

18977 (53 y por Manjula y Fischetti en 1980 (32).
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P
Se ha reportado que el P.M de los Pep M, fluctua entre

los 40~80 KDa, dependiendo del serotipo (35). Esto nos hace
suponer de manera general que posiblemete las bandas de P.M
de 10 y 17 KDa son fragmentos de proteina M degradada, debido
ya sea a un periddo largo de digestidn con la pepsina é a la
potencia de la pepsina empleada, ya que en este estudio se
empled la misma cantidad de pepsina utilizada por Manjula y
Fischetti (32), pero la potencia de la pepsina empleada en
ambos casos fué diferente. Nosotros realizamos la digestidn a
diferentes tiempos Cresultados no mostrados), y no chservamos
diferencias importantes en el patrdn de bandas de un tiempo
a otro, por lo que decidimos emplear el tiempo de 45 minutos
recomendado por Fischetti. Esto ademds nz':s podria indicar que
el antigenc Cpresumiblemente proteina M) que se estd
degradando tenga un P.M aproximado de 30 KDa y su degradacidn
de origen a las bandas de menor P.M (10 y 17 KDa), sl esto
resultara clerto, se podria suponer que los serotipos de
proteina M de las dos familias y el caso C40, sean los
mlsmos, debido a la similitud del P.M de las bandas
obtenidas. Fischetti y col. en 1985, al estudiar a la
proteina M de varios 'serotlpas por IET usando anticuerpos

monoclonales anti M8 y anticuerpos moncespecificos hacia

N tilgl i na puds de la solubilizacidn de la pared

celular del estreptococo con enzimas muraliticas, observan un
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patrdn de bandas muy heterogé observand band: muy
ténues que no reaccianaron con el anticuerpo monoclonal anti
M6, estableciendo que estas bandas pueden representar
productos de degradacidn de la proteina M, carentes de
epitopes & tratarse de antigenos de superficie coma protelnas
T y R (15). En 1987 Jones y Fischetti trabajaron con
proteina semejante a M de estreptococo grupo G y protelna M
del grupo A serotipo M6, realizanda IET de extractos de
Proteina M, ellos observan un palrdn de bandas muy similar en
ambos grupos, incluyende bandas difusas de elevado P.M,
estableciendo que estas bandas pueden representar proteina M
unida a fragamentos de 1la pared celular, canteniendo

carbohidrato grupe especifico (21).

Si asumimos que los extractos crudos de Proteina M estan
compuestos principalmente del extremo amino de la Proteina M
y fracciones de mayar y menor P.M de este, podemos asegurar
que si hay diferencias en el reconocimiento de estas
fragmentos entre pacientes y C.F. Se observa que en las dos
familias los contactos reconocen fragmentos de la molédcula
de menor P.M de aproximadamente 25-26 KDa. Sin embargo no
podemos asegurar si las bandas reconocidas pertenecen a el
Pep M & a fracciones de este ya que no disponemos de datos

acerca del P.M de los Pep M de los serotipos estudiados,
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ademds de que algunas cepas no fueron tipificables por M con
los antisueros probados.

Se ha reportado que dentro del extremo amino terminal
de la proteina M, se encuentran los epitopos protectores;
sin embargo existen tambiédn algunos no‘ relaclionados con
proteccidn e incluso, para algunos serotipos, otros mis
relacionados con reacciones cruzadas con tejidos del
hudsped. Estos datos nos parecen sugerir nuevamente , que
las fraccicnes o bandas no reconocidas por los paclentes
pudieran estar relacionadas con proteccidn. Sin embargo, el
poder determinar esto requeriria de pruebas mds directas
tales como inmunizacidn pasiva & pruebas de poder

bactericida.

Cabe wmencionar dque existe una baja frecuencia de
aislamiento de S. pyogenes en paclentes con F.R, esto aunada
a que na existe total seguridad de que la cepa alslada en el
momento del ataque reu!nitl.co sea la misma que provecd la
enfermedad; ya que existe un periddo de latencia de 3 semanas
aproximadamente, entre la infeccldn faringea y el desarrollao
de F.R. Por lo que .un estudio de este tipo no siempre resulta
fdcil, sobre todo para la obtencidn de un buen nidmero de
cepas y sueros que permitan el andlisis de un mayor nimero de

datos. A este inconveniente es necesario afladir que no en
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todos los ¢asos sa logra la cooperacidn del ndcleo familiar
que rodea al paciente.

Sin embargo podemos establecer que si hay diferencias en
la respuesta humoral hacia S. pyogenes entre paclentes con
F.R y sus C.F, aunque no sabemos con exactitud hacia que
componente o fragmento de la proteina M de este .
microorganismo radica esa diferencia; por lo que este
trabajo puede abrir caminos hacia nuevas investigaciones en
las cudles se trate de determinar de una manera mds
especifica las diferencias en la respuesta humoral hacia
antigenos de 5. pyogenes entre pat;ientes con F.R y C.F, por
ejemplo utilizando extractos purificades de proteina M e

incluse hacia fracclones de este mismo antigena.
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CONCLUSIONES

No hay diferaencias importantes en los patrones
electrofordticos de ‘cepas completas de S. pyogenes

aislados de pacientes con F.R y de C.F..

Los sueros de C.F reconocen un mayor nimerc de bandas en
comparacidn con los de pacientes. Estas bandas presentan
un P. M aproximado de 45-10 KDa. Esto parece sugerir un
estado de supresidn en la respuesta de anticuerpos en los

paclientes con F.R.

Los pacientes con F.R no reconocen a los fragmentos de
bajo P.M de los extractos crudos de Proteina M
particularmente a aquellos situados entre los P.M de
27-20 KDa. Esto parece sugerir que estos fragmentos de
la Proteina ™ pudieran contener los epitopos
responsables de 1la posible induccidn de la formacidn de

anticuerpas protectores.
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APENDICE

REGULADOR DE MUESTRA 2X:

- Tris O.5M,pH 6.8 2.5 ml
~ SDS 10% 4.0 ml
« Agua bidestilada 0.5 ml
~ Glicerol 2.0 ml

Se divide en alficuotas de 1 ml y se congela.

Al momento de usarse se agregan 100 yl de mercapto-
etanol por cada i1 ml de regulador y unos cristales de
azul de bromofenol.

SOLUCION DE MONOMEROS:

- Acrilamida 30 g
-~ Bisacrilamida 0.8 g
« Agua bidestilada hasta 100 ml

Se filtra en papel Whatman 1 y se guarda en la
obscuridad a 4°C.

REGULADOR DEL GEL DE SEPARACION (TRIS ~ HCL 15M

rH 88)
«~ Trizma Base 18.15 g
- Agua bidestilada 80 mL
Se ajusta el pH con HC1 6N
- Se afora a 100 mL

Se filtra en papel WVhatman {1 y se@ guarda a 4%c.
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REGULADOR DEL GEL CONCENTRADOR (TRIS - HCL OS5M

PH 68)
- Trizma Base 3.0 g
~ Agua bidestilada 40 ml
Se ajusta el pH con HCl 6N
- Aforar a S0 m1

Se filtra en papel Whatman 1 y se guarda a 4%

REGULADOR DE CORRIMIENTO:

- Trizma Base 3.04g
- Glicina 14.4 g
- SDS al 10% 1i0ml
= Agua bidestilada hasta 11

DECOLORANTE I:

- Metanol Absoluto 500 ml
- Acido Acdtico Glacial 100 mi
= Agua bidestilada - 400 mi

DECOLORANTE 11

~ Acido Acdtico al 7%

REGULADOR DE TRANSFERENCIA:

- Trizma Base 9.07 g
- Glicina 43.2 g
- Metanol 600 mi
= Agua bidextilada 2400 =1
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PBS 1OX.PH 74

= NaCl e0 g
- KHzPOs ) 2 g

= NazHPOs<. 12H20 29 g
- KC1 : 2g

~ Agua bidestilada 800 ml
Ajustar a pH 7.4

= Agua bidestilada hasta 11

REGULADOR DE BLOQUEO:

~ Leche en polvo 5 g
- PBS 10X 100 ml

REGULADOR DE LAVADO PBS-TWEEN 20 - 0.1%

~ PBS 10X 100 md
- Tween 20 1 m
= Agua bidestilada 900 ml

CONJUGADO DE FOSFATASA ALCALINA
(DILUCION 1t3000):

- Conjugado de Fosfatasa 1 b
Alcalina (IgG de cabra
anti IgG humanal.

~ Regulador de Bloqueo 2.900 ml
-94-



SUSTRATO DE LA FOSFATASA ALCALINA:

Clorurc de Magnesic 1M 40 ul
Tris O.O05SM pH 10 9.5 ml
Stock de NTB 0.5 ml
Stock de BCI 200 p1

NTB 1 mg 7 ml (0.1X en Aguad
BCI S mg » m! en Dimetil Formamida
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