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RESUMEN

IDENTIFICACION DE LA CLONA DE ALTA VIRULENCIA (CAV) DE
ESTREPTOCOCC DEL GRUPO B EN UNA MUESTRA DE CEPAS MEXICANAS A
TRAVES DEL ANALISIS DEL POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE LOS
FRAGMENTOS DE RESTRICCION DEL DNA .(RFLP) COMO UN METODO
ALTERNATIVO.

INTRODUCCION. Estreptococo del grupo B (EGB) es la causa mas comin de scpsis y
meningitis neonatal en los Estados Unidos y otros paises desarrollados. En México EGB ha
sido considerado como una causa poco comifi de infecciones perinatales, sin embargo estudios
recigntes encontraron una tasa de colonizacién del 10.3% en mujeres embarazadas mexicanas y
una tasa de infeccion nconatal de 11,500 recién nacidos vivos, con una letalidad mayor a la
reportada en Estados Unidos.

Musser y colaboradores mediante electroforesis de multilocus enzimatico de cepas de EGB,
encontraron que cepas del tipo capsular III pertenccian a dos lincas filogeneticamente
diferentes, las cuales diferian en su potencial patogénico. Debido a que la mayoria de las cepas
de la divisién filogenética I habian sido obtenidas de casos de enfermedad invasiva, esta ciona
fue propuesta como de alta virulencia (CAV). Estudios posteriores encontraron que esta CAV
presentaba varias caracteristicas fenotipicas relacionadas con una virulencia elevada. Una
caracteristica dnica de esta cloma e¢s st incapacidad para crecer a 40°C en un medio
quimicamente definido, esta caracteristica se debe a una fructuosa-1,6-bifosfato aldolasa (fba)
mutante, cuyo gen ha sido aislado y clonado, y usado como sonda para identificar la CAV de
EGB por RFLP.

OBJETIVO. Identificar la CAV de EGB en una muestra de cepas mexicanas a través de
RFLP utilizando el gen de fba como sonda de hibridacién.

METODOS. Cincuenta y siete cepas aisladas en México de EGB fucron imicialmente
serotipificados por extraccién dcida caliente, extraccién enzimitica y precipitacion en tubo
capilar. Estas cepas fueron posteriormente clasificadas por anélisis del RFLP utilizando como
sonda de hibridacidn el fragmento de 3.5 kb conteniendo al gen fba. Se utilizaron como control
CAV y No CAV las cepas 110 y 181 respectivamente, las cuales fueron previamente
clasificadas a través de electroforesis de multilocus enzimatico, RFLP y sus caracteristicas de
crecimiento a 40°C..

RESULTADOS. De las 57 cepas, 14 se obtuvieron de casos de enfermedad. En estas e!
serotipo [II fue el mas frecuente. Cuarenta y tres cepas (75.4%) fueron obtenidas de portadores,
siendo el serotipo I el mas frecuente (48.8%) en este grupo. Dos patrones de restriccion fueron
identificados. De las 14 cepas de enfermedad invasiva, tres del serotipo III tuvieron el patrén
de RFLP de¢ la CAV. Las once cepas aisladas de enfermedad invasiva restantes y todas las
cepas de portador tuvieron ¢l patron de RFLP del control No CAV.

CONCLUSION. Tres cepas de EGB del serotipo I obtenidas de casos con enfermedad
invasiva fueron clasificadas como CAV por su patrén de RFLP. Estas cepas corresponden a las
tres previamente clasificadas como CAV por su incapacidad para crecer a 40°C. Los resultados
de este estudio muestan una dicotomia filogenética entre cepas de EGB del serotipo 111, como
previamente ha sido reportado. Ademds, sostienen la existencia de la CAV y sugieren una baja
prevalencia de la misma en México. El analisis de RFLP constituye un método altemativo que
permite la identificacion de la CAV de EGB.



ABSTRACT.

Identification of the High-Virulence Clone (HVC) of Group B Streptococci in
Mexican Isolates by Analysis of DNA Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) as an alternative method.

INTRODUCTION. GBS (group B Streptococci) are the most common cause of
neonatal invasive disease in the United States and other developed countries.
Even though GBS are considered an uncommon causc of perinatal infections in
Mexico, recent studies found vaginal colonization rates of 10% in pregnant
women, and a neonatal infection rate of 1/1500 live births with a high case-
fatality rate. Musser et al. by multi-locus enzyme electrophoresis of American
isolates of GBS found that strains synthesizing type IIl polysaccharide
belonged to two distantly related evolutionary lineages, with a different
pathogenic potential. The phylogenctic division I, with a high degree of
vitulence, was responsible for most of the morbidity and mortality causcd by
type III GBS isolates, and was proposed to be an HVC of GBS. Other unigue
characteristic of the HVC was its inability to grow at 40°C in a chemically
defined medium. This characteristic is due to a mutant high-temperature-
sensitive fructose—1,6-biphosphate aldolase (fba). The gene of this enzyme has
been cloned and used as a probe in RFLP experiments. The inability to growth
at 40°C of this clone and the probe containing fba have been used as highly
specific and sensitive markers to identify the HVC of GBS.

OBJECTIVE. Identify the HVC of GBS in a sample of Mexican isolates by
RFLP.

METHODS. 57 Mexican GBS isolates were studied. Strains were serotyped by
the capillary precipitin method using antigenic extracts prepared by the hot-
HCIl and an enzymatic procedure. All isolates were classified then by RFLP
analysis. Serotype IIl strains 110 (HVC) and 181 (Not HVC) were used as
controls, These isolates were previously classified by multi-locus enzyme
electrophoresis, RFLP, and their growth characteristics at 40°C.

RESULTS. Fourteen strains (24.6%) were isolated from invasive discase
cases, most of them were type IIl (64.3%). 43 isolates (75.4%) were from
asymptomatic carriers, most were scrotype I. Two RFLP patterns were
identified. Three serotype Il invasive strains had an identical RFLP pattern to
that of the HVC. The other 11 invasive isolates and all the carrier ones had the
RFLP pattern of the Non-HVC control. .

CONCLUSIONS. Three isolates of GBS werc classified as HVC by RFLP. The
growth of these isolates was inhibited at 40°C in previous experiments. Qur
results demonstrate a phylogenetic dicotomy among type II1 isolates, as
previously reported, and support the presence of the HVC in Mexico, but at a
low prevalence. RFLP analysis is an alternative method to identification of
the HVC of GBS.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS.

Estreptococo del grupo B de Lancefield (EGB) es un diplococo facultativo
grampositivo. En placas de apar sangre crece d¢ manera caracleristica como
colonias grises planas, mas o menos grandes, rodeadas por una zona estrecha
beta-hemolitica de moderada intensidad. Algunas cepas humanas son no
hemoliticas (menos del 1%) (1-4). EGB es facilmente cuitivado en diversos
medios bacteriolégicos y su aislamiento de cicrtos sitios corporales puede ser
mejorado al  utilizar medios de cultivo liquidos suplementados con
antibidtices. Aunque la identificacion definitiva de EGB requiere la deteccidn
mediante prucbas scroldgicas del antigeno especifico de grupo, varias pruebas
de laboraterio han side empleadas para su identificacién presuntiva, como lo
son la hidrdlisis del hipurate de sodio, la incapacidad para hidrolizar bilis-
esculina, la produccidn de pigmento durante su crecimiente anaerobio en
ciertos medios y la prueba de CAMP. Esta ultima se basa en la produccidén del
factor CAMP, una proteina termoestable extracelular, que, en la presencia de
betalisina de Staphylococcus aureus produce una hemdlisis ampliiada sobre 1a
placa de agar sangre (4-5).

Aunque conocido desde su descripcidon por Nocard en 1880, EGB es
reconocido como una causa de infecciones graves en la mujer embarazada y el
recién nacido hasta mediados de este siglo. En el recién nacido dos entidades
clinicas causadas por EGB han sido reconocidas: enfermedad de inicio
temprano y enfermedad de inicio tardio. La enfermedad neonatal de inicio

temprano ocurre en los primeros 5 a 7 dias de vida, se¢ presenta generalmente



con sepsis y ncumonia, y es causada por cualquicra de los serotipos dec EGB,
con una letalidad del 55%. En cambio, ¢n la enfcrmedad neonatal tardia los
sintomas ocurren después de los 7 dias de vida, la patologia predominante es
meningitis {85%), y predomina el serotipo IIl ¢en mds del 90% de los casos,
con una letalidad del 23% (3, 6).

EGB coloniza recto y vagina de mujcres embarazadas, usualmente sin
consecuencias clinicas para ¢l nconato. Debido a quc algunos individuos
desarrollan enfermedad y otros permanecen asintomaéticos, se ha sugerido que
¢l estado inmunolégico del recién nacido juega un papel importante. Sin
embargo, varios estudios han sugerido quc diferencias en la virulencia entre
aislados de EGB pueden contribuir también al desarrolle de enfermedad. EGR
elabora varios productos que han sido identificados como factores de
virulencia, incluyendo entre estos hialuronidasa, nucleasa, proteasa, y acido
lipoteicoico (1, 7). No obstante, ¢l antigeno polisacirido capsular especifico
de tipo, es el principal determinante de la virulencia de EGB, sobre todo ¢! del
serotipo III {7-8). Estudios recientes sugicren que el &cido sidlico de Ia
capsula bacteriana es un mecanismo por medio del cual EGB tipo III puede
inhibir 1a via alterna del complemento (8, 9). El antigeno de tipo es un
polisacidrido capsular ligado al peptidoglicano de la pared cclular, esta
compuesto de glucosa, galactosa, n- acetilglucosamina y acido sialico, el cual
constituye aproximadamente el 25% de! antigeno tipo especifico y es el
principal inmunodeterminante de este antigeno (10).

Musser ¥y colaboradores, mediante electroforesis de multilocus enzimatico,
encontaron que cepas d¢ EGB sintctizadoras de polisacarido del tipo 11!

provenian de dos lineas evolutivas distantes, con diferencia en su potencial



patogénico. La division filogenética |, con un elevado grade de virulencia y
causante de una mayor morbi-mortalidad fuc propuesta como CAV (l11).
Mattingly y col. y Palacios y co!l. identificaron la CAV a través de su
incapacidad para crecer a 40°C en un medio quimicamente definido (12-14).
Esta dltima caracteristica se debe a una enzima mutante - fructosa-1,6-
bifosfato aldolasa- scnsible a altas temperaturas. Esta caracteristica ha sido
usada como un marcador aitamente sensible y especifico para identificar a la
CAV de EGB.

Aunque la serotipificacién es el método tradicional para la clasificacién de
cepas de EGB, su poder de discriminacién es bajo. Puesto que el serotipo 1I]
es el mas frecuentemente aislado de casos de enfermedad, es aislado también
en portadores, y otros serotipos causan enfermedad tanto en el recién nacido
como en la mujer embarazada. Asi, otros métodos alternatives han sido
propuestos para la clasificacion de aislados de EGB a nivel de subespecie.
Recientemente las técnicas de electroforesis de multilocus enzimatico, de
digestion con endonucleasas de restriccion de DNA gendémico, de
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion del DNA y la
electroforesis de campos pulsados han sido empleadas para la subtipificacion
molecular de EGB y correlacionar genotipos particulares con enfermedad (5,
15, 16). La seleccion de la enzima de restricciéon es fundamental en cuanto al
poder de discriminacién en el andlisis de los patrones de restriccién. Estudios
previos encontraron que Hhal proporcionaba ¢l mejor poder de discriminacion
entre 24 enzimas de restriccién estudiadas en aislados de EGB, permitiendo la
deteccion de diferencias entre cepas que no fueron vistas con otras

endonucleasas (15), debido a que con Hhal se obtuvo menor nimero de



fragmentos de restriccién y fragmentos de mayor peso molccular.

Con base cn lo anterior, ¢l objetivo de! estudio fue identificar la ¢lona de alta
virulencia de EGB en una muestra de cepas aisladas en México a través del
andlisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién del
DNA (RFLP) como un método alternativo que permite identificar a la CAV de

EGB.



MATERIAL Y METODOS

Aislados bacterianos. Cincuenta y siele cepas de EGB obtenidas en México
fueron estudiadas, 43 de nifios y adultos portadores asintomdicos y 14 de niftos
y mujeres con enfermedad invasiva (sepsis, meningitis, neumonia,
endometritis y absceso). Todas las cepas fueron inicialmente identificadas
como EGB a través de los métodos bacterioldgicos convencionales (tincidn de
gram, catalasa, hidrélisis de hipurato de sodio, hidrdlisis de bilis-esculina
negativa y prueba de CAMP positiva) y aglutinacion de litex.

Medios de crecimiento. Todas las cepas fueron crecidas en caldo de Todd-
Hewitt (Difco®) y almacenadas en dicho medio a ~70°C. Estos cultivos fueron
descongelados y sembrados en placa de agar sangre de carnero ¢ incubados a
37°C durante la noche antes de su uso,

Serotipificacién de aislades. Las cepas fueron serotipificadas por el método
de precipitacién en tubo capilar con extractos antigénicos preparadoes de
células completas por ¢l métode de extraccién dcida caliente descrito por
Lancefield previamente (17). Las cepas clasificadas como no tipificables por
el método anterior pudieron ser tipificados mediante un procedimiento
alternativo de extraccién enzimatica con N-acetylmuramidasa (mutanolisina)
descrito previamente {10). Se emplearon antisueros hiperinmunes preparados

en conejo a partir de las cepas de referencia Ia {090), Ib (H36B), i1 {(18RS21)

10



y UL (D136C).

Anélisis del Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de

Restriccion del DNA:

A) Preparacién de la sonda de hibridacién:
1. Procedimiento para aislar el pldsmido recombinante pKE1 de la cepa
mutante de £. coli NP315.
Sc siguid el protocolo dc! cquipo comercial “Plasmid Purification™
(QIAGEN™. Para preparar la sonda de hibridacidén, ¢l plismido pKEI]
previamente clonado con el fragmento de DNA conteniendo el gen dc
aldolasa fue aislado de la cepa de E. coli NP315, la cual es mutante para
este gen e incapaz para crecer a 40°C (18). Esta cepa NP315 fue
inicialmente aislada a 37°C por 18 horas en medio 2X YT con agar al 1.5%
adicionade con 50 ug/mt de Espectinomicina {(un gen de resistencia a
espectinomicina cs cl marcador de pKE1). Una colonia aislada de NP315 fue
inoculada en 500 ml de medio 2X YT conteniendo 50 ug/ml de
Espectinomicina e incubada a 37°C en agitacion durante la noche. Un total
de 300 m! de cultivo fue obtenido. Después de centrifugar a 8K por 15
minutos a 4°C, los paquetes celulares fueron lavados con 100 ml de TES
(Tris 100 mM, EDTA 10 mM, NaCl 1 mM} y centrifugados nuevamente a 8K
por 10 minutos a 4°C. Los paquetes fucron resuspendidos ¢n 20 ml de buffer
compuesto por Tris-HCl 50 mM, pH8.0, EDTA10 mM, y 100 ug/mi de
Rnasa A. Se adicionaron 20 ml de buffer de lisis y se incubd por 5 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 20 m! de acetato de
potasio 3M pH 7.5 y se incubd en hielo durante 30 minutos. Después de

centrifugar a 20K por 30 minutos a 4°C, el sobrenadante fue nuevamente
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centrifugado a 20K por 15 minutos 2 4°C, y ¢l DNA fuc precipitado al
agregar 0.7 volimenes de isopropanol, L.a mezcla anterior fue centrifugada
a 15K por 30 minutos a 4°C y se decantd el sobrenadante. El botén de DNA
fuc resupendido en 500 ul de TE (Tris 10 n;M, EDTA | mM) pH 7.0 y s¢
agregd buffer de equilibrio para obtener un volumen final de 5 ml. La
columna contenicndo la resina de intercambio anidnico fue equilibrada con
4 m! de buffer de equilibrio. Posteriormente la mczcla conteniendo €l DNA
fue vaciada en el interior de dicha columna permitiendo su entrada a la
resina por flujo de gravedad. Se realizé el lavado de la columna en dos
ocasiones y se agregaron 5ml de buffer de elucién. Luego 0.7 volimenes de
isopropanol fueron adicionados al DNA eluido para la precipitacion del
mismo. Posteriormente s¢ centrifugd a 15K por 30 minutos a 4°C. El
paquete conteniendo el DNA fue lavado con etanol al 70% y centrifugado a
15K por 10 minutos. Una vez que ¢l botén de DNA se secéd a temperatura
ambiente por 5-10 minutos, fue resuspendido en 1000 ul de TE, pH 8.0 (19).
2. Digestién del plismido recombinante pKE1 y electroforesis de los
fragmentos de restriccién del plismide.

El plasmido pKE! extraido fue entonces digerido con EcoRIl y Pstl y los
fragmentos digeridos fueron separados por electroforesis.

3. Elucién del gel de electroforesis del fragmento de 3.5 kb conteniendo
el gen de aldolasa.

El fragmento de DNA conteniendo el gen de aldolasa fue eluido del gel
siguiendo el protocolo del equipo comercial “Agarose gel DNA extraction

kit” (Boehringer Mannheim®).
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4. Sintesis de la sonda de hibridacién y procedimiento de marcaje con
digoxigenina:
Una vez cluido, 1 ug de DNA fuc redisuelto en agua y desnaturalizado en
“bafio Maria” a 100°C durante 10 minutos y enfriado en hiclo. El DNA
desnaturalizado fue incubado con 4 ul de dUTP marcado con digoxigenina
(DIG high prime DNA labeling and detection starter kit [I, Bochringer-
Mannheim®) durante 20 horas a 37°C. La reaccién de marcaje fue detenida
al agregar 2 ul de EDTA 0.2M, pH 8.0.

B) Procedimiente CTAB (Cetyl trimethyl bromureo de amonio) para el

ajslamiento del DNA cromosémico de los aislados en estudio:
1. Aislamiento de cepas en placas de agar sangre.
En cada experimento se usaron colonias frescas aisladas en placas dc agar
sangre de carnero al 5% incubadas a 37°C durante la noche. Una celonia
aislada fue crecida en 10 ml de caldo Todd-Hewitt (Difco®) {THB) a 37°C
durante la noche. Cinco a 10 ml de este cultivo inicial fueron transferidos a
100 m! de THB adicionado con 1 ml de glucosa I M y 2 ml de Treonina 0.5
M precalentado durante !a noche. La densidad éptica inicial a una
absorbancia de 660 nm fue de 0.05 - 0.10. En “bafio Maria™ a 37°C se siguié
el crecimiento hasta alcanzar una densidad dptica de 0.50 unidades. Los
botones celulares lavados con 50 ml de NaPOs 10Mm, y fueron incubados
con lisozima y N-acetilmuramidasa (mutanoclisina) a 37°C durante | hora.
Los botones celulares digeridos fueron incubados con proteinasa K.
Posteriormente incubados a 65°C por 20 minutos adicionando 1.8 ml de
NaCli 5M y 1.5 mi de una soluciéon de CTAB/NaCl (CTAB 10%, NaCl 0.7

M). Un paso de extraccién gentil fue seguido a la adicidon de un veolumen



igual de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1 wviv) Después de
centrifugacion a 6K durante 10 minutos, el sobrcnadante acuoso fue
recuperado. E1 DNA fue precipitado por la adicidén y mezcla de un volumen
igual de isopropanol. Después dc ser transferido a 5 ml de etanol al 70%, el
DNA fue centrifugado y sccado al medio ambiente. El botén de DNA sc
resuspendié en 4 ml de TES (25,5,250) por agitacion durantec 1a noche. La
suspension de DNA fue incubada con RNAasa a una concentracién final de
0.2 mg/ml por 1 hora a 37°C. EI DNA fue nucvamente precipitado con
etanol y finalmente disuelto en 1 ml de TE (10,1). La concentracién dc DNA
en la suspensién fue medida por espectrofotometria.

C) Aniélisis del Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de

Restriccidn del DNA.
1. Digestion del DNA gendmico.
El DNA fue digerido por separado con !0 U/mi de¢ Hhal y EcoRI
(Boehringer Mannheim®) durante 1 hora a 37°C en “baiio Maria”. Los
fragmentos de DNA fueron separados por clectroforesis en gel de agarosa al
1%. Después de su desnaturalizacién el DNA fue transferido a una
membrana de nylén por ¢l procedimiento Southern. Después de su
desnaturalizacién la sonda fue adicionada al buffer de hibridacién
precalentado a 65°C (5-25 ng/ml). La membrana conteniendo el DNA
digerido fue incubada durantc la noche a 65°C con 2.5 ml por cada 100 cm?
de membrana del buffer de hibridacién conteniendo la sonda. La membrana
fue posteriormente lavada con SSC 2X, SDS 0.1% y SSC 0.5%, SDS 0.1%
por 5 y 15 minutos a temperatura ambicntc y 68°C respectivamente bajo

agitacion constante. Las sondas hibridadas fuecron detcctadas unlizando

14



fragmentos Fab antidigoxigenina conjugados a fosfatasa alcalina vy
visualizadas utilizando el sustrato quimioluminiscente CSPD (dioxctano)
por autoradiografia.

2. Identificacién de aislados CAV por su patrén de RFLP. El patrén de
RFLPF de los aislados de EGB en estudio fue comparado. Las cepas [10 (CAV) y 181 (No
CAV) fueron usadas como controles (la cepa 110, serotipa Il aislada de un neonato con
meningitis y representativa de [a CAV [divisién I de Musser]; [a cepa 181 también scrotipo
Il aislada de portador y representativa de la divisién !l de Musser [11] ). Los asslados con

un patrén de RFLP idéntico al del control 110 fucron considerados como CAV.



RESULTADOS

Distribucién de serotipos. De las 57 cepas Mexicanas de EGB evaluadas, 25 (43.9%)
fueron del serotipo I, scguido por el 1l (33.3%). Cinco cepas fucron no tipificables (NT).
Catorce cepas (24.6%) correspondieron a casos de enfermedad, de estas ct serotipo I11 fue
el mas frecuente (64.3%), seguido por ¢l I (28.6%) y en menor porcentaje el I1 (7.1%).
Cuarenta y tres cepas (75.4%) comespondieton a casos de portador, con la siguiente
distribucién de serotipos: I (48.8%), 111 (23.3%), II (16.3%), y NT (11.6%) (Tabla 1).
Anilisis del patrén de RFLP. Después de la digestién del DNA con Hhal y
EcoRl y de hibridacién con la sonda fba (sonda conteniendo ¢l gen de
aldolasa), los aislados de enfermedad invasiva mostraron dos patrones de
restriccion diferentes. Tres aislados invasivos del serotipo Il (aisiados 49, 59
Y 62) tuvieron un patrén de restriccion idéntico al de la cepa control 110
(seratipo Il aislado de un nifo con meningitis, y representativo de la CAV de
la division [ de Musser). Las otras once cepas de¢ enfermedad invasiva, asi
como todos las cepas de portadores mostraron un patrén de RFLP 1déntico al
de la cepa control 181 (serotipe 11l aislado de portador, y representativo de la
divisién II de Musser) (Fig. 1).

La figura | muestra el patrén de RFLP de algunos de las cepas estudiadas. El
patrén de RFLP de las cepas 35, 43, 45 y 47 (estado de portador), y cl de las
cepas 56, 57, 60 y 61 {(casos de enfermedad invasiva), fue idéntico al de la

cepa 181 (control No CAV); en tanto que las cepas 49, 39 y 62



correspondientes al scrotipo 111 y que fucron obtenidas de casos dc enfermcdad
invasiva, mostraron un patrén idéntico al del aislado 110 {control CAV}.

l.as tres cepas identificadas como CAV por su patrdn de RFLP en el presente
estudio, corresponden a las tres cepas identificadas como CAV por su
incapacidad para crecer a 40°C en un estudio previo (12). En dicho estudio las
otras once cepas de enfermcdad invasiva y todos las cepas de portadores
presentaron una curva de crecimiento similar a la del control No CAV (no
afectada por el incremento a 40°C en la temperatura de crecimiento). Los
resultados de dicho estudio corresponden a los encontrados en el presente, ya
que un sclo patrén de restriccion fue identificado en los aislados de portador,
los cuales pudieron ser distinguidos de aislados CAV a través de dicho patrén;
con una concordancia perfecta con ¢l método de inhibicidn del crecimiento a
40°C.

En diez de los once pacientes cuyas cepas fueron obtenidas de enfermedad
invasiva y que fuercn clasificadas como No CAV por su patrén de RFLP, se
encontro al menos un factor de alto riesgo perinatal, los cuales incrementan la
susceptibilidad del huésped a la infeccién, tales como prematurez (6/11),
hipoxia fetal (6/11), infeccidn materna o fiebre periparto (6/11), infeccién
intraamnidtica (4/11), ruptura prematura de membranas (3/11), o parto
distocico (2/11). En cambio, en solo una de las tres cepas invasivas
clasificadas como CAV por RFLP hubo un factor dnico de riesgo (parto

prematuro).
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DISCUSION.

Estreptococo del grupo B (EGB) es la causa més comiin de sepsis neonatal en
paises desarrollados, donde ¢l serotipo 111 es ci més frecuente. En cambio, en
México el serotipo predominante ¢s el Ia y Ia/c, con un bajo porcentaje del
serotipo 1l y una elevada frecuencia de aislados no tipificables (NT). La
aparente baja incidencia de enfermedad invasiva neonatal por EGB en México
se habia atribuido a esta distribucién de serotipos. Sin embargo, un estudio
recicnte demostrd que la mayoria de cepas NT son pobres productoras de
antigeno especifico de tipo, el cual no puede ser detectado por los métodos de
serotipificacién estandar. Asi, la utilizacién de métodos que permiten la
purificacién y una mayor concentracién de diche antigeno, permite clasificar
serologicamente a aislados que son NT por el método tradicional de
precipitacidn en tubo capilar utilizando extractos icidos calientes (10). Los
resultados de dicho estudio sugieren una mayor participacién del serotipo II1
en México a lo que previamente se habia reportado. En ¢l presente estudio, ¢l
serotipo mas frecuente entre las cepas de casos con enfermedad invasiva fue el
tipo 111 (64.3%); en tanto que el serotipo més frecuente en casos de portador
fue el I (48.8%). Aunque ¢l serotipo III es ¢] mis frecuentemente asociado con
enfermedad invasiva, es también aislado en estado de portador y, ademads,
otros serotipos son también aislados dc casos de enfermedad. Dcbido a lo
anterior, varios métodos de biologia molecular han sido usados para
subtipificar cepas de EGB y evaluar su asociacion con el desarrollo de

enfermedad (11, 20-26).
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Ellis y colaboradores examinaron aislamicntos de EGB por aglutinacion en
latex y andlisis con endonuclecasas de restriccion (AER). Los fragmentos
obtenidos fucron separados por clectroforesis por campos pulsados. En uno de
los hospitales incluidos, un hospital de obstetricia, la mayoria de los aislados
fueron obtenidos de casos de infeccién neonatal, fueron del serotipo I y
presentaban un patrdn clectroforético predominante. Ademads, el analisis de los
patrones de restriccion de los pares de aislados madre-hijo mostré patrones
comunes. Los resultados de ese estudio demostraron la transmisién horizontal
de EGB y sugieren que un nimero limitado de clonas del serotipo III tienen un
potencial patogénico incrementado (27).

Varios estudios de genética poblacional han intentado identificar una clona de
alta virulencia en varias colecciones de cepas de EGB obtenidas de diferentes
paises. A través de analisis con endonucleasas de restriccién de DNA
cromosomal y ribotipificacién, Blumberg y col. (135) clasificaron 76 aislados
de EGB encontrando 4 ribotipos entre las cepas invasivas del serotipo III. Esto
sugeria heterogeneidad genética en la muestra y propusieron que dichos
aislados podian no pertenecer a una clona tnica. Sin embargo, en un estudio
de 118 cepas obtenidas en Dinamarca (28),y en otro de 276 aisladas de Francia
(29), la evaluacién de los genotipos comosomales por electroforesis de
multilocus enzimdtico, demostré una dicotomia filogenética dentro del
serotipo III. En el andlisis dendrogrifico de estas cepas dos divisiones
filogenéticas primarias fueron encontradas. Aunque las dos divisiones incluian
aislados del serotipo IIl, una de cllas contenia casi todas las cepas invasivas,
en cambio la otra incluia exclusivamente cepas obtenida de mujeres

embarazadas sanas. Por otro Jado, a pesar de que los aislados del serotipo IIf
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mostraron la mayor diversidad genética, la mayoria dec dichas cepas quedaron
agrupadas en un nimero limitade de tipos electroforéticos. Estos resultados
sostenian la estructura clonal de las poblaciones de EGB estudiadas y la
existencia de diferencias entre clonas. Adcmé.s, e¢stos autores demostraron la
existencia de un nimero ilimitado de “clonas de portador” del serotipo 111 y
otros serotipos, y un nidmero restringido de clonas que causan infeccidn
invasiva y que parecen ser de distribucién mundial. Sin embargo, mas
recientemente Hauge y col. (26) evaluaron 23 caracteristicas genéticas y
fenotipicas (incluyendo los 1l loci metabélicos que Musser estudid), en la
coleccién de cepas danesas de Helmig, incluyendo 6 cepas norteamericanas del
estudio de Musser, seis divisiones filogenéticas mayores y una correlacidn
fuerte entre las diferentes caracteristicas cvaluadas fueron identificadas, lo
cual sugeria una estructura clonal dc la poblacién. Ademais, como Musser y
Helmig, Hauge encontré que las cepas que expresaban el polisacaride de tipo
II1 pertenecian a dos linajes evolutivos distantes de clonas. No obstante,
Hauge y col. no encontraron diferencias en ¢l potencial patogénico entre estas
divisiones. Sin embargo, cabe scialar que el nimero de cepas evaluadas fue
pequefio comparado con ¢l nimero de variables que ellos analizaron y, por
otro lado, no controlaron los factores de alto riesgo perinatal que pudieron
haber incrementade el potencial patogénico de tales aislamientos. De esta
manera, a pesar de los estudios anteriores la relacién entre infeccién y la
estructura genética de las poblaciones de EGB continda sin ser aclarada.

En el presente estudio se realizé el analisis de RFLP de una muestra
seleccionada de cepas aisladas en México. La sonda utilizada para hibridacién

en dichos experimentos fue preparada con cl gen que codifica para la ¢nzima

20



fructuosa-1,6-bifosfato aldolasa, la cual ¢s la responsable de la incapacidad
para crecer a 40°C en la CAV y parcce ser una caracteristica dnica de esta
clona (13-14). Aunque dicho gen solo corresponde a un marcador genélico y
no estd relacionado con factores de virulencia, tanto la incapacidad para crecer
a 40°C como la sonda conteniendo este gen de aldolasa han sido utilizados
como marcadores altamente sensibles y especificos para identificar aislados
pertenecientes a la CAV (Divisidn filogenética I de Musser) (12-13). El patrén
de RFLP de 57 cepas de EGB obtenidas en México fue comparado con el
patron de la cepas 110 (CAV) y 181 (No CAV) usadas como controies. Del
total de aislamientos, 43 fueron obtenidos de nifios o aduiltos portadores
asintomaticos, y 14 de nifios o mujeres con enfermedad invasiva (scpsis,
meningitis, neumonia, endometritis y absceso).

El patrén de RFLP de¢ tres de las 14 cepas de enfermedad invasiva fue
idéntico al patrén de la cepa control 110, por o que fue clasificado como
CAYV. Estos tres fucron de! serotipo III. El patrén de los once restantes y el de
todos las cepas de portaderes corrcspondié al patrén de la cepa centrol No
CAV. Asi, dos patrones de restriccidon fucron identificados en la muestra
estudiada; uno de estos patrones exclusivo de cepas del serotipo [1I CAV. Este
resultado es consistente con la dicotomia filogenética previamente reportada
para aislados de dicho serotipo (11). Ademds, los resultados del presente
estudio concuerdan con los obfenidos en un ¢studio previo, en el que la misma
muestra de aislados fue evaluada a través de experimentos de cambio en Ia
temperatura de crecimiento. Las tres cepas que fueron identificadas como CAV
por RFLP en ¢l presentc estudio, corresponden a las tres cepas clasificadas

como CAV por su inhibicidn para crecer a 40°C (12). Aunque esia
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concordancia era esperada, ya que el gen utilizado para preparar la sonda de
hibridacién corresponde al gen que codifica para la aldolasa responsable dc la
incapacidad para crecer a dicha temperatura, ¢l hallazgo de dicha inhibicién y
de un patrén de restriccién dnico idénticos a los de 1a cepa 110 utilizada como
control CAV, sugieren que dichas cepas pertenccen a la divisién filogenética |
de Musser y col. (11).
Como en el estudio de Palacios y col. (12), un ndmero significativo de casos
de enfermedad {11/14) fueron causados por cepas no clasificadas como CAV
por RFLP. Ya que la mayoria de los casos de enfermedad causados por cepas
que no pertenecen a la CAV tuvieron factores de alto riesgo perinatal, es
probable que dichos factores hayan incrementado el potencial patogénico de
aislados que son de baja virulencia. Factores como parto premaluro, ruptura
prematura de las membranas fetales, hipoxia fetal y parto distécico, pucden
incrementar el potencial invasivo de microroganismos saprofiticos que
colonizan el canal del parto. Esto puede ser debido a la ruptura de las barreras
mucosas en contra de la infeccién, al incremento del inoculo bacteriano o a
una depresion en la respuesta inmune del huésped. La mayoria de los casos de
nuestro estudio tuvieron este tipo de factores de riesgo. Por otro lado, el heche
de que las tres cepas clasificadas como CAV, tanto por su incapacidad para
crecer a 40°C como por su patrdn de RFLP, fueron obtenidos de casos de
enfermedad invasiva y no tuvieron factores de alto riesgo perinatal
significatives, sugiere que dichos aislados son de alta virulencia.

Los resultados del presente estudio confirman la existencia de la CAV en
México y sugieren que una baja prevalencia de la misma podria ser la

responsable de la baja incidencia de enfermedad neonatal debida a EGB en
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cste pais. Ademds, también sugieren que un nimero importante dc casos de
cnfcrmedad son causados por aislados No CAV, probablementc debido a la
participacion de otros factores de alto riesgo perinatal. Ademas, muestran que
el andlisis de RFLP constituye un método alternativo para la cvaluacidn de la
rclacion genética y la diversidad de los aislados dentro de unm serotipo y/o
diferentes scrotipos de EGB, y que este método tienc un valor potencial para

¢l estudio de 1a epidemiologia de EGB.
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CONCLUSIONES.

En casos de enfermedad invasiva el scrotipo predominante fue el [II, lo cual
concucrda a lo reportado en paises desarrollados. En el presente estudio dos
patrones de restriccion fueron observados para el seortipo [, lo cual es
consistente con la dicotomia filogenética reportada previamente por Musser,
donde aistados correspondientes a la division filogenética [ presentan un
elevado grado de virulencia y son los causantes de una mayor morbi-
morbilidad, Por otra parte un nimero significativo de casos de enfermedad
invasiva fueron causados por cepas clasificadas como No CAV, por lo que es
probable la participacién de factores de riesgo adicionales que incrementan la
susceptibilidad del huésped para el desarrollo de enfermedad.

El anilisis de RFLP constituye un método alternativo para identificar la CAV
de EGB, con una concordancia perfecta con ¢l método de inhibicién del
crecimiento a 40°C. Por lo que RFLP tiene un valor potencial en estudios

epidemioldgicos de la enfermedad perinatal causada por EGBG.
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TABLA 1. Distribucién de serotipos de 57 cepas mexicanas de EGB.

Nimere de cepas

Serotipo Cepas de Cepas de| Total

Portador Enfermedad

Invasiva

It 10 9 19
II 1 1 8
Ia 6 2 8
Ib 8 2 0
Ic 7 i} 7
NT* 5 0 5
Total 43 14 57
* No tipificable
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FIGURAL Patrén de RFLP después de hibridacién con la sonda fba* de algunas
cepas Mexicanas de SGB

de aldolasa

CAV: Clona de alta virulencia

Hhal EcoRi . . .
Cepas Serotipo Origen clinico
35 . ; I Portador
43 ' : la Portador
45 H ! I Portador
47 i H i Portador
49 —» | | ! ~— ]| Enfermedad invasiva
56 { i ib Enfermedad invasiva
57 ] ! mn Enfermedad invasiva
59 —» H ! ~— il Enfermedad invasiva
60 | { il Enfermedad invasiva
61 { ] la Enfermedad invasiva
62— | ] - Il Enfermedad invasiva
181 —— i } —~— || Control No-CAV
110 — \ 3 ~-t—— [If Control CAV
* Sonda conteniendo el gen



