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RESlMN 

Los estreptococos alcroscdpica .. nte s• describen co.:. 

cocos Gra• positivos estdricos u ovoides agrupados en 

cadenas. Son catalasa y o>eidasa rwgativos. 

el desarrollo de la F.R, la cuál se define como una secuela 

no supurat.1 va de inf'ección de las v!as respiratorias 

altas por este raicroorganisn.o. 

La i111portancia clínica de la enfermedad el erecto 

pot.encial...ente letal sobre al corazdn, que ocurre durante la 

miocarditis reunwlt.lca. 

Se ha establecido quo la proteína M de S. PY06BnA• es la 

responsable de la producción de anticuerpos tipo espec!ficos, 

base de la iruwunidad en el holllbr•J sin elllbargo t.a9'11bidn 

presenta det.er"'1nant.es antigdnicos que esliaul.an la forMación 

de anticuerpos de reaccidn cruzada con tejido cardiaco y 

esqueldt.ico. 

Se piensa qua e>eist.en ~canis.:>s inamológJ.cos 

involucrados en la patogenia de la F.R. ya que existe un 

periOdo de latencia de 3 s•ntAnas entre la infecciOn 

faríngea y el desarrollo de la enf'•rMedad. ade.&s de una 

respuesta il\JM.ll'l9 aumentada pacientes con F.R hacia 

, antígenos de est~eptococo. en CO"'J>aracidn con la poblacidn 



que presenta solo inf'ección faringe• por este .t.croorganis~. 

El propOsilo del trabajo fue deJROstrar mediante IET la 

existencia de una respuesta humoral diferente enlre pacientes 

c.on F.R y C.F sin la enfermedad, hacia antígenos de cepas 

c.omplet.as de S. pyoeenes y extr·actos crudos de su Pt-M. 

Si observamos una raspuesta hunural dif'er·ente entr~ 

ambos. casas: En el caso de los extractos de cepas completas, 

a) los pacientes con F. R reconocieron un menor uúmer-o de 

ant !ganas de S. pyotrenes comparado con los C. F.; b) los C:. F 

reconoc.ieron ••doble banda•• de P. M aproximado de 45 y 4t:I 

ICDa mienlr·as que los. pacientes con F. R solo reconocieron 

una de es.las 2 bandas, e> los paci.,,.nles. F. R reconocieror1 

a una banda de P.M da 66 KDa y solo un bajo porcentaje de Jos 

C. F' reconocieron esta misma banda. Con 1·espt?clo los 

extr·actos. crudos de Pl-M, no observamos rec.onocinút:onlo de las 

bandas de P.M de 10-30 KDa por el suero de pacientes con F.R, 

JJPro si el de bandas de P. M de 30-45 KDa. Por lo que 

sugerinK>S que puede eKislir 

la respuesta de anticuerpos 

est.ado de supresiOn 

los pacient.es con F.R haci• 

ant.!9enos de eslreptococo y posiblemente los Cragnenlos 

epit.opos de la Pl-M de bajo P.M pueden c~n~ener los 

protectores. 
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INTROOUCCION: 

El •strept.acoco tor.. parte del grupo de bacterias 

conocidas co1110 plóg•nas junt.o con neUJlllOC.oco y est.atilococo. 

M1crosc&pica1B1tnte se describen coi.> cocos Gra• positivos: 

esf'tlricos u ovoides agrupados en cadenas que se dividen en 

plana perpendicular al ajo de la ats..a. Es alcroaaro:tilJ.co, 

cat.alasa y oxidasa heg&t.ivo C33J. 

Los estreptococos requieren de madi.os ricos para 

creciatent.o, si.ando el Ns utilizado la gelosa sahgre, en 

donde es capaz de producir he..Slisis, propiedad que f'ud 

aprovechada en 1Q1Q por Brown para dividirlos tres 

cat.egor i asa -Est.rept.ococoso he..,l!t.J.cos 

-Estreptococos (i hemolit.icos 

-Est.rept.oc:ocos y he910l!t.icos 

El estreptococo (i heR:llit.ico presenta tres clases de 

colonias1 -.Jeoides, -t.• y l.ust.rosas (33, 18). 

At.rav4s de los esfuerzos pioneros de Laneef ield y 

colaboradores, se reconocleron los pat.rones de la est.ruc:t.ura 

ant.igdnica del est.rept.ococo f1 he.e.lit.leo, de-=iist.rjndose la 

presenc::ia de ant.lgenos especlf'icos de grupo y especie de 

est.c;»s aicroorganis110s; surge asi la claslf'icación de 

Lancef'ield qt» va del grupo A. al TJ basada en el t.ipo de 



carbohldrat.o c. un pollsacjrldo localizado en la pared 

celular del alcroorganl.s9>. diterent.e y especitlco para cada 

grupo. La especiticidad ant.J.g8nica, eslj dada por el residuo 

t.eralnal del azúcar unldo a la ra.-.osa, siendo para el 

est.rept.ococo grupo A la N-Acet.11 glucosa..t.na C33). 

Los est.rept.ococos grupo A. J.nc:luyan a Streptococcus 

pyoden.es co.:> thU.ca especie, est.os llllcroorganismos son (1 

hernolit.icos y los d:nicos sensibles a bacit.racina C33). 

Se ha encontrado que la .,...yoria de las cepas causantes 

de infeccionas en al hombre pertenecen al grupo A de 

Lancatield (33, 17). 

Las enfermedades que puede causar Strept.ococcus pyo6enes 

en el holM>re han clasitlcado en dos grupos CTA.DLA 1) 

C17. 9) 

Streptococcus pyo6enes Juega un papel muy importante en 

al desarrollo de la Fiebre RewMt.ica, la cwll se define CORO 

Ul'la secuela no supurat.J. va de una inf'ecci&n de las vJ.as 

respirat.orias alt.as por este alcroorganis-=ii. que atect.a el 

t.ejido conect.ivo de vari.as part.es del organismo, colM> el 

eKist.ent.• piel. art.iculaciones, cerebro, arterJ.as y 

coraz~n (17, 38>. 

Se sabe qt» del 3 al !5JC de indi vidlX»s qt» sufren 

inCeccidn faríngea por Streptococcus pyo6en.es no 

-4-



:u!lJ.A 1..L TIPO DE ENFERMEDADES CAUSADAS POR 

S. pyoserues 

ENFERMEDADES PIOGENICAS 

ENFERMEDADES NO PIOGENICAS 

. [FAJUNGI~IS 
RESPIRATORIAS 

· NEUMONIA 

PIEL 

[

FORUNCULOS 

IMPETIGO 

CELULITIS 

ERISIPELA 

ABSCESOS 

FIEBRE REUMATICA 

GLOMERULONEFRITIS 
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t.rat.ada ineticaz .. nt.e t.rat.ada, desarrollan Fiebre 

Reu-'t.ica y enf"er..<tades post.•riores co .. al t.eraciones 

cardiacas. lo cujl represent.a uno de los principales 

proble .. s de salud pdblica en la PoblacicSn intant.il da 

varias ci...tadas del mmdo. incluyendo de 

Mé><ico C1). 

El cuadro clínico de la.Fiebre ReWIMl.t.ica es compleJ01 se 

presenta por brotes de actividad intlamatoria sistt!IMica que 

localizan d• preterencia en el corazdn. art.iculacto .... s. 

ndcleos de la base del cerebro. piel y tejido subcut4neo. 

Estos brot.es son autolillllt.ados y su duracidn puede ser de· 6 

a 16 seJMnas. La edad en que se presen.t.a el brote es 

variable. pero generalrr.ent.e ocurre entre los 2 y 21 aNos. el 

lftAyor nd:n.ero de ellos se observa entre los 9 y J3 anos (1). 

No han enconlrado diterencias signiticativas en 

cuant.o al sexo, atmque parece predominar mals en el temenino. 

La •nf'er~ad se presenta en cualquier dpoca del af'fo C 3•• l). 

Laurence Cl922)• observd que la incidencia d• Fiebre 

Reu.lt.ca se present.aba NS trecuente-nt.e en grupos 

taralliares cerrados. Reciente.ante C1993• 1987) ha 

report.ado desde un 35 • 38" de ir.dividuos de poblactdn 

reuaalt.tca que t.uvteron antecedentes f'allliliares de la 

-6-



enf'er~ad C10). 

El diagnOst.ico de Fiebre Re~t.ica se simplitica al 

seguir los crit.erios de Jones Caayores y menores) CTABLA 2) 

(3.C., 1). AdeNs 

anliest.replolisinas 

de un t.it.ulo au.ent.ado de las: 

de ot.ros anticuerpos 

estrept.ocócicos, cultivo f'ar!ngeo posit.ivo ó ant.ecedent.es de 

escarlat.ina. La presencia de 2 "'8n.if'est.aciones mayores y de 

una .-enor ó de una mayor y 2 lnl!!rnores indican una alt.a 

probabilidad de Fiebre Reumática. La evidencia de una 

intección est.rept.ocócica precedont.a, rearirma la Posibilidad 

de Fiebre Reumftt.ica. Su ausencia podría hacer el diagnóst.ico 

dudoso, excepto en la Corea de Sydenham'y en la carditis de 

larga dm-ación (34, 1~ 20>. 

Streptococcus cuenta con f'act.ores de 

palogenicidad que le permilen originar esle lipo de 

en.ferJRedades en el hoJRbre; denlro de eslos lene1-=iis una gran 

cantidad de productos exlracelulares CTA.BLA 3). Adelftás cuent.a 

con antígenos de superf'icie co.o lo son las prol•inas M, R y 

T; C!psula y Carbohidrato C C17>. CFIGURA 1) 

Se ha eslablacido que la proteína M de Streptococcus 

pyotJen.es es la responsable de la producción da anlicuerpos 

t.ipo espec'if'icos base de la inm..mldad en el holllbre. Sin 

-7-



TABLA ª'- CRITERIOS DE HINES, MAYORES Y MENORES 

PARA EL DIAGNOSTICO 
DE FIEBRE REUMATICA 

CRITERIOS HAVORES CRITERIOS MENORES 

CARDITIS FIEBRE 

POLI >.RTRI TI S ARTRALGIAS 

COREA FIEBRE REUMATICA PREVIA O 
PRESENCIA DE CARDIOPATIA 

ERITEMA MARGINADO REUMA TI CA. 

NODULOS SUBCUTA- ERITROSEDIMENTACION 
NEOS ACELERADA 

PROTEINA C REACTIVA 
AUMENTADA 

LEUCOCITOSIS 
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~ ~ PRODUCTOS EXTRACELULARES DE S. pyot1enes 

SUBSTANCIA O ANTIGENICIDAD 

PROOUCTO 

E11lreploli.e1.no. 

ToMU'U1 

er1.lro9énL~<:1. 

0••011.1.rri.bonu-
cloa.11a. 
N1.coli.na.m1.d.o.­

adon1.na. d~-- .• -

drot1.d<i1ia. 

ProlelnQ.Jla. 

A.e = Anl1.c:. .... erpo• 
oMA ,. Olo,...rulo H•rrlt.i.e Aguda. 

F• = F-.•bro aaumdli.ca.. 

PROPIEDADES 

Hemollzanle,ccu-

d1.olóMlca. 

Hemoli.za.r'\le,c:o.r­
d1.ol6Jei.co. on 
a.n1.ma.loa 
Produc:o el era.­

lema. do lo. 
••ca.rlQ.l\.na. 
Produce Ac. 

Produce Ac o 

prololnaa A,8,C 

y D 

Produ.c:e a.nli.hi.a.­

luronlda.ea. 

Activa. pla.em1.nó 

geno on pl.a.omi.-

H1.droli.:a. 
Proteína. w,c:o.r­
di.olóKi.co en 

a.n1.ma.l••· 

-9-

UTILIDAD 

CLINICA O Dx 

A. S. O + 

i..n<Kca. 
i.nfecci.ón 

e11lreploc<ic1.c:a. 
No t.1.one a.pll­
coc\.6n O!<. 

No horu.:t a.ph 
CO.C1.Ón OJC, 

ara.n a.urn.nto 

d• Ac. en ONA 

En F. R porma.­
necen elevQ.-

doa Loa Ac 

por mda 
t.\.•mpo. 
lgua.l apllca.-
ci.ón que pGra. 
eglroptollalna. 
o. 
No o• úlL\ por 
di.Hcullcd de 
oala.ndo.ri..za.­
c:i.ón del A.c. 
NO oa Úlll 
cli'.ni.ca., 
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. ~MEMBRANA CELULAR 

FIGÜRA 1: COMPONENTES CELULARES DE 
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elftbargo, ta.-bidn present.a delermñnan~es anLig~nicos que­

est.i.-ll.an la f'or-.ciOn de ant.ic1.1erlJOs de reaccidn. cr-uzadJll c:on 

t.ejido cardiaco y esquelét.ic:o. Debido a su prot'undo eCec:lo 

ant.1:fagocit.1co, est.a nnldcula sirva co-=» el pr-i.ncJ.pa.l f'act.or 

de virulencia del estreptococo, los cuáles son eliJdhados del 

huesped inCec:::lado solo despuds de que se producen an~icuerpos 

opsónic:o~ t.ipO espec:I~lcos hacia la proteína M C23J. 

Act.ualmenle acept.a que la prot.fl'Ína M es ur.a. 

moldcula dillérica que se eKliende casi 60 nm desde la 

superricie de la célula estrept.oc:Ocica como una C!bra de dos 

cadenas superenrrolladas; es.ta est..ruct.ura result.a de la 

inlernal1%acidn de los residuost hidrotóbicos. de dos cadenas 

alta-hélice que se enredah una alrededor üe la ot..ra C3S). 

El ext.renta amino t.erndnal de la moldcul a se encuenlra 

ha~ia el exterior, Mientras que el extreft'IC) c:arboxilo t.erndn.al 

se encuent.ra unido la pep t. idoglicana por enlaces 

covalenles y rinalM'\enle anclado en la memb~ana de la bacteria 

C16>. CFIGURA a> 

E1 seg11enlo aaino lerm.l.nal Juega Uh papel 1ll!p0rt.ant.e en 

la aclividad biológica de la molécula ya que los anticuerpos 

generados con~ra esta regiOn opsonizan a los eStrept..ococos 

del t.ipo M de1 ctd:l se derivaron C3. '• 9). CFXGURA 3) 

Estudios con ant.icuerpos "MOnoclona.les a la pr:oteLna M e 

nativa e hibr1di:z:aci.6n de DNA, indican que 1a regtdn aalno 

-11-
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" 

f"IGURA 2: ESTRUCTURA DE LA PROTEINA M, EN EL LADO 
IZQUIERDO SE OBSERVA LA ESTRUCTURA DE LA 
PROTEINA M EN LA SUPERFICIE DEL ESTREPTOCOCO; 
Y EN EL LADO DERECHO LA REGION EN DONDE 
SE UhE A LA MEMBRANA CELULAR V SU 
ESTABILIZACIOll EN LA PAREO CELULAR. · 
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NHZ 

lllpOrVQJ"La.blo 

FIGURA 3· 

Vo.rla.bto 

conaorva.da. :tf-Pap1111ina. 

MODELO PROPUESTO DE LA PROTEINA 
M6. LA PORCION HELICOIDAL SE EXTIENDE 
APROXIMADAMENTE 60 nm DE LA 
PARED CELULAR. 
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AdeNs de sus epit.opos protectores, ciertas llllOléculas de 

prot.e!na M contienen epitopos capaces de originar reacciones 

autoinMUJll9s con t.ejido cardiaco del huesped CO>. 

Cada d{a cobra m&s f'uerza la nocidn de que hay 

ant.!genos colftÜnes entre el estreptococo y los tejidos que 

resultan lesionados en el pacient.e con Fiebre Reuailt.ica 

CFIGURA 4). Esta similitud se da ent.re: 

- Prot.e!na M sarcolema de f'ibra 

cardiaca 

- Carbohidrato específ'ico de 

C N - acet.il - glucosamina ) 

glucoprot.einas de las v8lvulas. 

- Const.it.uyent.es de . la membrana. 

grupo 

con 

de 

est.rept.ococo con sarcolema y mlosina. 

Est.a silnilitud O mimet.ism:» n10lecular puede ser clave en 

la pat.ogénesis de la Fiebre Reumát.ica pudiendo eMplicar la 

asociación entre inf'ecci6n est.replocdcica y carditis 

subsecuent.e (6). 

La Fiebre ReUJNltica persiste corno un problema de salud 

ptiblica no solo en los paises del tercer tnundo, sino t.atnbi~n 

en paises con alto grado de desarrollo econdll\lco (39, ¿). En 

las décadas de los cuarentas, cincuentas, sesentas y 

setentas, la Fiebre Reu-'tica junto con sus C0111Plicaciones 

como la cardiopatía reumática y las secuelas de esta eran una 
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t.era.Lnal. de dst.a _,lécula es variable ent.re los serotipos 

M, alent.ras que la al.t.ad carboxila t.erndnal es conservada 

(22, 18). otros estudios han sugerido, que la región awdno 

terllll.n.al de la prat.e!na M, cont.ienen los det.erndnant.es tipo 

espec!ticos opsonogdn.J.cos de esta JROlécula (19, 23), que 

eslarian presentes en el ant.igeno ext.raido con pepsina. 

piensa que hay lA&cani smos innu.mal&;,icos 

involucrados en la pat.ogenia de la Fiebre Reumát.ica debido 

ª' Hay perióda de lat.encla de 3 semanas 

ent.re J.a inl'ecclón f'arlngea y el 

desarrollo do Fiebre Reumd.t.ica; t.iempo 

necesario para que se desarrolle 

respuest.a de lipa inmunológico. 

b. Exlst.e una respuest.a inmune aument.ada 

hacia ant.igenos de ost.rept.ococo en 

pacient.es Fiebre Reumát.ica 

comparación con la población que 

present.a in1'ección f'aringea por est.e 

-.leroorganismo, pero 

desarroll.a Fiebre R.eumit.ica. 

Gran incidenei8 de recurrenc.ias de 

Fiebre Rewdt.iea en relación aparent.e 

con nuevos episodios de infección 

est.rept.ocóciea (6). 
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de las causas Ms f'rect»nt.•s de invalidez y --rt.e en las 

primeras ddcadas de la vida C3•>. Sin •mhargo •n Mll•ico s• 

pre;;.ant.Ó en la ddcada de los ochent.as una r&ducción d• la 

lncidenc.la de la ent'er~ad as! co., de la cardiopat.ia 

reunt.al.t.lca, de t.al .. hftra que para el ª"º de 11187 no se 

regist.ró un.a sola deCunc16n por este padec i lftJ. ent.o (e, 30). 

Cabe Mencionar que en la década present.e t.ant.o en 

Europa colftO en el Norle de América se da el resurglntient.o de 

esta enf'ermedad (37, 6, 11>. 

Es obvio que desde hace JM.Jcho t.iempo e•iste la 

necesidad de cont.ar con una vacuna cont.ra el estreptococo, 

con objeto de prevenir la Fiebre Rewdt.~ca, sin embargo su 

desarrollo ha ret.rasado porque los anticuerpos contra la 

prot.elna M que otrecen prot.ección cont.ra la ltd'ecci6n 

subsecuente, t.ienen t.alllbién la característica de ser de 

reacción cruzada con tejido cardiaco (6). 

El uso de pdpt.idos sinlét.J.cos f'avorec:e la respuast.a de 

anticuerpos t.ipo espec!Cicos sin reacci&n cruzada con tejido 

del hues¡:.ed, siendo una de las posibles alt.arnat.ivas para la 

creación de una vacuna polivalentá. 

Se sigue haciendo investigación al respecto, esperando 

q~ en un Cut.uro prÓ•i111a se disponua de la vacuna 

antiestreplocóclca. 
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HIPOTESIS DE TRABAJO 

La resp...-st.a hua:»ral hacia ext.ract.os de cepas co11plet.as 

de Str•ptococcus pyodent*s y ext.ract.os de su prot.eina M. es 

dif'•rent.e ent.re pacient.es con Fiebre Reuút.ica y cont.act.os 

fatallJ.ares inf'ect.ados por Streptococcus pyodenes, pero que no 

desarrollan la en1'er"'9dad. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

- Ensayar la preparacidn de las muest.ras de eKt.ract.os de 

cepas completas de Streptococcus pyo6enes para su corrimiento 

elect.rof orét.ico. 

Obt.enar los extractos de prot.eina M de los 

ndcroorganis....:>s aislados de casos en los que se cuenta t.anlo 

con cepa de paciente coWIO de contacto de una mlsna f'am.ilia. 

- Realizar la est.andarJ.zaciOn de la t.écnJ.ca de 

elect.roforésis: innunoelect.rot.ransf'erencia, aplicadas 

e)(t.ract.os de cepas co..,let.as de Str•pt.ococcu.s pyo~enes y 

ext.ract.os de.su proteína M. 

Hacer el corriaient.o elect.rof'ordt.ico 

in.uioelect.rot.ransf'erencia de cada uno de los extractos da 

cepas co111Piat.as d• Strept.ococcus py06en.es y de los 

extractos de proteína M. 
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- Co"'f>arar la respuest.a de ant.icuerpos ent.re pacient.es 

con Fiebre Reu:iú.tica y contactos Ca'llliliares. 
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO: 

Relación de cepas y sueros 

¡ 
Cepas lioCilizadas 

1 
Reconst.it.ución 

Cepas de S. pyo~on.es 
Pacient.es

1
can F.R. 

Pureza 
.!. 

Conservar en 
Todd-He~it.t.,sangre 

Cepas de S. pyosene-s 
Cont.aclos ~al'niliares. 

.¡. 
Pureza 

¡ 
Conservar en 
Todd-Hewilt./sangre 

Ens:ayos para la preparaCión 
de las muestras de exlract.os de 
cepas completas de S. pyosenes. 

i 
Estandarización del corrim.ienlo elect.roCordt.ico 

Determinación de P.E 
de extractos de cepas 
coMplet.as de S. pyo6en.es 
de Pacientes con F.R y C.F 

Det.erminación de 
P.E de extractos 
de Pt-M 

1 
la+inmunoelect.rot.ransterencia Estandarización de 

IET de extractos de 
cepas coJllPlet.as 
de s. pyo••nas d• 

1 
IET de exLraclos de 
Pt.-M 

Pacientes coL1 n~F-·-R~y~c_._F~~.~~~~~~~~~--' 

Col'llparación de la respuesta de anticuerpos 
entre pacientes con F.R y contactos familiares. 
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MATERIALES V METODOS 

Se t.rabajó con 5 cepas de S. pyo«e'1'18s alsladas de 

pacientes con Fiebre Rel.nmlt.ica CF.Rl, dlagnost.icada segd:n los 

crit.erios de Janes C1) que acudieron a consult.a int.erna 

en el Inst.it.utO Nacional de Pediat.ria CINPJ. Adeds de 19 

cepas del nü.sl'AO microorganismo aisladas de cont.act.os 

f'amiliares CC.F). 

Se t.rabajO t.a~idn con 4 sueros de pacientes y con 

13 de eont.act.os f'amiliares CTABLAS 4 Y 5>. Las cepas y sueros 

de pacientes se designaron con un nümero~ m.i.ent.ras que los de 

cont.act.os llevan además una l.elra mindscuJ.a; las cepas ó 

sueros de una ndsaa f'arailia se ident.lf'ican con el mlsno 

núniero .. 

RECONSQTUCION X. CON$ERVACION Qg bl§ ™ 
LIOFILIZAPAS X. l/ERIFICACION ~ :;i! ~ 

Las cepas se reconst.lt.uyeron con caldo Todd-Hlrwlt.t.. se 

selllbraron en Agar Sangre al. 5'r y se 1.hCubaron a 3?°C por 

18-2' horas. A las colonias obt.enldas se les realizaron las 

siguientes prU&b•Sl 

- Observacidn de .arfologla colonial 
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TABL.A !!J.. RELACION DE CEPAS Y SUEROS DE PACIENTES 

CON FIEBRE REUMATICA. 

CEPAS DE PACIENTES TIPIFICACION SUEROS DE PACIENTES 

e 4-0 M8.T8 s 4-0 

e 4-5 M2.T2 s 4-5 

e 00 M-NL, T 12 s 80 

e 53 M-NL, TB3264- s 53 

e 68 M-NL, TB3264- * 

NOTA: Solo las muest.ras que tienen su suero correspondiente 
í'ueron t.ransf'eridas. 

* No se lo10C11 muestra de sangre en estos casos. 
C• Cepa 
S• Si.ro. 



l'AIJ.6 !h_ llELACION DE. CEPAS Y SUEROS DE Cotn'ACTOS 

FAMILIARES DE PACIENTES CON 
Fl~RE REllllATICA 

CEPAS DE c. FAM. TIPIFICACION SUEROS DE c. FAM. 

e 80• M-Nt, T 12 s 80• 
e 53• M-Nt, T83264- s 53• 
e 53b M-NT. TB3264- s !53b 
e 61• M55.T8 * e 61b M-Nl.T8 s 61b 
e 61c M-Nt.T8 s 61c 
e 61d M-Nl.T8 s 61d 
e 61<> M-Nl.T8 S 61e 
e 81• M-Nt,T2 * e 69• M-Nt, TB3264- s 69• 
e 69b M-Nt.TB3264- s 69b 
e 69<: M-Nl.TB3264- * e .C..C.b M-Nt.T2 s 4-4-b 
e 4-8• M1.T1 * e .e.ge M12.T12 * e 52• M14-.T14- * e 54-• M-Nl.T8 s 54-• 
e 54-b M-Nt.TS s 54-b 
e !54-c M-Nl.T8 s 54-c 

* No se to-=- -..estra de sangra en estos casos. 
C• Cepa 
S• SUero 

H2IA.t..Solo las cepas que ti•nen su s..-ro correspondien~• 

tuaron transteridas. 
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- Tipo de he.&.llsla 

- Graa 

- Bacitracina 

- Coaglut.in.cidn 

Un.a vez cont irMada la pt.n"'eza de cada una d• las capas, 

se procedid 

CESQUEICA 1) 

conservarlas en caldo Todd-Hewitt-sangre. 

PREPARACIQN Q& béli1 ~ Q!1; EX'fRACTQS QE. 
™ CQMPLETAS ~ S. Pl!OtS•rv>s 

Para la est.andarizacidn de la ..uestra,. se prepard una 

suspensidn de una cepa de S. pyo¡Jenes a las densidades 

dpticas d• o.e, 1.0,. 1.5 y a.o • 54.o na en el 

EspectroCotóM&tro C Perkin-Elmer modelo 55-E),. utilizando 

solucidn salina d hepes. Esta lltls .. cepa ta.tiiién se ajust.d a 

una densidad dptica de 2.2 - 1.3 y se sonicd hasta obtener 

una densidad dpt.ica de o.a-0.3. Las _..stras así preparadas 

se cenlritugaron y el paquete se resuspendió en regulador de 

-...stra 2X en una proporcidn de 50µ1 por cada al da 

suspensión original y se hirvieron . por O,. 30 y l!O 

al.nulos. El patrón electrotor4t.1co observado para cada 1.D'l.- de 



/., 
"' ' 

aveof\ali.luci.6n 

Coldo 'todd-ff,p.,..i,l • 

C~po. hofohzorla 

/ ~. et -••-••h•• S•mbra.r en 
Aga.r s:a.n9ro 

Ob~•rv~Lón .dtio ta 

mor.folog\s:i., 

c:olonta.l y c!•l ltpo 

do h•fhOl\.i.ta 7 
G _e l~t~=~ii~~atg~~rr~°it~~aci:i: 

'e,,. .._ .. h•• 

F"'°m m\.nULOQ 

D 
PQ.q1.l•t.• 

•••~•p•nd•r 

~~.¿,do Todd-H•vi.t-SangrQ. 

Consi•rVQJ" 40 C 
He.ata. por d meceg 

ESQUEMA ~ Determinación de la pureza de cada un.a 
de las cepas de S. pyoaenes a trabajar 
y conservacion de las: l'fti..smas. 



est.as preparacioh9S per-.1.t.icS elegir el •• adecuado para 

lrat.ar a el r .. t.o de las cepas t.rabajadas. <ESQUEMA 2> 

OB'rnNCION ll!;;. Los;§ EXIRACTOS !:§. E'.EQIEll!A !:! ¡;f¡ 

S.pyotf•n.• 

Los ext.ract.os de prot.eina M se obtuvieron utilizando 

pepsina CSIGMA CHEMICAL Co •• POTENCIA 1r10000) a pH de 5.8 

de acuerdo a la t.~cnica t!ll!pleada por Manjula y Fischet.t.i 

(32), 

Las cepas a las: que se les obt.uvo prot.elna M se -..est.ran 

•n la t.abla 8 .. 

Las cepas cult.i.varon •n 5 lit.ros d• caldo 

Todd-Hewi.t.t.. adicionado con ext.ract.o de levadura al t• 

durante 18 horas a 37°C; el cult..t.vo cent.ritugcS 

5000 rpa dt.D"'ant.e 15 ainut.os y se lav& dos veces en r-uutador 

de tostat.os O.Ge7M a pH 5. e. El paquet. .. celular se 

resuspendl& en el .ts., regulador de ext.raccidn en una 

proporcicSn de 2al de reogulador por gra-. de bact.erta y se 

agregcS lmg de pepsina por cada 10 gra-.s de bact.erta y se 

tncubd en bafto Maria a 37°C por '9 mnut.osJ la acctdn de la 

pepsina. se detuvo colocando el. paq...,t.e celular en bailo de 
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~ Q;__ CEPAS A LAS QUE SE LES REALIZO EXTRACCION 

DE PROTEINA M 

PACIENTES 

e 80 

e 53 

e 40 

CONTACTOS FAMILIARES 

e 80 a 

e 53 a 

e 53 b 

t:!QIA1.. Solo se trabajó con los casos en los que se disponía de 
la cepa del pacienLe y su Csl respectivo Csl contactos 
famlliares a excepción del C 'º· 
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hielo y ajustando el pH a 7.' con bicarbonato da sodio al 

7. !51C. Postertor-nt.e se centrtf'ugd a 3500 rp• por 15 Id.nulos 

y el sobranadant.e se pasd por l.Q\. f'ilt.ro Milltpore de 0.2 µ-. 

se concentrd la qu.int.a parte del vol.i-n original y 

f'inalmente dializd en bicarbonat.o de a.onlo O. 05M 

durante toda la noche. Una vez obtenido el extracto, se 

procedid a deterM.lnar concentr_ac1Ón de prote!nas por el 

método de Bradrord C7). CESQUEMA. 3) 

CORRIMIENTO ELECJROEORETI CO Rf;. EXTRACTOS ~ ~ 

CQt!PLETAS [2!i; S. pyotrenes X. [2!i; EXTRACTOS !;!!> 
E:8Qifil.!iA M 

Este se realizó en Ía·C~Mara para electrof'ordsis C~deio 

SE 250 Hoef'er Scienlif'ic Ins:tr1..m0nts) ~diant.e el sist.e-

discontinuo descrito por Lae..ti C29). 

- GEL SEPARADOR• 

A.) Para su preparación se ut.ilizd tuia c~rnara d• vaciado 

-.llt.iple ClllOdelo SE 275 Hoef"er Scient.if"ic Inst.r~nt.s). Se 

lavan perf'ecta..,nt.a una placa de vidrio y una de altbdna con 

d•t.argenta neutro. Se enjuagan con agua bidestilada y se 

su.argen en una soltx::idn de met.anol. al 5'11, se secan con 

--



algoddn y se _,nt.an en la c,_.ra para geles. de acuerdo a las 

instrt.K:é:iones del .t.s-.,. 

9) En un .. t.raz K.1 t.asat.o de f 2Sal. se colocan los 

react.i. vos para la preparación d•l gal. para •l cwll 

probaron concent.raciones de 12. 5, 15. 5, J.S. 93 y J.6 .. 6Jr : 

REACTIVOS CONCENU!ACIQN g§;¡. !iS\. 

~ 
18.5% 15.5Y. 15 83% 16 ~:Y. 

- Soln. de mond-.eros a.456 3.045 3. t10 3.aea 

- Tris pH e.e 1. 5 1. 5 1.5 1.5 

- SDS 10,. 0.12 0.12 0.12 0.12 
- Agua bidest.ilada 1.e•• 1. 354 1.289 1.139 

VACI0/10 MIN. 

- Persu.11'at.o de a-=>nio 0.03 0.03 0.03 0.03 
al 10,. 

- TEMED 0.002 0.002 0.002 0.002 

C) Se agita cuidadosamente para que no se hagan burbujas 

y se vi.ert.e la -zcla entre las dos placas. hast.a una 

dist.anc.ia de 2. 5 del borde superior. Se coloca 

iru.ediat.a..,nl• o.a 911 de agu. bidest.ilada sobre la super~icie 

de la llR9Zcla .. 

0) S. desmonta el gel, se incltoa para reNOver el agua y 
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se lava la superflcie del gel t.res veces con agua 

bidest.ilada. 

-GEL CONCENTRADOR1 

El Se renueve el liquido de la superficie del gel 

separador y se e~curre bien. Se coloca el peine apropiado. 

F) Se colocan en un malraz Ki t.asat.o los sigulent.es 

react.i vos para la preparación del gel 1' 

REACTIVOS 

- Solución de rnondrTErns -------------- 0.33 
- Tris 0.5M pH 6.B -------------- 0.5 
- SDS al 10" -------------- 0.01 - Agua bldest.J.lada -------------- 1.22 

VACio.-1 O MI·N. 

- ·PersulCat.o de a1110nio -------------- 0.01 
al 10" 

- TEMED -------------- O. 001 

Se agi t.a cuidadosa-nt.e y se agrega la -zcla sobre el 

gel separador. Se aco.:>da el pelne, de t.al .. nera qi. no 

tor .. n burbujas en la J.nt.ertase de los dos geles. La 

concent.racidn que se ut.llizó para est.• gel tu1' del 5'C. El 

grosor del gel y por consiguient.e del peine tu1' de 111111!"'- Para 
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los extractos de cepas co11pletas se usd peine de diez pozos, 

y para los extractos de prot.eina M de cinco pozos. 

G) Se remueve el peine cuidadosaaente y se enjuagan los 

canales con agua bideslilada cinco vacas. 

ID Se coloca el -cassette- en la caJQara para 

eleclrotorésis y se agrega el regulador de corrlm.lenlo. 

1) Se colocaron las muestras ull.li:zando un.a jeringa 

Ha'Mil t.on. Los volWaenes de muestra probados para los 

extractos do cepas completas Cueron de 10. ao y 30 µl. Para 

el caso de los extractos de prot.eina M, la concent.racidn de 

proteína por pozo Cud de 10 a 15 µg. 

En el pril'lller pozo se coloc& lDl volÜMen de 3µ1 de 

Marcadores de Peso Molecular CMW-SDS-ZOO SIGMA Chemlcal Co.) 

La jeringa se enjuaga 1·0 veces con SOS al t" después de 

colocar cada IM.lestra. 

J) Se conectan los cables al aparato y a la Cuente de 

poder CPS 500 XT Hoeter Sclenlitic Inst.rU111ents>1 se 

aplicaron 1011A de corrienl• constante en el gel concentrador 

y 20 llA en el separador por placa. Se .. nt.iene la 



corrient.e. hast.a que el azul de bro.afenol llegue a tDlOS 0.2 

e• d•l f 1 nal de la placa. 

to Se desconact.a el aparalo, se des-=:.nla el -casselt.e" y 

el gel se marca y se lii"e con soluciOn de azul de Coomasie al 

0.125" en lft8t.ah0l-acelico-agwa por 18-24 horas. 

L) Se remt.Jeve el coloranle y se agrega el decoloranle I. 

Se hacen lanlos cambios como sea necesario, hasla lograr la 

nilidez adecuada de las bandas; se agrega el decoloranle II. 

to Se procede a secar los geles. 

N'.> La delerminación del peso JROlecular de las bandas 

de proleina se realizO por JAtedio de la regresión lineal de la 

curva de calibración de los Marcadores de Peso Molecular 

inlerpolando la 1n0vilidad relaliva CRt) de cada una de las 

bandas de inlerds en dicha curva. En la curva se grafica el 

lag. del Peso Molecular de cada uno de los Marcadores Ceje de 

las ordenadas) conlra CRJ') en el Ceje de las abscisas) 

DISTANCIA RECORIUDA EH EL GEL POR C...U DE LAS BANDAS 

DISTANCIA RECORRIDA POR EL FREHTE DE CORIUMJ:EHTO 
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l NMVNOELECTROJRA}!SEERENCI A !:2J;; EXTRACTOS Q& ™ 
CQMPLETAS gf¡_ S. PYOtJ9n9s '.!'.. !l!> bQ§ EXJRACTOS 

Qi;;. PROTEINA M 

1> TRANSEERENCIA1 

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

nilrocelulosa de O. 45µnt de poro CSIGMA Chell'rl.cal Ca.). 

8) Se coloca el papel en un recipiente que cont.enga 

200ml de regulador de transferencia. 

C) Se corlan 2 pedazos de 9 M 10 cm de papel ~illro. 

D> Se loma del aparato de 

eleclrot.rans:ferencia y se coloca la esponja humedecida en 

regulador de transferencia sobre el misn.:>. Sobre la esponja 

se coloca pedazo de papel filtro igualmente humedecido y 

sobre este se coloca el papel de nitrocelulosa. Sobre el 

papal de nitrocelulosa coloca el gel sin teñir y se tiene 

mucho cuidado de que queden atrapadas burbujas entre el 

gel y al papal. Se hacen las _.reas necesarias con un l~piz y 

se coloca al otro trozo de papal fillro sobre el gel y por 

Ült.1.,, una segund• esponj• prevl ament.e h~dec.ldos ·en 



regul.ador de t.rans~ereneiai se cierra el "cassett.e". 

El Se coloca el. -casset.te" en la c~mara de 

transferencia y se conectan los electrodos de t.al manera que 

el papel de nitrocelulosa quede orientado hacia el elect.rodo 

posit.ivo. CFIGURA 5) 

F"> Se conect.ó el s1st.ema a la fuent.e de ¡..ioder. Las 

transferencias se realizaron por tres horas a 300 mA. 

G> Al termino de la transferencia se proceso para 

det.ect.ar las proteínas: t.ransferidas. Se cort.o el pedazo de 

papel donde eslan los marcadores para ser t.eñidos con rojo de 

Poriseau as! como un t.est.igo para comprobar que si hubo 

t.ransferencia. 

2) I NNUHODETECCI ON; 

A) El papel de nitrocelulosa las proteínas 

lransfer·idas coloco en un recipiente 500nll de 

regulador de bloqueo y se incubo a 37ºc por hora. 

Bl Despues del bloqueo se procedio a hacer 3 lavados de 

5 minutos,uno con PBS Tween 0.1X y dos con POS sin t.ween 20. 
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----­difPCCion da 
PrnlP.mas uanslemi.1s 

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

-37-



Cl El paipel de nJ.t.rocelulosa ya bloqueado se recubrid 

con 2rnl de .la dt·luctc:Sn del .suero problema en regulador de 

bloqueo. Se incubo por 1 hora a 37°cy t.oda la noche • ¿ºC .. Se 

trabajó con un suero de paciente con Fiebre Ret..on.8.t.J.c.a para 

la eslandari2acic:Sn de la dilución del rnisMD; las diluciones 

ensayadas f"ueron 1: 1 o. 1: 25 y 1: 50 y se probaron contra 

't la cepa aislada del mismo pacient.e. 

0) Se .lavo con PltS lween 20 0.1" 10 veces 1 mlnut.o cada 

El Se agregaron 2 ml del conjugado de f'ost·atasa alcalina 

IgG de cabra anti IgG humana (910-RAD) y se incubo 1 hora a 

37°c. El conjugado de f"osfat.asa alcalina se probc:S a las 

di l uci anes 1 : 2000, 1 : 3000, 1 : 4000 y 1 : 5000 en regul.ador 

de bloqueo. 

Fl Se hicieron 7 lavados de un mlnut.o cada uno con PBS 

Tween 20 y despuds 10 lavados con PBS. 

Gl Se agregaron 2ml del sustrato de la Fost•t.asa 

alcalina y se incubo 10 minutos ó hasta la aparic.idn de 

las bandas.. Se enjuaga rwn.i:v bien con agua de la llave y 
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deja secar. 

Para el. caso de J.os t.est.igos negat.1 vos se sigutd l.a 

misma t.!cnica, con la diferencia de que l.as t.iras de papel. de 

nit.rocelul.osa no se t.rat.aron con el suero problema. 
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RESU..TAOOS 

+ PREPARACIOt! Q& ~ ~ !)!;; EXTI<ACTOS ~ 
~ CQMPLETAS m S. pyotJenes. 

Para la preparación de las inuest.ras, se t.rabajó 

sola cepa de S. pyo6enes para la cuál se ensayaron tres 

t.dcn.icass 

1) Por el """lodo de sonicación 

2) Preparaci&n de las muestras con Hepes 

3) Preparación de las muestras con solución 

salina estéril cs.S.E) 

con el objeto de poder elegir la que mejor resolución 

presentara en el corrim.lenlo elect.roCorét.ico. 

a) El mdlodo de sonicación diÓ buenos resultados 

en cuanto resoluci&n geles de 

pollacrilalll.ida, de concenlración de 15.5X 

CFIGURAS 6, 7 y 9> 

b> La preparaci&n de las muestras usando 

Hepes, no present.6 buena resolucJ.ón con 

nlnguna de las densidades ópt.icas 

ensayadas, asi a nihguna concent.raci&n 

dol gel separador CFIGUR.AS 6, 7 y 8) 

e) La preparaciOn de las .iest.ras usando s. S. E 
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FIGURA 6 

PATRON ELECTROFORETICO DE UNA CEPA DE 
s. pyot1enes EN GEL DE POLIACRILAMIDA AL 12.5% 

<PROCESO DE ESTANDARIZACION> 

2 3 4 5 8 

CARRIL º-'.Q VOL iJ.ill 

1 o.e 10 HE PES 
2 1.0 10 HEPES 
3 1.5 10 HEPES 

" 2.0 10 HEPES 
5 1. 2-1. 3 10 SONICADO 
6 l. 2-1. 3 20 SONICADO 

NOTA: LAS NUESTllAliil ••E•A•ADAS Poa SUNICACION ••ESENTAN 
ME.J'Oa aESOLUCION EN SUS BANUAS: 
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FIGURA 7 

PATRON ELECTROFORETICO DE UNA CEPA DE 
s. pyoeenes EN GEL DE POLIACRILAMIDA AL 15.5'Y. 

<PROCESO DE ESTANDARIZACION> 

2 3 4 

~ Q.,Q VOL. <ull 

1 1.0 ªº llEPES 
a 1.5 ªº llEPES 
3 a.o ao HEPES 

' 1.a-1.:J ªº SlONJ:CADO 

NOTA: •E o••EaVA ME.ro• acs:OLUCION PO• EL llETODO DE 

•ONICAC::ZOM. 
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FIGURA 8 

PATRON ELECTROFORETICO DE UNA CEPA DE 
S. pyof6<>n.s EN GEL DE POLIACRILAMIDA AL 16.61. 

CPROCESO DE ESTANDARIZACION> 

2 3 4 

CARRIL º""º- 'lQ.b. J.µll 

1 1. 2-1. 3 20 SONICADO 
2 2.0 20 HE PES 
3 1.5. 20 llEPES 

' 1.0 20 HEPES 

MOTA: •E o•SE.aVA ME.IOa aESOLUCION POa EL METODO DIE 

•ONCACJON. 



did buena resolucidn a lD\a densidad dpt.ica d• 

1: 5 y a una concent.racic$n del gel separador 

del tS.511 CFIGURA Q). 

La t.dcnica por sonicacic$n no pudo ser aplicada debido a 

la f'alt.a de disponibilidad del aparat.o, así cowo por el 

nü.ero elevado de --st.ras a t.rabajarJ por lo que 

eligid la t.Jcnica de preparacidn de 1"Uastras usando s.s.E. 

Una vez elegida la t.dcnica, se ensayaron t.i•"'Pos de 

hervido de la JnUest.ra y volúmenes de la misma por pozo 

al f'in de afinar los result.ados. Los tiempos de hervido que 

1Rejor resolucidn dieron, fueron los de 15 y 30 wd.nut.os 

CFIGURA 10), no observandose diferencias signiti~ativas 

ellos, por lo que se eligid el de 15 Minutos para t.ratar a el 

rest.o de las cepas. Tampoco hubo diferencias significativas 

en los vold.wtnes de nruestra ensayados CFIGURA O>, por lo 

que se aligid el da 20 µl. 

+ OBTENC!ON Qg LOS EXTRACTOS Qg ~ ti Qg 

~ ~ S. PY06en•s 

Los ext.ractos se obtuvieron de acuerdo a la t..knica 

presentada en Mat.eriales y mdt.odos. La concent.racidn de 

proteínas de cada uno de los extractos, se delermind por el 
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FIGURA 9 

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
DE MUESTRAS DE UNA CEPA DE s.pyoeenes 

PREPARADAS CON SOLUCJON SALINA A DIFERENTES O.O 

<PROCESO DE EST ANDARIZACJON) 

2 3 4 6 7 B 

CARRIL !>..& VOL .(µ!J.. 

1 1.0 10 
2 1.0 20 
3 1.0 30 

" 5 1.5 10 
6 1.5 20 
7 1.5 30 
e 2.0 10 
g 2.0 20 

10 2.0 30 

• C:ONCICNTRACION DICL OICL. i!S. 'l:IN 

NOTA: SIC o•SICaVA ME.10• IUCSOLUCION DIC LAS •ANDAS A .... 

9 

D.0 

10 

DE 



FIGURA 10 

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
DE UNA CEPA DE s.pyo5en.es 

A DIFERENTES TIEMPOS DE HERVIDO 

CPROCESO DE ESTANDARIZACION> 

2 3 4 5 6 7 

CARRIL Q,.Q ~ (MINUTOS> 

1 1.5 15 
a 1.5 o 
3 1.5 15 
4 1.5 30 
5 1.5 "° 8 1.5 15 
7 1.5 15 s. typh( 

• CONC:EHT•ACIOM Dl:L Ol:L. 

NOTA: el: oas1:avA 111:~0• aESOLUCION DE LAS •ANDAS 
Tll:llP08 DE H••VIDO DE S.S y llO MINUTOS. 
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.et.ocio de Bradford C 7 ) y por medio de la regresión lineal 

de una clD"va patrón de albl.Ulli.na bovina CGR.AFICA 1) 

interpolando los valores de densidad óptica de cada uno de 

los ext.ract.os. 

La concent.raciOn de proteína de cada t.mo de los 

ext.ract.os Cué la siguientes 

e 80 
e 53 

e"º 

1 

1 

1 

f'.éCI§;NIE:;¡ CONTACJ"OS fAl<ILIARES 

0.4126 µg;"µl mt.a. e eoa 1 0.5641 µg;"µl mta. 
o. 2714 µg/µl mta. e 53a 1 1. 3631 µg/µl mta. 

e 53b 1 o.6175 µg/µl 1nt.a. 

0.3906 µg;"µl 11\t.a. 

+ ELECTROfOR§;filS Q¡¡; EXJ"RACTOS Qg CEPA$ ~A2 

~ S.pyo~enes. 

Los pat.rones eleclroforélicos de las 5 cepas de 

pacientes reumdt.icos, localizadas en los carriles 2, 3, '• 5 

y 7 (FIGURA 11) no presentan diferencias i111porlantes entre 

si, a excepción de la cepa del C45 en donde las 

bandas se observan """s llUlrcadas, sugiriendo una mayor 

concentración para cada un.a de las prot.elnas present.es. Cabe 

reJUr.rcar la. gran siallilud entra los patrones del C'O y 

C53. En est.e mismo gel se incluyen los corrimient.os de 
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CURVA PATRON DE ALBUMINA BOVINA 
METODO DE BRADFORD 
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Z05 
116 
97.4 
66 

45 

Z9 

FIGURA 11 

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
DE CEPAS DE s. pyo6enes AISLADAS DE PACIENTES 

CON FIEBRE REUMATICA Y SUS CONTACTOS FAMILIARES 

z 3 4 5 6 7 a 9 

CARRIL CEPA CARRIL CEPA 

1 MARC. PM 6 e eoa 
2 c '° 7 c 53 
3 c '5 B e 53a 

' e 11e 9 e 53b 
5 C BO 

a CONCENTllA.CION Dl:L Ol:L. t5. !IN 

NOTA: NO SIC o•s1:avAN DIFE•ENCJAS .IMPORTANTES: ll:N LOS 
CASOS DI: PACIENTES CON F. a, tU: EN LA FAMIL'IA 90. 

1tS NOTA.LE LA DH'l:al:NCIA l:NTltE LOS CASOS Dlt LA 

rAMll!'IA s ... AUND.UI: EL PA.TaON DE LOS 2 c. F DI: ESTA 

rAMILIA 1:11 IDl:NTICO, 
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los casos de c. F ceoa, C53a y C53b, observandose gran 

simlli~ui entre los pa~rones da las cepas de los casos CBO y 

CBOa. La cepa del caso C53 Ccarril 7) dif'iere del de sus 

c.F C53a y C53b (carril 8 y 9>, en el pri..,ro es notable la 

ausencia de las bandas de PesO Molecular CP. M> entre 6 y 17 

kDa y las localizadas entre 30 y 5¿ KDa cuando se compara con 

el pat.r&n de sus c. Fi sin en.bargo a pesar de estas:; 

dif'erencias existen ¿ bandas que son comdnes a estas 3 cepas 

del caso 531 las do P.M de 63, 55, 20 y 17 KDa; por otro 

lado, el palr&n electrof'orét.ico es lddnt.ico para las cepas de 

estos 2 C.F CFIGURA 11>. 

En las Ciguras 12 y 13 y carriles o, 8 y g de la 

f'igura 11 se 111Uestran los patronos electrof'ordticos de cepas 

de S. pyo6enes aisladas de los 19 C. F, observandose de 

manera genera 1, gran silft!lJ.tud entre todos los 

patrones, siendo esta iMs reMarcada entre las cepas de una 

.u.s .. f'aMilia. 

Cabe reMBrcar que en los patrones elect.rof'ordticos de 

todas las cepas de pacientes con F.R y C.F, aparece 

"doble banda- de P. M aproxi...ado de '5 y 48 KDa que en los 

casos CIO y C53 se ven -.sy ~4nues; ade-'s de una banda de P.M 

de 60 kDa y ot.ra banda de P. M de 99 ICDa. 



FIGURA 12 

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
DE CEPAS DE s. Wo6•nas AISLADAS DE CONTACTOS FAMILIARES 

DE PACIENTES CON FIEBRE REU4ATICA 

205 
116 
97.4 

66 

29 

2 

CARRIL 

1 
a 
3 

• 
" 

3 4 5 

CEPA 

llCARC. Pll 
C'4b 
C48a 
e 4Uc 
e !52a 

• CONCSN'l'aACION DEI.o OCL. &B. !IM 

6 7 6 9 10 

CARRIL ~ 

., e !Ma 
7 e !MI> 
e e""' 
g e ata 

10 llARC.Pll 

NOT~ NO as o••EllYAN DIFEllENCIAm UIPO•TANTSS EN 1'GDa9 
Loe PATaONES. altllALTANDO LA SUHLITUP DE E9T08 DI 

LA rAIDLZA 54. 
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FIGURA 13 

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
DE CEPAS DE s. PYºBenes AISLADAS DE CONTACTOS FAMILIARES 

DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA 

205 
116 
97.4 
66 

45 

29 

2 3 4 5 6 8 9 

CARRIL ~ ~b. ~ 

1 MARC. PM 6 e 61a 
a C Ota 7 e 69a 
3 e 61b e e 69b 
4 e 61c: 9 e 69c 
5 e 61d 

•cONCl:NTaACJ:ON DEL OEL. ll.5. !SN 

NOTA: ""' oas:EaVA UNA ORAN SIMILITUD EN TODOS LOS 

PATRONES.RESALTANDO ESTA SJIULITUD ENTaE LOll 

WIEW•aos DE UNA Ml$MA. FAMILIA CF'AWILIAS d& V dO) 
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+EbECTRQEORESI S ll!>. EXTRACTOS ~ !& l!RQmtlA 11. 

~ S. pyo11•nes 

Realiza.as la e>ct.raccidn de Prot.e!na M de acuerdo a.l 

..etodo propuest.o por Manjula y Fischet.t.1 C 32 ), de las dos 

familias en las que se contaba tanto con cepa de pacient.e 

F.R y cepa de suCs> respect.ivo(s) C.F, incluyendo al C40 que 

no posee C.F CTABLA 6). A.l realizar la elect.rofordsis en 

geles de poliacrilamida de es:t.os ext.ract.os, observamos 

para la f'a-.111a 80 CFIGUR.A 14.l, lm pat.rdn de bandas 

id~nt.ico, resaltando la presencia de dos bandas de· P.M 

aproximado de 17 y 29 KDA y una serie de bandas -.y t.dnues 

por arriba de los 29 la>aJ est.e pat.rdn tt.M llWY sial.lar al 

observado para el caso c¿o CFIGURA 14>, en donde eSt.as 

mismas dos bandas se ven muy int.ensas a cot11paracidn de la 

f'antilia BO: para la f'aN.lia 53 CFIGURA 15> el. pat.r&n de 

bandas JRUY siailar en los dos C.F, a excepcidn de 

banda de P.M de 10 KDa observada en el caso C53b y que 

no se observa en el extracto del caso C53a. otr•s bandas de 

P.M d• 17 y 29 ICDa son observadas en los 2 C.F. ade""'s de 

gran can~idad de bandas .. s t4nues en el intervalo de los 20-

0tl KDa; para el caso del pacient.e. es posible apreciar una 

band• de P.M. de .tn KDa y ot.ra de 27 KDa, asi com:. bandas -'• 

t.dnues por arriba de los 27 KI>a. 
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f"IGURA 14-

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
DE EXTRACTOS CRUDOS DE PROTEINA M DE S. pyotfenes 

AISLADOS DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA 

205 
116 
97.4 
66 

45 

29 

Y SUS CONTACTOS FAMILIARES 

2 3 4 

CARRIL CEPA VOL .!.µ!l_ 

1 MARC. PN 5 
e: e eo as 
3 e eoa 35 

' e '° 60 

e CONCltNUA.CION DltL OICL, i!I. !SN 

NOTA: lil'lt oaSICAVA UNA o•AN SIMILITUD EN EL PATJlON DE LA 

FAMILIA 80 Y DEL o&o~ A ltXCltPCJON DE UNA MAYOR 

INTIEN•IDAD Dlt LAS aANDA• ICN ICL C•O. DIUITACAN LA.a 

aANDAS DIC P,M DIC &7 Y ZP kD4 ltN LOS• CASOS. 



205 
116 
97.4 
66 
45 

29 

FIGURA 15 

PATRON ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
DE EXTRACTOS CRUDOS DE PROTEINA M DE s. pyo15enss 

AISLADOS DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA 
Y SUS CONTACTOS FAMILIARES 

2 3 4 

1 
2 
3 
o& 
5 

MARC. PM 
e 53b 
e B3a 
e 53 

MARC. PM 

5 
35 
15 
85 

5 

·:.:~(: - . ~ 

~Ú'J:~~~:~ 
' . ' , ·~~i::! 
~·< 

• CONCENTRAC:ION DEL OEL. i!I. !IN 

NOTA: l:N LOS 2 c. F DESTACA LA PalESENCIA DE Z •ANDAS DIC 

P. lll DE t? ZO ICDa., PAaA EL C!S!lb DESTACA OTaA 

•ANDA DE &O ICDa.. PAaA PACIENTE DESTACAN LAS 

•ANDAS DE P. N DE f.d Y Z? ICDa.. 
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+ I NM!JNOEJ...EC!ROJRANSFERENCI A Q¡¡; E;X!RACTOS Q!i:. 

CEPAS COMPLETAS ºª S. pyo6en.es X. Qg, ~ 
EXTRACTOS Qg_ ~ !1 OBTENIDA. 

Para la inmunodelección de las proteínas transferidas, 

se ensayaron 3 diluciones del suero problema correspondiente, 

no observandose diferencias signlf lcalivas en la resolución 

de las bandas: delecladas, por lo que la dilución elegida 

del fué la de t: 50 CFIGURA 16). Con r·especlo a las 

diluciones: ensayadas del conjugado de Fosf'at.as:a Alcalina .. 

la que mejor resolución diO rué la de 113000 CFIGURA 17) 

En la Cigura 18 muestran la totalidad de los 

exlrac~os de cepas conplet.as de S. pyo6enes que fueron 

lnmuno~ransferidas y que corresponden a 4 cepas de pacientes 

y a 13 de c. F. 

En la inmunoeleclrolransferencia de los ext.raclos de 

cepas complet.as de S. pyo6enes lograMas apreciar la 

diferencia en~re los pa~rones de bandas de los casos 

correspondien~es a pacien~es: con F. R y C. F CFIGUR.A 18), en 

donde es posible apreciar que en general hay un mayor nÜD9-ro 

de bandas do bajo P. M e-nares de ¿5 KI>al los: casos de 

c. F, collftparado con los casos: de pacientes que presént.an la 
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FIGURA 16 

INMUNOTRANSFERENCIA DE UNA CEPA DE s. PYºt1E-nEos 

<ESTANDARIZACION DE LA DILUCION DEL SUERO) 

1 
2 
3 

2 3 

UILlJqlJN 

1: 10 
1:25 
1:50 

NOTA: ~E OBSERVA MEJ('1R RESOLU1;JON CON LA DtLUC::lON lJEL 

SUERO OE l:~O 
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FIGURA 17 

INMUNOTRANSFERENCIA DE UNA CEPA DE s.µyve,~n~s 

<ESTANDARIZACION DE LA DILUCION DEL CONJUGADO DE 
FOSF A TASA ALCALINA) 

2 3 4 

1. - fllLUC.:!ON DEL CONJ\JOADO 1:1.:!000 

..!. - UILUClON DEL C.:ONJUGAUO l: 3000 
·J. - DILUCION DEL. CONJUGADO !: 4000 

4.- Dl LUC.:JON DEL CONJUGADO 1: i.:..ooo 

NfJ·rA: si;: 011-,:1 ff\ ,\ llNA MEJOR RESUl .. U4 . .":lON 

[1J.:1. CONJ\Jf'J,\.IH:• llE 1;;iuou 
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Ui 
68 

45 

29 

F"IGlRA 18 

INMJNOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE s. pyo6•n.• 
AISLADAS DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA 

Y SUS CONTACTOS FAMILIARES 

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

CARRIL CEPA CARRIL ~ 

1 NARC. PN 10 e e1c 
2 e "° 11 e 111d 
3 e '5 12 e ata ... e oo 13 e llQa 
5 e eoa 1 ... C GUb 

" e 53 15 e~ 
7 e 53a 16 e s.... 
o e 53b 17 es~ 
g e 111b 10 e !Uc 

NOTA: •• MUIESTllA EN lal:TA nou•• LA TOTALID•D DI: LO• 

l:XTaACTO• DS: s. pyo••n.• INllllUNOT•AN•ncunoa. 
ES NOTAaLI: LA DIFE9:1CNCIA EN i.oa CASO• CIC 

PACICNTES V C. r. YA QUI: EN LO. .. HIEllD• al: 
o••ERVA UN lllENO• alECONOCUHENTO DI: •ANDAS. 



enter..edad. lo cwll indicaría que un 

r9Conoc~alento d• anl!genos de supertici• d• •st.replococo por 

parte de los sueros de C.F, a excepcidn de los casos de la 

tandlia 54. carriles 16• 17 y 19 CFIGURA 18) en donde no hubo 

reconociaiento de ninguna banda. Se observa que los sueros de 

la lftllyoria de los C.F reconocen las dos bandas de P.M de 45 y 

48 KDa, solo el caso caoa reconoce unicanent.e, a l.a de 48 

KDa; .t.entras que los sueros de l.os pacientes solo reconocen 

una de ellas. a excepcidn del caso C45 que reconoce a las 

dos. 

Con respectoa las cepas inmunoelect.rotransferidas de 

pacientes con F. R. posible apreciar Wl patrdn de bandas 

pobre en comparacidn de los C.F; en general los 4 

pacientes el patrOn de bandas es similar, destacando el 

reconocialento de de las a bandas da P.M de 45 y '8 ICDa 

presentes en los patrones electrofordticos a excepcidn del 

C.f.5 que reconoce ambas bandas CFIGURA 19). 

Por oLro lado. una banda de P.M de 66 KDa que aparece 

en todos los patrones elect.roforéticos es reconocida por 3 de 

los 4 sueros de pacientes correspondientes, ade.uls es notable 

la sildl.it.ud del patrdn de reconociwdento entra los casos C4.0 

y CS3 e F:tGUR.A 1 e>. 

Para las inaunoelectrotransterencias d• los casos de C.F 

de pacientes con F.R, se observa una gran ~iMilitt.D entre los 
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FIGURA 19 

lNMUNOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE S. pyoBenes 
AISLADAS DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA 

116 
97.4 
66 

45 

29 

~ 

1 
2 
3 .. 

2 3 4 

~ 

e '° e '5 
e eo 
e sa 

NOTA: ·-= .. u &mTaAN LAS llC'I' DE SOLO LO• CA•o• .. 
PACl:ENTEm CON r. •· 
NO •a: o••SllYAN DIFEaENCIAll .lllJIOllTANTEa SN ... 

PATaON DR •ANDA9 DE L.08 4 CAmO• •. Km NOTA•LS a. 
aSCONOCllDENTO DE L4 •ANDA DI: P. 1111 DI: 48 ICIMIDI 8 
DE LOa CA908. Aat cOlllO UNA DIE dtl KDo. 



casos que pert.enecen a la .is .. ta.t.lia CFIGURAS 20, 21, 22 

y 23). La banda da P.M de 68 KDa solo tl.lllJ detectada en los 

casos caoa, <:etc, Cfttd, C69a y CG9b. 

Con respecto a las dos: CaRlllias en donde se tiene 

al paciente 

la f'amilia del 

F. R y a suC s) correspondiente( s) C. F; para 

90 observa111as que su respuesta de 

anticuerpos; hacia anll..genos de superf'icie del 

estreptococo por parle del paciente y su respecli vo C. F es 

muy silllilar en el int.ervalo de 2Q a 66 KDa CFIGURA 24), pero 

difiere en el intervalo localizado por arriba de los 66 KDa 

donde los anticuerpos: del suero del C.F reconocen 

antígenos en esta zona; anl.igenos no reconocidos: por los 

ant.icuerpos del suero de pacient.e con F. R, destacando en ~i 

patrón una banda muy marcada, do P.M de 99 KDa y la presencia 

de bandas t.dnuas de iaayor P.M. La talllilia correspondiente al 

C53 muestra un patrón de bandas MUY diterent.e ent.re el 

paciente y sus respectivos C.F CFIGURA 25>J en primer lugar, 

los anticuerpos del suero de C.F reconocen aproximadanE"nle 10 

bandas de bajo P.M, comparado con el paciente, en donde la 

banda de ~nor P. M det.ect.ada tud de 45 KI>a; en segundo 

lugar la banda de P.M de 66 KDa, eslA presente en el pat.rón 

del paciente y ausente en sus 2 C.F; otra diferencia es que 

el C.F reconoció la "doble banda- de P.M de 

observada en los patrones eleclrotordlicos mientras que el 
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FIGURA 20 

INMUNOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE s. PY'~,,;-.n.,.s 
AISLADAS DE CONTACTOS DE LA FAMILIA 53 

Cffüfil\,. 

1 
2 
3 

2 3 

M/\RC. PM 
e 53a 
e '>3b 

NOTA: AUNQUE NO SE OBSERVA MU'' NITIPA l.A F'OTOORAFIA, 

LOS PATRONES DE BANDAS DE AMBOS CASOS ES MUY 
SJMILAR,. 
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FIGURA 21 

Jll«MOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE s. woprw• 
AISLADAS DE CONTACTOS DE LA FAMILIA 69 

2 3 

CARRIL CEPA 

1 MARC. PM 
2 e 119a 
3 e e9b 

NOTA! NOTdE LA GaAN SIMILITUD "DEL PATaON DE aANDAS l:N 

LOIZ Z CA80a. ADCllAC DI: LA CANTIDAD DI: •ANDAS 

•&'CONOCIDAS. 
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FIGURA 22 

lNMUNOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE :•. p,,j~"''·-e. 
AISLADAS DE CONTACTOS DE LA F AMJL !A 1 ;1 
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-4 CASUS; ES NOTORIO F:L RECt:INOt:!fMlENTCI L•E l .. A 

tJOBl~E BANDA EN LOS: -4 ··~AS:OS' 
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FIGURA 23 

!NMUNOTRANSFERENC!A DE CEPAS DE s. pyo~enes 
AISLADAS DE CONTACTOS DE LA FAMILIA 54 

, 16 
974 
66 
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29 

2 3 4 
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2 e su 
3 e 561> 
' e 54<: 

NOTA: NO HU•O •11:coNOCIMIENTO 01: NINGUNA •ANDA EN LO• 

CASOS, 
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FIGURA 24-

lNMUNOTRANSFERENClA DE CEPAS DE s. P''º"'"',.,.,.~ 
AISLADAS DE UN PACIENTE CON FIEBRE REUMATICA 

Y SU CORRESPONDIENTE CONTACTO FAMILIAR 
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29 
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LOS ZP-64 KDQ ES: MUY SIMILAR ENRE EL PACIENTE ,, 

l:i:L C. F, PERO HAY MA'\'OR RECONOCIMIENTO [JE 

BANlJAS: POR ARRIBA DE. LOS cSd KOa. POR EL S:UERO lJEL 

C. F' 
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Fl~A 25 

lftol.INOTRANSFERENCIA DE CEPAS DE s. PJJºtt~nes 
AISLADAS DE UN PACIENTE CON FIEBRE REUMATICA 
V SUS CORRESPOtl>IENTES CONTACTOS FAMILIARES 
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<FAMILIA 53) 
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Km NOTA8LC LA PaCSICNCIA DE LA aANDA. DE cid ICJ'tQ. SN 

SL PA.CSENTS: Y A.U•ENTE ltN LOS a C. r 
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pacient.e reconociO solo la de P. M da '5 KDa. 

Con respect.o a los 6 ext.ract.os crudos de Prot.e!na M es 

posible apreciar una gran helerogenicidad en el patr&n de 

bandas reconocidas por los sueros correspondientes de lodos 

los casos. Para el caso C53 el paciente reconoce W"la serie de 

bandas de P. M aproximado entre 31 y 45 KDa; el caso C53a 

reconoce una serie de bandas entre 29 y 38 KOa y el caso 

C53b ent.re 25 y 29 KDa. Es notable que estas bandas se 

observan muy ténues respectivos pat. rones 

eleclroforét.icos y t.8mbién para cada caso las bandas más 

marcadas no son reconocidas por los sueros problema. 

Para el caso ceo se observa un comport.amient.o similar, 

ya que son reconocidas bandas que se· observan muy t.énues en 

el patrOn electroforét.ico correspondienlez para el caso ceo 

aproximadamente ent.re 25 y 37 KDa, para el caso ceoa entre 20 

y 35 y para el caso C40 dos bandas de P.M aproximadO de 39 y 

59 KDa. Para el caso C'O ningtma de las 3 bandas princJ.pales 

observadas en su pat.r&n electroforetico, son reconocidas por 

su suero correspondiente CFIG\JRA 26). 

En la tabl.a 7 se 1'111.lest.ra un resUJnen de las bandas 

observadas en los patrones elect.rotordt.icos de extractos de 

cepas completas da S. pyOtJenes y las detectadas en las 

inmunolect.rot.ransterencias. 
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FIGURA i:!li 

INMUNOTRANSFERENCIA DE EXTRACTOS DE PROTEINA M 
DE CEPAS DE S. PY·'!f"'ne,; 

AISLADAS DE PACIENTES CON FIEBRE REUMATICA 
Y SUS CONTACTOS FAMILIARES 
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DISCUSION 

Estudios epidemiológicos revelan que debe eMislir alguna 

caraclerist.ica importante en la relación hudsped par.d.si t.o, 

qua de alguna manera predisponen a ciertos individuos a 

desarrollar respuesta inmune aberrante durante la F.R. El 

concepto de una suscoplibilidad gendtica a la enf'ermedad por 

parle del huesped se basa en las siguientes observaciones: a) 

El grado de flucluacidn de las inf'ecciones eslrept.ocócicas no· 

tiene efecto sobre la incidencia de esta enfermedad, la cuál 

permanece constante; b) Los individuos susceptibles a la F.R 

presentan una respuesta celular y humoral alterada hacia 

ciertos antígenos del eslreplococo que comparten 

deter..Unanles anligénicos con tejido de mamif'eros; e> Hay una 

incidencia elevada del antígeno HLA-DR 4 en pacientes de raza 

blanca con F. Ri d> La presencia del aloant.lgeno (983) en 

céluias B de un alto porcent.aje de pacientes reumalticos 

(36, 37). 

El propOsito del trabajo comparar mediante 

iruwunoelectrolransCereneia la respuesta humor•l de pacientes 

con F.R y C.F, pri..,ro hacia antígenos de cepas co111pletas de 

S. pyo6en.es, tratadas con SDS - Mercapto - r.tanol C Ver 

Materiales y Melados) y posteriormente hacia extractos crudos 
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de Pt-M da algunas de estas cepas CTABLA 6>. 

Primera.ante se obtuvieron los patrones elect.roforét.icos 

del total de las ·cepas CTABLA 4). Solo el 25X C6/24lde 

nuestras cepas tueron tipiticables por M con los ant.isueros 

probados; es l"'flortant.e señalar que const.ant.ernant.e se reporta 

la aparición de nuevos serolipos para los cuáles no se cuenta 

con el anlisuero correspondiente. Los serotipos M encontrados 

en nuestro estudio rueron Mi, M2, M8, M1?, M14 y M55. En los 

patrones elect.roforét.icos oblenidos,en 4 de 5 pacientes, las 

bandas se observan muy tdnues y solo 2 C.F de 19 

observa esta siluacidn; St.ollerman en una revisión reali2ada 

en 1991 establece que las cepas de s:erotipos 

reumatogenicos poseen capsula muy prominente, dando 

lugar a la tormaci.ón de colonias mucoides en cultivos de 

Agar Sangre C37). De las 5 cepas de pacientes con F.R, solo 

2 pertenecen a un serotipo M conocido, y de estas 2, la cepa 

del caso C"'5, pertenece al serotipo M2, un serot.ipo qu. 

adra no ha sido asociado dentro del grupo reUJnatogdnico ó 

el netritogénico C25>, la otra cepa de paciente con 

F. R es el caso C40 que corresponde al seroti po Me, para 

el cm1 e>eiste muy poca inf'ormación en la literatura, y 

por lo tanto no sabe.os si pertenece al grupo neCrit.ogtlnico d 

reumatogdnicoJ las 3 cepas restantes de pacien~es con F.R 
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na t'--ron lip1Cicadas por M lo cwlil no desearla la 

posibilidad de que pudiera tratarse de serotipos 

rewaalogénicos. Para C. F la .ayor.la de las cepas muestran 

un patrOn de bandas IMIY intenso, a e)(cepcidn de los casos 

ceoa CFIGURA 11, carril 6) C 44b CFIGURA 12, carril 2), 

cuyo patrón JMJY lénue; ambos casos tueron 

t.J.pitacables por M. Una posible e>eplicación para la 

observación de es.los patrones podría s&r el hecho deo que 

para algunos casos dt.D""ant.e el proceso de preparación de 

eMlract.os de cepas coRtplet.as hubo perdida 

durante los lavados del paquete celular ya 

de células 

que est.as 

presentaban características muy mucoides que le impedían 

f"ormar un paquete compacto despuds de cent.ritugar, lo cual 

podría originar disminución en la cant.idad de muestra 

somet.ida al ~ratam.iento con SDS, y como consecuencia originar 

patrones eleclroforét.icos Más t.énues; esta explicaciOn 

concuerda con lo establecido por Slollerm.an (37). Olra 

observación notable es la presencia de un -doble banda-de un 

P.M aproximado de 45 y 40 KDa que esta presente en lodos los 

patrones elect.roforéticos de cepas de pacientes y de C. F 

CFIGURAS 11, 12 y 130) por lo que supone.:>s que se trala de 

un antigeno común a lod•s ellas. 

Existen pocas referencias en donde se report.~ el P.M, 
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llBUOTECA 

por movilidad elect.roforélica, de arat.l.genos est.ruct.urales 

del est.rept.ococo, lo c""l nos hace dif !cil asociar las bandas 

de los patrones elect.roforét.icos obt.enldos a algún anligeno 

particular de est.e microorganismo; lambidn e>eiste poca 

inf'ormaciOn en la bibliografía acerca de corrimientos de 

cepas completas de S. pyó6Bnes en geles de poliacrilarnida. 

Cunningham y e.al. C1986), trabajaron con un extracto de cepa 

completa de aslreplococo grupo A, serot.ipo M5, obt.en.ido por 

lrat.amient.o de la e.epa con SOS al 5X; los antígenos del 

estreptococo presentes en el sobrenadant.e fueron separados 

por elect.rofordsis en geles de poliacrilamida y enfrentados 

por inmunoeleclrot.rans~erencia contra anticuerpos: 

monoclonales estreptocócicos de reacción cruzada con 

corazdn. Estos autores observaron que el P.M de 3 bandas 

prominent.es concordaban el P.M de la prot.eina M5 (61 

KDa): esta observación se conf"irmó a1 realizar 

electrof"orésis inmunoeleclrolransferencia de extractos 

puros del Pep MS, utilizando ant.icuerpos: contra esta 

molécula Cl '3). 

En la literatura se ha report.ado para el Pep M1• un 

t.riplete de P.M de 23.5• 25 y 29 KDa C27) y para el Pep M12 

un P. M de '39 kDa (29): para el rest.o de los serot.ipos de 

este estudio no hay datos a este respecto; posiblemente 

debido que serot.ipos muy f'recuente1t1Etnte 
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aislados d~ casos ó epidemias de F.R O GNA en México u otros 

paises. Al interpolar los pesos JnOleculares del Pep M1 y Pep 

M12 el patrón elect.roforético correspondiente CFIGURA 

12), es posible apreciar para la cepa del caso C48a CM1) un 

conjunl.o de bandas de Pesos Moleculares aproximados a los 

reportados para la proleina M de este serot.ipo; para la cepa 

del caso C4.9c CM12) es posible apreciar tambidn una banda 

de P. H aprmcimado 38 kDa; sin embargo, debido a la gran 

similit.ud de los pal.rones el~clroforélic.os de ladas las 

cepas, no pode""'-'s asegurar que estas bandas correspondan a 

la Prot.elna M, ya que es posible identificarlas en lodos 

ellos. 

La present.aci&n de estos dalos. en fot.ografia 

toda la complejidad que usualmente s& observa en 

visual directo de un gel teñido. Por olro lado 

revela 

examen 

acepta 

t.ab~s. sistemas que la comparaci&n de pal.rones 

electroforét.icos banda por banda es en ocasiones un tanto 

problemático; arullisis satisfactorio puede lograr 

mediante la utilizacidn de isotopos, fra.ccionamiento del gel• 

pero implica 

de la que 

el disponer de 

disponernos C 31). 

una mayor inf'raestructura 

Desde nace tien11po se piensa que existen mecanisJROs 

inmunoldgicos involucrados la pat.ogenia de F.'R ya que 
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existe una respuesta inan.me aumenlada hacia ant.lgenos del 

est.replococo en pacientes con esla enter.-dad, en comparacidn 

con la poblacidn que presenta infección f'arlngea por este 

microorganis.:>, pero que no desrrolla F. R (6)~ otro hecho 

notable es que e><ist,en estudios que demues.t.ran que tanto 

los individuos infectados con S. pyo6enes como los enf'ermos 

de F. R pueden t.ener una respuest.a exagerada a miosina 

comparación con individuos sanos. En las infecciones 

complicadas la respuesta exagerada se observa solo en el 50X 

de los casos (36). 

Existen varios est.udios donde report.a la 

existencia de reacciones cruzadas entre los antígenos del 

est.replococo y tejido del hospedero C41, 19, 24, 14, 13, 17 y 

2). Al realizar las inmunoeleclrolransferencias de los 

extractos de cepas completas de S. pyoeenes, se lograron 

apreciar dif'erencias enlre los patrones de bandas de los 

·casos correspondientes a pacientes con F. R y C. F (FIGURA 

te>, en donde posible apreciar que general hay 

reconoclaiento de un raayor ntinlero de bandas de bajo P.M 

Cmenores de 45 ICI>a) por parle de los sueros de C.F, comparado 

con los de pacientes que presentan la enf'erlftlltdad. 

Algunos estudios han de.,s~rado que los diferentes 

serot.ipos da proleinas M del eslrept.ococo, est.Jnulan 
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subpoblac.iones de cdlulas T, f'enot.lpica y Cuncional.nenle 

dislint.as. En el aito de 1989 Kolb y col. deinost.raron que el 

Pep )lf3 estilfttllaba la prolif'eraciOn de células CD4 y 

484 CCooperadora/Induclora) y de cdlulas C08, con act.lvidad 

cilitOxica: sin embargo se encontrO que el Pep M24 estimulaba 

solo la prolif'eraciOn de celulas coe sin actividad 

citotOxica. Parece ser que el hecho de que el Pep M24 no 

genere actividad cilolOKica, está relacionado a su capacidad 

para generar cdlulas con actividad supresora (26). Esto 

podr{a ser otra eKplicaciOn para lo observado en los 

patrones de inmunoeleclrolransf'erencia de 

pacientes c.on F. R y c. F. pudiendose s.uger·ir 

cepas 

4ue 

de 

cepas aisladas de pacientes pudieran pertenecer Uh 

serolipa que presentara esta capacidad de inducir supresiOn. 

De nuestras cepas aisladas de pacientes es serollpo M2 

y alra MB, serotipos: para los cu31es no hay es ludias: 

reportados a este respecto, adem-'s de que son serotipos poco 

f'recuenternente aislados de brotes de F.R. Si esto resultara 

cierto sera un hecho ünico, ya que la F.R, ha as:oci ado con 

respuesta humoral eKacerbada en F.R. (6). 

En la Camilla 54. (FIGURA 18, carriles: 16, 17 y 19), en 

donde hubo reconocimienlo de ninguna banda: es.lo 

probable111Bnte sea debido az 1) Que estos contactos no 

desarrollaron anticuerpos contra ninguno de los anl{genos del 
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estreptococo, lo cuál es poco pr-obable, 2) Que los 

anticu•rpos contra antígenos del estreptococo est.1fir1 presentes 

pero en cantidades no de1110strables por este mdtodo, 3> A que 

los antígenos de estas cepas' resultaron. alterados por el 

tratamiento con SOS-Nercapto-Etanol, impidiendo la unión 

Ag-Ac durante la inmunodetección; en 1988 Wedege y col. 

establecen que el calentamiento con SOS de algunos 

antígenos, puede or-iginar la desnaturalización de 

determinantes ant.ig8rlicos, alterando la un!On Ag-Ac en 

inmunotransterencia (40), 4) A que no se hubiera realizado 

la transferencia de las proteínas separadas por 

electrot'oresi s en geles de poliacrilamida papel de 

ni troce! ulosa; es lo puede descartarse, debido que 

cada e ns ayer de inmunoelectrolransCerencia realizado, 

la transferencia de las proteínas se comprobó por medio 

de linciOn con Rojo de Ponceau CVer Materiales y Metodos). 

Para la familia 54, toda la técnica se repitió 3 veces 

para descartar un posible error en algün paso de la ldcnica, 

y en las 3 ocasiones no hubo reconocimiento de ninguna banda. 

Con respecto 

paciente con 

a las dos Camilias: en donde se tiene al 

F. R y a su Cs) correspondiente Cs) C. F 

CFamiliA 80 y FaJRilia 53>, s:e observó que la respuesta de 

an~icuerpos hacia componentes del estreptococo por parle del 

pacier1le .Y su res:pec~i va C. F para la 
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muy similar en el int.ervalo de 29 a 66 KDa CFIGUR.A te. 

carriles ¿ y 5), pero d!Ci•r• en el int.ervalo localizado por 

arriba de los 66 KDa. en donde los .ant.icuerpos del 

suero del C. F reconocen antígenos est.a zona que 

son reconocidos por los anticuerpos del paciente con F. R. 

Destaca en el palrón una banda de P. M de 88 KDa, junto 

con olras bandas tdnues de mayor P.M •• La familia del 

caso C53• se sujeta al patrón general. es decir. los c. F 

reconocen un mayor número de bandas que el pac.iente. 

ot.ra diferencia import.ant.e es que los sueros de 

pacientes con F. R. except.o el C45. reconocen solo uno de 

las componentes de la "doble banda" observada en los patrones 

elect.rof'ordt.icos , con P. M de 45 KDa; mient.ras que los 

sueros de C.F reconocen la doble banda a excepción 

del ceoa. que reconoce solo una de ellas CFIGURA 18>. Esta 

"doble banda- posiblement.e pert.enece a algún componente de la 

célula eslreplocOcica que por lrat.amienlo con SOS da 

or.lgen des component.es de P.M muy cercanoi LaelNl\li 

1970. est.ableció que muchas prot.einas son solubles y 

monomiie!r i c as en SDS ya que las rompe en cadenas 

polipepl!dicas individuales C29>. Es probable que esta y 

ot.ras bandas no reconocidas por pacientes podrían estar 

inlervin.iendo en la esli-.tlacidn de anticuerpos involucrados 

en prot.ección, ya que se ha .estableci.do que los enf'er-=ios. de 
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F.R presentan una respuesta irunune alterada ca.a podría 

t.aaa respuesta protectora pobre hacia la proteina M del 

estreptococo del grupo A C39). 

Se ha reportado que al P.M de la proteína M extraída con 

pepsina varia según el serolipo del que se lrat.e C35>; sin 

embargo no hay report.es acerca de como podria aparecer la 

proteína M en una cepa lralada con SOS y Mercapt.o-et.anol. ~ 

ha establecido que la proteína M es lDla molécula f"ibrilar 

t:ormada por dos cadenas polipeplidicas C35>, est.o coincide 

con la observac!On de la "doble banda- presente en lodos los 

patrones electrot:ordt.icos de las cepas estudiadas; aunque no 

t.enerr.:>s de demost.rar que esta "doble banda- es 

realment.e proteína H. 

Tratando de aportar un mayor nümero da dalos a este 

respecto realizO la exlracciOn de Proleina M, de acuerdo 

al mét.odo .Propuesto por Manjula y Fischetli (32>, de 

las dos f"amilias en las que se contaba tanto con cepa de 

paciente F.R y cepa de su Csl respectivo Cs> C.F, 

incluyendo al caso C40. 

Cunningham y Beachey en 1977 lograron obtener proteina 

M mediante el trat.andento su.ave de los estreptococos con 

pepsina diluida a pH de 5.9; la proteina M obtenida f'Or esta 

método, denominada Pep M, posee el ext.reRVJi amino termin•l 
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de la molecula el cdl juega un papel. *JY illl(IQrt.ant.e en la 

act.ividad bioldgica de est.a prot.e!na, ya que los ant.icuerpos. 

prot.&et.ores, base de la inMUnJ.dad el ho'ft\bre, son dirigidos 

hacia est.a región de la molécula. Se h.a sugerido que el Pep M 

represent.a apro)(imadam&nt.e la milad aintno-t.ermiraal de la 

moldcula M nat.iva C36, 35). 

Manjula y Fischet.t.i 1980 eslablecen que las 

proleinas M tienera región que susceptible a la accióra 

de la pepsina y que posiblemente las regiones d"' esta 

lftllécula involucradas en la actividad inmunológica.t.ienen un 

dominio compacto que más resislente a la digest.ión e;on 

pepsina que olras regiones de la molécula (32). 

Al realizar eleclroforésis en geles de poliacrilamida de 

nuestros exlract.os crudos de Proleina M, se observo en la 

familia 80 y caso C40, la presencia de das bandas principales 

de- P.M de apro)(imadament.e 20 y 30 KDa, además de una serie de 

bandas me-nares muy t.énues; para la Camilia 53 s.e aprec.ia una 

banda de apro)(imadarnent.e 20 KDa y ot.ra de 30 KDa par·a los 2 

C.F, ademas de una banda de 10 KDa en uno de los C.F y para 

el pacient.e con F. R se observa una. banda de apro><lmadamenle 

16 KDa y ot.ra de P. M aproximado de 27 KDa, apreciandose 

adenuls una gran cant.idad de bandas menores IMlY t.énues en t.oda 

la f'a.U.lia. Est.o concuerda con lo encont.rado por Beachey en 

1977 (5) y por Manjula y Flschet.t.1 en 1980 (32). 
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Se ha reportado que el P.M de los Pep M, Cluctua entre 

los 40-90 KI>a, dependiendo del serolipo (35). Esto nos hace 

suponer de manera general que posiblemete las bandas de P.M 

de to y 17 KDa son fragmentos de prote!na.M degradada, debido 

ya periódo largo de digestión con la pepsina ó a la 

potencia de la pepsina empleada, ya que en este es.ludio s:e 

empleó la misma cant.idad de pepsina utilizada por Manjula y 

Fischelli C32), pero la potencia de la pepsina empleada en 

ambos casos fué diferent.a. Nosotros realizamos la digestión a 

diferentes tiempos (resultados; no mostrados), y no observamos 

d~ferencias importantes en el patrón de bandas de un tiempo 

a otro, por lo que decidimos emplear el tiempo de 45 mlnut.os 

recomendado por Fischet.li. Esto ademd.s nos podría indicar que 

el ant!geno Cpres:umiblement.e prot.e!na M> que est..d. 

degradando tenga un P.M aproKimado de 30 KDa y su degradacidn 

de or!gE!'n a las bandas: de menor P. M C 10 y 17 KDal, si es:t.o 

resultara ciert.o, se podría suponer que los s:erot.1pos: de 

proteína M de las dos familias: y el caso C40, sean los 

misroc.s, debido la s:ilftililud del P.M de las bandas 

obt.enidas. Fischet.ti y col. en 1985, al estudiar a 1a 

proteína M de varios serotipos por IET usando anticuerpos 

n:moclo.nales anti M6 y anticuerpos 1ROooespec!ficos hacia 

N-acet.ilglucosaaina desptM~ de la solubilizacidn de la pared 

celular del est.rept.ococo con enzimas mural!t.icas, observan un 
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palrdn de bandas muy het.erog1h..eo, observandose bandas muy 

tenues que no reaccionaron con el anticuerpo monoclonal anli 

M6, estableciendo que eslas bandas pueden repres:enlar 

productos de degradación de la pr·ot.eiria M, carentes de 

ep!t.opes O tratarse de anl!geÓos: de superficie COrn::l proleinas: 

T y R C15). En 1997 Janes y Fischet.t.i t.rabajaron con 

prole! na semejant.e a M de est.reptococo grupo G y proteína M 

del grupo A serot.ipo M6, realizando IET de extractos de 

Proteína M, ellos observan un palrOn de bar1das muy similar en 

ambos grupos, incluyendo bandas difusas de elevado P.M, 

estableciendo que estas bandas pueden representar p~ote!na M 

unida fragament.os de la pared celular, c.onler1ier1do 

carbohidrato grupo especifico C21). 

Si asumimos que los extractos crudos de Proteína M estan 

compuest.os principalmente del extremo amino de la Proteína M 

y fracciones de mayor y menor P. M de es le, podernos asegurar 

que si hay diferencias en el reconocimiento de est.os 

fragmentos entre pacientes y c. F. Se observa que en las dos 

familias los conlactos: reconocen fragmentos de la molécula 

de n•mor P. M de aproxirRadamen~e 25-2Q KDa. Sin embargo 

podernos asegurar si las bandas reconocidas perlenecen a el 

Pep M & a tracciones de esle ya que no dlspanelllOs de da~os 

acerca del P. M de los Pep .M de los serot.J.pos esl.l.ldiados, 
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ade-5.s de que algunas cepas no tueron tipiticables por M con 

los antisu.ros probados. 

Se ha reportado que dent.ro del ext.re..a a.U.no terndnal 

de la prot.eJ.na M, se encuentran los epit.opos protectores; 

sin embargo existen la..t>idn algunos no relacionados con 

prot.ecci&n e incluso, para algunos serot.ipos, otros .U.s 

relacionados con reacciones cruzadas con tejidos del 

hudsped. Estos dalos nos parecen sugerir nuevamenle , que 

las f'racciones o bandas no reconocidas por los pacientes 

pudieran estar relaciona.das con prot.ecci&n. Sin embargo, el 

poder determinar esto requerirJ.a de pruebas más directas 

tales inmunizaci&n pasiva 6 pruebas de poder 

bact.ericida. 

Cabe -.ncionar que existe una baja trecuencia de 

aislamiento de S. pyo6enes en pacientes can F.R, esto aunado 

a que no existe total seguridad de que la cepa aislada en el 

1R01111&nto del ataque re~t.ico sea la lft.lsma que provoccS la 

ent"ermedad; ya que existe un peri&do de latencia de 3 seraanas 

aproximadamente, entre la iní'ecci&n faríngea y el desarrollo 

de F.R. Por lo que un estudio de este tipo no siempre resulta 

t.ilcil, -sobre t.odo para la obtención de un buen nU-ro de 

cepas y s ... ros que per.t.tan e1 a~11sis de un ...ayor nU..ro de 

datos. A este lnconvenient.e es necesario añadir que no en 
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lodos los. casos se logra la cooperaci6n del nlX.:leo f allU.l iar · 

que rodea al pacient.e. 

Sin e..tiargo pode..:>s establecer que si hay diferencias en 

la respuest.a hUlflOral hacia S. pyo6enes anlre pacientes con 

F. R y sus c. F, aunque no sabernos con exact.it.ud hacia que 

coJl\POnenle fragment.o de la prot.eina M de es.le 

microorganismo radica esa diferencia; por lo que este 

trabajo puede abrir caminos hacia nuevas invest.igacior1es en 

las cuáles trate de delermi nar de una manera md.s 

especlf"ica las dif'erencias en la respuesta humor al. hac.ia 

antígenos do S. pyoeenes entre pacientes con F.R y C.F. por 

ejemplo utilizando ext.ractos purificados de prole!na M e 

incluso hacia fracciones de este mismo ant.!gena. 



CONCLUSIONES 

1. - No hay dlCerencias iMpOrlant.es .en los patrones 

elect.rotordt.icos de cepas co191plet.as de S. pyo~en.es 

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

2.- Los sueros de C.F reconocen un 11W'yor nW..ro de bandas en 

coniparaci&n con los de pacientes. Estas bandas presentan 

un P.M aproxl-..do de 45-10 KDa. Eslo parece sugerir un 

estado de supresión en la respuesta da anticuerpos en los 

pacientes con F.R. 

3. - Los pacientes con F. R no reconocen a los frag..,nt.os de 

bajo P.M de los extractos crudos de Proleinai M 

part.icul ar mente a aquellos sit.uados ent.re los P. M de 

27-20 KDa. Esto parece sugerir que estos trag...,nt.os de 

la Prot.eiha M pudieran contener los epit.opos 

respohSabl•s de la posible inducción de la tor .. cidn de 

anticuerpos prot.eclores. 
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APEN:>ICE 

REGULADOR DE MUESTRA 2X: 

- Tris o.sM,pH o.a a.5 1111 

- S1JS 10• "·º JOl 

- Agua bidest.1lad• 0.5 JOl 

- Glicero1 a.o JOl 

Se divida en alicuot.as de 1 mi. y se congal.a. 

Al tn0ment.o de usarse se agregan 100 µl de -rcapt.o­

elanol por cada 1 Ml de regul.ador y unos cristales de 

azul. de brosnotenol. 

SOLUCION DE MONOMEROS: 

- Acrilaaida 

- Bisacril.aaida 

30 g 

o.a g 

- A.gua bidest.ilada t..st.a 100 ft'1. 

Se Cllt.ra en papel What.man t y sa guarda la 

obscuridad a •ºc. 

REGULADOR DEL GEL DE SEPARACION <TRIS - HCL t5M 

PH 8.8.> 

- Triz- Basa 
- Agua bidest.ilada 

Se ajust.a al pH con HCl 6N 

- S. atora a 

19.15 g 

90 JOl 

100 al 

S. f'llt.ra en papel Whatman l y se 9uarda 
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REGULADOR DEL aEL CONCENTRADOR CTRIS - HCL 0.5M 
PH 6.8) 

- Tri'ZIUI Base 

- Agua bidest.ilada 

Se ajust.a el pH con HCl 6N 

- Morar a 

3.0 g 

"° llll 

50 llll 

Se f'illra en papel What.man y se guarda a 4°C 

REGULADOR DE CORRIMIENTO: 

- Trizma Base 

- Glicina 

- SOS al 10" 

- Agua bidest.ilada hast.a 

DECOLORANTE 1: 

- Met.anol Absolut.o 

- Acido Acét.ico Glacial 

- Agua bidest.ilada· 

DECOLORANTE ll: 

- Acido Ac~t.lco al 7'11 

3.0 g 

14.4 g 

10 1111 

1 l 

500 ml 

100 llll 

400 "'1 

REGULADOR DE TRANSFERENCIA: 

- TrizMa Base 

- Glicina 

- Met.anol 

- Agua bides~ilad41 
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PBS 10X.PH 7.4 

- NaCl 

- KlhPO. 

- NazHPO.. i 2Hz0 

- KCl 

- Agua bideslilada 

Ajuslar a pH 7.4 

eo 9 

2 g 

29 g 

2 g 

!IOO ml 

- Agua bideslilada hasla 11 

REGULADOR DE BLOQUEO: 

- Leche en polvo 

- PBS 10X 

5 g 

100 ml 

REGULADOR DE LAVADO PBS-TWEEN 20 - 0.1% 

- POS 10X 
- Tween zo 

- Agua bideslilada 

100 ml 
1 ml 

900 IOl 

CONJUGADO DE FOSF"ATASA ALCALINA 
<DILUCION 1:3000>: 

- Conjugado de Fostalasa 

AJ.calina ClgG de cabra 

ant.1 IgG h..-.na>. 

- R811ulador da Bloqueo 
-94-
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SUSTRATO DE LA f"OSFATASA ALCALINA: 

- Cloruro de Magnesi.o t M 

- Tris o. 05ll pH 10 

- St.ock de NTB 

- Slock de BCI 

'º µ1 
9.5 "'1 

o. 5 IOl 

200 µl 

NTB t mg ti' ..i C O. Uc en Agua) 

BCI 5 ..;¡ / nal en Oimet.11 Forma.mida 
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