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Resumen

En este estudio se utilizaron 248 cepas clinicas de Streptococcus
pyogenes, 207 provenian de pacientes con faringitis y 41 de cuadros no
faringeos, ambas se obtuvieron de diversos hospitales de la Ciudad de México.
Lés‘ ;épas fueron identificadas previamente como Estreptococo (Beta
Hémqmi_co) del Grupo A por técnicas microbiologicas y pruebas de
coaglutinacién comerciales. Ei DNA gendmico fue extraido utilizando un Kit
comercial de la marca QIAGEN, el cual se basa en lisis de la bacteria con
proteinasa K y una serie de amortiguadores que promueven la union selectiva
del DNA a una membrana de silica gel. Este DNA gendmico fue sometido a la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) con el objeto de detectar la
presencia de los genes speA (exotoxina pirogénica A), speC (exotoxina
pirogénica C), sic (proteina estreptococcica inhibidora del complemento), sof
(lipoproteinasa) y prtF (proteina F asociada a adhesion e inclusiéon celular).
Posteriormente el producto de la PCR se corrié en un gel de agarosa para
observar el resultado de la amplificacién. Al término de la electroforesis se
tomo una fotografia digital del gel y se cred una base d_e datos con los
resultados obtenidos, entre los que destacan las frecuencias de los 5 genes:

speA 12.9%, speC 72.9%, sic 19.3%, sof 63.3% y prtF 58%.

Debido a que 213 cepas ya se tenian tipificadas con base a sus

diferentes serotipos M, fue posible asociar los resultados obtenidos a los

serolipos mas virulentos de S. pyogenes.




Introduccidn
1. Ptanteamiento del Problema

La importancia de este estudio radica en la m-;cesidad de contar con
informacion suficiente sobre la epidemiologia de S. pyogenes en la Ciudad. de
México (Cd. de Meéxico), ya que éste es un agente causal de diversas
enfermedades que van desde las locales, tales como la faringitis, hasta las

invasivas como la fiebre escarlatina.

" Es importante determinar la prevalencia de los serotipos de S. pyogens
en la Cd. de México, asi como la frecuencia de los genes asociados a su
virulencia, ya que existen muy pocos estudios sobre ello en dicha ciudad, aian
cuéndo este tipo de aspectos son altamente estudiados en otras partes del

mundo.

Esta informacion permitira entender Ia relacion que existe entre los
diferentes serotipos de S. pyogenes y el tipo de enfermedad que producen, asi

. como la distribucion de dichos serotipos en diferentes hospitales de la Cd. de

Meéxico.




2. Objetivos
2.1 Objetivo General

Determinar la prevalencia de los genes speA, speC, sic, sof y prtF en
cepas clinicas de S. pyogenes aisladas en diferentes hospitales de la Cd. de

Meéxico y relacionarla con los serotipos estudiados de S. pyogenes.

2.2 Objetivos Particulares

e Alslar el DNA de 248 cepas clinicas de S. pyogenes, utilizando un kit de
purificacién que permita una mayor estabilidad del DNA para establecer un

banco de DNAs de la bacteria.

= Establecer las condiciones 6ptimas de amplificacion de los genes speA,

speC, sic, sof y prtF mediante la técnica de la PCR.

* Realizar la busqueda de los genes speA, speC, sic, sof y prtF en las cepas

clinicas de S. pyogenes.




» Establecer la asociacion entre la frecuencia de los genes speA, speC, sic,
sof y prtF con los serotipos de S. pyogenes prevalentes en la Cd. de

Mexico.

e Determinar los serolipos de S. pyogenes asociados a faringitis y a

enfermedades no faringeas en la Cd. de México. -

e Determinar la distribucion de los serotipos prevalentes de S. pyogenes en

diferentes entidades dev salud de la Cd. de México.

3. Hipotesis

Si la presencia de los genes de virulencia (speA, speC, sic, sof y prtF)
Jde Streptococcus pyogenes estan delerminados por su serotipo, entonces el
conocer el genotipo de cada uno de los serotipo nos permitira asociarlos con

su prevalencia y de forma indirecta con el origen clinico dei aislamiento.




[R MARCO TEORICO
1. Generalidades sobre Streptococcus sp

Los estreptococos son bacterias esféricas Gram positivas que por lo
general forman pares en cadenas durante su crecimiento. Se distribuyen
ampliamente en la naturaleza, algunos son miembros de la flora normal
humana y otros ocasionan fiebre réuﬁétlca, glomerulonefritis, sindrome del

choque téoxico es!rep!occcclco'fy olros padecimientos. Elaboran varias

“que son necesarias para su

sustancias | extracelulares y. enz
supervivencia, provocando destruccion de células hospederas, evadiendo la

. respuesta inmune 6 inactivando a ios antibiéticos (7).

1.1 Claslificacion

Durante muchos afios la clasificacion de los estreptococos se ha
basado en tres diferentes caracteristicas: 1) morfologia de ia colonia y
reacciones hemoliticas en agar-sangre: 2) especificidad serolégica debida a
componentes presentes en la pared celular (clasificacion de Lancefield) ('® y Ia

capsula; y 3) reacciones bioquimicas y resistencia a factores quimicos y

fisicos'' 7,



1.1.1 Tipo de hemodlisis

Los estreptococos pueden presentar tres tipos de hemdlisis debido a la
capacidad que tienen de producir enzimas que degradan algunos
componentes sanguineos. El primero de ellos es la hemdlisis incompleta,
conocida como alfa (a), se manifiesta con un halo muy pequefio de color
verdoso alrededor de la colonia en placas de agar-sangre y es peculiar en
Streptococcus pneumorniae y en el grupo Viridans. El segundé es la hemaolisis
completa, conocida como beta (3), en la cual el halo es de mayor tamaifio y
transparente, tal como lo evidencian las colonias de Streptococcus pyogenes.
Por ultlmo.. existen estreptococos que no pueden lisar eritrocitos, por io que se

les denomina no hemoliticos, tales como S. bovis®?!,

1.1.2 Clasificacion serologica de Lancefield

La clasificacion seroldgica de Lancefield agrupa a los estreptococos en
18 grupos y estad basada en las diferencias en ia composicion de los
carbohidratos denominados de grupo, los cuales se encuentran anclados en la
pared celular y representan el 10% del peso seco de la célula. Los mas
importantes son para el grupo A, ramnosa-N-acetilglucosamina, el del grupo B,
ramnosa-glucosamina, el del grupo C, ramnosa-N-acetilgalactosamina, el del

grupo D, acido glicerol teicoico y el del grupo F, glucopiranosil-N-




acetilgalactosamina. Debido a su alta inmunogenicidad, es facil detectarlos con

sueros especificos!'?).

1.1.3 Pruebas bioquimicas

Este tipo de herramientas permite identificar a algunos grupos de
estreptococos; por ejemplo, S. pyogenes (Grupo A) es el unico sensible a
0.04U de bacitracina; los del grupo B dan positiva la prueba de CAMP; los de
grupo C se pueden diferenciar mediante fermentacion de azicares y los de
grupo D con la prueba de PYR, esta prueba también es Gtil para identificar S.

pyogenes'®?),

S. pneumonie es alfa-hemolitico y no puede ser clasificado por
serologia porque no cuenta con el carbohidrato de grupo necesario; para
detectar su presencia se utilizan discos de optoquina, ya que son sensibles a

ella®®2),

1.1.3.1 Fundamento de ias pruebas bioquimicas

Prueba de PYR: Esta prueba determina la actividad de la enzima

pirrolidonil aminopeptidasa (PYR) producida por S. pyogenes y por



Enterococcus. La morfologia y el tamafio de la colonia se utiliza para
diferenciar estas bacterias??), '

Prueba de CAMP: Los estreptococos de grupo B producen una proteina
extracelular difusible (factor CAMP), la cual sinergiza la accion de la lisina

producida por S. aureus que lisa los eritrocitos®?,

2. Streptococcus pyogenes
2.1 Principales infecciones

En el presente estudio se trabajé unicamente con estreptococos dei
gru'po A (EGA), cuyo representante es Streptococcus pyogenes, éste es el
principal estreptococo patégeno para el humano y se asocia a: 1) invasion
local, produciendo faringitis estreptococcica, sinusitis, otitis, artritis, pioderma
estreptococcico, impétigo, erisipela y celulitis; 2) invasion sistémica, causando
fascitis necrotizante, bacteremia, fiebre escarlatina, y sindrome del choque
toxico estrep-tococcico: y 3) trastornos inmunitarios posteriores a la infeccion,

generando fiebre reumatica y glomerulonefritis aguda®®').




2.2 Caracteristicas morfologicas

S. pyogenes es una bacteria esférica, aunque en algunos cultivos viejos
se pueden observar formas ovoides; su diametro es de 0.5 ym y se agrupa en
cadenas, si bien en muestras biolégicas se les puede encontrar en pares, cabe
seftalar que en cultivos liquidos las cadenas son mas largas. Sus colonias son

grandes ( > 0.5 mm ) y éstas pueden ser mucoides o no mucoidesf?2),

2.3 Estructura
2.3.1 Céapsula

La pared ceiular de S. pyogenes esta recubierta por una capsula de
acido hialurénico, que contiene moléculas repetidas de acido glucurénico y N-
acetilglucosamina. Esta no es inmunogénica y evita la fagocitosis de las
bacterias al actuar como una barrera fisica entre las proteinas opsonizantes
del complemento que se han unido a la superficie bacteriana y la superficie de
las células fagociticas. La cantidad de capsula que puede producir S.
pyogenes varia en cada cepa, por lo que aigunas colonias se ven mucoides y

otras no®",




2.3.2 Pared celular

La paréd celular de S. pyogenes esta formada principaimente por 4

componentes: proteinas, polisacaridos, peptidoglicano y acido lipoteicoico®",

2.3.3 Carbohidrato “C"

El carbohidrato “C" de S. pyogenes es un poliméro de ramnosa con N-
acetilglucosamina, que corresponde al azUcar inmunodominante. Se encuentra
unido al peptidoglicano a través de grupos fosfato que contienen como

compuesto organico principal al glicerol & al ramnosil-glicerol!*®),

2.4 Proteinas superficiales

S. pyogenes también se caracteriza por la presencia de proteinas
superficiales como las de la familia de proteinas M, las cuales promueven su
adherencia y le ayudan a evitar la fagocitosis, y las proteinas de unién a
fibronectina, como la proteina F, la cual le permite adherirse, colonizar e
invadir las células epiteliales humanas bajo diferentes condiciones

ambientales'®).




La proteina T es especifica de grupo y llega a fungir como marcador
epidemiologico en las cepas que no expresan la proteina M. Hasta la fecha no

se ha dilucidado el papel de esta proteina en la virulencia de S. pyogenes®'),
2.5 Productos extracelulares
Los productos extracelulares de S. pyogenes son: 1) exotoxinas

pirogénicas, las cuales interacclonan con el sistema inmune del hospedero

(induciendo - | rmacion - de’ citocinas), desempefiandose como

superantlgehos: 2) yes“treb‘toli.slnas O y S, las cuales lisan leucocitos, plaquetas

y eritrocitos, pcaéloﬁéndo a’liberacion de enzimas lisosomales; la
estreptolisina S no es inmunogénica, en cambio la estreptolisina O induce Ia
formacion de anllcuefp‘o;: 3) C5a peptidasa, la cual degrada al componente

CSa del complemento; y 4) DNAasa, que hidroliza el DNA libre de la célula*?).

3. Factores de virulencia

En general, la virulencia de los estreptococos del grupo A esta
determinada por la capacidad de las bacterias para adherirse a la superficie de
las celulas epiteliales, evitar ia opsonizacion y la fagocitosis, y liberar una

- variedad de toxinas y de enzimas. La adherencia a las células del huésped,




estd mediada por mas de 10 antigenos bacterianos, siendo los mas
importantes el acido lipoteicoico, la proteina M y la proteina F. En el modelo de
adherencia para S. pyogenes, la fase inicial es una interaccion débil entre el
Acido lipoteicoico y la regién amino terminal de la fibronectina localizada en la
matriz extracelular de las células epiteliales. La fase posterior implica a la
proteina M, la proteina F y a otras adhesinas que interaccionan con receptores

especificos de las células del huésped 28).

3.1 Proteina M
3.1.1 Estructura

Uno de los principales factores de virulencia de S. pyogenes es la
proteina M, la cual tiene la apariencia de prolongaciones semejantes a pelos
de la pared celular; esta proteina presenta una forma de bobina enrollada que
separa los dominios funcionales, esta estructura permite gran numero de
cambios en las secuencias, en tanto mantiene la funcion;- por ello, los

determinantes antigénicos de la proteina M pueden cambiar con facilidad‘'7),

El extremo carboxilo de la proteina M esta anclado a ia membrana
citoplasmatica y estd muy conservado entre los estreptococos del grupo A. Ei

extremo amino, que se extiende a través de la pared de la célula hasta la




superficie celular, es el responsable de la variedad antigénica observada entre

los 124 serotipos de la proteina M),

3.1.2 Superfamilia de genes emm

Ademas de Vla proteina M, algunas cepas de S. pyogenes presentan
otras proteinas superficiales parecidas a M. Los genes qué codifican para
éstas, muestran una identidad del 70% con el extremo 5’ del gen emm, por lo
que se les denomina la superfamilia de genes emm. Por lo menos 20 genes
han sido identificados en este grupo. La identidad entre estos genes
corresponde a tres dominios distintos en la molécula de la proteina M: 1) el
dominio H, el cual sirve para anclar la proteina a la membrana, 2) el dominio
asﬁclado al peptidoglicano y 3) el dominio asociado a la pared celular. Estos
dominios son altamente conservados entre todos los productos de los genes
de la superfamilia ermm en comparacion con otras regiones de |as moléculas
expuestas en la superficie. Estas protelnas parecidas a M pueden tener

propiedades funcionales de unidn a inmunoglobulinas o éyudar a la

antifagocitosis'®.




3.1.3 Mecanismo de virulencia

Las principales funciones de virulencia de la proteina M consisten en
facilitar ta adherencia de S. pyogenes e inhibir la opsonizacion y la fagocitosis.
Esto se sabe por estudios en los que la ausencia de proteina M permite una
rapida fagocitosis del estreptococo. Se ha demostrado que al introducirse el
gen emm a cepas de estreptococos que no lo contenian, se aumenta de forma
notoria la resistencia a la fagocitosis'®. Esto sucede cuando una B-globulina
sérica, (conocida como factor H), se une en la region conservada de la
protefna M, éste factor, que regula la via alternativa del complemento, puede

eliminar el componente C3b, con lo que se previene la fagocitosis®'),

3.1.4 Clases de proteina M

Las moléculas que conforman la proteina M se han dividido en dos
clases: | y Il. Esta division esta basada en la reaccion con anticuerpos contra la
region intermedia de la proteina M; la de clase | presentan un epitope
expuesto, mientras que ia de clase |l carece de este epitope, por lo tanto, no
reaccionan con estos anticuerpos. Aunado a esto, los serotipos gque contienen
la proteina M clase | son factor de opacidad negativos (SOF -), mientras que

los de clase Il son SOF (+) ®). Este factor de opacidad se explicara mas

adelante.




Al parecer, la proteina M desempeiia una funcion importante en la
patogenia de la fiebre reumatica, ya que los dominios antigénicos conservados
de la proteina M clase | inducen la formacion de anticuerpos que dan reaccion
cruzada con el masculo cardiaco humano''”), Otras estructuras de la bacteria
como la N-acetil glucosamina, las proteinas de 67kDa y la proteina semejante

a actina han sido también relacionadas con cruces antigenicos"".

3.2 Exotoxinas pirogénicas

Varios mecanismos de virulencia de S. pyogenes parecen estar
asociados a la patogénesis del sindrome del choque toxico estreptococcico, a
la invasion de tejido suave y piel y/o a la fascitis necrozante. Estos factores de
vlrﬁlencia son las exotoxinas pirogénicas ¢ toxinas eritrogénicas: su peso
molecular (PM) es bajo, (generalmente menor de 30,000 Da), son
termoestables y relativamente resistentes a la degradacion proteolitica®'V,
Actuan como superantigenos, es decir, son mitogénicas para linfocitos T,
aunque sin ser procesadas por las células presentadoras de antigenos, lo que
genera una sobreproduccion de linfocitos T. En resumen, éstas exotoxinas se
unen a las cadenas {3 del receptor de células T (TCR) después de que su otro
extremo lo ha hecho a Ilas moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (MHC-ll) expresadacs en los linfocitos B,

monocitos y células dendriticas; ello incrementa la proliferacion de los linfocitos




T, y por ende, la liberacion de grandes cantidades de citocinas inflamatorias,
tales como el factor de necrosis tumoratl alfa (TNF-a), TNF-B, interleucina 1 (IL-
1), IL;2..IL-6 y el interferon gama (INF-y); de esa manera las exotoxinas de S.
pyogenes son responsables de las mas severas manifestaciones del sindrome

del choque téxico estreptococcico y de la fiebre escariatina®).

Las exotoxinas pirogénicas de S. pyogenes han sido asociadas a una
gran diversidad de actividades biolagicas: reacciones eritematosas de la piel,
pirogenicidad, mitogenicidad, citotoxicidad, cardiotoxicidad y alteracion de la
barrera cerebral, entre otras. Los genes que codifican para las toxinas Ay C se
localizan en elementos genéticos moviles, por lo que es importante determinar

su frecuencia en las cepas que afectan a una determinada zona geografica®),

3.2.1 Exotoxina pirogénica A (SpeA)

En 1984, Jonhson et. al. descubrieron que el gen speA, que codifica

- para la exotoxina ‘SpeA. se encuentra en el bacteriofago T12 y, en 1997,
McShan et al®®, demostraron que dicho bacteriofago se inserta en el gen del
RNA, para serina del genoma de S. pyogenes. La SpeA es producida por S.
pyogeries en cantidades muy variadas, que van desde 1 ng/mL hasta 3 pg/mL;
la razén de esta variabilidad aun es desconocida. Para que la SpeA origine la

fascilis necrozante requiere de la colaboracion de la SpeB (cistein-proteasa) y
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de hemolisinas; al margen de elio, muestra capacidad para formar complejos
‘con endotoxinas las cuales resultan letales para los linfocitos T, lo que podria
explicar la desaparicion de las células del sistema inmune en pacientes que

han sufrido de choque taxico estreptococcico ')

3.2.2 Exotoxina pirogénica B (SpeB)

Esta exotoxina es codificada por el gen speB8, el cual es constitutivo de
S. pyogenes, tiene actividad proteolitica, por lo que es capaz de degradar la
vitronectina, la fibronectina y al precursor de la IL-1. Se le considera como
f~ctor de virulencia, ya que los ratones inoculados intraperitoneaimente con
cepas SpeB (-) no resultan tan afectados como los infectados con cionas SpeB
(+)..Ademés. estudios recientes han revelado que mutantes de S. pyogenes
carentes de SpeB son incapaces de daiar el tejido y producir infeccion
invasiva. La toxina SpeB también corresponde a un superantigeno, ya que

estimula la profiferacion de linfocitos T %),

3.2.3 Exotoxina pirogénica C (SpeC)

En comparacion con la SpeA y la SpeB, el conocimiento que se tiene

sobre la SpeC es mucho menor; ésta es de baja inmunogenicidad, por lo que




llega a tardar hasta dos afios, con inoculaciones periddicas, para que un
animal de laboratorio monte una respuesta inmune contra ella. Ademas, es
producida en muy bajas cantidades, es menos estable que ia SpeA y la SpeB,
y su purificacién es dificil debido a su fuerte unidon al acido hialurénico. EI gen
de la SpeC reside en un bacteridfago lisogénico, tal como ocurre con el de la

SpeA"),

La SpeC también esta epidemioldgicamente asociada al desarrollo de
enfermedades Iinvasivas estreptococcicas, tales como el choque téxico
estreptococcico. Se ha demostrado que las cepas de S. pyogenes M18
implicadas en fiebre reumatica la producen, aunque su papel en esta

enfermedad aun no esta determinado '),

3.2.4 Otras exotoxinas pirogénicas

Se han identificado otras exotoxinas pirogénicas denominadas SpeG,
SpeH, Sped, SpeK, SpelL, SpeM, SSA, SMEZ, y SMEZ-2?"), Esta ultima es un
potente modulador de la respuesta de linfocitos T contra S. pyogenes. En la

fiebre reumatica aguda producida por cepas M18 se han encontrado SpeH y

spel..™




3.5 Proteina estreptococcica inhibidora de complemento (SIC)

El gen sic codifica para una proteina extracelular de 31 kDa, secretada
en grandes cantidades (5 mg/L aprox.). Esta proteina es cabaz de inhibir al
complemento, bloqueando el sitio de insercion del complejo C5b67 en la
membrana'®; la presencia de esta proteina contribuye a la persistencia
bacteriana en las vias respiratorias altas de los mamiferos'®. Este gen fue
descrito en 1996 por Akesson et. al.!"? quienes solamente 1o encontraron en los
serotipos M1 y M57. La secuencia del gen sic en M1 se tomé como referencia.
En 1997 Perea et. al'?® encontraron un alto polimorfismo de este gen en cepas
mexicanas del serotipo M1, reportandose actualmente hasta 300 alelos de
sict'® 28 Todos los estudios relacionados se han efectuado con cepas de S.
pyogenes M1, ya que este serotipo siempre contiene el gen sic en su genoma.
Al parecer, aparte de Jla inhibicion del complemento, puede tener otras
funciones patogénicas como inhibician de ia lisozima'® e inhibicion de péptidos
antibacterianost'?. La presencia del serotipo M1 esta asociada con cuadros

invasivos de S. pyogenes'®,

3.4 Factor de opacidad del suero (SOF)

Eil gen sof codifica para una lipoproteinasa capaz de degradar ciertas

proteinas presentes en el suero humano, por lo que se le denomina Factor de




Opacidad del Suero (SOF). Esta proteina también recibe el nombre de Sfbli,

ya que se puede unir a_ la fibronectina, lo que representaria un factor de
virulencia adicional para las cepas que lo expresan?®: aproximadamente el
50% de los serotipos de M son sof positivos, incluidos el M 2, 4, 8, 13, 22, 49,
59, 62 y 76; en cambio, los serotipos M 1, 3, 5, 6, 12, 14, 18, 19, 24, 55, 57 y
80 normalmente son sof (-), por lo que la deteccién del gen sof ayuda a la

tipificacién de S. pyogenes 4,

3.5 Proteina F

8. pyogenes, asi como otras bacterias tiene la capacidad de unirse a la
fibronectina; ésta es una glicoprotelna multifuncional que tiene varios dominios
a los que se unen compuestos tales como la colagena, la fibrina, la heparina y
la actina. La fibronectina se encuentran a lo largo de todo el cuerpo humano,
especialmente en la piel, que es donde podria iniciarse la infeccién. Uno de los
factores que se ha visto favorece la union de S. pyogenes a dicha fibronectina
es la proteina F también llamada Sfb | (Streptococcal fibronectin binding 1). El

gen que codifica para esta proteina se le denomina prtF @5,

Se ha visto que la proteina F interviene en la adherencia e invasion a
las células epiteliales, un proceso en el que también estan involucrados la

proteina M y otros antigenos bacterianos. Se considera que la internalizacion

20




€n la célula es importante tanto para el mantenimiento de las infecciones
persistentes (ej. Ia faringitis estreptococcica recurrente) como para la invasién

de los tejidos profundos®®'),




Il. PARTE EXPERIMENTAL.

1. Cepas clinicas de S. pyogenes

Las 248 cepas clinicas se obtuvieron de diferentes entidades de salud,
Tabla 1 y los diferentes serotipos, asi como el numero de cepas de cada uno

se muestran en la Tabla 2.

Hospital # de cepas

Centro Médico Nnciont\l S XXI, IMSS (CMN) 16
Hospital anrlel Mnncera. IMSS (HGM) . 16
llnspltnl Gonzulo Cnst.n"edu. lSSS’I‘l' (HGC) 75
Hospital Lopez Mnteus. ISSS’l‘L (HLM) 19
Instituto Nncmnnl de C dmlogm (INC) 6

51

10
Centro de Snlud =S| 11
Centro de Sn]ud Cnstro Vlllngrnnn (Cscv) 7
Hospital Medlcq( Sqr (IlMS) 37

Total “ 248

Tabla 1. Ntimero de (':eba l’)'te‘nidns por hospital en la Ciudad de Llékicd.
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Alelo Serotipo . # Cepas - (%) Alelo Serotipo # Cepas (%)
emnil M1 46 21.56 emmd41 Ma1 1 0.4
emms2 M2 1‘4' 6.5 e;nm.4.9 M49 . ER- ¥ 0.9
enﬁn.? M3 13 6.1 enun_5.“'> v : ' 1 _. . 0.4
emmd M4 22 10.8 cmm 75 ke E :_’32: L 18.0
e((z;llb' MG 20 . 93 e r7. 1.4
emmi1l: M1l 2 1.4
cmnzl? . g M12 40 100
emm22 M22 - 5 :
e:1111;28 - M28 : 9 5

Tabla 2. Cepas de

del gen emm, su

uno.

diente ‘sbrotipo M y el porcentaje que ocupa cada

La lipificaélén d’ev' ‘las cepas de S. pyogenes fue estableciada

previamente con base al analisis de la secuencia del alelo del gen emm (9,

Débido a la relacion que existe entre el alelo del gen emm con el tipo

serologico de la proteina M @ 32 y siendo actualmente la forma en la que las

cepas de S. pyogenes son

tipificadas se conviene, para una mejor

comprension del texto, referirse a los alelos emm como serotipos M.
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Material y equipo

Camaras de electroforesis Sub-cell GT BioRad, Wide mini-sub® cell GT
Bio-Rad y Bromma 2013 Miniphor LKB

Fuentes de Poder Power Pac 300 Bio-Rad y BRL Model 4000 Life
Technologies Inc

Incubador para tubos Multi-Block Heater Lab-Line

Horno de Microondas Panasonic

Vortex Genie 2 Scientific Industries

Balanzas digitales E-400 Ohaus® y Explorer Ohaus®

Lampara de luz UV Macro Vue Uvis-20 Hoefer .

Termociclador GeneAmp® PCR System 9700 PE Applied Biosystems
Camara digital Kodak DC290 Zoom

‘Soﬂware Kodak 1D 3.5 v

Computadoras Compaq Presario 2284, Compaq Deskpro 4000 y Toshiba
Satellite 1803

Material General
Micropipetas Labsystems y Gilson 1, 2, 10, 20, 100, 200, 1000 pL

Puntas desechables 10, 200, 300 y 1000 pL

Tubos eppendorf 0.2, 1.5 mL
Cajas Petri desechables, Guantes desechables, Probetas, Matraces,

Espatulas, parafilm
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Reactivos y medios de cuitivo

BHI Bioxon

Blood Agar Base Difco

Sangre desfibrinada de carnero

Bacto™ Tood-Hewitt Broth Difco

Glicerol JT Baker

Kit de coaglutinacion Pastorex Strep Bio-Rad

Agua ultrapura esteril

Kit de Extraccion DNeasy® Tissue Kit (250) QIAGEN INC

Amortiguador de corrida TBE 1X, Agarosa Invitrogen y Life Technologies
Colorante de corrida 6X, marcador de peso molecular 100 pb Fermentas
Bromuro de etidio Sigma

Taq polimerasa 1000 U (5U / pL.) Altaenzymes

Taq polimerasa 250 U (5U / pL) Invitrogen

MgClz 50 mM Altaenzymes e Invitrogen

Taq Rxn Buffer 10X Altaenzymes e invitrogen

Primer speA1 y speA2 Biosynthesis 20 ODU [100 {M]

Primer speC1 y speC2 Biosynthesis 20 ODU [100 M)

Primer sic1 y sic2 Biosynthesis 20 ODU [100 M)

Primer sof1 y sof2 Biosynthesis 20 ODU [100 |M]

Primer prtF1 y prtF2 Biosynthesis 20 ODU [100 ]
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4. Metodologlia

Las cepas estudiadas se sembraron en placas de agar sangre de
carnero para verificar la pureza y a partir de las colonias obtenidas se
realizaron pruebas de sensibilidad a 0.04 U de bacitracina y pruebas de
coaglutinacion para comprobar que realmente se !rat'ara de cultivos de S.

pyogenes. Las cepas se conservaron a —70 °C en BHI / glicerol (15%).
4.1 Crecimiento de cepas de S. pyogenes.
Se utilizé caldo Todd-Hewitt (T-H) para crecer las cepas, incubandolas
por 24 h. a 37 °C. A partir de este cultivo se realiz6 la extraccion del DNA.
4.2Preparacion de buffer de lisis enzimatica
Se adicionaron 4 mg de lisozima a 200 ul de agua desionizada,
obteniéndose una concentracion final de 20 mg/ml. Este medio se prepara

justo antes de realizar la extraccion del DNA lo que asegura la eficiencia de la

enzima.
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4.3 Extraccion de DNA

Se us6 un kit de extraccion de DNA de la marca QIAGEN®?), el cual se
basa en la lisis bacteriana con proteinasa K y una mezcla de amortiguadores
que aumentan la afinidad del DNA bacteriano por una membrana de silica gel
que permite separar el DNA del resto de los componentes celulares. El DNA

-obtenido es muy estable, se obtiene en cantidades y pureza suficientes para la
PCR. La técnica de extraccion se describe en el diagrama 1

Adicionar 180 ntL
de bulfor lisis

iy Adicionar 25 pL proteinasa K

y 200 uL da Butfer AL

7500 rpm INGUBAR 5 =
M —
[+ 37°C /30 min. § et
10 min
Copa S pyogones Sedimenio
an calda T.H. 1
Adicionar fodo INCUBAR
Adicionar 200y
a ta cotumna «——  Agitarcon -— -— 70°C / 30 min.
Blacotumna Vortar EioH abactuia frio
- 3:_4 8000 vpm 8000 rpm Max. Val.
§ Adicionar a ta : Adicionar a ta il
L—- . columna 500 jiL. 3 columna 500 L v
b 1 min. de Butfer AW1 1 emin. da Buffer AWZ 3 min.
8000 rpm
: INCUBAR Adicionar a In
< Tamb/1min. columna 200 i
1 min. de Buffer AE
Recolectar 8] DNA (Elucién)
disuetio en tubos

de 1.5mLv0.5 mL

Fig.1. Diagrama de extraccion del DNA de cepas de S. pyogenes
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4.4 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR se trabajé con un volumen final de 30 ;xL (Tabla 3). Una vez

preparados los tubos se colocaron en el !ermoclclador

Reactivo Volumen

lizO ultrapura

dNTP 5 (125 mM) 0 5’ ;.L
Amortiguador. : i ,7 g 3 j,lL :
Primer 1° L ’. - 0. G ML -
Primer 2 : S o o. G uL

'J‘(Elq pqli merasa

Total 30 uL

Tabla 3. Mezcla de reaccién para la PCR por muestra.

La técnica de la PCR consta de tres etapas, cada una con diferente
temperatura; en la 1° etapa sube hasta 94°C / 50 seg. para desnaturalizar el
DNA; en la 2° etapa, |la “temperatura de alineamiento” varia dependiendo del

primer que se utilice, encontrandose comunmente entre 30 y 60°C / 50 seg.
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momento en que el primer se alinea con {a secuencia de DNA deseada; y en la
3% etapa se‘incrementa a 72°C / 90 seg., temperatura éptima para que la
enzima polimerasa termorresistente replique el segmento de DNA por

amplificar®?,

Estas 3 elapas corresponden a un ciclo de reaccion que se repite
secuenclalmeme 30 veces; al término se logra obtener un incremento de 108

i

veces la secuencia molde inicial ?”)(Fig. 1).

La temperatura de alineamiento usada para los genes speA, speC, sicy

sof, fue de 50°C y para el gen priF 60°C.

- fase inicial l‘usc (le reaceion Fase final
: - (30ciclos)

Fig. 2 Dingrnn‘ia‘de"temper ras; utilizadné para la PCR. En la fase inicial

el termociclador nci n tempernturn a 94°C durante 5 min. lo que
el DNA sc* desnuturnllce antes de iniciar la fase de

asegura que to ;
reaccion (ump]lﬁcncmn) Despues de 30 ciclos de reaccién, la temperatura se

mantiene a 72°C durnnte 7 min. para garantizar que la polimerasa termine

In sintesis de todos los l'rngmentos de DNA.
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La'secuencia de los primers utilizados en este estudio se muestra en la

Tabla 4.

Gen : Secuencia

: Referencia

spéA s AIGGAAAACAA FAAAAAAGTATTG-3’
C B 'I'I‘ACTTGGTG']‘TAGG'I‘AGC 1"rc.-3’

apeC. 5" -ACCTATCATCAAAGTGACTATAAGAAAGAC-3' |~
N8 '-CCC’I"I‘CA'I"I"I‘GG'I‘GAGTCAAA'IAAGTCTAl"l"lGA-

sic . 8 - TAAGGAGAGGTCACAAACTA-3”
TTACGTTGCTGATGGTGTAT-3°

@

sof 5 -G'I‘A'I‘AAAC'I"I‘AGAAAG'I‘TA'I‘CTGTA&G '3 o
5. -GGCCATAACATCGGCACC J"'.l‘CG'I‘CAATT

prif 5 -GGGGGG'IACC'I"I‘TTCAGGAAA’I‘ATGGTTGAGACA -3’ ‘
5 -GGGGGGAAGCT T'l‘CGCCG'I"[‘TCACTGAAACCACTCA -3

T
.

Tabla 4. Scecuencias de los primers ul.nlwndos puru cfectuur la PCR de los 5

genes de virulencia estudiados para S. p_yogenes.

4.5Electroforesis

Para identificar los productos de la amplificacion se realizaron
electroforesis en agarosa. La concentracion del gel para los genes speA,
speC, sicy sof fue de 1.5 % (p/v); se pesaron 3 g de agarosa y se les adiciond
200 mlL de H20 desionizada. En cuanto al gen prtF, se necesitdé una

concentracion de 2.5% (p/v), ya que el tamaio de los productos de

kii}




amplificacion es pequefio (200-600 pb). La disolucion de la agarosa se efectud
en un horno de microondas y cuando la temperatura era de aproximadamente
© 45°C, se adicionaron 9 uL de bromuro de etidio (0.5 mg/mL), procediéndose a
mezclarlos. Antes de que solidificara por completo la agarosa se vacié en un
molde del tamaiio de gel requerido y se dejé solidificar. Una vez solidificado, el
gel se introdujo a la camara de electroforesis llenada previamente con
amortiguador TBE 1X. Antes dé'rcérgar los productos de la PCR en el gel,
estos se mezclaron con un colorante dy'e;corrida para saber cuando detener la

electroforesis. El voltajewq'ij'eb

4.6Revelado de Ia electroforesis -
El bromuro de etidio se intercala entre eif DNA y se hace visible al entrar

en contacto con luz UV; por ello, para revelar el resultado de la electroforesis,

el gel se colocod sobre una lampara UV,
4.7 Foto digital
Por ultimo, se tomé una foto del gel con camara digital. la imagen se

almacend en la computadora para su andlisis posterior.
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5 Resultados y discusion
5.1 Analisis de los productos de la PCR para cada gen.

Las cepas de S. pyogenes que presentaron el gen que codifica para la
exotoxina pirogénica A (speA), se obtuvo un producto de amplificacién con un
peso molecular de aproximadamente 700 pb; mientras que las cepas que

presentaron el gen speC, el producto de la PCR fue de aproximadamente 550

pb (Foto 1).

Foto 1. Gel de agarosa (1.5 %), los carriles 1-35

muestran ¢l tamano de los productos de la PCR para los
gones speA y speC; PM es el marendor de peso molecular

de 100 pb,

TESIS CON
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En cuanto a las cepas de S. pyogenes que contenian el gen sic
mostraron un producto de amplificacién cercano a 900 pb; por lo que respecta

al producto de la PCR para el gen sof, su peso aproximado es de 600 pb

(Foto 2).

Foto 2. Gel de agarosa (1.5%); los carriles 1-36

mucstran ¢l tamaino de los productos de la PCR para

los genes sic y sof; PM es el marcador de peso

molecular de 100 ph.

Por aitinio, en relacion con el gen prtF se determind que el peso
molecular del producto amplilicado varia desde 200 hasta 600 pb; algunas

cepas presentaron un producto de la PCR de 100 pb para esle gen (Foto 3).
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Foto 3. Gel de agarosa (2.5%0); emirviles 1-32 muestran la

variabilidad de los productos de In PCR para el gen

prelF. PM es mnreador de peso imolecular de 100 pb.

5.2 Analisis de la frecuencia de los genes asociados a la virulencia

de S. pyogenes.

Despues de determinar la presencia de los genes speA, speC, sic, sof, y

1t para las 248 cepas encontramos los siguientes porcentajes:




Genes # de Ccpas

identificados positivas Porcentaje
speA 32 : " 129
speC . 181 : . 729
sic 48 . 19.3
sof , 157 .S 633
prel : © 144 : o 58

‘Tabla 5. Frecuencin de genes detéctados por la PCR en las cepas clinicas

de S. pyogenes.

5.2.1 Analisis de la presencia del gen speA

El gen speA, que codifica para la exotoxina pirogénica SpeA fue
detectado en 32 de las 248 cepas analizadas, representando el 12.9 % (Tabla
5). Este gen fue identificado en cepas que pertenecen a los serotipos M1, M2,
M3, M4 y M28 representando un tercio de los serotipos analizados (Tabla 6).
De las cepas positivas para speA, cerca del 85 % correspondieron a
aislamientos de S. pyogenes de los serotipos M1 y M3 (21 y 6
respectivamente); sin embargo, considerando el tamarfo de la poblacién total
de M1 y M3 notamos que la presencia de este gen fue menor al 50% [M1

(21/46) y M3 (6/13)]. La presencia de dicho gen en estos serotipos da idea de




Serotipo M SpeA (%) speC (%) sic ) sof (%) pril. (%)
(No. cepns)
emmli 6 (13 44 (96)
emm2 '(YSG)' . ‘
emm3 (IQO)
emmtf 5 o (91);"
cmrno_‘v ] "(95) :
cmm'll: : ) (100) :
: sy
- (20)
emm28 ’ ‘(78)
emmdl ©(100) - FANSTEN S § ('100)
emma9 (2) 1. (50) 2. (100) C
emm59 (1) : “17.(100) 1 (100)
emm75 - (32) 32 (100) 827 °(100) 32 (100)
emm?77 (3) 3 (100) ‘3 (100) 3 (100)
emm89 (3) 3 (100) 3 (100) 2 ©7)
S/ T (35 2 23 4 22 24
Total ( 248) 32 Qaz) 181 (72) 48 19) 158 (G3) 144 (58)

Tabla 6. Distribucién de los genes speA, speC, sic, sof y prtF en 15 serotipos

de 8. pyogenes de origen clinico.
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la capacidad de viruiencia con respecto a las demas clonas, por lo menos en lo

que respecta a la produ‘ccién de la exotoxina pirogénica SpeA.

Sélo un a|slamlenlo de los serotipos M2, M4 y M28 mostrd la presencia
del gen speA representando en conjunto 10% de prevalencia de dicho gen. EI
5% restante corresponde a dos cepas que se encuentran en proceso de

tipincaéién; las cuales podrian pertenecer a los serotipos M1 o M3.

5.2.1.1 Prevalencia del gen speA en aislamientos clinicos de S.

pyogenes serotipo M1.

Debido a que el serotipo M1 presentd el mayor numero de cepas con el
gen speA, se realizé un analisis comparativo del origen de las cepas con la
presencia de este gen Tabla 7. Todas las cepas M3 analizadas provienen de

pacientes con faringitis.: -

Serotipo  Aislamientos . speA Aislamientos speA
(tcepns) - Faringeos '+ ' (+) % No Faringeos +) %
M1 6 '34 BRSUEREERNS ¥ IR T 12 8 67

Tabla 7. Relncwn entre el ongen de ]ns cepas del scrotlpo M1 de S. pyogencs

¥ el gen speA .
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-En los alslamientos de S. pyogenes pertenecientes al serotipo M1 la
presencla'del gen speA fue observada tanto en cepas faringea‘s (38%) como
en cepas no faringeas (67%). La presencia de este gen en cepas provenientes
de cuadros faringeos refleja la importancia epidemioldgica del serotipo M1. La
oportuna el.iminacién de estas cepas en la comunidad puede contribuir a
disminuir el desarrolilc de procesos invasivos desencadenados por este
serotipo, ya que se ha visto tiene la capacidad de iniciar infecciones faringeas

y continuar con cuadros invasivos'®.

La prevalencia del gen speA detectada en los aislamientos no faringeos
indica e! papel que puede jugar dicho serotipo en la patogénesis de esta

bacteria.

Aparentemente, la frecuencia del gen speA entre los diferentes
serotlipos M de S. pyogenes puede variar de acuerdo al origen de las cepas.
En un estudio realizado en los Estados Unidos (con 63 cepas provenientes de
faringitis y de cuadros invasivos), se demostro que aparte del serotipo M28, las
cepas faringeas pertenecientes a los serotipos M12, M77 y M89 presentaron el
gen speA, mientras que para las cepas invasivas el gen speA fue detectado en
los serotipos M1, M2, M3, M4, M6, M59 y M75 ('3, Estos datos difieren
considerablemente con resultados reportados previamente en cepas
Mexicanas, ya que en 1997, un estudio con 54 cepas de niﬁc;s con faringitis

reveld la presencia del gen speA Gnicamente en los serotipos M1, M3 y M2,
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esto Glimo concuerda con nuestros resultados, a pesar de que ninguna cepa

del tipo M6 presento el gen speA.

5.2.2 Analisis de la presencia del gen speC

Como se observa en la tabla 5, el 72.9 % de las cepas analizadas
presentan el gen speC. Si excluimos del andlisis de este gen a las cepas
correspondientes al serotipo M1, donde se observa un fendmeno de excilusiéon
con el gen speA, podriamos decir que mas del 90% de las cepas analizadas
presentan el gen speC, lo que nos indica su alta prevalencia entre los
diferentes serotipos de: S.' pyogenes; con excepcion de la cepa del serotipo
MS59, todos los demés‘_sérélipbs encontrados en este estudio presentan

mayoritariamente este gen (Tabla 6).

En las cepés perténecientes al serotipo M22 este gen solo se detectd en
un 20% (1/5). De (6rma similar, en el serotipo M49 se detectd en un 50% (1/2).
Esto nos demuestra que la presencia de speC puede variar aun en el mismo

serotipo (Tabla 6).

Después del analisis anterior podemos decir que en el presente estudio
el 93% de los serotipos (14/15) estudiados tienen el gen que codifica para la

exotoxina pirogénica SpeC.
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El patron de exclusidon para las cepas M1, antes mencionado, se hizo
evidente pdrque el 46% de las cepas (21/46) fueron speA positivas, el 13%
(6/46) speC positivas y el 41% restante (19/46) no tuvo en su genoma ninguno
de los dos genes, por lo que M1 contiene la informacién genética para la

produccion de solo una exotoxina pirogénica, ya sea SpeA o SpeC.

En las cepas del serotipo M3 observamos que, a diferencia de M1, el
46% de las cepas (6/13) presentan los dos genes (speA y speC), por lo que el
incremento en la virulencia de M3 podria estar asociad> a la presencia de
ambas exotoxinas. Los resultados obtenidos para M3 son similares a los :
reportados en estudios realizados en Estados Unidos, donde se observo que

los serotipos M1 y M3 contenian ambos genes 33,

Esto nos indica que los mecanismos de virulencia entre M1 y M3 son
diferentes, se sabe que los serotipos son genéticamente distintos y ia funcién
de muchos de estos elementos genéticos esta siendo estudiada para entender
los diferentes niveles de virulencia de cada serotipo %5,

5.2.3 Anailisis de la presencia del gen sic.

El gen que codifica para la proteina estreptococcica inhibidora del

complemento (S/C) fue identificado en 48 aislamientos, todos
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correspondientes al serotipo M1. Este gen ha sido descrito en los serotipos M1
y M57114.29) y de acuerdo a la tabla 1, el porcentaje detectado de! gen sic en el
presente estudio fue de cerca del 19 % de la poblacion total analizada, era de
esperarse que la frecuencia de este gen fuera la misma a la del serotipo M1,
sin embargo en dos cepas no fue detectado, podemos suponer que debido al
gran niumero de variantes alélicas descritas actualmente para el gen sic (> de
300), los primers utilizados no fueron capaces de unirse al gen por lo que este
no se amplificd. Se propone confirmar esta teoria utilizando primers que se
iocalicen fuera del gen sic a manera de poder secuenciar estas regiones para

caracterizar las variantes alélicas del gen para estas cepas M1.

Cuatro cepas identificadas como sic positivas se encuentran en proceso
de tipificacion!’®, suponemos que seran identificadas como M1, debido a que
la prevalencia del serotipo M57 en cepas clinicas es muy baja.

La determinacion del gen sic por la técnica de la PCR puede servir para
identificar de manera inmediata cepas del serotipo M1 de S. pyogenes.

5.2.4 Analisis de la presencia del gen sof

El gen que codifica para una lipoproteinasa sérica (sof) ha sido

reportado entre el 40 % y el 60 % de los serotipos de S. pyogenes ). Este gen
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fue detectado en el 63.3% de las cepas estudiadas (Tabla 5-). Las cuales
correspondieron al 73% de los serotipos analizados(11/15), por lo que
podemos deducir que en la poblacion mexicana predominan los serotipos de

S. pyogenes sof positivos (Tabia 6).

Los serotipos encontrados en este estudio que han sido reportados
previamente como sof positivos son: M2, M4, M11, M12, M22, M28, M49, M59,
M75, M77 y M898 y como negativos para este gen: M1, M3, M6 y M41, con lo
que observamos que no existe discrepancia entre lo reportado en ia literatura y
lo encontrado en cepas mexicanas, excepto para tres aislamientos de los
serotipos M1, M3 y M6 (Tabla 6), en los que después de repetir la PCR bajo
diferentes condiciones el genotipo sof positivo se mantuvo, esto genera la
necesidad de secuenciar el gen amplificado en estas cepas y corroborar su
presencia en el genoma. El hallazgo del gen sof en cepas tradicionalmente
identificadas como sof (-) podria resultar de importancia en el conocimiento de

los mecanismos de virulencia de S. pyogenes.

5.2.6 Anadlisis de la presencia del gen prtF
El gen prtF que codifica para una proteina asociada a la adherencia de

la bacteria a la fibronectina se detectd en el 60% de los aislamientos

estudiados. Aunque el gen prtF es constitutivo, al igua!l que el gen sof, no
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todos los serotipos de S. pyogenes cuentan con él, reportandose su presencia
en cerca del S0 % de los serotipos de S. pyogenes %), Los serotipos que
presentaron el gen prtF son: M4, M6, M11, M12, M22, M28, M41, M59, M75,
M77 y M89, mientras que los serotipos M1, M2, M3 y M49 fueron negativos; El
genotipo de prtF concuerda con lo reportado anteriormente para estos
serolipos‘“’. Ademas, observamos que de acuerdo a los serotipos estudiados
el 73 % (11/15) son prtF positivos y el 27 % (4/15) son negativo’s. La deteccion
de este gen en conjunto a los antes descritos pueden servir en la tipificacion
de los diferentes serotipos de S. pyogenes. La mayoria de {os aislamientos de

S. pyogenes en este estudio corresponden a serotipos identificados como prtF

positivos.

Con el gen prtF encontramos algo muy similar al gen sof, ya que en los
serotipos denominados positivos encontramos def 95 al 100 % de presencia
del gen y en los negativos porcentajes por debajo de 7%, lo que facilita

bastante la clasificacidén de los serolipos en prtF positivos y prtF negativos.

Después de analizar la relacion entre.los serotipos y su genotipo en lo
referente a la virulencia, notamos que los serotipos M1 y M3 no contiene en su
genoma los genes sof y prtF; podemos suponer entonces que estos factores
de virulencia, importantes para la adherencia, no le son Utiles a dichos serotipo
y muy probablemente su ausencia en el genoma les otorgue una ventaja que

permite la invasion de tejidos mas profundos.
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5.3Analisis de los genes de virulencia compartidos entre ias cepas de S.

pyogenes :

Se realizd un analisis para determinar las cepas de S. pyogenes que
comparten genes asociados a la virulencia que fueron detectados en este
estudio. La tabla 8 muestra las combinaciones encontradas entre los § genes

analizados y el numero de cepas que presentaron dicha combinacion.

Gen (No. cepa) speC sic sof prile
speA (32) 8 19 4 2
speC (181) [ ] 9 136 126
sic (48) [ ] [ ] 3 1
sof (157) [ ] [ B 120

PriF (144) B [ | [ ] [ |

Tabla 8. Relacidén de cepas de S. pyogenes que presentaron
mis de un gen de virulencia.

De las 32 cepas clinicas donde el gen speA fue detectado solo en 8 el
gen speC estuvo presente, de estas 6 aislamientos fueron M3, uno M4 y otro
no tipificado aan. Estos datos concuerdan con estudios donde se reporta a M3
como uno de los serolipos capaces de presentar ambas toxinas®.

Adicionalmente en este estudio encontramos una cepa M4 que también
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presenta anibas exotoxinas, si recordamos que este gen es adquirido por un
bacteriéfago, entonces es posible suponer que cualguier serotipo que
contenga el receptor adecuado sera capaz de contener los genes para ambas
exotoxinas. Es probable que la cepa que no ha sido tipificada corresponda a

M3, ya que el genotipo que presenta corresponde al observado para este

serotipo (speC *, sof "y prtF ~).

De igual forma, en la tabla 8 también observamos que 19 cepas
compartieron los genes speA y sic, este uitimo, como .sabemos hasta ahora
esta relacionado al serotipo M1, es por ello que la combinaciéon de estos genes

solo la presenta este serotipo.

£n este estudio 4 cepas de diferentes serotipos presentaron los genes
speA y sof : M2, M4, M28 y una sin tipificar. Aunque la presencia de speA en
estos serotipos no es comun, este puede presentarse en serotipos de S.

pyogenes identificados como sof * ') | Adicionalmente las cepas M4 y M28

también presentan el gen prtFF (Tabla 6 y 9).

En ia tabla 8 podemos ver que de las cepas que presentan el gen speC

9 de ellas compartieron el gen sic, siendo por lo tanto M1,

Ademas del gen speC, 136 cepas también contenlan el gen sof (54%).

indicando una relaciéon entre los serotipos sof positivos con la presencia del




‘gen de la exotoxina SpeC. La combinacion de cepas en las que se detectd
speC y prtF fue del 50% (126/248) y aquelias cepas donde se encontraron los

genes sof y prtF fueron 120 (48%).

Por dltimo, en 105 (41%) aislamientos se encontrd la presencia de los

tres genes, speC, sofy prtF. (Flg. 3)

Fig. 3 Representncmn de Ia combnnamon de genes de v1rulencm speC, sof y

prefen la poblacmn total de cep us tlp’ficadas
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€l gen sic fue detectado solo en M1, este serotipo es sof negativo, lo
' esperado. era’ no encontrar cepas que compartieran estos dos genes, sin
embargo sé encontraron 3 cepas de las cuales una esta tipificada como M1 y

dos éS|én por lipiﬁcarse. es importante continuar las investigaciones en estas

cepas realxzando la secuenciacién del gen sof, ya que este hallazgo podria

onocimlen!o de S. pyogenes. De igual manera el serotipo M1 se ha

visto qu es pnF negativo, pero contamos con una cepa que comparte los

genes’ slé y priF; esta cepa no ha sido tipificada aun.

5.4 Patrones en la frecuencia de los 5 genes de virulencia investigados para

cada seroilpo encontrado en las cepas clinicas.

En, base a los resultados obtenidos y los analisis realizados
anteriormente sobre el genotipo de speA, speC, sic, sof y prtF y su relacion
con los diferentes serotipos de S. pyogenes encontrados, podemos suponer un
patréon de frecuencia para cada serotipo el cual nos puede ayudar

significativamente en la clasificacion de cepas de S. pyogenes (Tabla 9).
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sof priF

Serotipo . # Cepas W) - L speA - speC’ sic
M1 a6 22 YA +- + . .
Mz 14 7o . " . . .
M3 13 e ) e . . .
M1 22 . 105 - + . - .
M6 20 . 9 - + . - +
Mg g 1 . + . + +
M2 - 40 18.5 . + . + +-
AM22 5 2 - - - -+ +
M28 o 4 R + . + .
Mt 1 0.5 . + R R +
Ma9 2 o1 S - + .
M59 1. 05, - ) - - + +
M75 3z’ 15 . o o e
M7T a8 - 1.5 B + : +
M39 3 71 EEE - +.

Tabla 9. Pntrones de genotipos proliuestos para speA,

en los serotipos estudiados de S. pyogenes

speC, sic, sof y priFF
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En la tabla 9 se observo que algunos serotipos como el M1 y el M3
pueden tener variedad en la presencia del gen speA, asi mismo, la presencia
del gen speC puede ser variable en los serotipos M1 y M49. Para las muestras

clinicas estudiadas el gen sic es exclusivo del serotipo M1.

Aunque el genotipo de sof esta reportado para la mayoria de los
serotipos de S. pyogenes, algunas veces se pueden encontrar variaciones
fenotipicas en el mismo serotipo'®®}, esto podria explicarse a través de alguna
mutacion genética que impidiera la expresion del gen, {6 que es comun en el

serotipo M12, el cual esta reportado genotipicamente como sof *, sin embargo

fenotipicamente es clasificado como sof ~ ¥,
El gen priF lo encontramos variable en los serotipos M12 y M89,

Es importante aclarar que los resultados obtenidos en este estudio para
la frecuencia de los genes speA y speC se obtuvo de cepas mexicanas, ya que
la frecuencia de estos genes varia en las diferentes cepas de todo el

mundof1333),

Las presencia de los los genes sic y sof en los serotipos de S. pyogenes
se han reportado previamente y ésta parece no variar con la localizacion
geografica de la cepa''®). De igual forma para el gen prtF no se presenta

variacion entre los. diferentes serotipos®®), aunque en este estudio, los
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serotipos M12 y MB9 mostraron una variacién que abre la puerta para estudios

posteriores al respecto.

5.5 Analisis de la prevalencia de serotipos M por hospitales.

Doscientas trece cepas clinicas de S. pyogenes, que ya habian sido
tipificadas con base al analisis del gen emm (proteina M), fueron agrupadas en
15 serotipos diferentes (Tabla 2). S_in embargo, el anélisi§ de la distribuciéon de
estos serotipos por hospitales y origen de la cepas no habia sido realizado. La
frecuencia de los diferentes serotipos por hospitales es muy variada (Tabla 10)
Para las cepas aisladas en el Centro Médico Nacional (CMN) los serotipos
prevalentes fueron M3 y M75, en 16 cepas donadas se observaron 7 serotipos
diferentes que equivalen a cerca del 50 % de los serotipos reportados en este

estudio.

En el Hospital Gabriel Mancera (HGM) encontramos
predominantemente M75 y de 16 cepas donadas una distribucion de casi el

30% de los serotipos.

Del Hospital Gonzalo Castaineda (HGC) del ISSSTE se obtuvo el mayor

numero de cepas del estudio (75), por ello aqui se encontraron 11

so .




Serotipo M
{No. cepas)

CMN HGM HGC HLM INC . INP INER CSM  (CSCV  Hif

mnmi(§) 2 1 6 5 3 1 4 1 4 8
emm2(14) 2 - BRE oy
emm3(13) 5 2 1 1 1 3
emmd (22) 2 3 3 2 4 1 2 5
emm620) 1 71 I

emmil(2) 2

emml2(40) i 23 5 3 1 1 6
emm22(5) 1 2 1 1

emm28(9 = 1 8 ’

emmdl (1) - 1
emm49(2) 1 1

emm59(1) 1

emm75(32) 3 8 1 2 1 4 1 2
emm77(3) 1 1 1

emm89 (3) 2 , 1

S/T(43) 1 3 8 2 1 11 2 2 1 4

Total 256 16 16 75 19 6 51 10 11 7 3

Tabla 10. Distribucidn de los serotipo M de S. pyogenes de acuerdo a las instituciones donde se aislaron
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serotipos de S. pyogenes (73%), predominando M12 y M75 con 23 y 11 cepas

respectivamente

En el Hospital Lépez: Mateos (HLM) encontramos igual numero de

cepas M1 qu‘é 2 ('5 de cada uno) y los serotipos encontrados en 19

alslamlenl'os‘cé ,pr_e-r\;’ci‘én una distribucion del 50 %.

»bel Insti . _to_Nacional de Cardiologia (INC) se analizaron seis cepas, en
su mayér'l’a" M1. iés cepas tipificadas en este instituto presentaron el 20 % de
los seraii;)':Qs. De forma parecida, en el INER predominé el serotipo M1 y en 10
cepas analizadas el porcentaje de diversidad de serotipos fue de 25%.

Podemos notar la gran similitud en las cepas en ambos institutos.

Las 51 cepas obtenidas del Instituto Nacional de Pediatria mostraron un
comportamiento diferente al de los otros dos institutos. En este se encontré la
mayor variedad de serotipos M de S. pyogenes (12/15), correspondiente al
80%. Los serotipos prevalentes fueron, en primer lugar M1 con 12 cepas y en

segundo M2 con 8 cepas.
En el Centro de Salud de Morelia (CSM) observamos una variedad en la

distribucion de serotipos (40%), que llama la atencién ya que solo se donaron

11 cepas. El serotipo prevalente fue M6.

52




Del Centro de Salud Castro Villagrana (CSCV) se analizaron 7 cepas,

las cuales pertenecen a 2 serotipos: el M1 y el M4.

En ‘el Hospital Meédica Sur (HMS) la distribucion de serotipos fue del
60%, ya que de 37 cepas donadas encontramos 9 serotipos diferentes, entre
los que destacan principalmente los serotipos M1 M2, M4 y M12, mostrando

mas homogeneidad en la cantidad de cepas para cada serotipo.”

La comparacion de !a distribucidn de serotipos por hospitales se realizé
enlre aquellos en los que se contd con numero de aislamientos similares; por

ello podemos notar los siguiente:

e Mientras que para él INP los serotipos prevaientes fueron M1y M2, en el
HGC estos serotipos ocuparon el 5° y el 7° lugar respectivamente.

stn(utoé de salud el serotipo prevalente fue M1, a diferencia

del resto de los hospitales.
- En el Centro de Salud Morelia se encontré mucho mayor variedad de
serotlposbde' S pyogenes en comparacion con el Hospital Gabriel Mancera

y con el INER 'y estos dltimos presentaron un rmayor nGmero de cepas.

El serotipo M1 fue identificado en todas las entidades de salud con las

que se trabajo (Tabla 10), lo cual nos confirma que en nuestra pobiacién




representa uno de los serotipos mas prevalentes, destacando entre los 124

serotipos Vconocldo:s"de S. pyogeneé. de ahi su importancia epidemiolégica 15

Las cépas que aun no han sido tipificadas se encuentran distribuidas en

los diferentes hospitales y de manera proporcional al niumero de cepas que

cada hospital dond, por [0 que no alterara la estadistica de este estudio.

5.6Relacion de serotipos M de S. pyogenes con el origen clinico de las

cepas (faringeas y no faringeas)

Aunque las cepas clinicas fueron tipificadas previamente por M, no se
ha realizado un analisis de la prevalencia de los serotipos de acuerdo al origen

clinico de las cepas.
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En la tabla 11 los aislamientos de S. pyogenes fueron agrupados de
acuerdo a su serotipo y ofigen' clinico con la finalidad de comparar ia

prevalencia de los serotipos en enfermedades faringeas y no faringeas.

De acuerdo a esta clasiﬁcacién los serotipos aislados mayoritariamente

en cepas mexicanas de S pyogenes provenientes de faringitis son M12 (21%),

M1 (18%) y M75 (156). como se puede observar en la Tabla 11. En la
mayorla de Ios estudios epidemioldgicos realizados se ha observado que el
serotipo con’; rnayor prevalencia es M1® sin embargo, de acuerdo a este
esludio. en Méxaco también el serotipo M12 y M75 presentan importancia

epldemloléglca como principales serotipos causales de faringitis.

En lo que respecta a las cepas provenientes de cuadros no faringeos
observamos que el serotipo con mayor prevalencia en México es M1 (40%). lo
que concuerda con los estudios epidemiologicos realizados en ofras partes del

mundo donde este serotipo es el mas frecuente en enfermedades invasivas®,

Otros serotlpo con.menor frecuencia en cuadros no faringeos fueron
M2 (13%), M6 ;75 (10%) y M11 (7%), los cuales también han sido

descritos en cua, s invasivos®.
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Serotipo Aislamientos Atslamientos Relacién de %

(No. cepas) Faringeos kd No Faringeos % Faringeo / No faringeo
emml1 (16) 34 18.6 12 40 74126
emmZ2(14) 10 5.5 4 13.4 71/ 279
emm3 (13) 13 7.1 1.001//6 )
emmd (22) 21 11.5 1 3.3 95/ 5
emmé (20) 17 9.3 3 10 857 15
emmi1l (2 2 6.7 04100
emmi2(40) 39 21.3 1 3.3 98/2
emm22 (5) : 2.7 100/0°
emm28 (9) 9 4.9 10070
emmdl (1) 1 3.3 ) 0 /.,1'()0 :
emma9 (2) 2 6.7 “o0/100
emm59 (1) ) 1 3.3 - [} /‘~106 o
emm75 (32) 29 15.9 3 10 - 91 19
emm77 (3) 3 1.6 1oo /o
emm89 (3) 3 1.6 i 100 / o
S /T (35 ‘24" 11 (759/3;
Total (245) 207 i fsé/. 17

a1

Tabla 11. Prevnlencm de: los serotnpos M de S. pyogenes en relncnon nl

origen clinico de lns cepns
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5.7 Analisis de las frecuencias de serotipos dependiendo del origen de la

cepa

Este analisis tiene por objeto definir los porcentajes de cada serotipo de
S. pyogenes para las enfermedades faringeas y no faringeas. Los serotipos
encontrados en faringitis comprendieron el 73% de los serotipos reportados
(11/15), observando que los serotipos M3, M22, M28, M77 y M89 fueron

identificados inicamente en este tipo de,enfe'rmedades.

Los ‘serotipos . aisl aringeos abarcaron cerca del

67% (10/j 5) y"de‘ los tipos M11 Mt41. M49 y M59 se presentaron
unicamente éé a: s no faringeas (Tabla 11).
De acuérd‘d Ieﬁcia reportados en la iiteratura, los
serotipos M1, M:‘if'y.M_GlestVanv aschadoé a faringitis, mientras que M49 y M59
estan asociados ‘a ‘cua;d.r‘o‘s“ldé' pioderma y glomerulonefritis aguda. Los
serotipos M1, M3, M11, M12 y M28 pueden provocar cuadros invasivos como
consecuencia de una faringitis®, Estas evidencias resaltan la importancia del
contro!l epidemiologico de S. pyogenes en cuadros como la faringitis
estreptococica. Aunque en este estudio M3 solo fue identificado en cepas

faringeas.
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5.8 Relacion entre los hospitales con el origen clinico de las cepas de S

pyogenes

La distribucion de los aislamientos de S. pyogenes con respecto a su
origen clinico no es homogénea. La tabla 12 muestra las diferentes cepas

clinicas que se estudiaron de acuerdo a su origen clinico.

En esta tabla podemos ver que la mayoria de las cepas provenientes de
faringitis fueron aisladas de los hospitales del ISSSTE y del IMSS, mientras
que las cepas provenientes de cuadros no faringeos fueron obtenidas
principalmente de los 3 institutos de salud (88%), con ello podemos suponer
que los laboratorios clinicos de instituciones como el IMSS e ISSSTE procesan
mas muestras clinicas provenientes de exudados faringeos que los institutos
de salud. Esta diferencia puede estar dada por e! tipo de paciente que
manejan los institutos, donde las faringitis no son cuadros comunmente

atendidos.
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T A T e e,

R R

Hospital Aislamientos Aislamientos

(No. cepas) Faringeos ) No Faringeos %)
CMN (16) 15 94 1 6
HGM (16) 16 100
HGC (75) 74 99 1 1
HILM (19) 19 100
INC (6) ’ 6 100
INP (51) 25 49 26 51
INER (10) 5 50 ’ 5 50
CSM (11) 11 | 100
cscv 7 100
HMS (37) 35 95 2 5

Tabla 12. Distribucién de las cepas de S. pyogenes de acuerdo a su origen

clinico

Este tipo de analisis permite realizar una vigilancia epidemiolégica de
los serotipos de S. pyogenes que se aislan en los hospitales qe la ciudad de
Meéxico que colaboran en el proyecto. Ademas de conocer la prevalencia de
los serotipos de S. pyogenes y su asociacion con los cuadros clinicos de
donde son aislados. L.a identificacion de los genes asociados a la virulencia de
la bacteria puede servir como marcadores epidemiologicos adicionales para el

estudio de brotes intra y extrahospitalarios ocasionados por Streptococcus

pyogenes.




Conclusiones

e Los genes de virulencia de S. pyogenes mas prevalentes en la poblacién

mexicana son speC (72%), sof (62%) y PriF (59%).

e La detecciénrd t CR‘eé atil para la identificacion de cepas de

S.. pyogenes, ‘del

por su presenci

frecuencia de este gen de virulencia en nuestra poblacion es del 12%.

e La deteccion de los genes de virulencia permite determinar patrones de
prevalencia para cada serotipo, lo que puede facilitar la tipificacion de

cepas de S. pyogenes.

e La distribucion de serotipos de S. pyogenes en las entidades de salud de la

Cd. de México no es homogénea.
« Los serotipos M1, M12 y M75 estan asociados en mas del 50% de las

cepas de S. pyogenes provenientes de faringitis, mientras que para

cuadros no faringeos los serotipos asociados son M1 y M2,
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Los serotipos de S. pyogenes M3, M22, M28, M77 y MB9 fueron
identificados exclusivamente en cepas provenientes de faringitis, mientras
que los serctipos M11, M41, M49 y M59 en cepas provenientes de cuadros

no faringeos.

El serolipo M1 de S. pyogenes es el mas prevalente en la poblacion

mexicana.

El uso de técnicas moleculares aplicadas a la identificacion y
caracterizacion de genes de virulencia de S. pyogenes permite establecer
una vigilancia epidemiolégica de las cepas aisladas en los hospitales de la

Ciudad de México.
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