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Resumen:

Fue desarrollada una prueba para detectar la presencia de anticuerpos serotipo-
especificosen contra de estreptococo del grupo A (EGA) en suero humano basado en
quimioluminiscencia (QL) y utilizando sangre total como fuerte de fagocitos. Sueros de
pacientes con un alta actividad bactericida en contra de cepas del serotipo M-1, fueron
incubados con diferentes serotipos de EGA. La actividad fagocitica fue monitoreada
durante 20 minutos y los resultados expresados como cuentas por minuto por fagocito. La
respuesta en quimicluminiscencia de los fagocitos incubados con una cepa M-1
previamente opsonizada con un suero homélogo anti-M-1 fue significativamente superior
que la respueta de los fagocitos incubados con una cepa heterdloga M-3. La adsorcion del
suero inmune anti-M-1 contra la cepa homgloga pero no contra la cepa heterdloga, redujo
en forma marcada la respuesta en QL demostrando la tipo-especificidad de la prueba. La
pruega de QL mostr6 una alta correlacion con la prueba bactericida indirecta (IBT, r=0.90).
En conclusion, esta prueba de QL es un método rapido, sensible para su deteccién aun
diluyendo el suero 1:8, serotipo-especifico y reproducciéon para la identificacién de
anticuerpos opsénicos en contra de EGA, ofreciendo una herramienta util para estudios
clinicos, basicos y epidemiologicos.



Resumen:

Fue desarrollada una prueba para detectar la presencia de anticuerpos serotipo-
especificosen contra de estreptococo del grupo A (EGA) en suerc humano basado en
quimioluminiscencia (QL) y utilizando sangre total como fuerte de fagocitos. Suetros de
pacientes con un alta actividad bactericida en contra de cepas del serotipo M-1, fueron
incubados con diferentes serotipos de EGA. La actividad fagocitica fue monitoreada
durante 20 minutos y los resultados expresados como cuentas por minuto por fagocito. La
respuesta en quirioluminiscencia de los fagocitos incubados con una cepa M-I
previamente opsonizada con un suero homologo anti-M-1 fue significativamente superior
que la respueta de los fagocitos incubados con una cepa heteréioga M-3. La adsorcion del
suero inmune anti-M-1 contra la cepa homologa pero no contra la cepa heterdloga, redujo
en forma marcada la respuesta en QL demostrando la tipo-especificidad de la prueba. La
pruega de QL mostrd una alta correlacion con la prueba bactericida indirecta (IBT, r=0.90).
En conclusién, esta prueba de QL es un método rapido, sensible para su deteccion aln
dilayendo el suero 1:8, serotipo-especifico y reproduccion para la identificacion de
anticuerpos opsonicos en contra de EGA, ofreciendo una herramienta Gtil para estudios
clinicos, basicos y epidemiolégicos.
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Primera Parte
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Resumen:

Fue desarrollada una prueba para detectar la presencia de anticuerpos serotipo-
especificos en contra de estreptococo dei grupo A (EGA) en suero humano basado en
quiimoluniiniscencia (QL) v utilizando sangre total como fuente de fagocitos. Sueros de
pacienies con vn alia actividad bactericida en contra de cepas del serotipo M-1 fueron
incubados con diferentes serotipos de EGA. La actividad fagocitica fue monitoreada
durante 20 minutos v los resultados expresados como cuentas por minuto por fagocito. La
respuesta en quirioluminiscencia de los fagocitos incubados con una cepa M-1
previamente opsenizada con un suero homéloge anti-M-1 fue significativamente superior
que la respuesta de los fagocitos incubados con una cepa heterdloga M-3. La adsorcion del
suero tnmune anti-M-1 contra Ja cepa homologa pero no contra la cepa heteréloga, redujo
en forma marcada la respuesta en QL demostrando la tipo-especificidad de la prueba, La
prucba de QL mostrd una alta correlacion con la prueba bactericida indirecta (IBT, r =
£.90). En conclusion, esta prueba de QL es un método rapido, sensible para su deteccion
atm diluyendo el suero 1:8, serotipo-especifico v reproducible para la identificacion de
anticuerpos opsdnicos en contra de EGA, ofreciendo una herramuenta atil para estudios

clinicos, bisicos v epidemiolégicos.



Introduccion

La fagocitosis es un mecanismo primario de defensa del huesped en contra de
bacterias invasivas y realizado en su mayoria por fagocitos profesionales tales como los
leucocitos polimorfonucleares (LPMN), monocitos y macrdfagos. Las opsoninas, tales
como inmunoglobulinas y complemento, facilitan la fagocitosis y muerte de
microorganismos [1]. La proteina M del estreptococo del grupo A (EGA) es un
componente de su superficie que le permite a este organismo resistir la fagocitosis [2]. Por
oiro lado. la proteccién en contra de una nueva infeccitn ha sido relacionada con la
presencia de anticuerpos opsénicos serotipo-especificos dirigidos en contra de la proteina M
[2]- Por lo anterior, la determinacion de la presencia y cuantificacién de anticuerpos
opsonicos serotipo-especificos nos proporciona valiosa informacién en relacion con la

mmunidad en contra de este microorganisme.

Algunas pruebas para medir opsonofagocitosis del EGA utilizan la cuantificacién de
muerte bacteriana. tales como la prueba bactericida indirecta (PBI) [3] o conteo directo de
EGA dentro de los fagocitos [4]. En general, la fagocitosis puede también ser cuantificada
indirectamente a través de la medicién de los productos metabdlicos y quimicos asociados
con la ingestion y muerte de las particulas opsonizadas por los leucocitos [5]. Una vez que
ta particula opsonizada es adherida a la celula fagocitica, el ciclo de [a bexosa monofosfato
es activada generando NADPH. La NADPH oxidasa activada utiliza el poder reductor de
NADPH para la reduccién univalente de O; liberando protones (H') y aniones superéxido
{3,y mismos que son microbicidas [6]. Esta actividad metabélica oxidativa libera

productos de oxidacidon elecronicamente excitables, y su relajacion subsecuente hacia un



estado basal resulta en una emision de {uz [6.7]. La adicién de cantidades nanomolares de la
hidrazida ciclica luminol. (5-amino-2. 3-dihidro-1, 4-ftalazinediona) a la mezcla
opsonizante, incrementa la quimioluminiscencia (CL) en aproximadamente tres ordenes de
magnitud permitiendo la cuantificacion de la actividad oxidativa usando una cantidad
relauvamente pequeda de fagocitos [6]. Esta prueba altamente sensible puede estandarizarse
para evaluar una sola variable como es la presencia o ausencia de anticuerpos opsonicos

serolipo-especificos.

El objetivo del presente estudio fue el desarrollar una prueba rdpida, sensible y
repraducible para la cuantificacién de anticuerpos opsénicos serotipo-especificos en contra

de EG.A en muestras de suero humano.



Materiales ¥ Métodos

Cepas v cultivos. Para la estandarizacidn de la prueba de CL, se utilizaron cepas de
EGA de los serotipos M-1 (96/004) y M-3 (88/003) pertenecientes a la coleccion del
Jaboratorio del Dr. Dennis L. Stevens. Una colonia de cada cepa fuc usada para inocular $
mi de caldo Todd Hewitt at que se adiciond 1% de neopeptona (THN) (Difco, Detroit, M)
v erecidas durante 18 horas a 37°C y un ambiente de CO; al 5% para obtener un cultivo en
fase estacionaria La suspension bacteriana fue entonces usada para inocular 43 ml de caldo
THXN previamente calentado a 37°C y puesto nuevamente en [a incubadora por 4 horas a
37°C v un ambiente de CO; al 3% para obtener un cultivo en fase logaritmica. Cada tubo de
50 mi conteniendo [a suspensidn bacteriana en fase logaritmica fue centrifugado a 1250 x g,
a una temperatura de 4°C y el botdn bacteriano lavado en dos ocasiones con solucion salina
amortiguadora de fosfato Dulbecco=s estéril y fria (PBS) y resuspendido en 5 ml de la
misma solucion. Las bacterias fueron muertas por calentamiento en bafio maria a 56°C por

un periodo de 1 hora.

Fagocios. Sangre total de un donador normal quien demostré carecer de una
cantidad significativa de anticuerpos opsénicos contra las cepas serotipos M-1 y M-J en la

prueba de rotac16n sanguinea 8], fue anticoagulada con 4cido etilen diamino tetra acético,
mantenida €n agitacion suave a temperatura ambiente (23-24°C) y usada en los siguientes 5

a 30 minutos.

Muestras de suero. Un suero empleado como control negativo fue obtenido de un

donador sano {AV). Este suero mostré no tener anticuerpos especificos contra cepas de los
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seroripos M-1 y M-3. Este suero al igual que ¢l suero normai de conejo (control negativo,
Centre de Referencia Estreplococcico de la OMS en Minneapolis. MN E.U.A.) mostraron
una actividad bactericida baja en contra de cepas de los serotipos M-1 y M-3 en la PBI [§].
Como control positivo fue usado el suere inmune (anti-M-1) obtenido de tres donadores
{AB. DR. y KF}. Estos donadares tenian una historia de faringilis por estreptacoco del
serotipo M-1 durante el afio previo y no recibieron antibioticos o tratamientos
medicamentosos durante las dos semanas previas a la toma de fa muestra de suero. Los tres
sucros demostraron una actividad bactericida comparabie con [a del antisuero anti-M-1 de
concjo utilizado como control positivo en la PBI (Suero estandar anti-M-1, OMS). Todos

1os sueros empleados fueron mantenidos a -70°C hasta su uso.

Prueba de opsongfagocitosis mediante el uso de guinuoluminiscencio. La
opsomzacion fue realizada mediante la mezcla de 100 yl de bacterias muertas y 50u] de
sucro humano dituido 1:2 en PBS en tubos de poliestireno (Lumcuve; Wallac, Inc.
Gaithersburg. MD) ¢ incubadas a 37°C durante 30 minutos. Después de lavar una vez [a
mezela con 2 ml de PBS. las muestras fueron centrifugadas a 1,275 x g durante 10 minutos.
El sobrenadante fue descartado y el complejo bacteria-anticuerpo fue resuspendido en 100
ul de PBS. Posterior a esto, se agregan a cada tubo 600 ul de una solucién salina balanceada
conteniendo §.13mM-luminol (S5BL) previamente calentada a 37°C [9), Las muestras por
duphicado. se colocan en el luminometro (LB953 modified; Berthold, Wildbad, Germany)
durante 10 minutos previos al corrimiento para permitir un equilibrio de temperatura a
37°C. Mientras tanto. el donador “normal” de fagocitos es sangrado y una muestra de 100

pl de sangre fresca total es diluida en 9.9 ml de medio diluyente de sangre (MDS$)
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preyviantente calentado a 37°C [9]. Una vez diluida la sangre, una muestra de 100 ul
(conteniendo ~ 5-10,000 celulas blancas) es inyectada automaticamente en cada uno de los
tubos colocados en el lumindmetro {Figura 1), Se realizaron mediciones de
quimioluminiscencia cada 30 segundos hasta completar 20 minutos en total [9]. Los
resultados son expresados como cuentas por minuto {cpm} de un valor acumulado o
integral Para una mejor comparacién de resultados obtenidos en dias diferentes de un
mismo donador. se realizo una biometria hematica con cuenta total de leucocitos y
diferencial para calcular la cantidad de fagocitos totales (todas las celulas blancas excepto
hnfocitos). v los resuftados fueron entonces expresados comio cuentas por minuto por
fagoeito (cpm/fagocito). Un foton estandar fue usado para la estandarizacion de pruebas
entre corrimientos. Para evaluar la respuesta fagocitica méaxima del huesped en cada prueba

de quimioluminiscencia, se uso zimosan epsonizado con complemento come control [9].

Estandarizacion de la dilucion del suero y su efecto en la respuesta fagocitaria,
Para evaluar la sensibilidad de la prueba de QL para la deteccion de anticuerpos opsdnicos,
un suero inmune anti-M-1 (D.R.) fue diluido 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ¥ 1:32 con PBS e incubado
con una suspension de una cepa M-1. La dilucion del suero 1:2 no mostrd diferencias en su
actividad opsonica (promedio) en relacion al suere no diluido (521 vs 480 cpm/fagocito, P
=.5). Aunque en diluciones posteriores mostro una disminucion gradual, esta permanecio
sin cambios significativos en relacion al suero no diluido hasta la dilucién 1:8 (P =.3)

(Figura 2).
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Efecto de la agitacion de la suspension bacteriana en la respuesta en
gramioluminiscencia. Debido a que Streptococcus pyvogenes es una bacteria que forma
cadenas largas, una pregunia obligada fue determinar si la homogeneizacion de fa muestra
mediante el uso de vortex, necesaria para poder equiparar la absorbancia entre diferentes
suspensiones bacterianas podria en teoria romper las cadenas de cocos y afeciar el grado de
opsonofagocitosis por fagocito al alterar el tamafio y niimero de las particulas opsonizables.
Para tal propdsito, una suspension bacteriana del serotipo M-1 (96-004) fue dividida en 2
tubos v sometiende una de ellas a "homogeneizacién” mediante agitacién manual suave (~
10 movimientos de inversion completa) y la otra mediante agitacién vigorosa mecanica
utilizando un vortex (~1000 rpm, 4 x 157). Una muestra de cada una fue tefiida con gram,
identificando un predominio de grandes cadenas en la primera y cadenas fragmentadas y
cocos aislados en la muestra sujeta a homogeneizacion mecanica. No hubo una diferencia
signifieativa (P = .4) en la actividad fagocftica al emplear bacterias opsonizadas

previamente homogeneizadas en forma manual o mecdnica (Figura 3),

Efecio de la viabilidad bacteriana sobre la actividad opsonica de un suero inmune
sobre una cepa homdlogu y heteréloga. Con la finalidad de evitar el efecto potencial de la
produccion variable de exotoxinas y hemolisinas propias de las diferentes cepas de EGA en
la actividad fagocitica de los leucocitos polimorfonucleares, decidimos emplear bacterias no
viables en nuestras pruebas de quimioluminiscencia Para determinar el efecto de usar
bacterias muertas por calor (56°C por una hora) en la opsonizacion de las mismas, fueron
usadas cepas de los serotipos M-1 y M-3 crecidas en fase logaritmica (4 horas), lavadas en

dos ocasiones con PBS helado y mantenidas en hielo hasta su uso. El experimento fue
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realizado mezeiando un suero inmune anti-M-1 dituido (1:2) con una cantidad estandar de
cepas de serotipos homologos y heterdlogos tanto viables como muertas por calor en
muestras por duplicado. Después del corrimiento durante 20 minutos a 37°C, la capacidad
del suero inmune anti-M-1 para opsonizar cepas homélogas viables o muertas fue
comparable v no significativa (P = .63). Asimismo, la capacidad de opsonizar las bacteriag
heterdlogas fue significativamente inferior a la capacidad de opsonizar las bacterias

homatogas (P = .001), pero comparable entre las cepas viables o muertas (P = .10).

Efecto del complemento en la opsonofagocitosis de S pyogenes. El efecto del
complemento en la opsonofagocitesis fue evaluado mediante el uso de una cepa M-1
(96 04) muerta por calor. Otra muestra de la misma cepa fue tratada con tripsina (SIGMA,
St. Louis. MO) para eliminar la proteina M y otras proteinas de su superficie utilizando un
procedimiento modificado de Swanson y cols. [10] de la siguiente manera: una colonia de
una cepa serotipo M-1 es cultivada en 10 ml de THBN hasta fase estacionaria (18 hrs) en
una incubadora a 37°C y un ambiente de CO; al 5%, Posteriormente, 2 ml de la suspension
bacteriana son adicionados a 16 ml de medio THBN fresco y se adicionan 2 ml de una
suspension de fripsina bovina disueita en PBS (0.01g/ml) v esterilizada por filtracién,
quedando a una concentracién final de 0.1% . Esta mezcla es incubada por 5 horas a 37°C y
3% de CO: y posteriormente centrifugada a 4,000 rpm y 4°C de temperatura y lavada en
una ocasion con PBS frio conteniendo tripsina al 0.05% y en dos mas con PBS frio sin la
enzima. El boton bacteriano resuspendié en 5 ml de PBS y las bacterias son muertas por
calor a 56°C durante una hora. La cepa M-1 tratada con tripsina y la cepa control sin

tratamiento fueron incubadas con PBS, con suero inmune anti-M-1, con suero inmune anti-
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M-1 1nactivado por calor y suero inactivado + complemento de cobayo (SIGMA, St. Louis,
M) La mcubacién de la cepa control M-1 (ro tratada con tripsina) con PBS y con
complemento de cobayo resultd en una respuesta fagocitaria minima y sin diferencia
s1enitficativa enire ambas. La incubacién de la cepa control con el suero inmune anti-M-1
previamente inactivadoe por calor mostré un incremente no significativo en relacion al suero
no inactisado. La adicion de complemento al suero inactivado meostrd no diferenciaen la
actividad fagocitica al compararlo con la actividad desarrollada con el suero anti-M-1
(Figura 4. Por ¢l contrario. la incubacién del suero inmune anti-M-1 con la cepa M-1
tratada con tripsina mostré una respuesta fagocitica supzrior a la esperada, con una
disminucidn dramatica al usar suero anti-M-1 inactivado y recuperando dicha actividad al
adicionar comptemento al suero inactivado (Figura 5). Lo anterior demuestra que en
presencia de proteina M. el complemento no parece tener un rol importante en la

opsonofagocitosis de cepas del serotipo M-1 de EGA.

Determinacion de la relacion bacteria fagocito para la prueba de CL. Una misma
dilucion {1:2) de suero inmune anti-M-1 fue incubado con diluciones seriadas (1:2) de una
suspensién bacteriana (en PBS) de una cepa homologa, correspendiendo 2 una absorbancia
2 630nm (Agsg) de 1.0, 0.67,0.21,0 006y 0.04. La curva obtenida al graficar la absorbancia
(Agse)en el eje de las X y la respuesta fagocitaria {cpm) en el eje de las Y mostrd ser linear
entre 0.06 v 0.2 Agsq v maxima a Agso= 0.5 (Figura 6). Todas las pruebas subsiguientes
fucron realizadas usando una concentracidén de bacterias igual a 1.5 Agsp A esta

absorbancia. 1a razon bacteria:fagocito es de ~ 200: 1. Esta razén asegura un exceso de
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particulas opsonizables de manera que pequefias variaciones en la concentracion de

bacterias no afectaria la tasa de opsonizacion.

Tipo especificidud de la prueba de quimiolumimscencia. Cada uno de los tres
sucros inmunes anti-M-1 fueron adsorbidos mezclando dos partes de suero no diluido con
una parte (w/w) de bacterias muertas homdiogas M-1 previamente lavadas con PBS, Ota
porcion de los mismos sueros fueron también adsorbidas con bacterias muertas heterdlogas
M-3. La mezela fue incubada a 37°C durante 30 minutos. El suero fue recuperado mediante

centrifupacion y esterilizado por filtracion {Millipore, 0.22um, Bedford, MA).

Para demostrar la serotipo-especificidad de la prueba de quimioluminiscencia,
wtilizamos una cepa M-1 incubada con PBS, asi como cepas M-1 y M-3 incubadas por
separado con suero normal, inmune anti-M-1 e inmune anti-M-1 adsorbido con una cepa

homdloga (M-1) o heterdloga (-3},

La tipo-especificidad de la prueba de quimioluminiscencia fue también probada
mediante Ja adsorcidn secuencial de un solo suero inmune anti-M-1 en contra de cepas de
EGA de serotipos hetertogos (M-3, M-41, M-28, M-12} y finalizando en contra de una
cepa homdloga M-1. Inmediatamente después de su adsorcién con cada una de las cinco
cepas antes mencionadas, una muestra de suero fue tomada y usada para evaluar su

capacidad para opsonizar una cepa homéloga M-1.
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Prueha bactericide indirecta. La PBI es una prueba para evaluar la capacidad
bactericida de un suero determinado utilizando sangre total como fuente de fagocitos.
Iirevemente. la prueba es realizada mediante la pre-opsonizacion de las bacterias con el
suero a probar durante 1 hora a 4°C con agitacion suave. Se realizan cuantificaciones de
unidades formadoras de cotonias (UFC) de una muestra de la mezcla antes y después de
incubar las muestras durante 3 horas a 37°C y con rotacién de 360° a § RPM [8]. Cada uno
de los sugros (normal n = 1) e inmunes anti-M-1 (n = 3) fueron incubados con una cepa
homéloga s una cepa heterdloga, Sueros estandar de conepo (normal y anti-M-1) fueron
incluidos como controles negativos v positivos adicionales (amablemente donades por el
Dy Dwight R Johmsony Dr. Edward L. Kaplan, Laboratorio de Referencia estreptocdceico
de la OMS en a Universidad de Minnesota, E.U AL). Los resultados fuercn expresados
como indice bactericida (IB = indice de crecimiento en suero normal + indice de
crecimiento cn antisuero tipo~especifico). Al igual que en otvos laboratorios [8] y para fines

de andlisis estadistico. ¢l 1B fue expresado como el logaritmo base 2 (Bllogs).

Andlisis estadistico Diferencias entre promedios de corrimientos en duplicado de
muestras conteniendo una mezcla de bacterias, sueros inmune o normal y fagocitos fueron
comparados mediante la t de Student para muestras independientes o apareadas. El grade de
correlacion entre la prucba bactericida indirecta (IBLog,) y la prueba de
quimioluminiscencia (cpm/fagocito) fue evaluada mediante el cilculo del coeficiente de
vorrelacion (r). Las diferencias de la prucba de quimioluminiscencia entre muestras
{muestras duplicadas) y entre individuos (diferentes donadores de fagocitos) fue evaluada

mediante la utitizacion de andlisis de varianza (ANOVA) de una via.
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Resultados

Serotipo-especificidud de la prueba de quimioluminiscencia. Una cepa M-1 no
opsonizada {incubada con PBS) resultd en una respuesta apenas apreciable en QL. Una cepa
M-1incubada con suero normal, también resulté en una baja respuesta de
guimioluminiscencia. Sin embargo, la cepa M-1 opsonizada con suero inmune anti-M-1
resullo en una respuesta en QL marcada (Tabla 1). La respuesta en QL obtenida al incubar
una cepa heterdloga M-3 con el mismo suero anti-M-1 fue significativamente baja (P <
001}, La adsorcidn de cada uno de los tres sueros inmunes anti-M-1 con una cepa
homotoga M-1, reduo significativamente su habilidad para opsonizar una cepa M-1 tanto
en fa prueba de QL como el la prueba baclericida indirecta {IBLog,) P < .005. En contraste,
la adsorcidén de los sueros inmunes anti-M-1 en contra de una cepa heterdloga M-3 no
interfirio con su capacidad para opsonizar una cepa M-1 tanto en la prueba de QL como en
ta PBE (Tabla 1}.

l.a adsorcion secuencial de un suero humano anti-M-1 en contra de cepas
heterdlogas de los serotipos M-3, M-41, M-21 y M-12 no disminuyd en forma significativa
su capacidad para opsonizar a una cepa homologa M-1. Sin embarge, una ultima adsorcién
del suero anti-M-1 con una cepa homologa abolié por completo la capacidad del suero para

opsonizar una cepa homdloga M-1 (Figura 7).

Reproducibilidad de la prueba en diferentes donadores de fugocitos. La respuesta
en QL de fagocitos de 10 personas diferentes fue evaluada despues de exponerlos a una
mezcla de un suero inmune anti-M-1 con una cepa homdloga M-1 y con una heterdloga M-

3 de EGA. Los valores en QL (considerados como porcentaje sobre el control no



opsonizado) generados después de incubar cada una de las 10 muestras de sangres
diferentes con una cepa M-1 previamente opsonizada un suero anti-M-1 mostré un valor
promedio en cpm/fagocito de 271 v una desviacidn estandar (DS) de 74.8. No hubo
diferencias significativas tanto entre las muestras por duplicado como en la respuesta entre
los 10 diferentes donadores (F = 1.18. P = .39) La respuesta en QL de fagocitos retados con
una cepa M-3 previamente incubada con el suero heterologo anti-M-1 {expresado como
porcentaje sobre su control no opsonizado) fueron significativamente inferjores (promedio

=04, DS = 19.8). (P <.001}

Correlacion entre la prueba de quimioluminiscencia y la prueba bactericida
tnefirecta. Para probar la correlacion entre las dos pruebas, se utilizaron sueros inmunes
anti-\-t, inmune anti-M-1 adsorbidos y suero normal. Los mismos sueros fueron usados
stmultaneamente en ambas pruebas. Hubo una correlacién directa {r = 0.90, poder = 0.99)
entre ¢l grado de opsonizacion medida en la prueba de QL y la actividad bactericida medida
en la prueba bactericida indirecta (Figura 8). Ademas, el coeficiente de correlacién entre

las dos pruebas fue de 0.77 al emplear suero de 10 personas normales elegidas en forma

aieatoria.



Discusion

En las tilimas siete décadas, s¢ han empleado diferentes abordajes para demostrar la
presencia de anticuerpos opsonicos serotipo-especificos dirigidos en contra de EGA. La
prucba bactericida fue desarrollada por Todd [11] y Lancefield [3] para la demostrar la
presencia v especificidad de los antigenos M en EGA asi como la presencia de anticuerpos
bactericidas serotipo-especificos en suero de personas convalecientes. Aunque la prueba
bactericida sigue siendo considerada como e estandar de oro, es complicada y requiere
mucho tiempo para su realizacién. Una prueba tipica necesita tres dias para ser completada
asi como el uso de grandes cantidades de suero no diluido (120p] por tubo). Ademds, el
nitmero de muestras por cotrimiento es limitado, haciendo esta prueba poco practica para
estudios a gran escala de tipo epidemioldgicos. Dichos estudios a nivel poblacional
aportardn valiosa informacion en cuanto a la dinamica del desarrolio de anticuerpos
opsénicos serotipo-especificos (protectores) y st duracion después de una infeccién natural

¢ secundarios a la aplicacidn de vacunas,

Un segundo abordaje emplea el calculo visual del porcentaje de EGA “ingerido” por
fagocitos en un frotis de sangre tefiido [4]. Sin embargo, la clara distincién de los
estreptococos que se encuentran dentro de los fagocitos y los que estan en la parte posterior
podria ser dificit. Finalmente, el tiempo necesario para leer y cont;bilizar estos frotis es
también un factor limitante para su uso en estudios epidemiolégicos que incluyan gran

numero de muestras.



La prueba de quimioluminiscencia ha sido utilizada para evaluar la ingestién de
organismos opsonizados por leucocitos aislados [5,12]. Aunque esta prueba es versatil y
sensible. el tiempo requerido para purificar los leucocitos es prolongade. Ademas, el
proceso de purificacion de neutrofilos y celulas mononucleares [13] puede activarlos

poduciende resultados erréncos.

En el presente trabajo. se describe la métodologia empleada para desarrollar una
prucba de quumiojuminiscencia altamente sensible. especifica y reproducible para ia
deteccion de anticuerpos opsonicos contra estreptococo del grupo A que utiliza sangre
fresca total comeo fuente de fagocitos. Mediante la utilizacién de esta prueba hemos
demostrado una actividad fagecitaria baja después de incubar una cepa serotipo M-1 con
PBS. Esta baja actividad podria estar relacionada con fagocitosis no opsénica [{4], 0 a un
pequeiio efecto estimulaterio directo de las baclerias muertas por si mismas. Una respuesta
modesta en QL fue desencadenada al incubar una cepa M- con suero normal asi como al
cubar una cepa M-3 con suere inmune anti-M-1 heterologo. Esta respuesta representa la
presencia de pequedas cantidades de anticuerpos opsénicos serotipo-especificos,
amticuerpos con reactividad cruzada ¢ anticuerpos en contra de otros componentes de

superficie del estreptococo tales como peptidoglicano, peptidasa C5a o el carbohidrato de

grupo [13].

La serotipo-especificidad de esta prueba de QL fue también demostrada. La
respuesta de QL de los fagocitos ante una cepa M-1 incubada con suero homologo anti-M-1

demostrd ser significativamente superior a la respuesta de una cepa heterdloga M-3



incubada con el mismo suero. [ncubando suerc inmune anti-M-1 adsorbido tanto con una
cepa homologa como con una heterdloga también demostrd que la respuesta de QL de los
fagocitos es dependiente de la presencia de anticuerpos opsonicos serotipo-especificos.
Ademas. la realizacién de la prueba bactericida indirecta en paralelo utilizando los mismos
sucros mnwne anti-M-1, adsorbidos y normal, demostré una correlacion directa y

stenificativa con la prueba de quimioluminiscencia.

La prucba de quimioluminiscencia posee varias ventajas sobre otras técnicas usadas
en la actualidad para medir la presencia de anticuerpos serotipo-especificos. Primero, el uso
de sangre total en vez de leucocitos purificados ahorra tiempo y reduce la posibilidad de
una activacion o mnactivacion de los fagocitos debido a su minima manipulacién. Segundo,
la prucba de quimioluminiscencia es un procedimiento rapido, que provee resultados listos
para ser interpretados en menos de dos horas. Tercero, los datos son inmediatamente
procesados por un sistema computarizado que en forma automatica caleula los valores
integrales de quimioluminiscencia. Cuarto. la capacidad de la maquina de
quimioluminiscencia la hace capaz de procesar hasta 40 diferentes muestras en duplicado
por cada corrimiento durante un periodo de 20 minutos. Quinto, se requiere un volumen
minime de suero para cada prueba (25 pl por muestra).

Una posible desventaja es el costo del luminometro necesario para este tipo de

estudios.




En conclusién. Ja prucba de quimioluminiscencia es un métedo que requiere upa
cantidad minima de suero. pudiendose diluir hasta 1:8 sin afectar el resultado (sensible); es
serotipa-especifica v reproducible en la deteccidn de anticuerpos opsonicos serotipo-
especificos en contra de Streptococcis pyogenes. Ademas tiene un alta correlacion con el
estandar de oro (prueba bactericida indirecta). Debido a sus ventajas sobre el estandar de
oo, esta prueba es una heriamienta potencialmente Gtil en estudios clinicos y
eprdemioldgicos en los que se requiera la evaluacion de la presencia o desarrollo de
anticuerpos opsonicos serotipo-especificos, tales come la determinacion de la prevalencia
de poblacién susceptible hacia los serotipos mds prevalentes, o la evaluacién del efecto de
wita vacuna polencial contra 8. pyogenes sobre el desarrollo de anticuerpos opsdnicos en

contra de los serotipos incluidos en la misina.



Figura 1.
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Representacion esquemética de la prueba de quimioluminescencia desarrollada



Figura 2.

cpm / fagocito
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Dilucion de un suero convaleciente anti-M1 y su efecto
en la actividad opsénica en contra de una cepa M-1

Sin diluir 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

Dilucion del suero

Las dilucidnes 1:2 hasta 1:8 de un suero convaleciente anti-M1 no
mostré diferencias significativas en su capacidad para opsonizar
una cantidar estandar de bacterias del serotipo homdlogo M-1. Los
valores de cada barra representan el promedio y la desviacidn
estardar en cpm/fagocito de corrimientos por duplicado.
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Figura 3.
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Homogenizacién de la suspension bacteriana

Las barras representan la actividad opsénica de los fagocitos
despues de ser retados con una suspensidn bacteriana M-1
opsonizada con suero inmune homélogo y homogeneizada
manualmente vs otra muestra de la misma suspension
homogneizada mecanicamente.



Figura 4.

Efecto del complemento en la opsonizacién de EBHGA
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Cada una de las barras representa el valor promedio y
desviacion estandar en cpmffagocito resultante de incubar una
cepa M-1 con PBS, complemento de cobayo, un suero inmune
anti-M-1, el mismo suero inmune inactivado por calor y suero
inmune inactivado por calor con adicién de complemento de
cobayo.



Figura 5.
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Efecto del complemento en la opsonizacidn de una

cepa M-1 (digerida con tripsina) por un suero inmune
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Las barras representan la actividad opsodnica generada después
de incubar suero inmune anti-M-1, suere inmune inactivado o
suerc inmune inactivado + complemento, con una cepa M-1
previamente digerida con fripsina para denudar sus proteinas de

superficie,
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Figura 6.

cpm [ fagocito
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Una misma dilucion (1:2) de suero inmune anti-M-1
fue incubado con diluciones seriadas (1:2) de una
suspension bacteriana {(en PBS) de una cepa
homolega. La curva obtenida al graficar Ia
absorbancia y la respuesta fagocitaria (cpm/fagocito)
mostréd ser linear entre 0.06 y 0.2 ass0 y maxima a aeso
mayor de 0.5.
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Tabla 1.

3

TFipo especificidad de anticuerpos opsénicos en la P. bactericida y la quimioluminiscencia,

Muerte Bacteriana TPrucha de
QL
Sucre Tratamicento Cepas Resultante  Resultante Bl Cpm /
del suero usadas *CFC(T-0) UFC(3hr) (Log;) fagocito
Conval. Ninguno M-1 182 608 5 626
! 1 Adsorbido M-1 216 276 6.46 612
M3
Adsorbido M-1 127 15200 -0.16 46
M1
Ninguno M-3 220 14400 0.09 80
. Conval, Ninguno M-1 146 116 7 481
1 2 Adsorbido M-1 238 4 13 748
g v
5 Adsorbido M-I 238 22400 017 44
Mi
§' Ninguno M-3 175 23200 -0.9 e
Conval. Ninguno M-1 176 400 5.6 480
3 Adsorbido M-1 160 288 5.9 772
: M3
K Adsorbido M-1 192 {4400 049 46
% Ml
Ninguno M-3 215 12400 0.3 78 J
Normal Ninguno M-1 14¢ 14,840 0.9 163
Ninguno M-3 206 14,320 1.5 139

L.
UFC = Unidades Formadoras de Colonias

tPrueba QL = Prueba de Quimioluminiscencia. Los datos representan la media de
corrimientos por duplicado y son reportados come cuentas por minuto por fagocito (cpm-

fag) determinados al integrar el area bajo la curva durante un periodo de 0 a 20 minutos,




Figura 7.

cpm [ fagocito

Tipo-especificidad de fa prueba de
quimioluminiscencia.
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Serotipos usados para adsorber un suero anti-M-1

Capacidad opsonica de un suero inmune anti-M-1 en contra de
una cepa homologa M-1, antes y después (barras punteadas) de
su adsorcion secuencial con 4 cepas heterdlogas y una
homologa. Su capacidad opsonica no se vié significativamente
afectada después de ser adsorbido con las cepas heterélogas.
Sin embargo, su actividad opsonica es practicamente anulada
después de su adsorcion con una cepa homéloga M-1.



Figura 8.

Correlacién enfre la prueba de quimiocluminiscencia y
la prueba bactericida indirecta
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Esta figura muestra fa correfacidén entre la respuesta
fagocitaria en cuentas por minuto / fagocito y el indice
bactericida (log2} calculado en pruebas parajelas
simultaneas. Hubo una correlacion directa positiva (r =
0.90) entre el grado de opsonizacion (cpm fag) vy la
actividad bactericida ([Blog?2).
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Resumen:

La inmunidad en contra de cepas de estreptococo del grupo A (EGA) se relaciona con la
presencia de anticuerpos serotipo-especificos dirigidos contra la region hipervariable (N-
terminal} \ A repetida de fa proteina M. Sin embargo, publicaciones recientes sugieren
que dicha inmunidad podria ser més limitada y ser solo cepa y no serotipo especifica. Por
jo anterior. decidimos determinar la susceptibilidad a la opsonizacidn y muerte de 70
cepas del serotipo M-1 por un solo suero de una persena inmune empleando para ello una
prucba basada en quimioluminiscencia (QL) recientemente descrita y la prueba
bactericida indirecta (PBI) como estandar de oro. La respuesta fagocitaria expresada en
cuentas por minuto por fagocito(cpm/fagocito) obtenida después de opsonizar cada una
de las 70 cepas del serotipo M-1 con un suero inmune fue heteogenea, con un rango de
47-477 cpmifagocito (media 310, D5=73). Con la finalidad de conocer si la diferencia en
susceptibilidad a ser opsonizadas por un mismio suero inmune estaba relacionada con
diferencias en la region N-terminal o A repetida de la proteina M, se eligio una muestra
de 10 cepas representativas con grados alto, intermedio o bajo de opsonizacion y muerte
en la prueba de QL y PBI respectivamente para realizar secuenciacion del gen emm/. En
nueve de las 10 cepas se encontrd un 160% de homologia en la regién N-terminal. Un
cambio en un aminodcido de la region repetida Al en una de esas nueve cepas no se
asocid con disminucion en la opsonizacién. En contraste, la substitucion de varios
aminoacidos en la regién N-terminal y dos en la regién repetida Aj en otra cepa (CS-190)
se asocid a una reduccion marcada en la opsonizacion similar a la obtenida despugs de
incubar el mismo suero inmune anti-M-1 con dos cepas heterdlogas de control de los

serotipos M-3 v M-11. El presente estudio demuestra que 1) cambios substanciales en la



regién hiper ariable y posiblemente en la region Aj; repetida afectan en forma marcada la
opsenizacién vy muerte por fagocitos en presencia de suero inmune anti-M-1; y 2) que la
susceptibilidad a ser opsonizadas y muertas no es s0lo dependiente de la conformacion de
|a region N-terminal de la proteina M. Los hallazgos descritos sugieren que otros
componentes de superficie ademas de la proteina M, interfieren con la opsonizacién de
cepas del serotipe M-1 por suerc inmune. Esto podria sugerir ademas que la inmunidad
adquirida posterior a una infeccion por EGA podria no ser protectora en contra de todas
tas cepas homotogas Esto podria explicar [a prevalencia persistentemente alta de cepas

del serotipo M-1 en todo el mundo en tos Gliimos 15 afios,



Introduccién

Estrepotoceco del grupo A (EGA) contintia causando infecciones leves,
moderadas v severas en humanos en todo el mundo Este organismo es responsible de
muchas infecciones comunes tales como faringitis, amigdalitis, fiebre escarlatina,
neumonia. impétigo. celulitis, ertsipela y sinfangitis asi como secuelas no supurativas
camo fiebre reumitica v glomerulonefritis post-esireptocdceica. En los Estados Unidos de
Norte América, la incidencia de fiebre reumatica ha ido disminuyendo durante los ltimeos
40 afios [1]. sin embargo. debido a los recientes brotes de fiebre reumdtica, la emergencia
de infeccionas invasivas [2] y el sindrome de choque toxico [3,4] han hecho necesanias la

jmplementacién de medidas efectivas de control y tratamiento.

Aunque EGA posee varios factores de virulencia tales como la estreptolisina-O,
hialuronidasa, estreptoquinasa. peptidasa C3a y exotoxinas pirogénicas (SPEA, SPEB,
SPEC). os la proteina M, un componente de superficie el que confiere a este organismo la
capacidad de ser resistente a la fagoeitosis [3]. De acuerdo a lo anterior, la proteccion en
conira de una infeccién se ha asociado con la presencia de anticuerpos opsénicos

serolipo-especificos dirigidos en contra de la proteina M [5].

La estructura secundaria o-helicoidal enrollada de las proteinas M es rara en
bactertas, pero comparte propiedades fisicoquimicas y su secuencia de amino 4cides tiene
homologia con algunas proteinas fibrilares de mamiferos tales como la cadena pesada de

1a miosina v la tropomiosona-ct [5]. Esta homologia con las proteinas de mamiferos



provee la base para el desarrolie de anticuerpos cruzados en contra de proteinas del

sarcolema en las membranas del miocardio humano [6].

La secuenciacion del ADN de numerosos genes emm de EGA ha demostrado que
la region 3° que codifica para la regién carboxi terminal est altamente conservada entre
difercntes proteinas M. Por el contrario, los segmentos amino terminales tienen una gran
variabitidad, Esta variabilidad en la region N-terminal es la base para la tipificacion
scrologica del EGA en serotipos M [7]. Las regiones N-terminal y/o A repetidas de la
proteina M son los sitios en los que se fijan los anticuerpos opsénicos serotipo-
especificos [5] y algunos autores han demostrado que un epitope se localiza en los

primeros 10 aminedcidos de la region N-terminal [8].

La fagocitosis es un mecanismo de defensa primario en contra de bacterias
invasoras y es realizado en su mayoria por fagocitos profesionales tales como los
teucocitos polimorfonucleares, monocitos y macrofagos. Las opsoninas, tales como
inmunoglobulinas y complemento facilitan la fagocitosis y muerte de diversos

microorganismos [9].

De las pruebas disponibles para evaluar la opsonofagacitosis de EGA, una emplea
la cuantificacién de la muerte bacteriana, como es €l caso de la prueba bactericida
indirecta {10]. o el conteo directo de EGA dentro de fagocitos {11]. La opsonofagocitosis
pueder ser también cuantificada mediante {a medicién de los productos metabélicos y

quimicos asociados con la “ingestion” y muerte de las particulas opsonizadas por los
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leucoeitos [12]. Una vez que la particula opsonizada es adherida a la celula fagocitica, la
via hexosa monofosfato es activada generando NADPH. La oxidasa de NADPH activada
emplea el potencial reductor de la NADPH para la reduccion univalente de O, para
penerar protones {H*) v aniones superoxido (1), mismos que son microbicidas [13].
Esta actividad metabolica oxidativa produce productos de oxidacién electronicamente
activos. y su refajacion subsecuente a su nivel basal resulta en emisidn de fotones [t3,14].
La adicion de cantidades nanomolares de la hidrazida ciclica luminol (3-amino-2, 3-di-
idro-1. 4-ptalazinedione) a la mezcla opsonizante incrementa la quimioluminiscencia
(QL) en aproximadamente tres ordenes de magnitud, permitiendo la cuantificacién de la

actividad oxidativa utilizando cantidades relativamente pequefias de fagocitos [13].

Los objetivos de este estudio fueron: primero, evaluar la actividad opsénica de un
suero Gnico anti M-1 en contra de 70 cepas M-1 de EGA usando un método rapido
sensible y reproducible de quimioluminiscencia que emplea sangre total y segundo;

determinar si diferencias en la opsonizacion estén relacionadas a diferencias en el gen

emint !,



Materiales y Métodos

Cepas y cultivos. Para este estudio fueron utilizadas 70 cepas del serotipo M-1 de
{a coleccion del Dr. Dennis L. Stevens. La mayoria de las cepas fueron recuperadas de
casos con infeccion invasiva por EGA y aisladas tanto de un sitio normalmente estéril {n
= 47), o no estérii (n = 6). En 17 casos se desconoce el sitio de aislamiento. La mayoria e
las cepas fueron aisladas de personas que viven en los EU. (n = 59), aunque hubo otras
aistadas de Alemania {n = 6), Japon (n = 2). Holanda (n = 2), y Suiza (n = 1) durante el
periodo entre 1988 a 1997. Cepas de los serotipos M-3 y M-11 fueron usadas come
controles negativos. Todas las cepas fueron serotipificadas por los doctores Edward
Kaplan y Dwight R. Johnson de la Universidad de Minnesota y el Laboratorio de

Referencia estreptocéecico de la Organizacion Mundial de [a Salud (OMS).

Uina colonia de cada cepa fué sembrada en 9 ml de caldo Todd Hewitt
conteniendo 1% adicional de neopeptona (CTHN) (Difco, Detroit, MI) e incubada
durante la noche (18 hr) a 37°C y 5% de CO;. El caldo de cultivo fue entonces adicionado
a 90 ml de CTHN previamente calentado a 37°C e incubado durante 4 hr a 37°C en 5%
CO» y con agitacion suave (100 RPM) para obtener un cultivo en fase logaritmica. Los
cultivos fueron centrifugados a 1,700 x g durante 15 minutos, lavados en dos ocasianes
con 10 ml de PBS (Sigma, St. Louis MO) frio y el botdn bacteriano fue resuspendido en 5
m! de PBS. Las bacterias contenidas en cada suspension bacteriana fueron nuertas
mediante la exposicion a rayos ultravioleta (254nm} durante una a cuatro horas (hasta
obtener cultivo negativo) en una caja de petri de poliestireno de 100 x 15-mm sin

cubierta, 0 mediante exposicion at calor (56°C) por 1 hora en tubos de polipropilenc
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cerrados de 50 mi sumergidos en bafio maria. Todas las pruebas de quimioluminiscencia
fucron realizadas empleando una concentracion estandarizada de bacterias

correspondiente a una absorbancia de 0.5Assonm-

Fagocitos. Para cada experimento, fue utilizada sangre total anticoagulada con
EDTA empleando tubos al vacio conteniendo EDTA (Becton Dickinson, Rutherford, NJ)
de un solo donador normal (AV) ¥ quien de acuerdo a la prueba de rotacidn en tubo
(Indice de crecimiento = 32) [15], carecia de anticuerpos opsénicos en contra de cepas de
los scrotipos M-1 y M-3. El tubo conteniendo Ia muestra de sangre fue puesto en un rofor
con movimiento suave y a temperatura ambiente (23-24°C) y mantenida en ese lugar
hasta su uso (3-30 minutes). Para peder comparar los resultados entre pruebas realizadas
en diferentes dias. en cada prueba se realizé una biometria hematica con diferencial y los

resultados fucron expresados en cuentas por minuto por fagocito.

Muesiras de syero. Suero normal fue obtenido de un donador que de acuerdo a la
prucba bactericida carece de anticuerpos opsénicos en contra de cepas de los serotipos M-
| v M-3 (iBlog: = 0.9 y 0.95). La actividad bactericida del suero normal es comparable
con la actividad del suero normal de conejo usado como control negativo para las cepas
serotipo M-1y M-3 (IBlogz = 1) en el Centro de Referencia de la OMS en Minnesota
[10]. Suero de un donador convalesciente con una historia de faringitis estreptocéccica
fue empleado como suero positivo. Al momento de obtener el suero, esta persona no
habia recibido ningdn antimicrobianoe ni tratamiento medicamentoso alguno en las dos

semanas previas. La actividad bactericida del suero de este suero inmune en contra de



una cepa M-1 (IBlogy = 8.3) fue comparable con la actividad del suero de conegjo anti M-1
{IBlogs = 8.9) usado coro control positivo (suere estandar anti-M-1,0MS) en la prueba
bactericida {135]. Las muestras de suero fueron mantenidas en tubos criogénicos a -70°C

hasta su uso.

Prueba de opsonofagocitosis usando quimioluminiscencia. La opsonizacién fue
lievada a cabo en tubos de poliestireno (Lumcuve; Wallac, Inc. Gaithersburg, MD)
mezclando 100ul de bacterias muertas v 50ul de suero convalesciente o normal diluido
1-2 con PBS ¢ incubados a 37°C durante 30 minutos. Después de lavar una vez con PBS,
las muestras fueron centrifugadas a 1,275 x g durante 10 minutos. El sobrenadante es
descartado y las bacterias resuspendidas en 100ul de PBS. Después de esto, se agregan a
cada tubo 600l de una solucidn salina balanceada previamente calentada conteniendo
0.15mM de luminel (SSBL) {16]. Las muestras por duplicado son puestas en el
{uminémetro (LB933 medificado; Berthold. Wildbad, Alemania) durante 10 minutos para
purmitir un equilibrio de temperatura a 37°C. En este momento, se obtiene sangre del
donador normal y se colocan 100ul de sangre fresca total en 9.9 ml de solucion diluyente
de sangre (SDS) previamente calentada a 37°C [16]. El luminémetro entonces inyecta

100p! de la sangre diluida en cada tubo.

Las mediciones de guimioluminiscencia se realizaron automaticamente cada
medio minuto durante un periodo de incubacion de 20 minutos. Los resultados fueron
expresados como cuentas por minuto por fagocito como valor acumulado o integral. Un

fo16n estandar es corrido al mismo tiempo en cada prueba para tener una estandarizacion



de la luz emitida entre cada prueba. Otros controles son: 1). Suspension de bacterias M-1,
M-3 y M-11 incubadas con PBS, 2). Suspensién de bacterias M-1, M-3 y M-11 incubadas
con suero normal. 3). Suspension de bacterias M-3 y M-1 1 incubadas con suero inmune

heterologo, y 4) 50ul de zymosan opsonizado con complemento [16].

Prueba Bactericida Indirecta (PBI). Esta prueba fue realizada de acuerdo al
método originalmente descrito por Lancefield [10] y modificado por Johnson y cols. [135]
al adicionar una pre-opsonizacion de las bacterias y el suero a evaluar, Brevemente, 110l
de suero es mezclado con un volumen igual de una suspensidn diluida de bacterias en
fase estacionaria contenicndo ~200-400 unidades formadoras de colonias (UFC) de la
cepa a ser probada, e incubada a 4°C durante 1 hora, Después de este periodo de
incithacién. 100pu] de la mezela es adicionado a un tubo de polipropileno estéril de 12 x
73 con tapa. contentendo 300pl de sangre fresca heparinizada obtenida de un donador
normal {AV). Una muestra adicional de 100l es sembrada en una placa de agar sangre de
cordero para determinar el nimero inicial de UFC (T-0). La mezcla fagocitica es entonces
colocada en un rotor (LABQUAKE Rotator, Barnstead Thermolyne Corp.) 2 8
revoluciones por minuto e incubado a 37°C durante 3 horas. Al término del periodo de
incubacién, 100pl de la mezela no diluida y de 2 diluciones 1:10 de cada tubo son
cultivados en piacas de agar sangre de cordero ¢ incubados durante toda la noche (18
horas) a 37°C y un 5% de COa. Después de la incubacion, el nimero resultante de UFC es
contabilizado y la actividad bactericida del suero es determinada cateulando el Indice

Bactericida (IB) como sigue: IB = (Indice de crecimiento en suero normal) + (Indice de
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crecimiento en el suero tipo-especifico). De la misma manera que en otros laboratorios,
nosotros caleutamos el indice bactericida y su correspondiente logaritmo base 2 del
mismo ([Blog,) para facilitar comparaciones. Un IB = 32 o su correspondiente IBlogy (=
3) fue el minimo valor para ser considerado como significativo. Los valores de IB
resultantes huego de incubar diferentes cepas homologas M-1 y heterélogas M-3 y M-11
con un mismo suero inmune anti M-1 fueron asimismo interpretadas tomando en
consideracion los rangos de IB descritos por Stollerman y cols. {17]. Los controles para
evaluar la habilidad de cada cepa para crecer en suero normal, la tipo-especificidad de la
prucba y la habilidad de los fagocitos para matar bacterias en presencia de anticuerpos
serotipo-especificos fueron corridos en parafelo. Los sueros de conejo normal y anti M-1
estandarizados fueron amablemente donados por los Docteres Dwight R. Johnson y

Edward L. Kaplan, de la OMS.

Secuenciacion del gen emm . El ADN cromosdmico de cada una de las 10 cepas
M-1 representativas con diferente susceptibilidad a ser opsonizadas por un solo suero
inmune anti-M-1 fue usado como templete para secuenciar el gen emm!. La
secuenciacion fue realizada en el Centro Avanzado de Tecnologia Gendmica de la
Universidad de Oklahoma. Brevemente, el ADN cromosdmico fue aislado de cultivos
crecidos durante 18 horas en 10 mi de caldo Tood-Hewitt levadura (THL) de acuerdo a
una medificacion del método de Pitcher y cols. [18]. Se adicionaron 10U de lisina del
Bacteriofago C1 para suplementar la lisozima especificada en el protocolo original para
incrementar la degradacién de la pared celutar. La porcién variable del enun fue entonces

amplificada usando los siguientes pares de iniciadores: (iniciador 1,5’



TATHGC)GCTTAGAAAATTAA; primer 2,5° GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT) [19].
Siguiendo las condiciones recomendadas por Beally cols. [20] los preductos de PCR
fucron clonados (de acuerdo con ¢l protacolo de Promega) con el vector de clonacion
pGEM-T Posteriormente, los insertos fueron secuenciados después de ser purificados

mediante ¢l uso det kit Qiagen® disponible comercialmente.

La secuenciacién fue realizada usando un secnenciador de ADN automatizado
(ABI Modelo 391). La alineacion miltiple del ADN fue hecha utilizando el progtama

CLLUSTAL-X [21] en una computadora personal Macintosh Power modelo 7600,



Resultados

Prueba de gquimioluminiscencia. Al opsonizar cada una de las 70 cepas M-1 con
un solo suero inmune , la respuesta fagocitaria fue heterogenea generando QL en un rango
de 47 a 477 cpm/fagocito (promedio = 310, DS = 75) y una distribucién normal
(Kolmogorov Smirmov = 0.067, P > .200). Cincuenta y una cepas (73%) se distribuyeron
entre la media y +17 DS; diez y seis cepas (23%) se distribuyeron en el area entre la 1%y
27 DS en ambos lados de la media y dos (3%) se distribuyeron entre la 2* y 3" DS en
ambos sitios de 1a media. Las cepas de serotipos heterélogos M-3 y M-11 usadas como
control, se ubtcaron después de la 3° DS debajo del promedio en el lado izquerdo de la

curva (Figura 9).

Este experimento fue repetido usando dos sueros inmunes anti-M-1 adicionales
(A.B.. K.F.). Estos sueros fueron incubados con cepas representativas del serotipo M-1
con alta {96/004) y baja (CS-190) susceptibilidad a ser opsonizadas por un primer suero
inmune anti-M-1 (D.R.). La opsonizacion de la cepa 96/004 fue superior en forma
significativa (P < .,05) que la cepa CS-190 por ambos sueros y consistente con fos

expernimentos con el primer suero inmune empleado.

Prueba bactericida indirecta. Una muestra de 10 de las 70 cepas probadas
anteriormente fueron seleccionadas al azar de cada porcidén de la curva normal. Para cada
cepa. un indice de crecimiento > 32 fue requerido después de incubarla con suero normal
para demostrar que la produccion de proteina M era suficiente para resistir [a fagocitosis.

[ a actividad bactericida de un suero inmune anti-M-1 en contra de cada una de las 10



cepas homélogas M-1 y las dos helerdlogas (M-3, M-11}, fue heterogenea con un [Blog,
con un rango entre 1.3 y 8.9 (promedio = 4.4, DS = 2.6). Los valores del IB fueron
ademas analizados de acuerdo a la escala descrita por Stollerman y cols. [17]. Por
cjermplo. un valor de IB menar a 10 en un suero fue considerado como no significativo;
10-25 como trazas de anticuerpos; 25-50 débil positivo; 50-200 positivo; 200-500
{uertemente positivo; v mayor que 500 fue considerado como muy fuertemente positivo.
El valor de IB v su correspondiente (IBLog,) para cada cepa probada fue como sigue:
90/079 1B = 41 (Logz = 5.3). 89/022 1B = 13 (Log; = 3.6). CS-190 1B = 3 (Logy = 1.5).
93/007 IB = 125 (Log: = 6.9). 93/008 1B = 26 (Log, = 4.7). 89/034 1B = 42 (Log: = 5.4).
96/004 IB = 16 (Logy = 4). 93/049 IB = 23 (Log, = 4.6). 93/046 IB = 13 (Log; = 3.6). SF-
370 1B =473 (Log> = 8.9). M-3 IB = [ (Logy = 0.4). M-11 IB =3 {Log; = 1 .4) (Figura
H)). Hubo una correlacién directa positiva (r = 0.77) entre la prueba de

quimioluminiscencia y la prueba bactericida.

La prueba de quimioluminiscencia fue desarrollada nuevamente usando dos
controles (M-3 y M-11) y las 10 cepas empleadas para la prueba bactericida y la
sccuenciacion del gen enum, e incubadas con el mismo suero inmune anti-M-1. La
actividad fagocitica mostro un rango de 85 a 625 cpm/fagocito (promedio = 361, DS =

160) y una distribucion normal en el drea bajo la curva (figura 11).

Secuenciacion del ADN. Para tratar de explicar la razon por la cual existe dicha
heterogeneidad en opsonofagocitosis demostradas en la prueba de quimioluminiscencia y

la prucba bactericida, las mismas 10 cepas representativas (C5-190, 95/007, 96/004,
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93/049, SF-370. 89/022, 90/079, 95/008, 89/034, 93/046) fueron usadas para secuenciar
el gen emm. Analisis de la secuencia predecida de aminodcidos de la proteina madura M.
demostrd un patrén comiin compuesto de la region N-terminal hipervariable, [as regiones
repetidas AL By C. repetidas y la regién de anclaje (Figura 12). Seis cepas (96/004,
93.049. SF-370. 89/022, 90/079, 95/008) demostraron tener un 100% de homologia a
nivel de la secuencia deducida de aminoécidos en la region N-terminal y las tres regiones
repetidas (Figura 13). En la cepa 95/007 se encontrd una substitucidn en un aminoacido
Jocalizado al final de 1a regién repetida A (Figura 13). Esta cepa sin embargo fue bien
opsonizada y muerta en [a prueba de QL y la PBI y se localizo en el lado dereche de la

curva (Figuras 10 y 11).

Finalmente, en la cepa C8-190 se encontraron dos substituciones en aminodcidos
localizados en la region repetida A; y otras diversas en la N-terminal (Figura 13). Esta
cepa tuvo muy baja susceptibilidad a la opsonizacion tanto en la prueba de QL como en la
PRI v con valores cercanos a los encontrados con las cepas heterdlogas M-3 y M-11

usadas como controles negativos (Figuras 10 y 11).



Discusian

Durante las pasadas siete decadas. se han empleado diferentes abordajes para
demostrar la presencia de anticuerpos opsénicos tipo-especificos en contra de EGA. La
prueba bactericida fue desarrollada por Todd [22] y Lancefield [10] para demostrar la
presencia y especiticidad de los antigenos M en EGA asi como la presencia de
anticuerpos especificos anti proteina-M en suero de personas convalecicntes, A pesar de
gue la prucba bactericida continiia siendo el estandar de oro, es una técnica complicada y
Hewa mucho tiempo requiriendo hasta 3 dias para completarla y empleando una mayor
canuidad de suero no diluido (120p1 por tuba). También, el niimero de muestras por
prucba es limitado, haciendo esta prueba aun mds impractica para estudios

epidemiologicos a gran escala.

La prucba bactericida indirecta realizada en paralelo en las 10 cepas
seleccionadas, resultd en una actividad bactericida hetercogenea y con distribucidn
normal. Empleando el método de Stollerman para categorizar los resultados, la actividad
hactericida de un solo suero inmune en contra de varias cepas de un mismo serotipo M-1
varid en un rango desde “no significativa™ hasta “fuertemente positiva” {I17]. Sin
embargo en una cepa M-1 (C8-190) la actividad bactericida del mismo suero
convalesciente no solo no fue significativa sing que fue comparable con la actividad ea

contra de cepas heterdlogas M-3 y M-11.

En el presente studio, usamos una prueba de quimioluminiscencia recientemente

desarrollada que utiliza sangre fresca total [23] y con una correlacion significativa con la
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prucba bactericida indirecta, para medir la dinamica de opsonizacién de 70 cepas M-1 por
un solo suero suero inmune anti-M-1. Nuestros resultados demuestran que la respuesta
fagocitica es heterogenea y con una distribucion normal similar a otros fenomenos
biologicos. Para mostrar lo anterior, podemos ver que la mayoria de las cepas causaron
una respuesta fagocitaria promedio de 310 cpm/fagocito. En contraste, 7 cepas fueron
pobremente opsonizadas ubicandose después de la 1% DS en el lado izquiero del
promedio. v una (CS-190) fue pobremente opsonizada al igual que las cepas heterdlogas

de control de fos serotipos M-3 y M-11.

Para investigar ¢l mecanismo a nivel molecular responsable de la heterogenea
susceptibilidad mostrada por cepas del serotipo M-1 para ser opsonizadas por un solo
suero inmune anti-M-1, fue comparada la secuencia deducida de aminoécidos de fas
regldnes N-terminal y A repetidas de 10 cepas M-1 representativas de aquellas con una
susceptibilidad alta. intermedia y baja a ser opsonizadas y muertas por un solo suero
inmune humano en las pruebas de QL y PBI. La cepa CS-190 tuvo dos substituciones en
aminoicidos de la region Ay y varias en la region N-terminal y estuvo asociada con la
mas baja susceptibilidad a ser opsonizada por el suero inmune. Esto apoya la nocién de
gue cambios menores en la secuencia de nucledtidos de la regiones N-terminal [24] y A-
repetida [25] alteran el reconocimiento por anticuerpos serotipo-especificos. Sin
embargo, nosotros encontramos que el gran espectro de susceptibilidad a ser opsonizados
¥ MUeros por un suero inmune anti-M-1 ocuirio a pesar de un 100% de homologia en la
region hipervariable N-terminal en nueve de 10 cepas M-1. Estos resultados demuestran

que aungue los cambios en la secuencia de amino4cidos de la region N-terminal de la
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proteina M correlaciond con una pobre opsonizacion por anticuerpos serotipo-especificos,
no explican la heterogeneidad de la susceptibilidad a ser opsonizadas en 9 cepas con
secuencias idénticas de los amonodcidos de ka regién hipervariable. Nucstros resuitados
sugieren que otros factores ademds de la secuencia de aminodcidos de la regién N-
terminal son importantes en el reconocimiento funcional por anticuerpos serotipo-

especificos.

Estos datos demuestran que pequeiias diferencias en la regidn N-terminal de la
proteina M podrian resultar en cambios significatives en la opsonizacion Estos
resultados han sido corroborados en un estudio previo en que también demostraron que
anticuerpos opsénicos tipo especificos son capaces de opsonizar selectivamente algunas
cepas del mismo serotipo ¥ que por ello la proteccion que confieren podria ser solo cepa
especitica [26]. Otros factores que podrian contribuir a las diferencias encontradas en
susceptibilidad a la opsonizacidn entre cepas del serotipo M-1 son la expresién variable
de otros componenies de superficie tales como la cdpsula de dcido hialurénico y peptidasa

C3a [27]

En resumen, este estudio demuestra que: 1) Un solo suero inmune anti-M-1 tiene
una capacidad opsonica y bactericida variable en contra de cepas del mismo serotipoe que
va desde no significativa hasta fuertemente positiva; 2) la secuencia de amino4cidos de la
region N-terminal de la proteina M no varié en nueve de diez cepas M-1 evaluadas y no
puede explicar la heterogenea susceptibilidad a ta opsonizacion; 3) las diferencias en la

secuencia de aminodcidos de la regidn N-terminal se asocid con una marcada resistencia a



fa opsonizacion por un suero inmune homdlogo; y 4) que la prueba de QL ofrece una
alternativa para estudiar la presencia de anticuerpos setotipo-especificos en estudios

epidemiologicos poblacionales.

Nuestros resultados muestran que cepas de EGA del mismo serotipo no son
igualmente susceptibles a ser opsonizadas por un mismo suero inmune humano. Esta
sariabilidad en susceptibilidad a opsonizacion podria explicar el alta prevalencia y
persistencia de cepas del serotipo M-1 alrededor del mundo en los ltimos 13 afios [28-

30].

o]
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Figura 9.
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Rango de cpm por fagocito

La respuesta fagocitica medida por quimioluminiscencia entre 70 cepas de EGA
después de haber sido opsonizadas por un suero inmune anti-M-1 fue heterogenea.
Como otros fenomenos biologicos, la actividad fagocitica mostrd una distribucion
normal en el area bajo la curva. Note como las cepas heterdlogas M-3 y M-11 (3) se
ubtcaron después de la 3a desviacién estandar def [ado izquierdo de la misma. Los
cuadros (M) muestran el sitic donde se ubicaron las 10 cepas elegidas al azar,
representativas de un grado alto, intermedio o bajo de opsonizacién y utilizadas para
el estudio comparativo de la fraccién N-terminal mediante la secuenciacion del gen
emmf.



Figura 10.

No. de cepas

Actividad bactericida de un suero inmune anti- V1 en contra de 10
cepas homélogas M-1 y dos heterélogas M-3 y M-11
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La actividad bactericida de un suero inmune anti-M-1 en contra de una muestra
de 10 cepas M-1 obtenidas en forma aleatoria de las 70 cepas con diferente
susceptibilidad a ser opsonizadas, mostrd ser heterogenea. La cepa C8-190 ¢on
vanas substituciones el la region N-terminal y dos en la repetida A;, mostro una
muy baja susceptibilidad a la opsonizacidn, comparable a la encontrada en

cepas heterdlogas M-3 y M-I L.
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La actividad opsonica de un suero inmune anti-M-1 en contra de una
muestra representativa de [0 cepas homdlogas M-1 y dos cepas
heterologas M-3 y M-11 fue también heterogenea La incubacion de la
cepa M-1 CS-190 resultd en una respuesta fagocitaria cercana a la
ocurrida con las cepas heterologas M-3 y M-11.



Figura 12.

Representacion esquemditica de la proteina a-helicoidal trenzada de Ia
proteina M en la superficie de 5. pyogenes M-1,
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Numeracion de [a secuencia de aminosicidos

Esta grafica muestra las regiones mas importantes de fa proteina M-1. La secuencia de
aminoacidos de la region N-terminal de 9 de 10 cepas M-1 con gran heterogeneidad en la
susceptibilidad a ser opsenizadas por un mismo suero inmune homélogo, tuvo un 100% de
homologia. Una cepa (95/007) presentd una substitucion en un aminoacido de la regién A,
(*) y no se asocié a un deterioro en su opsonizacion. Otra cepa (C5-190) presentd varias
substituciones en la region N-terminal y en dos aminoacidos de la region repetida A5, (&)
y se asocid a una muy pobre opsonizacién por el suero inmune homéiogo comparable con
1a obtenida con cepas heterdlogas



Figura 13. Secuencia deducida de aminoacidos de la region N-terminal y
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regiones A repetidas de 10 cepas del serotipe M-1.

Proteina Madura

DGRSRDVTLEIAA NroyCH IRLRYENKNLKARLENAMBVAGRDEKRAEELEKAKQAL

DGUPREVIEDLAANNEAIONIRLRHEIIKDLKARLENAMEVAGRDFKRAEELEKAKQAL
nuDGuPR“VILDuAANH?AIQNLRLRHLNKDLﬁARLENAMEVAGRDFKRAEELEKAKQAL
NGDGNPREVIEDLAANNPAION IRLRHENKDLKARLENAMEVAGRDFKRAEELEKAKQAL
HGDGHPREVIEDLAANN PATONTRLRHENKDLKARLENAMEVAGRDFKRAEELEKAKQAL
EGDGNPREVIEDLAANNPAIQNIRLRHENKDLKARLENAMEVAGRDFKRAEELEKAKQAL
NGDGNPREVIEDLAANNPAIQNTRLRHENKDLKARLENAMEVAGRDFKRAEELEKAKQAL
NGDGNPREVIEDLAA AMNPAIQHIRLRHENKDLKARLEHAMEVAGRDEFKRAEELEKAKQAL
NGLGNPREVIEDLAANNPAIQNIRLRHENKDLKARLENAMEVAGRDFKRAEELEKAKQAL
NGDGNPREVIEDLAANNPAION IRLRHENKDLKARLENAMEVAGRDFKRARRLEKAKQAT

Al-Repetida

=
EDORKOLETKIKELOODYDLAKE STSHDRORLEKELEEKKEALELATDOASRDYHRATA
EDQRKDLETKLKELOQLYDLAKESTSWDRORLEKELEEKKEALELATIDQASRDTHSATA
EDORKDLETKLKELQODYDLAKESTSYWIRQRLEKELEEKKEALELATOQASROYHRATA
EDQRXDLETKLKELQQDYDLAKESTSWDRORLEKELEEKKEALELAIDQASRDYHRATA
EDQRKDLET KLKELQQDYDLAKESTSWDRORLEKELEEKKEALELATDQASRDYHRATA
EDQREDLETKLKELOQDYDLAKE ST SWORDRLEKELEEKKEALELAIDQASRD YHRATA
EDQRKDLETKLKELCODYDLAKESTSWDRORLEKELEEKKEALELAIDOASRDYHRATA
EDQRKDLETHKLKELQQDYDLAKESTSVYDRORLEKELEEKKEALELAIDQASRDYHRATA
EDRRKDLETKLKELQCDYDLAKESTSYWDRQRLEKELERKKEALELAIDQASRDYERATA
EDQREKDLETKLKELQQDYDLAKESTSVWDRQRLEKELEEKKEALELATDQASRDYHRATA

A2-Repetida A3-Repetida

=
LEXZLEEKKKALELAT DQASQDYHRAHVLEKLLEAITREQEINRNLLGNRKLELDQLSSEK
LEKELEEKKKALE LAIDQASQDYNRANVLEKuLETITREQEINRNLLGNAKLELDQLSJEK
LEKELLEKK&nLnLAIDQASQDYNRANVLEKEL&TITREQEINRNLLGNAKLELDQLSSEK
LEXELEEXRKALELAIDQASQDYHRANVLEKELETITREQE INRNLLGNAKLELDQTL 55EK
LEKELEZEXKKKALELAIDQASODYHRANVLEKELETITREQEINRNLLGNAKLELDQLSSEK
LEKELEEKKKALELATDOASODYNRANVLEKELETITREGEINRNLLGNAKLELDCLSSEK
LEKELEEKKKALELAIDGASORYNRANYLEKELET ITREQE TNRNLLGNAKLELDQLS SEK
LEXELEEKKKALELAIDQASQDYHRANVLEKELETITREQE INRNLLGNAKLELDQLSSEK
LEXELEERKKALELALDQASQDYHRANVLEKELETITREQEINRNLLGNAKLELDQLSSEK
LEKELERERKKALELATDGASQDYNRANVLEKELETITREQEINRNLLGNAKLELDQL SSEK

EQLTIEKAKLEREKQISDASRQS
EQLTIEHAKLEERKQISDASRES
EQLTIEXKAKLEEEKQISDASRES
EQLTIEXAKXLEEEKQISDASRQS
EQLTIEXAKLEEEKQISDASRS
EQLTIEKAKLEEEKQISDASRQS
EQLTIEXAKLEEEXQLSDASROS
EQLTIEKAKLEEEKQISDASRQS
EQLTIEKAKLEEEREKQLSDASROS
EQLTIEKAKLEEEKQISDASRQS

Comparacién de la secuencia deducida de aminodcidos de 10 cepas del serotipo M-1. Los
sitios correspondientes a la adhesién de anticuerpes opsénices serotipo-especificos
(regidnes N-terminal y repetidas A, A,y A;) fueron comparados y correlacionadas con el
grado de susceptibilidad a la opsonizacién. Las substituciones encontradas estin
sefialadas con negritas subrayadas.
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Resumen

La actividad opsénica del suero de pacientes de Suecia con erisipela, bacteremia o
amigdalitis por EBHGA del serotipo TIM1 en contra de su aislamiento homoélogo fue evaluada
mediante el uso de un método que emplea la quimioluminiscencia (QL). La actividad opsénica
Jdel »uero de fase aguda fue en general baja y sin diferencias por entidad clinica. Aunque se
identificé una mavor actividad opsonica en el suero de fase convaleciente durante las siguientes 2
a 6 semanas del inicio de la infeccion, se requirid de varias semanas para que se desarrollara un
nivel alto de actividad opsonica. Se demostrd una mayor actividad opsénica en el suero de fase
convaleciente de personas con erisipela que en aquellos con amigdalitis. No est4 claro si la mayor
actividad opsénica fue debido a que ¢l intervalo de tiempo entre la toma del suero en fase aguda y
cons aleciente fue mavor o a que Ja dindmica en el desarrollo de anticuerpos opsonicos es
diferente en esas dos infecciones. La actividad opsonica promedio del suero de 20 donadores
sanguincos “normales” de Suecia en contra de una cepa estandar del serotipo M-1 (96/004) fue
ma or que la encontrada en el suero de enfermos en fase aguda, pero solo un 15% mostro una
aclividad opsdnica elevada. Esto podria reflejar un bajo status de inmunidad en contra del
serotipo V-1 en adulios jévenes. La susceptibilidad a la opsenizacion por un suero humano
tnmune anti-M-1 en 62 cepas del serotipo T1M1 aisladas en Suecia en el periodo entre 1980 y
1998 fue muy heterogenea indicando que una inmunidad opsdnica elevada podria estar limitada a
ta cepa infectante o a clonas idéniicas. Las cepas de EGA del serotipe T1M1 aisladas en Suecia
durante el primer brote de la segunda mitad de los 1980s fueron mds susceptibles a la
opsonizacion por este suero. Esto podria indiear un cambio temporal de los antigenos de su
superficie capaz de afectar la susceptibilidad a la opsonizacion. Son necesarios estudios a nivel

molecular que definan dichas variaciones y su importancia clinica y epidemiolégica.
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Entroduccion

{as caracleristicas clinicas y epidemioldgicas de las infecciones invasivas por estroptococo
B-hemeolitico del grupe A (EBHGA) han cambiado desde mediados de 1980s [1]- Se ha hecho
evidente un incremento en los espisodios severos originados de una infeccion de piel o tefidos
blandos v con frecuencia terminan en choque y falla organica miltiple [2], clasificandose como

Sindrome de Chogque Téxice Estreptocéecico (SCHTE) [3].

Se ha aislado cepas de los serotipos M-1 y M-3 que portan un gen transmitido por un fago,
que codifica para la expresion de la exotoxina pirogénica A (SpeA ) de un gran niimero de
pacientes con manifestaciones severas [4). Esta toxina es un potente superantigeno {5] implicado
como un factor muy importante en la patogénesis del SCHTE [2]. Algunos otros superantigenos
son producidos por algunos aislamientos de EAHGA de pacientes con infecciones invasivas, pero
“u asociacion con el SCHTE permancce incierta [6]. Durante 1988/89 y 1993/94 han sido
Jeseritos en Suecia dos picos de infecciones invasivas por ERHGA del seretipo M-1, portadores
del gen SpeA [7-9). Ademés, otras infecciones no invasivas fueron también causadas durante los
mismos periodos de tiempo, principalmente por cepas del serotipo M-1 0 clonas muy
relacionadas [9. 10]. En el periodo entre esos picos, la incidencia de infecciones por cepas del

serotipo M-1 declinaron.

LLas razones de esos ciclos epidémicos de infecciones por cepas M-1 en la poblacion ne son
claras. La inmunidad protectora en contra de una infeccion por EBHGA se cree que es debida al
desarrollo de anticuerpos opsénicos dirigidos en contra de la porcién hipervariable N-terminal de

fa proteina M, misma que es recontocida como el principal factor de virulencia [11]. Los cambios
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etk immunidad adguirida en conira de los epitopes de las cepas M-1 ¢s de la mayor importancia
para la cpidemiologia de esas infecciones. Los cambios en [os aminoécidos de los epitopes de la
proteina M-1 de clonas recientemente diseminadas pueden hacer que {a inmunidad previamente
adquirida sea ineficiente. Por otra parte, la pérdida de la inmunidad adquirida o un incremento en
la poblacién no inmune. en especial fos niftos [12], podrian influenciar el patrdn epidémico.
Después de los primeros estudios realizados por Lancefield [13], la capacidad opsornuca del suero
cn contra de aislamientos de EBHGA ha sido analizada en su mayoria en estudios experimentales
[14]. Ttasta donde sabemos, solo unos cuantos estudios basados en pacientes han sido realizados
{15-17]}. La forma clasica de estudiar opsonizacion incluye las pruebas bactericida directa o
indirecta, mismas que son largas y laboriosas. Sin embargo, se han desarrollado nuevas técnicas
para ta medicion de opsonizacion de EBHGA tales como la citometria de flujo [18] y la
quimioluminiscencia [19], permitiendo la posibilidad de realizar estudios de gran cantidad de

SUCTOS.

L1 propésito del presente trabajo fue el de estudiar Ia capacidad opsénica del suero de
pacicentes con diferentes manifestaciones clinicas de infecciones por EPHGA del serotipo T1M1
en contra de su aislamients homdlogo, asi como del suero de donadores sangufneos sanos en
contra de una cepa estandar M-1. También estudiamos la posibilidad de un posible cambio
antipénico de superficie mediante el estudio de la susceptibilidad a la opsonizacién de 62 cepas
M- aisladas en Suecia durante el periodo de 1980-1998, después de su incubacion con un mismo

suero humano inmune antj-M-1.
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Materiates v Métodos

Aislamientos de ESHGA Sesenta y dos cepas del serotipo TIM1 fueron empleadas. Todas
fucron aisladas en Suecia de pacientes con diferentes manifestaciones clinicas de infeccion por
SPHGA en ¢l periodo comprendido entre 1980 y 1998, Diez aislamicntos fueron obtenidos de la
superficie cutanea de pacientes con erisipela durante un estudio realizado en el periodo de 1938-
63 [20] v 27 mslamuentos fueron obtenidos de hemocultivos de pacientes con enfermedad
imvasiva en e} periodo de 1983 a 1995, atendidos en el hospital de Huddinge [21]. Ocho
arslamientos de cepas TIMI y una T12 fueron obtenidos en 1989 de pacientes con amigdalitis no
complicada {21] v 3 fueron aislados de hemocultivos de pacientes con infeccion invasiva severa
durante 1988 a 1989, todos procedentes del hospital de la Universidad de Umed [22]. Otros siete
arskamitentos de hemocultivos de pacientes de diversas dreas de Suecia en el periodo enfre 1980 y
1986 fucron amablemente proporcionados por la Dra. Birgitta Henriques del Instituto para el
Contral de Enfermedades Infecciosas de Suecia. Finalmente, {ueron usados siete aislamientos de

pacientes con infecciones de la garganta en el periodo 1996-98 procedentes de Umed .

Swerey Sueros oblenidos durante la fase aguda y convaleciente de pacientes con
infecciones estreptocdecicas referidas anteriormente, fueron usados simultaneamente para
opsonizar su aislamiento homélogo. Todos los sueros de fase aguda fueron obtenidos durante los
primeros 4 dias de admision o en el caso de amigdalitis, en el dia en que acudieron a la consulta
esterna El suero de fase convaleciente fue obtenido en un rango de 6 a 74 dias (mediana = 19)

despuds de haber obtenido el suero de fase aguda.



Se dispusieron de 8 sueros de fase aguda y 8 de fase convaleciente de 10 pacientes con
erisipela: seis pares de suero de fase aguda y convaleciente asf como 2 sueros de fase aguda gin su
correspondiente convaleciente y dos sueros de fase convaleciente sin su correspondiente suero de
fase agada También se dispuso de suero de fase apuda de quince pacientes con enfermedad
imvasiva y aislamiento de SPHGA de hemocultivos. Asimismo se estudié el suero de un paciente
cuyo aislamiento homélogo no fue encontrado, midiendo su capacidad opsénica en contra de una
cepa TN aislada durante el mismo afio y sitio (Umed). En dos de los quince pacientes se
obtuvo suero de fase convafeciente. Nueve sueros pareados de fase aguda y convaleciente
estuvieron disponibles de los pacientes con amigdalitis. En uno de ellos, el aislamiento fue tipo

T12 v los ocho restantes fue TIMI.

I.as muestras de suero procedentes de pacientes con erisipela correspondieron a 4 hombres
v 6 mujeres con una edad promedio de 48 afios (rango 26-89); los procedentes de pacientes con
bacteremia correspondieron a 12 hombres y 3 mujeres con una edad promedio de 47 aftos (rango
11-86}; v los procedentes de pacientes con amigdalitis correspondieron a 3 hombres y 6 mujeres

con una edad promedio de 21 afios (rango 8-31).

El suero de 20 donadores “sanos” obtenidos durante 1994, fue usado para evaluar su
capacidad para opsonizar una cepa TIM1 estandar (96/004) del laboratorio del Dr, Dennis L.
Stevens. Estos sueros correspondiercn a 10 hombres con una edad promedio de 34 afios (rango
23-413 v 10 mujeres con una edad promedio de 31 afios (rango 21-39). Finalmente, un tnico
suero inmune anti-M-1 con una actividad bactericida conocida y significativa en contra de su

cepa homologa, fue usada para opsonizar a 62 cepas de EBHGA del serotipo TIMI1.



Todas las muestras de suero fueron mantenidas a ~20°C o -70°C hasta su use. Tedas fueron
sujetas a inactivacion por calor colocandolas en bafio maria a $6°C durante 30 minutos. Se agrego
complemento de cobayo (Sigma, St. Louis, MO} en exceso {20 ulf por muestra), para asegurar una

cantidad estandar de complemento en cada muestra de suero.

Prucha de quumolminiscencia. Las cepas fueron crecidas en caldo Todd-Hewitt con 1%
de neopeptona (THBN. Difco. Detroit, MI) durante 18 horas a 37°C en 5% de CO,. Diez por
ciento del culiivo en fase estacionaria fue usado para inocular medio THBN precalentado e
incubandolo nuevamente por 4 horas a 37°C en 5% de CO; con agitacion para obtener un cultivo
en [ase logaritmica Cada suspension bacteriana fue centrifugada a 2,500 RPM x 10 minutos. Et
boton bacteriano fue lavado en dos ocasiones con solucion de PBS helada y resuspendida en 5 ml

de PBS Cada suspension fue entonces calentada a 56°C por | hora para matar las bacterias

Para Ia preparacion de [os fagocitos. se extrajo sangre total de un donador “normal”
uulizando tubos al vacio conteniendo EDTA como anticoagulante y se mantuvieron en agitacién
suave a temperatura ambiente y usados dentro de los siguientes 5 a 20 minutos de su extraccion.
Para Ja estandarizacion de los resultados entre corrimientos, se relizd una biometria hematica con
diferencial. El mismo donador fue usado en todos los experimentos y {os resultados expresados

en cuentas por minuto por fagocito {cpm/fagocito).

La opsonizacion fue realizada de acuerdo 2 la metodologia descrita previamente [19].
Brevemente. 100 ul de una suspensidn bactertana estandarizada y muertas por calor (A650nm =

0 3} se mezcié con 50 ul de suero (diluido 1:2 en solucidn salina al 0.9% ) e incubados a 37°C
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por 30 minutos. Después de la incubacidn, las muestras fueron lavadas con PBS, centrifugadas
v el sobrenadante fue descartado. El botén bacteriano fue resuspendido en 100 pl de PBS y ge
adicionaron 600pl de lumino! (Sigma, St.Louis, M(O). Las muestras por duplicade fueron
colocadas en ¢l lumindmetro ¥ dejadas durante 10 minutos para equilibrar la temperatura. Luego,
se adicionaron 100 ul de sangre total previamente diluida 1:100 en medio diluyente de sangre
mediante inveccion automdtica en cada tubo [19]. El sistema se mantuve a 37°C y se realizaron

mediciones cada 30 segundos durante un periodo de 20 minutos.

Fueron usades los siguientes controles; 1) suero nermal incubado con una cepa TIM1 como
coutrol negativo; 2) suero inmune anti-TIMI con una actividad bactericida alta en la prueba
bactericida indirecta [20] incubado con la cepa estandar (96/004) M-1 como control positivo; y 3)
zymozan opsonizado con complemento (50 pl) come control de la competencia fagocitica de los
leucacitos Un fotén estandar fue usado para estandarizar las pruebas entre corrimientos. La
opsonizacion resultante de cada suero especifico fue expesada como el valor acumulado integral

en cpny'fagocito en corrimientos por duplicado,

Andlisis estadfstico. Las diferencias en la actividad opsoénica entre los pares de sueros
obtenidos en la fase aguda y convaleciente en cada categoria de pacientes fue analizada con la
prueba t-pareada y la prueba de rangos de Wilcoxon. Las variables categdricas fueron analizadas

mediante la prueba exacta de Fischer.



Aspectos énces. El estudio fue aprobado por el comité de ética del Instituto de Karolinska
en ¢! Hospital de Huddinge, la Universidad de Umea en Suecia y 12 Oficina de sujetos humanos

de 1a Universidad de Washington, en Seattle Washington.
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Resultados

Actividad opsénica del suero de fase aguda y convaleciente de pacientes con infecciones
por EBHGA del serotipo T1MI. Con fines de andlisis de la actividad opsonica de todos los sueros
¢y aluados. se tomé como referencia el intervalo de confianza 95% (IC 95%) de los valores en
cpm/fagocito obtenidos de todas las muestras de suero de fase aguda. Los limites inferior y
superior de este IC 93% fue de 137 y 277 cpra/fagocito respectivamente (Figura 14). El control
negativo usado en cada uno de los corrimientos mostré valores en un rango por debajo de este IC
93% (76-104), v el control positivo con un rango por arriba del mismo (321-632). La actividad
opsonica promedio del suero de fase aguda de pacientes con bacteremia, erisipela y amigdalitis
fue de 207 cpm/fagocito. Como era de esperarse, la actividad opsénica fue en general baja en el
suero de fase aguda de pacientes con bacteremia. pero también lo fue en el caso de pacientes con
ensipelas y amigdalius. Generalmente solo uno o dos sueros de fase aguda de cada grupo de
pacientes tuvo valores por arriba del IC 95% o a un nivel casi igual del control positivo (Figura

14).

La actividad opsénica promedio (en cpni/fagocito) del suero de fase aguda de pacientes con
erisipela fue de 297 (rango 102-827) mientras que el de fase convaleciente fue de 417 (rango 190-
640) ( Figura 14). La actividad opsonica de fas muestras de suero de fase aguda estuvo por
debajo o muy cercana al limite inferior del IC 95% en 4/8, y dentro del IC 95% en 1/8. Tres
sueros mostraron una actividad opsonica por encima del limite superior del 1C 95% y uno de ellos
con un alta actividad opsénica (827). El suero de fase convaleciente de este dltimo paciente con
ahta actividad opsénica y obtenido a los 47 dias mostré una actividad inferior (640 cpm/fagocito).

Cinco de los seis sueros pareados (83%) mostré un incremento de su actividad opsénica en contra



de su cepa homéloga durante la fase convaleciente y sicte de los ocho sueros de fase
comalecicnte mostré actividad opsénica por arriba del limite superior del IC 95% (Figura 14). El
meremento vario entre 61 y 306 cpny/fagocito (prueba de t-pareada P=12,, P. de Wilcoxon P=
16) Solo un suero convaleciente mostré una actividad opsonica por debajo del limite superior

det §C 95% (Figura 14).

La actividad opsonica de los 13 sueros de fase aguda de pacientes con bacteremia fue en
veneral baja. El vator promedio fue de 190 cpm/fagocito {rango 61-732). Nueve sueros (50%)
tuvicron cifras por debajo o cercanas al limite inferior del IC 95% y cuatro las tuvieron dentro de
los limites del 1C 953% (Figura 14). Llama la atencién que dos sueros mostraron una actividad
opsonica alta (732 v 493 cpm/fagocito) y por encima del Hmite superior del TC 95%. El primer
pacicnte fue un varén de 67 aiios de edad con una enferniedad cardiovascular quien desarrolld
celulitis de una mano v posterior osteitis de un dedo. El fue admitido después de dos dias de estar
enfermo v tanto el hemocultivo como la muestra de suero fueron tomadoes ese mismo dia. El otro
paciente fue un vardn de 39 afios de edad previamente sano quien fue admitido con una historia
de una semana de evolucién con fiebre poco elevada e inflamacion de los ganglios de la nuca. Un
dia antes de ser admitido desarrollo fiebre alta y celulitis de la nuca y dificultad respiratoria, Fue
observado durante la noche en la terapia intensiva por sospecha de epiglotitis la cual no fue
confirmada. En estos pacientes, la enfermedad empez6 al menos una semana previa a su ingreso y
estudio, pudiendo contribuir al alto nivel de actividad opsonica demostrada a su ingreso y
desarrollada posiblemente durante esa semana. Entre los pacientes con bacteremia, solo hubo dos

sueros de fase convaleciente disponibles para estudio y tomados 6 y 26 dfas después del suero de
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fase aguda: la actividad opsénica de estos sueros mestrd un incremento moderado de 64 y 91

cpny'fapocito respectivamente (Figura 14).

Nucve sueros pareados fueron estudiados de pacientes con amigdalitis. La actividad
opsonica promedio en los sueros de fase aguda fue de 135 cpm/fagocito (rango 54-329). Cinco
sueros tuvieron una actividad opsonica por debajo y tres apenas por arriba del iimite inferior del
[C 95%. Solo un suero mostrd una actividad opsénica alta (329). La actividad opsonica promedio
de los sueros de fase convaleciente fue de 177 cpm/fagocito (rango 60-615, Figura 14). Siete de
fos aucve sueros de fase convaleciente mostraron ninguno o minimo incremente en la actividad
opsonica, mientras en dos fue evidente un incremento substancial {prueba de t-pareada P = .08,

P. de Wilcoxon P = .04).

El suero de fase convaleciente de pacientes con amigdalitis en general fue obtenido
alrededor de dos semanas después del de fase agnda (promedio = 16 dias), mientras que el tiempo
promedio de oblencion del suero en pacientes con erisipela fue de mas de 4 semanas (promedio =
40 dias). El suero de fase convaleciente de pacientes con erisipela en general mostr6 un nivel
superior de actividad opsonica que en aquellos con amigdalitis. Debido a ésto, decidimos analizar
¢} incremento en la actividad opsénica en relacidn al intervalo de tiempo transcurrido entre la
toma del suero en fase aguda y convaleciente de todes los sueros pareados (Figura 15). La
actividad opsénica se incrementd significativamente en relacion al tiempo (Figura 15). Un suero
pareado con un comportamiento aberrante con una actividad opsénica alta en el suero de fas-e

aguda (827} v considerablemente mas baja actividad opsonia en el suero de fase convaleciente fue

excluido de la grafica, asi como un suero obtenido 74 dfas despues del suero agudo. Sin embargo,



¢! analisis de csos sueros podrian indicar que la actividad opsonica disminuye rapidamente en el

transcurso de meses en algunos pacientes,

Actividad opsonica de muesiras de suero de pacientes donadores sanguineos “normales”
e contra de una cepa estardar (96/004) M-1. La actividad opsénica de los 20 donadores en
contra de una cepa estandar M-1 varid en un rango de 72 a 781 epm/fagocito (promedio = 258,
Figura 14). Ocho donadores (40%) tuvieron una actividad opsonica por debajo y seis dentro del
IC 93% (Figura 14). Seis sueros mestraron valores por arriba del limite superior del IC95% y
tres se encontraron dentro del rango del més alto valor del controi positivo. No hubo una
diterencia significativa en el valor promedio de donadores normales y el del suero de fase aguda

de pacientes con erisipela, bacteremia o amigdalitis.

Capacidad de un suero inmune anti-M-1 para opsonizar 62 cepas del serotipo T1MI
wisladas en Suecia durante el periodo de 1980-1998. Un suero humano inmune anti-M-1
obtenido en 1998 de un donador de los E.U. con antecedentes de una infeccidn por una cepa M-1
en 1996 v con actividad bactericida significativa en contra de su aislamiento homélogo fue usado
para opsonizar 62 cepas TIMI. La actividad opsénica de este suero fue heterogenea y en un rango
que varié entre 178 y 930 {promedio 466 cpm/fagocito, Figura 16). La habilidad de este suero
para opsonizar fas 62 cepas fue en general mucho mejor que la observada en el suero de fase
aguda y en muchos de los sueros de fase convaleciente de pacientes con erisipela, bacteremia y
amigdalitis. No hubo diferencia en la opsonizacion de aislamientos de diferentes areas
geogréficas, sitio de aislamiento (sangre, tracto respiratorio €lc.}, o tipo clinico de infeccidn. Sin

embargo, las cepas parecieran pertenecer a dos grupos (Figura 16), Un grupo de aislamientos



pobremente opsonizados y otro grupo de cepas mejor opsonizadas con una diferencia de hasta
500 cpm/fagocito {Figura 16). En base a esta observacion, los aislamientos fueron
arbitrariamente divididos en dos grupos designados come de “alta™ y “baja” susceptibilidad a la
opsonizaci6n (Figura 17). Es interesante notar que un numero significativamente mayor de cepas
recuperadas durante 1987 a 1990 mostraron una mayor susceptibilidad a la opsonizacion
comparadas con las del periodo posterior (P = .05, al comparar aislamientos del periodo de 1980-
86 con los del periodo 1987-90, y P = .02, al comparar los del periodo de 1991-98 con los del

periodo 1987-90, Prucba exacta de Fischer),



Discusiion

[.as proteinas M de Sireptococcus pyogenes son consideradas como el principal factor de
virulencia dada la habilidad que le confieren para resistir la fagocitosis por los leucocitos
polimoerfonucleares, vy medida como su habilidad para sobrevivir y crecer en sangre total en
ausencia de anticuerpos opsénicos homidlogos [11]. Esta resistencia puede ser anulada por la
presencia en el suero de anticuerpos opsénicos dirigidos contra la region N-terminal hipervariable
scrotipo-especibica de la proteina [14]. Sin embargo, estudios recientes han mostrade que también
Les proteinas “M-like” codificadas por otros genes del closter mga-gene diferentes a los que
cedifican para la proteina M poseen propiedades antifagociticas [24,25]. Ademds, la capsula de
dcido hiajurénico ha mostrado tener propiedades antifagociticas [26] y los anticuerpos dirigidos
en contra del carbohidrato de ka pared podrian ser también antifagociticos [27] Una nuveva
prateina antifagocitica ha sido recientemente descubierta y que en ausencia de proteina M
contiere a fa bacleria resistencia a la fagocitosis [28]. Por tanto, los factores involucrados en la
resistencia de EBHGA a la opsonizacion parecen ser compleja y dependiente de otros factores

alemds de Ja proteina M.

Los métodos cldsicos para la medicién de fagocitosis opsénica usando las pruebas
bactericida directa e indirecta involucran todos los factores antifagociticos debido al uso de
bacterias intactas en presencia de fagocitos. Sin embargo son procedimientos largos, laboriosos v
poco wtiles para estudios elinicos y epidemiclégicos. El metodo empleado en el presente estudio
mediante ¢l uso de quimioluminescencia ademas de ser poco laborioso y rapido, ha mostrado una

buena correlacion con la prueba bactericida indirecta [19].



Durante mucho tiempo se ha considerado que los anticuerpos apsdnicos actian protegiendo
al huesped en contra de una nueva infeccion [2]. Los resultados obtenidos en el presente trabajo
apoyan esta nocién dado que en la mayorta de los sueros de fase aguda de pacientes con una
infeccion clinica se encontré una actividad opsdnica baja en contra de su cepa homodloga. Sin
embargo. no se encontraron diferencias importantes en la actividad opsdnica de pacientes con
bacteremia al compararla con la de pacientes con erisipela o amigdalitis sin bacteremia. Esto
podrian indicar que existen factores adicionales que contribuyen para el desarrollo de enfermedad
v asiva severa [2,7]. En todos los grupos de pacientes, unos pocos sueros astraron una
actividad opsénica alta. Esto es de alguna manera desconcertante y en especial en aquellos con
bacieremia. Uno de los dos pacientes con bacteremia y actividad opsénica alta estuvo enfermo
durante una semana previa a su admision, lo cual pudo haber sido suficiente para la induccion de
anticuerpos opsénicos. Sin embargo, este paciente estaba bacteremico al momento de la

admision. Para el otro paciente, no podemos identificar una posible explicacién.

Aungue se analizaron unos cuantos sueros de fase convaleciente, se observo un incremento
gradual en la actividad opsonica durante las siguientes semanas después de una infeccion por
EBHGA Esto en consistente con los primeros estudios hechos por la Dra. Lancefield [13].
Dichos estudios indicaron que la inmunidad opsénica en contra del serotipo M infectante era en
general durarera y posiblemente confiriendo proteccién en contra de una re-infeccidn por una
cepa del mismo serotipo M {13]. Solo dos de las muestras de suero estudiadas fueron obtenidas
despues de varias semanas del inicio de fa infeccion y ambos mostraron titulos inferiores a los
obtenidos en el suero de fase aguda. Ha sido descrito que el tratamiento con antibiéticos podria

reducir el desarrollo de anticuerpos opsdnicos después de una infeccion por EHGA [11, 15, 16].



ki este estudio, no nos es posible saber si el tratamiento con antimicrobianos fue un factor
determinante para el desarrollo o persistencia de los anticuerpos opsonicos. El incremento en [a
actividad opsénica fue menor en los pacientes con amigdalitis que en aquellos con erisipela. Esto
podria estar relacionado con diferencias en fa fisiopatologfa y en la clinica de estas entidades, o
guisit solo se relaciona con la diferencia en el tiempo en el que fueron tomados los sueros de fase

com alecienme. mismo que fue casi el doble en los pacientes con erisipela.

.2 capacidad de un Ginico suero inmune anti-M-1 para opsonizar 62 cepas de EBHGA del
serotipo TIMI de Suecia mostré ser heterogenea. Un estudio reciente (descrito en la segunda
secelon) en el que se emplearon una gran cantidad de aislamientos de Estados Unidos de Norte
Amdrica mostro una heterogeneidad en la opsonizacion similar a la encontrada en el presente
estudio. Por lo anterior, la inmunidad opsonica desarrollada despues de una infeccion por una
cepa M-1 podria estar limutada a la cepa infectante ¢ a clonas muy relacionadas. Un estudio
previo mostro resultados similares [297 Muchos de esos aislamientos fueron analizados con
clectrotoresis de pulso y para la presencia del gen speA y mostraron ser idénticos [8]. Por lo
anterior. ¢l mecanismo subyacente que determina dicha variacion en la susceptibilidad a la

opsonizacion requiere de un mayor estudio.

En el presente estudio, 1as cepas de EBHGA aisladas durante el periodo de 1987 a 1990
fueron en general mejor opsonizadas por ese Ginico suero inmune anti-M-1 que las cepas aisladas
antes a 1987 o después de [990. Ha diso demostrado que fas mutaciones puntuales e inserciones
de pequeiia escala en el gen enun| resulta en variantes de la proteina M-1 con cambios en los

epitopes en donde se adhieren los anticuerpos opsénico [31). Esto podria generar cepas del



serotipo T1M1 con una susceptibilidad diferente a la fagocitosis opsénica por un suerc inmune
especifico. Aunque la susceptibilidad a la opsonizacion fue significativamente superior en
muchos de los aislamientos recuperados en el periodo 1987-90, otros aislamientos durante ese
mismo periodo mostraron una baja susceptbilidad a la opsonizacién. Por ello, es posible que haya
acurrido un cambio en las caracteristicas de la superficie que haya afectado la susceptibilidad de
algunas cepas TI1M1 a mediados de los 1980s. Ese viraje o cambio en la composicidn de
antigenos de superficie podrian explicar el alta prevalencia de las infecciones por EHGA del
serotipo TIM1 en Suecia durante la Gltima década. Es necesario seguir su estudio con un abordaje

molecular.

Para concluir, la actividad opsonica del suero de fase aguda de pacientes con erisipela,
hacteremia y amigdalitis fue baja €n contra de su aislamiento homdlogo. El suero de fase
convaleciente mostré una actividad opsonica superior a la del suero de fase aguda, pero al parecer
se requicren varias semanas para el desarrollo de la inmunidad opsénica. La actividad opsdnica
del suero de fase convaleciente de pacientes con erisipela fue mayor que la de aquellos con
amigdalitis. No estd claro si esto se debe a una diferencia real en la dinamica de la produccién de
anticuerpos opsnicos o si solo es secundaria al mayor intervalo de tiempo entre [a toma del suero
de fase aguda y convaleciente de pacientes con erisipela, Una pérdida parcial de la inmunidad
opsonica podria ocurrir durante las semanas subsiguientes a la infeccién en algunos cascs. El
suero de donadores sanguineos “normales” mostraron una actividad opsdnica relativamente alta,
pero aproximadamente soto un 15% presentd niveles attos de actividad opsénica, reflejando que
la poblacion joven podria tener un nivel bajo de inmunidad opsénica. La capacidad de un suero

finico inmune anti-M-1 para opsonizar 62 aislamientos de EBHGA durante ¢l periodo de 1980 a



1998 mostré una variabilidad considerable y una actividad inmune opsdnica alta podria estar
fimitada a la cepa infectante o clonas idénticas. Las cepas de EfHGA aisladas durante la segunda
mitad de los 1980s fueron mds susceptibles a opsonizacién por este suero inmune por lo que se
requieren estudios que permitan definir las bases moleculares de esa variacion en la

susceptibitidad a 1a opsonizacion as{ como su importancia clinica y epidemiolégica.



Figura 14.
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En esta grafica se muestra la actividad opsénica en cpm/fagocito de
sugros en fase aguda y convaleciente en contra de su aistamiento
homologo de pacientes con diversas infecciones por EBHGA. Las
lineas punteadas muestran los limites superior e inferior de la
actividad opsonica de todos los sueros de fase aguda.



Figura 15.
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actividad opsonica del suero y el incremento en el intervalo de
tiempo entre la toma del suero en fase aguda y convaleciente.



Figura 16.

Distribucion de la actividad opsénica de un suero
inmune anti-M-1 en contra de 62 cepas T1M1 aisladas
en Suecia durante el periodo de 1980-1998
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La actividad de un suero inmune anti-M-1 para opsonizar 62 cepas
homologas fue heterogenea, Las barras muestran el nimero de
cepas correspondientes a cada rango en cpmifagocito.



Figura 17.

Susceptibilidad a la opsonizacién por un suero inmune
anti-M-1 de 62 cepas de ERHGA aisladas en Suecia durante
diferentes periodos de tiempo
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Las barras representan 3 diferentes periodos de tiempo y dos grados
de opsonizacién, alta (W) y baja (0). Durante el periodo de 1987-
1990, el ndmerc de aislamientos con un aita susceptibilidad a la
opsonizacion fue significativamente superior que los periodos previo
y posterior. Esto podria estar relacionado con cambios en los
determinantes antigénicos de la superficie de ERHGA.



Referencias

o

Kaplan EL. Recent epidemiology of group A streptococcal infections in North America and

abroad; an overview. Pediatrics 1996; 97: 945-8.

Stevens DL Streptococcal toxic-shock syndrome: spectrum of disease, pathogenesis and new

concepts of treatment. Emerg Infect Dis 1993; 1: 69-78.

The Working Group on Severe Streptococcal Infections. Defining the group A Streptococcal

Toxic Shock Syndrome. Rationale and consensus definition. JAMA 1993; 269: 390-1.

. Talkington D, Schwartz B, Black CM, Todd JK, Elliott I, Breiman RF, Facklam RR.

Association of phenotypic and genotypic characteristics of invasive Streptococcus pyogenes
isolates with clinical components of Streptococcal Toxic Shock Syndrome. Infect immun

1993; 61: 3369-74

Norrby-Teglund. A., Norgren M, Holm SE, Andersson U, Andersson J. Similar cytokine
induction profiles of a novel streptococeal exotoxin, MF, and pyrogenic exotoxins A and B.

Infect Immun 1994; 62: 3731-8.

Cockerill FR, Thompson RL, Musser JJ, et al. Moiecular, serological, and clinical features of

16 consecutive cases of invasive streptococcal disease. Clin Tnfect Dis 1998; 26: 1448-58



1),

Stromberg A, Romanus V, Burman LG: Qutbreak of group A streptococcal bacteremia in

Sweden: an ¢pidemiologic and clinical study. J Infect Dis 1991; 164(3): 593-8.

Eriksson, BKG, Andersson J. E. Holm SE, Norgren M. 1999. Invasive group A streptococcal
infections: TIMI isolates expressing pyrogenic exotoxins A and B in combination with
selective lack of toxin-neutralizing antibodies are associated with increased risk for the

streptococcal toxic shock syndrome. J Infect Dis 1999;180:410-8

Osterlund A. Epideniological observations on Streptococcus pyogenes serotype T1 in

Uppsala county, Sweden 1989-95, APMIS 1996; 104: 168-70.

Muotiala A. Seppald H. Huovinen P, Vuopio-Varkila J. Molecular comparison of group A
streptococei of TIM1 serotype from ivasive and noninvasive infections in Finland. J Infect

[hs 1997: 175 392-9.

. Lancefield RC. Current knowledge of type-specific M antigens of group A streptoccoci. J

Immunol 1962; 89: 307-13

. Cockerill Il FR, MacDonald KL, Thompson RL, Roberson F, Kohner PC, Besser-Wiek J,

Manahan JM., Musser JM, Schlievert PM, Talbot J, Frankfort B, Steckelberg JM, Wilson WR,
Osterholm MT, and the Investigation Team. An outbreak of invasive group A streptococcal
disease associated with high carriage rates of the invasive clone among school-aged children.

JAMA 1997, 277: 38-43.



13

16

=

l.ancefield RC. Persistence of type-specific antibodies in man following infection with group

A swreptococei. J Exp Med 1959; 110: 271.92.

. Fischettt VA Streptococcal M protein; molecular design and biological behavior. Clin

Microbiol Rev 1989, 2: 285-314,

Denny FW. Perry WD, Wannamaker LW. Type-specific streptococeal antibody. J Clin Invest

1957: 36° 1092-1100.

Guirgumis N, Fraser DW, Facklam RR, Ef Kholy A, Wannamaker LW. Type-specific immunity

and pharyngeal colonization of group A Streptococcus. Am J Epidemiol 1982; 116: 933-9,

. Quinn RW, Vander Zwaag R, Lowry PN. Acquisition of group A streptococcal M protein

antibodies. Pediatr Infect Dis 1985, 4: 374-8.

Schnitzler N, Haase G, Bissling A, Kaufhold A, Beyhs P, Podbielski A. Measuring resistance
to phagocytosis of group A and G streptococei: comparison of direct bactericidal assay and

flow cytometry. Med Microbiol Immunol (Berl) 1995; 184: 17-22.

. Villasefior-S A, Bryant AE, Stevens BL. Type-specific opsonophagocytosis of group A

streptococcus using a rapid chemiluminescence assay. J Infect Dis 1999;179:1293-6.



A

P
Tad

P
Lh

o
N

. Eriksson B. Jorup-Rénstrom C, Karkkonen K, Sjoblom AC, Holm SE. Erysipelas: clinical

and bacteriological spectrum and serological aspects. Clin Infect Dis 1996; 23: 1091-8.

Friksson BKG. Andersson J, Holm SE, Norgren M. Epidemiological and clinical aspects of
s asive group A streptococcal infections and the streptococcal toxic shock syndrome. Clin

Infect Dis 1998: 27: 1428-1436.

_Llolm SE. Norrby A. Bergholm A-M. Norgren M. Aspects of pathogenesis of serious group A

streptococeal infections in Sweden, 1988-1989. J Infect Dis 1992; 166: 31-7.

{ ancefield RC. Differentiation of group A streptococei with a common R antigen into three
serological types. with special reference to the bactericidal test. J Exp Med 1957, 106: 525-

14

_Podbielski A. Schnitzler N, Beyhs P, Boyle MD. M-related protein (Mrp) contributes to group

A streptococeal resistance to phagocytosis by human granulocytes. Mol Microbiol 1996; 19:

439-41.

Thern A. Wastfeldt M, Lindahl G. Expression of two different antiphagocytic M proteins by

Streptococens pyogenes of the OF+ lineage. J Immunol 1998; 160(2): 860-9.

Dale JB, Washburn RG. Marques MB, Wessels. Hyaluronate capsule and surface M protein

in resistance to opsonization of group A streptococci. Infect Immun 1996; 64:1495-501.



J

L
=

27. Salvadori LG, Blake MS, McCarty M, Tai 1Y, Zabriskie JB. Group A streptococcus-liposome

ELISA antibody titers to group A polysaccharide and opsonophagocytic capabilities of the

antibodies. J Infect Dis 1995; 171: 593-600.

. Dale JB, Chiang EY, Liu §, Courtney HS, Hasty DL. New protective antigen of group A

streptocoeci. J Clin Invest 1999; 103: 1261-3.

29. de Malmanche SA, Martin DR. Protective immunity to the group A Streptococcus may be

only strawn specific. Med Microbiol Immunol (Berl) 1994; 183: 299.306.

. Musser M, Kapur V. Kanjilal 8, Shah U, Musher DM, Barg NL, Johnston KH, Schlievert

PM, Henrichsen J, Gerlach I, Rakita RM, Tanna A, Cookson BD, Huang JC. Geographic and
temporal distribution and molecular characterization of two highly pathogenic clones of
Streplococcus pyogenes expressing allelic variants of pyrogenic exotoxin A (scarlet fever

toxin). J Infect Dis 1993; 167: 337-46.

. Harbaugh MP, Podbielski A, Higl S, Cleary PP. Nucleotide substitutions and small-scale

insertion produce size and antigenic varfation in group A streptococcal M1 protein, Mol

Microbiol 1993; 8: 981-91.



