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Introduccién

INTRODUCCION

En la década de los 30’s, con perspicacia en la interpretacién de los resultados
obtenidos con técnicas inmunolégicas, consideradas como poco sensibles bajo los
estandares actuales, Rebecca Lancefield y colaboradores, establecieron las
bases que por décadas rigieron el estudio de Streptococcus agalactiae, también
conocido como Estreptococo del Grupo B (EGB). En contraste con el Estreptococo
del Grupo A, el cual fue aislado de humanos, las primeras cepas de Streptococcus
agalactiae estudiadas por Lancefield, se obtuvieron de muestras de leche de
vacas con diagnostico de mastitis, e inclusive, a partir de “leche normal”. En ese
tiempo, Streptococcus agalactiae era bien conocido como causa de la mastitis

bovina, representando una importante preocupacion para la industria alimentaria

(9, 15, 27, 42)

Las infecciones debidas al Estreptococo del grupo B pueden ser relativamente
consideradas como enfermedades modernas. En el afio de 1938, Fry ®¥ |o
reportd por primera vez como patdgeno para el ser humano, al describir tres casos
graves de sepsis puerperal ® *2. Sin embargo, no fue sino hasta los afios 60's,
cuando este patdgeno llamé seriamente la atencion, al generarse varios reportes
acerca de la presencia de cepas hemoliticas del Streptococcus agalactiae en
recién nacidos que presentaban septicemia y/o meningitis " . Mas tarde, en la
década de los 70’s, el Estreptococo del Grupo B, se convirtid6 en el patégeno

causante del mayor niumero de casos de septicemia (eclipsando a Escherichia
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Introduccién

coli) y meningitis en nifios menores de tres meses, obligando a las instituciones de
salud de varios paises a considerar prioritariamente la prevencion de estas

afecciones®: 34 36.46),

Lancefield definié dos antigenos en la pared celular del estreptococo del grupo B;
el especifico de grupo o carbohidrato C, comun a todas las cepas de este grupo, y
el especifico de tipo o sustancia S, el cual permitié la clasificacion inicial en los
serotipos I, 11 y I11. Lancefield report variantes entre las cepas del serotipo 1 ),
las cuales a principios de la década de los 70’s fueron designadas como la, Ib y
Ic. Estas cepas poseen un antigeno polisacarido capsular, la o Ib, y
algunas cepas la y todas las cepas Ib presentan una proteina antigénica de
superficie, designada hoy en dia como proteina C, la cual se encuentra en
aproximadamente el 60% de los integrantes del serotipo 11, y de forma ocasional
en cepas de los serotipos 111 y V. La nomenclatura de Streptococcus agalactiae
ha sido revisada para designar a los polisacaridos capsulares como antigenos
especificos de grupo y a las proteinas de superficie como marcadores antigénicos
adicionales. Por tanto, el anteriormente denominado serotipo Ic, actualmente es
designado como la/c; en el caso del serotipo Ib, ahora es conocido como Ib/c;y
las cepas denominadas como la, son aquellas que carecen de proteina C. Al
menos se han descrito dos tipos de proteina C: las proteinas o y . En general,
Streptococcus agalactiae puede presentar una o ambas proteinas. Otras

proteinas, conocidas como R y Rib, se encuentran en algunas cepas, pero su
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Introduccién

importancia biolégica aun se desconoce. Adicionalmente se han descrito los
serotipos capsulares 1V, V, VI, VII y VIII (también conocido como JM9), cada
uno con polisacaridos Unicos, con o sin proteinas antigénicas; y otros candidatos

estan siendo evaluados, como el recientemente descubierto serotipo 1X ©®,

Lancefield demostré que los anticuerpos dirigidos contra los antigenos
polisacéaridos la, Ib y Il, pero no en contra del 111, proveen proteccion pasiva a
ratones inoculados con cepas que poseen antigenos homologos.
Subsecuentemente con el uso de ensayos modificados se logré obtener

anticuerpos contra el antigeno capsular tipo 111. Las proteinas a, B y Rib, también

pueden inducir anticuerpos protectores en modelos animales, aunque el papel que
juegan dentro de la infeccion en humanos se desconoce. Los anticuerpos dirigidos

contra el antigeno de grupo no generan proteccion alguna %3¢ 4253,

Actualmente a nivel mundial, la colonizacion con Streptococcus agalactiae, factor
de riesgo para la sepsis neonatal, ha sido detectada en hombres, mujeres
embarazadas o no embarazadas, y ancianos. A pesar de que la incidencia de
enfermedades debidas al Estreptococo del grupo B es baja, la situacion antes
descrita acentta la necesidad de concretar el desarrollo de vacunas a nivel
mundial en contra de este patégeno ©. Para ello se requiere de estudios
epidemioldgicos extensivos para entender la enfermedad, y conocer la distribucion
de los serotipos de Streptococcus agalactiae, lo que permitiria determinar éptimas

formulaciones de antigenos en las vacunas. Una distribucion basada en los

3




Introduccién

serotipos de una sola localizacion geografica o de un pequefio grupo de pacientes,
no resultaria util. EI continuo monitoreo promovera la obtenciéon de combinaciones
antigénicas aplicables a diferentes poblaciones “blanco” en diversas zonas

geogréficas 439,

Streptococcus agalactiae coloniza el tracto digestivo inferior, el tracto respiratorio,

asi como el tracto genitourinario % 4% 52

El 10 a 30% de las mujeres
embarazadas han presentado un estado transitorio de colonizacion a nivel de
tracto vaginal, debido a que alrededor del 40% de mujeres embarazadas tienen el
tracto gastrointestinal colonizado con Estreptococos del grupo B, lo que establece
la introduccién de dichas bacterias en la vagina mediante malas practicas de
higiene y limpieza. En las mujeres no gestantes se ha observado una incidencia

similar “9,

Aproximadamente el 60% de los nifios que nacen de madres colonizadas por
Streptococcus agalactiae son infectados durante su paso a través del canal del
parto. Los serotipos que se asocian con mas frecuencia a la enfermedad neonatal
son el la (35-40%), 111 (30%) y V (15%) 49 A partir de 1990, el serotipo V ha
aparecido rapidamente en Norteamérica, Europa y Asia, como causa frecuente de
infecciones invasivas en neonatos y adultos; ademas, se le ha citado
manifestando entre un 30 y 68% de resistencia a eritromicina para Streptococcus
agalactiae ©®. Los serotipos la y V son los mas comunes en la enfermedad del

adulto, mientras que el serotipo 11l se aisla con menos frecuencia ¢ °?. En
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reportes sobre los casos no invasivos, los serotipos mas predominantes en E.U.A

y en el oeste de Europa son el la, 111y V @9,

La gama de infecciones ocasionadas por Streptococcus agalactiae es mayor en
adultos que en neonatos, sin embargo la incidencia global en estos ultimos es mas
elevada. El riesgo de enfermedad es mayor en las mujeres embarazadas que en
hombres y mujeres no gestantes. Las infecciones del tracto urinario, la amnionitis,
la endometritis e infecciones de heridas son las mas frecuentes en mujeres
embarazadas. Las infecciones en hombres y en mujeres no embarazadas son
fundamentalmente de tipo cutaneo y de tejidos blandos, asi como bacteriemia,

sepsis urinaria y neumonia “°52),



Generalidades

1. GENERALIDADES

1. El género Streptococcus

El género Streptococcus pertenece a la familia Streptococcaceae, la cual incluye
veinte especies, entre las que destacan por su mayor importancia clinica las
siguientes: S. pyogenes, S. agalactiae, S. pneumoniae y Enterococcus faecalis. Es
un grupo formado por cocos Gram-positivos que normalmente se disponen en
pares 0 cadenas. La mayoria de las especies son anaerobias facultativas, y
algunas sélo crecen en atmosfera enriquecida con dioxido de carbono
(crecimiento capnofilico). Sus requerimientos nutricionales son complejos,
necesitandose para su aislamiento el uso de medios enriquecidos con sangre o
suero de carnero. Fermentan carbohidratos produciendo &cido lactico y, a
diferencia de las especies de Staphylococcus, son catalasa-negativos. Los
Enterococos también crecen en presencia de concentraciones de cloruro de sodio

(6.5%), 0.1% de azul de metileno y en agar bilis-esculina © 4%,

Algunos Estreptococos elaboran un polisacarido capsular comparable al de
Streptococcus pneumoniae. La mayor parte de las cepas de los grupos A, By C
producen capsulas constituidas por acido hialurénico, las cuales permiten a la
bacteria impedir la fagocitosis. La pared celular contiene proteinas (antigenos M,

T, R), carbohidratos especificos de grupo y peptidoglucanos ©.
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Este género bacteriano se encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza.
Algunos integrantes son miembros de la microbiota humana normal; otros se
asocian a enfermedades humanas importantes . La diferenciacién de las
especies puede resultar complicada de entender, debido a que se utilizan tres

esquemas diferentes para clasificar a los microorganismos “%:

a) Variacién Antigénica: Los grupos de Lancefield van de la A a la
V, exceptuando |, J y N. Este esquema de la clasificacion
seroldgica fue descrito por Lancefield en 1933 para diferenciar

entre las distintas cepas B-hemoliticas y se basa en una reaccion

de precipitacién en capilar en la que participan el carbohidrato
antigénico especifico de grupo presente en la pared celular y un

antisuero de conejo ®® 49,

b) Patrones Hemoliticos: Hemodlisis completa (), hemolisis

incompleta (o)) y ausencia de hemodlisis (a la cual algunos autores

la refieren como hemdlisis Y o No Hemolitico) “°.
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C) Propiedades Bioquimicas: Algunos de los Estreptococos
B-hemoliticos y no hemoliticos carecen de los antigenos de la

pared celular especificos de grupo. Esas cepas se deben
identificar con base en sus propiedades fisiolégicas o

bioquimicas “°.

Estas pruebas incluyen reacciones de fermentacién de azulcar,
para determinar la presencia de enzimas y la susceptibilidad o

resistencia a ciertos agentes quimicos ©.

Las infecciones estreptococicas son comunes en humanos, destacando por su
frecuencia las del tracto respiratorio superior, principalmente la faringitis, seguida
por las que afectan al tejido cutaneo-subcutaneo, como la erisipela, impétigo y
fiebre escarlatina. Al igual que las infecciones estafilocécicas, las estreptocdcicas

provocan lesiones piogénicas (con formacion de pus) ©°.

2. Streptococcus agalactiae

2.1. Clasificacion y caracteristicas morfoldgicas

La especie agalactiae pertenece al grupo B de Lancefield y estd conformada por
cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos que crecen en una variedad de
medios de cultivo. Las colonias obtenidas en agar sangre son de color blanco a

grisaceo, presentan un diametro aproximado de 0.5 a 2 mm, son planas, de

9
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aspecto mucoide y generalmente estan rodeadas por un halo estrecho de -
hemdlisis en comparacién con el de Streptococcus pyogenes 2 ). Sj bien
Streptococcus agalactiae esta ubicado dentro de los estreptococos -hemoliticos,
ya que la mayor parte de las cepas presentan este tipo de hemdlisis; no obstante,
alrededor del 1 6 2 % son no hemoliticas (NH), y llegan a detectarse casos raros

de a-hemoliticas ©9.

Para asegurar la deteccion de Streptococcus agalactiae de sitios como el tracto
gastrointestinal o genital, se emplea una serie de medios de cultivo selectivos,
tales como el caldo Todd-Hewitt, adicionados con o sin sangre de carnero y

agentes antimicrobianos como el &cido nalidixico y la gentamicina o la colistina ©®.

2.2. ldentificacion

La identificacion definitiva de Streptococcus agalactiae se basa en la deteccion del
carbohidrato o antigeno especifico de grupo presente en la pared celular. Se han
desarrollado una serie de métodos seroldgicos para la deteccion de dicho
antigeno, mediante el uso de antisueros especificos, entre los cuales se
encuentran Inmunoelectroforesis, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) y

aglutinacion en latex, siendo esta ultima la mas utilizada a nivel mundial ©®

Entre los métodos no serolégicos que permiten la identificacion presuntiva de

Streptococcus agalactiae destacan la de CAMP vy la de hidrdlisis del hipurato de

10
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sodio.

a)

b)

Prueba de CAMP (Christie, Atkins, Munch-Peterson): Sélo los
estreptococos del grupo B son capaces de sintetizar un péptido difusible
y termoestable, conocido como factor de CAMP, cuya principal
caracteristica biolégica consiste en realzar la [-hemolisina de
Staphylococcus aureus, ya que en el punto en el que convergen el

factor de CAMP y la B-hemolisina, se observa una hemdlisis mas

evidente, que aparece comunmente en forma de punta de flecha.

Se siembra en agar gelosa sangre de carnero una estria recta de la
cepa de Staphylococcus aureus y, previa esterilizacion del asa, se toma
una asada del estreptococo problema, para trazar estrias rectas
perpendiculares a la de Staphylococcus aureus (a 1cm aproximado de

distancia). La placa se incuba durante 18 a 24 horas, a 35°C.

La produccion del factor de CAMP se observa en un 98 a 100% de las

cepas del grupo B & 14:39),

Prueba de Hidrdlisis del Hipurato de Sodio: Streptococcus agalactiae
es el unico capaz de producir la enzima hipuricasa, la cual actia sobre
el hipurato de sodio produciendo benzoato y glicina, compuestos que

pueden identificarse con cloruro férrico y ninhidrina, respectivamente.

11
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Para determinar la hidrolisis del hipurato de sodio se utiliza un medio
compuesto por: Caldo Infusion Cerebro-Corazén (BHI) e Hipurato de
Sodio. Se inoculan 2 6 3 colonias del estreptococo problema y se incuba
a 35°C durante 20 horas o mas. Posteriormente, se centrifuga a 3,000
rpm y el sobrenadante se reparte en 2 tubos de 13x100, a razén de 0.8

mL en el marcado como #1y 0.2 mL en el #2 &9,

Los Estreptococos [B-hemoliticos que son capaces de hidrolizar el

hipurato de sodio, pueden pertenecer tanto al grupo B como D de
Lancefield; estos pueden ser distinguidos mediante la prueba de
hidrélisis de esculina en presencia de bilis. El 99% de las cepas del
grupo D son capaces de hidrolizar la esculina, mientras que el 99% de

las cepas del grupo B son incapaces de hacerlo ©.

La combinacion de la prueba de CAMP y la hidrdlisis del hipurato de sodio, resulta
adecuada para la diferenciacion a nivel bioquimico de Streptococcus agalactiae de

los restantes serotipos de Estreptococos B-hemoliticos @& 1439,
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2.3. Clasificacion Serolégica

Carbohidrato del Grupo B

Es el antigeno comun a todas las cepas y serotipos de Streptococcus agalactiae.
Se encuentra proximo a la pared celular y esta compuesto principalmente por
ramnosa, galactosa, N-acetilglucosamina y glucitol. Estos carbohidratos forman
cuatro diferentes unidades de oligosacaridos, unidos por enlaces fosfodiéster para
crear una estructura tetra catenaria, altamente ramificada. La posicion terminal,
rica en ramnosa, sugiere que este carbohidrato puede constituir o formar parte del
epitope inmunodominante; esta hipotesis se probdé mediante estudios de inhibicién,
en los cuales se enfrentaron oligosacaridos derivados con anticuerpos mono y

policlonales contra el carbohidrato del grupo B © 9.

Lancefield y colaboradores ©¥ fueron los primeros en demostrar la incapacidad de
los anticuerpos dirigidos contra el carbohidrato especifico del grupo B, para
proteger a ratones inoculados con cepas viables de Streptococcus agalactiae. En
la clinica, la presencia de anticuerpos maternos en contra de dicho carbohidrato
sOlo se pudo relacionar con malos resultados neonatales, sin importar la
concordancia entre los niveles de IgG especificos, del suero materno y del suero
del cordon umbilical. Este resultado confirmé en humanos, lo que ya era conocido
en modelos animales: que el carbohidrato del grupo B no es importante para la

inmunidad natural ©°9,
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A pesar de ello, los investigadores se preguntaban si una vacuna dirigida en
contra del carbohidrato especifico del grupo B, resultaria efectiva para generar
anticuerpos funcionales, si la inmunogenicidad de este carbohidrato se veia
incrementada mediante el uso de adyuvantes. Rainard demostré una mejora en la
respuesta inmune en vacas, al conjugar el carbohidrato especifico con
ovoalbumina. La clase de anticuerpos producidos mediante esta vacuna
conjugada o compuesta, fueron de tipo IgG, y resultaron ser especificas para los
principales azucares que conforman el carbohidrato especifico del grupo B,
asimismo lograron inducir la opsonizacién en contra de cepas no capsuladas de
origen bovino. Por otro lado, en estudios donde se utiliz6 una vacuna conjugada
con la toxina tetanica, se demostrd que estos anticuerpos especificos son menos
activos en contra de cepas de Streptococcus agalactiae altamente capsuladas,
provenientes de humanos. Mas tarde, estudios de absorcion, en los cuales se reto
suero de conejo, previamente inmunizado con dicha vacuna, contra cepas
altamente capsuladas de origen humano y contra cepas mutadas que carecian del
Carbohidrato Capsular Especifico de Tipo (CPS), demostraron que el CPS era
capaz de interferir la union de anticuerpos especificos. Esto confirmé la
incapacidad de los anticuerpos de unirse al antigeno especifico del grupo B en
células altamente capsuladas. No era de sorprender, que los anticuerpos contra
aislamientos bovinos, que poseian bajos niveles de CPS, pudieran ser efectivos
para combatir enfermedades por Streptococcus agalactiae en vacas. La habilidad

de los anticuerpos contra el grupo B de unirse a cepas con poca capsula, merece
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una mayor atencién, dado que la expresion del CPS por parte de cepas de
Streptococcus agalactiae (de origen humano) ha demostrado estar relacionada
con la tasa de crecimiento celular, mientras que la expresion del antigeno

especifico de grupo no se encuentra relacionada con dicha tasa ©.

Carbohidrato capsular tipo especifico (CPS)

La mayoria de las cepas del Streptococcus agalactiae aisladas de humanos son
capsuladas, y pueden ser clasificadas con base a la estructura del CPS. Nueve
distintos serotipos de Streptococcus agalactiae han sido identificados hasta hoy:
Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII y VIII, recientemente se ha propuesto la existencia
del serotipo IX ©®. En el pasado, los serotipos Ia, Ib, II y III eran igualmente
prevalentes en colonizaciones vaginales y en sepsis de temprano desarrollo (es
decir, aquella que se desarrolla en neonatos de 7 dias o menos de vida, en
contraste con la sepsis de inicio tardio la cual ocurre entre los primeros 7 dias y
las 12 primeras semanas de vida). Sin embargo, las cepas con el serotipo V han
emergido recientemente como una causa importante de infeccion ©®, y las cepas

con serotipos VI y VIII se han vuelto prevalentes entre las mujeres japonesas

39)

Tradicionalmente, el antigeno capsular o CPS ha sido utilizado para distinguir
entre estos serotipos conocidos, a través de reacciones clasicas de antigeno-

anticuerpo. Métodos de Biologia Molecular como Campos Pulsados y el Andlisis
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de Patrones de Restriccion (RFLP), son sumamente utiles para estudios
epidemioldgicos, pero no asi para la identificacion de los serotipos capsulares. La
aplicacion de meétodos de tipificacion moleculares, resulta altamente atractivo
debido a su alto poder discriminatorio y reproducibilidad. La técnica de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido utilizada en mdultiples ensayos para
detectar y genotipificar aislamientos de Streptococcus agalactiae, pero se requiere

de un mayor desarrollo para volver practico su uso en la tipificacién capsular ¢+ 2

26, 56)

Los modelos a continuacion descritos, demuestran la heterogenicidad alrededor
de las estructuras de los carbohidratos capsulares, esto sin importar que cada uno
posee una unidad de repeticion que contiene cuatro de cinco posibles azlcares

(glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, ramnosa y &cido sialico) ©.
Serotipos lay Ib

Lancefield ®® fue la primera en descubrir las reacciones serolégicas cruzadas
entre las cepas que poseian los antigenos Ia y Ib, sin saber cual estructura
celular era la que poseia dicha variacion en epitopes. Estudios realizados 45 afios
después, mediante la técnica de resonancia magnética nuclear, demostraron que
los CPS de los serotipos Ia y Ib eran estructuralmente similares, difiriendo
Gnicamente en la conformacion espacial del enlace entre la galactosa y

N-acetilglucosamina de la cadena lateral; el CPS del serotipo Ia posee un enlace
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B-(1,4), y el CPS del serotipo Ib presenta un enlace -(1,3) en la posicién antes
descrita *®). Estos enlaces resultan criticos en la inmunoespecificidad del CPS. La
unidad de repeticion de los CPS de los serotipos Ia y Ib es un pentasacarido,
cuya cadena principal es un disacarido que posee un trisacarido como cadena
lateral. Al igual que todos los serotipos, sus CPS poseen un &cido sialico como

cadena terminal unido mediante un enlace a-(2,3) ©.

O o/l’_,__\\\.//” o

OH n

B_(1!4) B_(1!3)

Serotipo la Serotipo |Ib

HOOC O
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Serotipo 11

La estructura de la unidad de repeticién del CPS del serotipo II estd compuesta

por: galactosa, glucosa, N-acetilglucosamina y acido sialico en una proporcion

molar de 3:2:1:1. Esta unidad de repeticibn posee dos cadenas laterales (un

residuo de &cido sidlico y uno de galactosa), unidas a la cadena principal

pentasacarida® .

OH

HO
OH

HO

HO HC
0 0
HO O
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Serotipo 111

El CPS del serotipo III posee un esqueleto trisacarido de glucosa, N-
acetilglucosamina y galactosa; asi como una cadena disacarido lateral de &cido

sidlico y galactosa unida mediante un enlace -(1,4) a la N-acetilglucosamina de la

cadena principal. A pesar de que el acido sidlico no es un sacarido
inmunodominante por si mismo, el grupo carboxilo cargado negativamente en este
sacarido influye en la conformacion y por tanto a los epitopes
inmunodeterminantes del polimero completo. La remocion del acido sialico
terminal de la unidad de repeticion del CPS del serotipo III, mediante el uso de
acidos débiles o neuraminidasa, resulta en un CPS igual, tanto quimica como
inmunoldgicamente, al CPS del serotipo 14 del Streptococcus pneumoniae. Este
descubrimiento realza el entendimiento del papel que juega el acido sialico dentro

de la inmunidad generada por el Streptococcus agalactiae © 2.

HO OH
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Serotipo 1V

El CPS del serotipo IV posee: galactosa, glucosa, N-acetilglucosamina y acido
sidlico en una proporcién molar de 2:2:1:1. La presencia de acido sialico parece no

ser un inmunodeterminante critico para el CPS del serotipo IV © %%,

OH

TOH
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Serotipo V

La estructura de la unidad de repeticion del CPS del serotipo V estad conformada
por siete azucares. La cadena principal consiste de glucosa, galactosa y glucosa,
y posee dos cadenas laterales. Una de las cadenas laterales esta compuesta por

glucosa, y esta unida a la galactosa de la cadena principal mediante un enlace
B-(1,3). La otra cadena lateral es un trisacarido de N-acetilglucosamina, galactosa
y acido sialico terminal. Dicha cadena esta unida a una glucosa de la cadena

principal mediante un enlace B-(1,6) © Y.

o AP
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Serotipo VI

La unidad de repeticion del CPS del serotipo VI est4 conformada por galactosa,
glucosa y acido siélico en una proporcién molar de 2:2:1. Este CPS fue el primero

en el cual se descubri6 la ausencia de la N-acetilglucosamina © 2.

HO OH

Serotipo Vi
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Serotipo VII

La unidad de repeticion del CPS del serotipo VII contiene un esqueleto y cadena

lateral trisacaridos, con una proporcion molar de 2:2:1:1 de galactosa, glucosa,

N-acetilglucosamina y acido sialico © 2%,

. COOH
Serotipo VI . s
OH
OH

(
HO AcHN

OH ) OH
OH 0

HO 0
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Serotipo VIII

Recientemente descrita, la estructura del CPS del serotipo VIII, es la menos
frecuente y la méas simple entre todos los serotipos de Streptococcus agalactiae. Al
igual que el CPS del serotipo VI, el CPS del serotipo VIII no posee N-
acetilglucosamina. A diferencia de los CPS de los serotipos restantes, este
tetrasacarido contiene ramnosa, un azlcar previamente asociada exclusivamente
con el carbohidrato especifico del grupo B. La unidad de repeticion del serotipo
VIII esta compuesta por glucosa, galactosa, ramnosa y acido sialico en una
proporcion molar de 1:1:1:1, y presenta una cadena lateral monosacarida de acido

sialico © 22,

CH

OH

Serotipo VI
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Importancia del acido sialico como un componente estructural y factor de

virulencia

Mediante métodos de extraccidbn con HCI caliente o acido tricloroacético (TCA),

Lancefield y Freimer en 1966 ©9

, Obtuvieron antigenos inmunoquimicamente
incompletos. Con dichos hallazgos supusieron que el componente faltante
contribuia con la especificidad serolégica, asi como con la carga negativa del
antigeno CPS. Mas tarde en 1972, Liu le comunicé a Lancefield que todos los
CPS contenian acido sidlico, resultando ser éste el componente antigénico faltante
@9 La naturaleza &cida de la extraccién mediante TCA resulta en la purificacion

de un antigeno incompleto, debido a que el enlace a-(2,3) entre el acido sialico y

la galactosa es débil.

Las propiedades bioquimicas e inmunitarias del CPS han sido mayormente
analizadas a través del estudio de cepas del serotipo III, ya que este es el
serotipo mas cominmente aislado en casos invasivos en neonatos ¢ 2 %2 E|
analisis estructural del CPS del serotipo III demostré6 que al remover el &cido
sialico terminal de la unidad de repeticion, la estructura base era idéntica al CPS
del serotipo 14 de Streptococcus pneumoniae. Esta observacion ayudo a definir la
importancia del acido sialico en la formacion de un epitope dependiente de su
conformacion, en el serotipo III. Especificamente, los grupos carboxilo de los
residuos de acido sialico forman puentes de hidrégeno intramoleculares, con los

residuos de galactosa del esqueleto o cadena principal del CPS del serotipo III.
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La reduccion de dichos grupos, a grupos hidroximetilo, destruye la antigenicidad
del CPS frente a antisueros contra el CPS nativo; mientras que la oxidacion de los
grupos carboxilo con sodio meta-peryodatado, remueve los carbonos 8 y 9, no
afectando su antigenicidad. Este ultimo hallazgo se volvio importante en el
desarrollo de una estrategia acoplada para producir vacunas anti Streptococcus
agalactiae conjugadas. Sin embargo, el requerimiento del acido sialico para
impartir antigenicidad en los CPS de Streptococcus agalactiae no es universal.
Mientras que en el CPS del serotipo Ia es requerido para completar su
antigenicidad, la unién a anticuerpos especificos contra el serotipo Ib no depende

del acido sialico ©.

La presencia del &cido sialico en Streptococcus agalactiae crea una superficie que
no es capaz de activar la via alterna del complemento. En contraste, los
Estreptococos del grupo B que crecen en presencia de neuraminidasa, condicion
que resulta en un menor numero de residuos de acido sialico, permite la activacion
del complemento tanto en presencia como ausencia de anticuerpos especificos.
Marques y colaboradores ®” reportaron una menor cantidad de C3 unida a
Streptococcus agalactiae que contiene residuos de &cido sialico, con respecto al
que no. En general, estos descubrimientos sugieren un papel critico del &cido
sidlico en la evasion de los mecanismos naturales de defensa del hospedero, asi

como en la modulacion de la virulencia del CPS ©%,

El papel del acido sialico como un factor de virulencia fue confirmado mediante
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estudios realizados con mutantes del serotipo III (COH 31-21), los cuales carecen
de la habilidad para sintetizar CPS acido sialico. Dichas cepas produjeron un CPS
que sélo fue capaz de unirse al antisuero contra el CPS neumocdcico del serotipo
14, pero no asi con el antisuero nativo anti-CPS del serotipo III. Asimismo la
virulencia de las cepas mutantes fue dos veces menor al de la cepa silvestre, pero

igual a la de otro mutante, COH 31-15, que carece completamente de CPS ©.

Genética de los antigenos CPS

Las mutantes antes descritas fueron las primeras utilizadas para mapear los genes
importantes en la expresion del CPS en Streptococcus agalactiae. Siete genes
han sido identificados en el serotipo III de Streptococcus agalactiae (CpsA hasta
cpsG), localizados en tres regiones especificas: Region I, donde se regula la
sintesis de monosacaridos, Region II la cual esta involucrada en la sintesis de
subunidades de oligosacéaridos y Region III que incluye la informacién necesaria
para el transporte y polimerizacién de subunidades de oligosacéridos. El gen cpsF,
localizado en la region I, codifica para CMP-acido sialico sintetasa, una enzima
gue interviene en la activacion del acido sidlico durante la formacion del CPS del
serotipo III. ElI gen cpsD, localizado en la regién II, codifica para una
galactosiltransferasa; se propone que el cpsA, cpsB y cpsC estan asociados a la
polimerizacion de oligosacaridos. Recientemente, se han identificado rio arriba de
CpsA, a cpsX y cpsY, los cuales poseen secuencias homélogas con genes

involucrados en la regulacion de CPS en otras bacterias Gram-positivas. Estos 9
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marcos de lectura abierta han servido para subrayar la complejidad del proceso de

biosintesis del CPS & 29,

Proteinas C-ay C-B

Wilkinson y Eagon describieron un extracto de proteina obtenido de una cepa del
serotipo Ic ©¥, Lancefield descubrid6 que el serotipo anteriormente designado
como Ic, en realidad involucraba al carbohidrato Ia y a la proteina Ibc. A pesar
de ello, Wilkinson y Eagon encontraron que dicho extracto presentaba dos
componentes, uno resistente a la digestién con tripsina, y otro sensible ©4,
Bevanger y Maeland los denominaron o y 3, respectivamente @ El término
proteinas C fue afiadido para clarificar la distincion entre los antigenos de
naturaleza proteica y los de naturaleza polisacarida; y la presencia de la o las

proteinas C se denotdé mediante el uso de una letra después del serotipo capsular
(ejemplo, Ia/c). Mas tarde, el trabajo de un nimero de investigadores, permitio la
identificacion de los componentes o y B como proteinas distintas, codificadas por

genes diferentes © %42,

Generalmente se encuentran presentes en cepas de serotipos capsulares Ia y Ib,
frecuentemente se encuentran en aislamientos del serotipo II, y de forma
ocasional se encuentran en los serotipos restantes. Algunos trabajos han

demostrado la expresion de la proteina C-f3 en aproximadamente del 10 al 25% de

las cepas, predominando para el serotipo Ib.
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(49)

Russell y colaboradores , descubrieron que la proteina C-f se une

especificamente a las IgA humanas, via su porcion Fc, siendo dicha unién de alta

afinidad. No se ha encontrado unién de este tipo para la proteina C-a. & %143,

Proteina Rib

Mientras que la proteina C esta presente principalmente en cepas de los serotipos
Ia, Ib y II, una proteina fenotipicamente similar pero inmunolégicamente distinta,
denominada como Rib, fue descubierta en cepas del serotipo III ®”. Es parte de
la familia de proteinas de repeticiones en tandem que se caracterizan por:
capacidad protectora en modelos murinos, resistencia a la digestion por tripsina,
patréon especifico de corte en SDS-PAGE (bandas con un espaciado regular de 8

KDa, presentando la banda mayor un peso molecular entre 70 y 160 KDa) © 42,

Proteina del serotipo V tipo-a

Durante los afios 80’s, el anteriormente desconocido serotipo V emergié en cepas

altamente patdgenas de Streptococcus agalactiae. Una nueva proteina

fenotipicamente similar a las proteinas C-a y Rib, fue identificada en la mayoria

de las cepas del serotipo V. Al igual que las proteinas C y Rib, pertenece a la

familia de proteinas de repeticiones en tandem ©39.
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Proteinas R

También identificadas por su resistencia a la digestibn con tripsina, fueron
inicialmente descubiertas en Streptococcus pyogenes por Lancefield y Perlmann
32 Wwilkinson ©® identificé cuatro proteinas R, inmunolégicamente distintas (R1,
R2, R3 y R4), presentes en diversas combinaciones en estreptococos de los
grupos A, By C. Flores y Ferrieri *© encontraron dos subtipos de la proteina R, R1
y R4, en el 37% de las cepas clinicas de Streptococcus agalactiae. Dichas
proteinas se encontraron principalmente en cepas de los serotipos II y III. La
presencia de anticuerpos anti-proteina R en suero humano, se correlaciona con la
ausencia de casos invasivos por cepas de Streptococcus agalactiae que expresan
proteinas R, en neonatos. Es parte de la familia de proteinas de repeticiones en

tandem ©,

Factor de CAMP

Es una proteina extracelular de 23.5 KDa, la cual desestabiliza y lisa las
membranas de los eritrocitos de carnero previamente tratados con -hemolisina,
una esfingomielinasa estafilocécica. Tanto en eritrocitos de humano como en los

de carnero, no se ha observado hemdlisis con la sola exposicion al factor de

CAMP.

El gen que codifica para el factor de CAMP (cfb) ha sido clonado y expresado en

Escherichia coli, y la proteina recombinante, bloquea anticuerpos que inhiben al
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factor de CAMP 64555,

2.4. Patogénesis e inmunidad

Los anticuerpos que se desarrollan frente a los antigenos capsulares especificos
de tipo de los Estreptococos del grupo B son protectores, un hecho que explica en
parte la predileccién de este microorganismo por los neonatos. La colonizacion
genital con Streptococcus agalactiae se ha asociado con un mayor riesgo de parto
prematuro. Los nifios prematuros presentan un mayor riesgo para la enfermedad

porgue tienen valores mas bajos de anticuerpos maternos especificos de tipo.

Ademas, se necesitan las vias clasica y alterna del complemento para eliminar los
Estreptococos del grupo B, fundamentalmente a los serotipos Ia, III y V. Por eso,
hay una mayor probabilidad de diseminacion sistémica del microorganismo en
nifios prematuros colonizados, con valores de complemento fisiolégicamente bajos
0 en nifios cuyos receptores para el complemento o para la fraccion Fc de los
anticuerpos IgG no se encuentran expuestos en los neutrofilos. Como se dijo
anteriormente, los polisacaridos capsulares especificos de tipo de los serotipos Ia,
Ib y II poseen un residuo terminal de &acido sidlico ©¥, el cual puede inhibir la
activacion de la via alterna del complemento, interfiriendo asi en la fagocitosis de

estas cepas de Streptococcus agalactiae.

Streptococcus agalactiae produce varias enzimas, como las DNasas,

hialuronidasa, neuraminidasa, proteasa, hipuricasa y hemolisinas. Aunque estas
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enzimas son utiles en la identificacion del microorganismo, no se conoce su papel

en la patogénesis de la infeccion © 49,

2.5. Epidemiologia y transmision

Colonizaciéon asintomatica

El estreptococo del grupo B es una de las bacterias de la microbiota normal del
tracto gastrointestinal, urogenital y respiratorio humano. Ha sido aislada en cultivos
provenientes del tracto gastrointestinal y vaginal de mujeres embarazadas y no-

(36, 40) " Egtas

embarazadas, en un porcentaje que oscila entre el 5 y 40%
variaciones en la prevalencia reportada de colonizaciones asintomaticas, esta
relacionada no solo con los sitios muestreados y el método bacteriolégico usado

para la deteccion del microorganismo, sino también con las diferencias

demograficas de las poblaciones estudiadas (Tablas 1y 2) ©®.
Colonizacién materna

Muchas mujeres embarazadas estan colonizadas con Streptococcus agalactiae,
pero de forma asintomatica. Sin embargo, la colonizacibn en mujeres
embarazadas es importante debido al riesgo de transmisién a los neonatos. Las
mujeres pueden ser colonizadas en multiples sitios, incluyendo el recto, la vagina,
el cervix y la faringe. La colonizacion rectal es mas frecuente que la vaginal, por su

parte la colonizacion cervical es relativamente menos comun, y la colonizacion
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faringea es alin mas rara “®.

La capacidad para detectar la colonizacién por Streptococcus agalactiae en un
laboratorio microbioldgico, depende tanto de, los sitios muestreados como de los
medios de cultivo utilizados. El uso de medios de cultivo selectivos permite una
mayor recuperacion de Streptococcus agalactiae; un estudio demostré un
incremento del 50% en la recuperacion de Streptococcus agalactiae, usando
medios de cultivo selectivos en comparacién con el uso del medio de cultivo

estandar de agar sangre ©.

La colonizacion puede ser crénica, intermitente o transitoria. En un estudio mas
exhaustivo en mujeres embarazadas que fueron monitoreadas durante finales del
primer trimestre hasta el tercero, se encontré6 que el 67% de las mujeres eran
portadoras y el 8.5% que no lo eran, resultaron cultivo-positivas al momento del

parto, el 24.5% restante resultaron cultivo negativas ©®.

En un analisis multiple se encontré6 que las mujeres caribefias y de tez negra
tienen una mayor predisposicion a ser portadoras, de lo que son las mujeres de
tez blanca y las mexicanas. Este mismo estudio revel6 que la colonizacién por
Streptococcus agalactiae esta asociada con la edad, numero de partos, asi como

con el nivel de educacion, ver Tablas 1y 2 ©9.
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Factores que influyen en la detecciéon de colonizacién por S. agalactiae

Efecto sobre el porcentaje de aislamientos

Factor Incremento Disminucion
Método empleado
Medio de Cultivo Caldo Agar

Medio adicionado con antibiéticos

Medio no-selectivo

(selectivo)
Sitio (s) Regién vaginal inferior y recto Cervix
Varios Sitios Un solo sitio
Intervalo = 2 cultivos en un intervalo de 6 a Tiempo de muestreo
8 semanas simple
Dia del ciclo menstrual Primera mitad
Edad < 20 afios
Actividad Sexual Activa Virgen

Método anticonceptivo

DIU u otro método intrauterino

NUmero de embarazo

Primogénito

> 3 embarazos

Origen étnico

Africano Americano

Grupo Socioeconémico

Bajos ingresos

Tabla 1. Factores que influyen en la Deteccion de Colonizacion por Streptococcus agalactiae ©9),
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Factores que no influyen en la deteccidon de colonizacién por

Streptococcus agalactiae

- Embarazo
- Frecuencia de encuentros sexuales o numero de parejas
- Descarga vaginal

- Estado Civil

Tabla 2. Factores que no influyen en la deteccién de colonizacion por

Streptococcus agalactiae ©°.

Colonizacidén infantil

Los infantes nacidos de mujeres colonizadas con Streptococcus agalactiae, son

més susceptibles de ser colonizados por esta bacteria®.

En la mujer, a partir de la microbiota intestinal, puede colonizar el tracto genital y
de alli la posibilidad de transmision al neonato. El recién nacido puede adquirir el

microorganismo en forma vertical a partir de la colonizacién vaginal por:

1) Infeccidn intrauterina ascendente poco antes del parto (a través de

membranas rotas o intactas).
2) Invasion microbiana de la cavidad amnidtica durante el trabajo de parto.
3) Durante el paso a través del canal del parto.

La transmision horizontal (tanto hospitalaria como extranosocomial) ha sido

descrita alternativamente, para explicar posibles brotes intrahospitalarios y
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ciertas infecciones de inicio tardio “* 59,

Enfermedades clinicas

Infecciones en varones y mujeres no embarazadas

Los sindromes mas comunes causados por Streptococcus agalactiae en adultos
son: infecciones de piel, tejido blando y hueso. Estas infecciones son por lo
general complicaciones de enfermedades como la diabetes cronica o Ulceras
decubitas. Celulitis, Ulceras en los pies y abscesos son las manifestaciones mas
comunes, pero otras infecciones como fascitis necrotizante, son ocasionalmente

reportadas % 5% %),

Otra presentacibn comun de infeccidn por Streptococcus agalactiae es la
bacteremia, siendo el mayor factor de riesgo el uso de catéteres contaminados.
Asimismo puede causar neumonia, la cual es una forma severa de enfermedad

causada por Streptococcus agalactiae, y posee un alto indice de mortalidad.

Hace algunos afios, la endocarditis era uno de los sindromes mas comunes
causados por Streptococcus agalactiae, pero hoy en dia la incidencia es mucho
menor. En los afios 30 y 40's, la endocarditis era predominantemente una
enfermedad aguda en mujeres embarazadas, y afectaba basicamente a la valvula
mitral. Mas tarde en los afios 50’s, alrededor de la mitad de los pacientes eran
hombres, y la valvula mitral continuaba siendo el sitio de infeccibn mas comun.

Infecciones menos comunes como la artritis, infecciones urinarias, meningitis y
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peritonitis llegan a presentarse ©.
Infecciones en mujeres embarazadas

Streptococcus agalactiae también es una causa importante de infecciones durante
el embarazo y en el puerperio, causando infeccidon urinaria, corioamnionitis,
endometritis posparto, infeccion de herida quirdrgica post-cesarea y sepsis

materna © 5.
Infecciones en neonatos

La infeccion neonatal suele manifestarse como neumonia, sepsis 0 meningitis.
Varios factores se asocian a un mayor riesgo de infeccibn neonatal: rotura
prolongada de membranas (> 18 h); fiebre intraparto (> 38° C), premadurez (< 36
semanas), embarazo gemelar, hijo anterior con infeccidbn por Streptococcus

agalactiae, bacteriuria por Streptococcus agalactiae en el embarazo, etc. ©.

Existen dos sindromes distintos: El de inicio temprano (EOD, por sus siglas en
inglés, Early-Onset disease), el cual aparece durante la primer semana de vida,
usualmente en las primeras 24 horas de vida con una mortalidad cercana al 10%;
y el de inicio tardio (LOD por sus siglas en inglés, Late-Onset Disease), el cual
ocurre entre los primeros 7 dias y las 12 semanas de vida, pero se puede llegar a
presentar en nifios mayores de tres meses de vida. Los nifios con LOD son menos
susceptibles de presentar una enfermedad severa, y su incidencia esta

relacionada en menor grado con complicaciones obstétricas © 40,
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Los infantes con EOD, generalmente presentan sepsis 0 neumonia; meningitis e
infecciones de hueso o de tejido blando también pueden ocurrir. Este sindrome es
originado por una infeccion ascendente del tracto genital o por colonizacién
durante el parto. La infeccion amnidtica puede ocurrir incluso cuando las

membranas estan intactas. La estimacién de casos fatidicos por EOD es del 4.5%.

Los casos de meningitis son mas comunes con el LOD, que con el EOD. A pesar
de ello, en el LOD también se puede presentar como infecciones de huesos o

tejido blando, infecciones del tracto urinario, 0 neumonia.

Entre los pacientes con EOD, los serotipos III y Ia son los mas comunmente
identificados, pero se llegan a generar casos por los serotipos V y II. La mayoria
de los pacientes con LOD presentan el serotipo II, sin embargo el serotipo Ia

también es comun ©.

2.6. Tratamiento y prevencion

Los Estreptococos del grupo B son generalmente sensibles a la penicilina, que es
el farmaco de eleccién. Sin embargo, la concentracién minima inhibitoria (CIM, por
sus siglas en inglés) que se necesita para inhibir al microorganismo es
aproximadamente 10 veces superior a la que se necesita para inhibir a
Streptococcus pyogenes, ademas, se ha descrito tolerancia a la penicilina. Por

estos motivos, se utiliza con frecuencia en el control de las infecciones graves la
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combinacion de penicilina con un aminoglucésido. La vancomicina es un
tratamiento alternativo en los pacientes alérgicos a la penicilina, y por otro lado se

ha observado resistencia del microorganismo a la eritromicina y a la tetraciclina ¢*

40, 59)

En un intento por prevenir la enfermedad neonatal, se ha recomendado que todas
las mujeres embarazadas sean examinadas entre las semanas 35 y 37 de
gestacion para valorar la colonizacion por Streptococcus agalactiae. Se debe
utilizar quimioprofilaxis en todas las mujeres que estén colonizadas o que sean de
alto riesgo. Se considera que una mujer embarazada tiene un alto riesgo de dar a
luz a un nifio con una enfermedad invasiva del grupo B si ha tenido previamente a
otro nifio con la enfermedad o si hay factores de riesgo para la enfermedad en el
momento del nacimiento (Tabla 1). Se recomienda administrar penicilina G
intravenosa al menos 4 horas antes del parto; en las mujeres alérgicas a la
penicilina se utiliza clindamicina o cefalosporina. Este esquema asegura unos
valores de antibiéticos elevados y protectores en el torrente circulatorio del nifio en

el momento del nacimiento ©* 44,

Debido a que la enfermedad del recién nacido se asocia con una disminucién de
los anticuerpos circulantes en la madre, se ha intentado hacer una vacuna
polivalente contra los serotipos Ia, Ib, II, III y V. Los polisacaridos de la capsula
son poco inmunogénicos; sin embargo, al combinarlos con el toxoide tetanico se

mejora la inmunogenicidad de la vacuna © 9.
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OBJETIVOS

Objetivo General

X/
L X4

Tipificar molecularmente cepas de Streptococcus agalactiae provenientes

de muestras clinicas obtenidas en hospitales de la Ciudad de México.

Objetivos Especificos

X/
L X4

*

Estandarizar la técnica de la PCR para la tipificacion molecular de

Streptococcus agalactiae.

Detectar por la técnica de la PCR el gene cfb en todas las cepas de

Streptococcus agalactiae.

Identificar el tipo capsular de las cepas, evaluando la amplificacion
especifica para alguno de los pares de primers asociados a los nueve tipos

capsulares de la bacteria.

Demostrar la especificidad de los productos de la PCR por secuenciacion y

comparacion con secuencias reportadas en el GenBank.

Determinar, mediante comparacion, las posibles similitudes o diferencias

presentes entre las secuencias reportadas en el GenBank y las problema.

Establecer si existe relacion entre la frecuencia de los serotipos con el

origen clinico de las cepas.




11. PARTE EXPERIMENTAL

1. Material Bioldgico

Se analizaron 207 cepas de Streptococccus agalactiae aisladas de cultivos
vaginales, faringeos, urocultivos y otros, de pacientes que acudieron a los
diferentes hospitales de la Ciudad de México en el periodo comprendido entre los
afios 2002 y 2007. La distribucion por hospital de las cepas caracterizadas se

muestra en la Tabla 3.

Hospital NUumero de
Aislamientos
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE 150
Hospital General Dr. Gonzalo Castafieda, ISSSTE 47
Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégica 6
(InDRE)
Hospital de Cardiologia, Centro Médico Nacional Siglo 1
XXI, IMSS
Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, 1
IMSS
Hospital Juarez de México, SS 1
Otros Origenes 1

Tabla 3. Distribucion por hospital de las cepas analizadas de Streptococcus agalactiae.

2. Ildentificacion de Streptococcus agalactiae

Los criterios para la identificaciéon de Streptococcus agalactiae que se emplearon
en el laboratorio fueron: la determinacion de la B-hemolisis en agar sangre; la

susceptibilidad a 0.04 U de bacitracina; la prueba del factor de CAMP, la hidrélisis

del hipurato de sodio y la presencia del carbohidrato C antigénico “B” de



Lancefield. Por ello en forma rutinaria, todas las cepas que se recibieron en el
laboratorio se confirmo su pureza mediante el analisis de la morfologia colonial, se
resembraron en placas de agar sangre de carnero al 5%, se les colocé un disco de
0.04U de bacitracina TIPIBACT A® (BIO—RAD®) y se incubaron por 24 horas a
37°C en atmosfera enriquecida de CO; (crecimiento capnofilico). Una vez
transcurrido dicho tiempo, se buscd colonias aisladas rodeadas por halo de
hemolisis completa (Figura 1), recordando que no todas las cepas de

Streptococcus agalactiae generan [-hemodlisis, y crecimiento alrededor del disco

de bacitracina (Figura 2). Seguidamente, se procedido a realizar la prueba de
CAMP, sembrando en agar sangre de carnero al 5% una estria recta de la cepa de
Staphylococcus. aureus y, previa esterilizacion del asa, se tomo6 una asada de la
cepa que se presume del grupo B, para trazar estrias rectas perpendiculares a la
de Staphylococcus aureus, finalmente se incubé durante 24 horas, a 37°C. Se
tomd como prueba positiva a aquellas cepas que formaron una zona de mayor lisis
que aparece comunmente en forma de punta de flecha (Figura 3). La ultima
prueba no-serolégica fue la hidrdlisis del hipurato de sodio, la cual se evalué en el
laboratorio s6lo mediante la produccién de benzoato. Para ello se inocularon 2 6 3
colonias del Estreptococo problema en un tubo con caldo BHI (Bioxon®)
adicionado al 1% de hipurato de sodio (compuesto por 25 g de caldo BHI
(Bioxon®), 10 g de hipurato de sodio y 1000 mL de agua destilada), incubandolo a
37°C por 24 horas. Posteriormente, se centrifugd a 3,000 rom y del sobrenadante
con una micropipeta se tomaron 0.8 mL y se colocaron en un tubo nuevo, al cual
se le agreg6 0.2 mL de una solucion de Cloruro Férrico al 12% (el cual se preparo

al anadir a 100 mL de HCI al 2% en agua, 12 g de FeCl3-6H,0). Se tom6é como



resultado positivo a la formacion de un precipitado color café con leche, que

permanecio hasta por 10 minutos (Figura 4).

La determinacion del grupo de Lancefield se realizd mediante una prueba de

coaglutinacién en latex con el kit comercial Pastorex® Strep (BIO-RAD®), siguiendo

las indicaciones del proveedor, que se describen a continuacion:

1.

®

Colocar 300 pL de solucién de enzima de extraccion en un tubo de
hemdlisis para cada cepa a estudiar.

Tomar de 5 a 10 colonias aisladas de cultivo fresco y disociadas en la
solucién de enzima, procurando obtener una turbidez evidente.

Incubar de 15 a 45 minutos a temperatura ambiente.

Homogenizar por agitacion con vortex cada uno de los antisueros
(suspensiones de particulas de latex recubiertas de los anticuerpos
especificos de cada grupo: A, B, C, D, Fy G).

Depositar una gota de cada antisuero en cada uno de los circulos de la
tarjeta de aglutinacion.

Con ayuda de una micropipeta colocar una gota del lisado en cada uno de
los circulos de la tarjeta, procurando no tocar la gota de antisuero que fue
afiadida en el paso anterior.

Utilizando un palillo para cada circulo, mezclar el lisado con su respectivo
antisuero hasta obtener una mezcla homogénea.

Agitar la tarjeta con un movimiento orbital durante un minuto como maximo.



Una reaccion positiva se manifiesta por la aparicién de aglutinados rojos sobre un

fondo verde (Figura 5).

Por tanto, para considerar a la cepa analizada como Streptococcus agalactiae, es
necesario observar la B-hemolisis en las placas de agar sangre, presentar
resistencia a 0.04 U de Bacitracina, pruebas de CAMP e hipurato de sodio

positivas y haber presentado aglutinacion evidente y unica para el carbohidrato

que caracteriza al estreptococo del grupo B con el kit empleado.

Figura 1. Hemdlisis completa o tipo B en agar gelosa sangre de carnero.



S. pyogenes S. agalactiae

Mo hay zona
de inhibicion

Zona de
inhibicion

Agar sangre de carnero
ASM Microbelibrary.crg @ Chamberlain

Figura 2. Prueba de Susceptibilidad a 0.04U de bacitracina TIPIBACT A® (BIO-RAD®).

El crecimiento alrededor del disco no se ve inhibido por dicha concentracion de

antibidtico.

Estreptococo L8
del grupo A Estreptococo

del grupo B

Figura 3. Prueba del factor de CAMP. Se puede observar como para el estreptococo del
grupo B aparece una zona de mayor lisis en forma de punta de flecha y que apunta

hacia la estria de Staphylococcus aureus.
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Figura 4. Prueba de hidrdlisis del hipurato de sodio. Se puede observar como al afadir
el cloruro férrico, tanto en el tubo perteneciente al control positivo como al problema se

formd un precipitado color café con leche que permanecié por mas de 10 minutos.
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Figura 5. Prueba de determinacion del grupo de Lancefield por coaglutinacion en

latex con el kit comercial Pastorex® Strip (BIO-RAD®). Obsérvese la aparicion de

aglutinados rojos sobre un fondo verde.

3. Tipificacion de Streptococcus agalactiae



Una vez comprobada la identidad de las cepas se procedié a la tipificacion de las
mismas. Todas las técnicas utilizadas a excepcion de la PCR, se emplean en el
laboratorio, por lo que se pretende la implementacion de esta ultima de forma

rutinaria para las cepas subsecuentes.

3.1. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realiza empleando el kit comercial DNeasy® Tissue
(QIAGEN®) siguiendo las instrucciones del proveedor, segin la siguiente

metodologia:

1. Preparar el buffer de lisis enzimatica agregando lisozima (Research
Organics®) a una concentracion final de 20 mg/mL.

2. En un tubo eppendorf agregar 180 uL de buffer de lisis enzimatica recién
preparado y obtener una suspension bacteriana de un cultivo de 24 horas
con una concentracion aproximada de 2x10° UFC/mL.

3. Incubar a 37°C durante al menos 30 minutos.

4. Adicionar al tubo 25 yL de proteinasa K (>20U/mg) y 200uL de buffer AL

5. Incubar a 70°C durante 30 minutos.

6. Agregar a la mezcla 200 pL de etanol absoluto frio y agitar en el vortex
vigorosamente.

7. Pasar todo el contenido del tubo a la columna de extraccion colocada sobre
un tubo de colecta y centrifugar a 8000 rpm por un minuto. Eliminar el

liquido del tubo de colecta.



8. Transferir la columna de extraccion a un tubo de colecta nuevo y agregar a
la columna 500 pL de buffer AW1. centrifugar a 8000 rpm durante un
minuto. Eliminar el liquido del tubo de colecta.

9. Transferir la columna de extraccion a otro tubo de colecta nuevo y agregar
a la columna 500 L de buffer AW2. Centrifugar a maxima velocidad por 3
minutos. Eliminar el liquido del tubo de colecta.

10. Transferir la columna de extraccion a un tubo eppendorf nuevo y estéril y
agregar a la columna 200 pL de buffer AE. Centrifugar a 8000 rpm durante
1 minuto para eluir el ADN.

11. Repetir la elusién del paso 10.

Para evaluar la pureza y cantidad de ADN extraido se realizd una
electroforesis. Se cargaron 5 yL de cada muestra de ADN en un gel de agarosa al
0.8% (Research Organics®), con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio (Research
Organics®), sumergido en buffer 1x de Tris-Boratos-EDTA (TBE). El gel se
observa en un transiluminador de luz ultravioleta MacroVue UVis-20 (Hoefer®)

para visualizar las bandas de ADN.

3.2. Amplificacion de los genes cfb, cpsla, cpslb, cpsll,

cpsllil, cpslV, cpsV, cpsVlI, cpsVIl y cpsVilili



La amplificacion se realizé a partir del ADN extraido de cada cepa mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Consta de
30 ciclos de reaccion, cada uno de los cuales esta formado por tres etapas:
desnaturalizacion, alineamiento y enlongacion. La PCR se realizd en un

termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®).

La etapa de desnaturalizacién, consiste en abrir la doble cadena de ADN, a una
temperatura de 94°C por un minuto. Para la etapa de alineamiento, se disminuyo
la temperatura hasta 60°C por un minuto, lo cual permite que los
primers o iniciadores localicen su secuencia complementaria en el ADN y se
peguen a ella para asi iniciar la siguiente etapa. En la etapa de enlongacion se
aumenta la temperatura a 72°C por dos minutos para que la ADN polimerasa
pueda sintetizar el ADN. Una vez concretados los 30 ciclos, la temperatura se

disminuye hasta alcanzar los 4°C para parar la reaccién (Figura 6).

Algunas cepas que dieron negativas para los nueve tipos capsulares, fueron
evaluadas utilizando dos diferentes temperaturas de alineamiento: 50 y 55°C.
Posteriormente se implement6 el uso de adyuvantes como el glicerol y el DMSO
en la mezcla maestra y se utilizé la temperatura inicial de 60°C, asegurando que
en la mayor parte de las cepas se amplificara cualquiera de los genes que

codifican para los diferentes serotipos en estudio.
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Figura 6. Diagrama de temperaturas empleadas para la PCR.

Se utilizé un volumen final de 30 uL para cada uno de los genes que codifican los
diferentes serotipos (cpsla, Ib, 11-VIIIl) y para el gen cfb. La mezcla de reaccion

por tubo se describe en la Tabla 4.

Volumen (L)

Reactivo A B




Agua Ultrapura 19.43 | 19.43
Deoxinucledtidos Trifosfatados o Trifosfato (ANTP’s) (Applied

Biosystems®) Solucién 1.25mM de cada dNTP 5.0 5.0
Buffer para PCR con MgCl, 1.5mM (Roche®) 3.0 3.0
Primer “Forward” 10mM 0.6 0.6
Primer “Reverse” 10mM 0.6 0.6
Adyuvante: DMSO (Pharmacia Biotec®) o Glicerol (Stratagen®) - 0.2
ADN de la muestra 1.0 1.0
Taqg DNA polimerasa 5 U/ uL (AIItaenzima®) 0.17 0.17

Tabla 4. Composicién de la mezcla de reaccién para la PCR. A. Muestra la mezcla de reaccién utilizada
originalmente, la cual se probd con tres distintas temperaturas de alineamiento: 50 y 60°C. B. Muestra la

mezcla de reaccion utilizando adyuvantes, temperatura de alineamiento de 60°C.

A continuacidon se muestra la secuencia nucleotidica de cada uno de los

primers utilizados.

Gen Primer Secuencia (5’ a 3’)

cfb CFB-F ATGATGTATCTATCTGGAACTCTAGTG
CFB-R CGCAATGAAGTCTTTAATTTTTC




cpsla la-HF ATACAGTTGTCGTAAAGAAGAAAAC
la-HR TGTTTAGCTTTCCTACCAATATTAG

cpslb Ib-HF TTTAGAAGTCCAGAATTTCATAGAGTC
Ib-HR CAAAGAAAGCCATTGCTCTCTG
cpsll 11-KF CTCCAGATGGTCTTTGTGAC
11-KR AAAATTGGTATATTTCCTCTTGAC
cpsllil HI-HF CCACATATGAGAATAAGACTTGC
1H1-HR CCTAGTGATAGTACTTTGGTTTCTG
cpslv IV-HF TGTAAATCATCTACACCCCC

IV-HR ATAGCCTTTTGACAGGTAGGTT

cpsV V-HF CTTTTTTATAGGTTCGATACCATC

V-HR GATGTTCTTTTAACAGGTAGATTACAC

cpsVi VI-HF TGTTTTTCTTACAAAGTGGAGTC

VI-HR CCTGTTTTGTTTGATAGCTTCTC

cpsVili VII-MF | GTGCAATTAGAGGACAAAAATTTA

VII-MR | CATCGAATCAGGAAAAATAGAT

cpsVlilli VIII-JF | ATCTCATGGCATGTCTGG

VIII-JR | CATTCGAATAAACAATCTTATTGC

Tabla 5. Secuencia nucleotidica de cada uno de los primers utilzados para la amplificacion del

gen cfb, y los nueve serotipos capsulares.

Para observar los productos de PCR, se realizé un corrimiento electroforético de
las muestra junto con un marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas®) en
un gel de agarosa (Research Organics®) al 1.7% en buffer de TBE 1X con bomuro
de etidio (Research Organics®) a una concentracion final de 0.5 ug/mL., para asi
poder observar las bandas de ADN resultantes, al momento de incidir sobre el gel

luz ultravioleta en el transiluminador (MacroVue UVis-20, Hoefer®).



El tamafio de los productos de la PCR para los diferentes genes fue de 240 hasta

350 pb; para determinarlos, se tomé una fotografia digital a cada uno de los geles,

estos se analizaron con el programa Kodak® 1D 3.5v.

El esquema de tipificacion se dividi6 en tres etapas:

X/
L X4

Etapa 1: Se evalud la presencia del gen cfb, junto con los genes que
codifican para los serotipos capsulares reportados con mayor frecuencia en
la literatura (la, Il y 11l). Las cepas negativas se probaron para el gen
cpsla a 50°C. Una vez obtenido un lote de aproximadamente 20 cepas
que no amplificaron para ninguno de los serotipos antes mencionados, se
realizé un PCR para determinar los genes de los serotipos restantes, en el

cual observamos que el cpslb y cpsV fueron los mas comunes.

Etapa 2: Con base a lo anterior, se realiz6 un PCR para los genes cfb,
cpsla, cpslb, cpsll, cpslll y cpsV, para cada cepa; y aquellas que dieron
negativas se probaron en un PCR para el resto de los serotipos (1V, VI,

VI y VIII).

Etapa 3: A fin de optimizar materiales y reactivos se hicieron ensayos de
PCR multiples (mas de 1 par de primers para amplificar simultdaneamente 2
6 3 genes). Primero se determinaron los pesos moleculares de los

amplificados del gen cfb, y de los nueve serotipos capsulares, con base a



ellos se eligieron amplificados cuyos tamafos se diferenciaran entre si
visualmente, y se decidi6 que las combinaciones mas adecuadas se
incluian en dos PCR: Uno multiple, con el gen cfb, y los genes para los
serotipos 111 y V; y un PCR dual el cual incluia los genes que codifican
para serotipos la y Ib. Las mezclas de reaccion por tubo se describen en

las Tablas 6y 7.

Reactivos Volumen (uL)

Agua Ultrapura 17.23

Deoxinucledtidos Trifosfatados o Trifosfato (ANTP’s) (Applied

Biosystems®) Solucion 1.25mM de cada dNTP 5.0
Buffer para PCR con MgCl, 1.5mM (Roche®) 3.0
CFB-F 10mM 0.6
CFB-R 10mM 0.6
IH1-HF 10mM 0.6
IH1-HR 10mM 0.6

V-HF 10mM 0.6




V-HR 10mM 0.6
Adyuvante: DMSO (Pharmacia Biotec®) o Glicerol (Stratagen®) 0.2
ADN de la muestra 1.0
Taq DNA polimerasa 5 U/ pL (Alltaenzima®) 0.17

Tabla 6. Composicion de la mezcla de reaccién para la PCR multiple, para los genes cfb, cpslll y cpsV.

Temperatura de alineamiento de 60°C. El volumen de DMSO no se incluyd en el volumen final del tubo de

reaccion

Reactivos Volumen (uL)
Agua Ultrapura 18.43
Deoxinucleotidos Trifosfatados o Trifosfato (ANTP’s) (Applied

Biosystems®) Solucién 1.25mM de cada dNTP 5.0
Buffer para PCR con MgCl, 1.5mM (Roche®) 3.0
la-HF 10mM 0.6
la-HR 10mM 0.6
Ib-HF 10mM 0.6
Ib-HR 10mM 0.6
Adyuvante: DMSO (Pharmacia Biotec®) o Glicerol (Stratagen®) 0.2
ADN de la muestra 1.0
Taq DNA polimerasa 5 U/ pL (Alltaenzima®) 0.17

Tabla 7. Composicion de la mezcla de reaccion para la PCR dual, para los genes cpsla y cpslb.

Temperatura de alineamiento de 60°C. El volumen de DMSO no se incluyd en el volumen final del tubo de

reaccion.




3.3. Purificacion de los productos de la PCR de los

genes cfb y cpsla, cpslb, cpsll, cpslll, cpsV, y cpsVI

Mediante el uso del kit comercial Microcon® de Millipore®, que consiste en
columnas que contienen una membrana que impide el paso de las moléculas
grandes de ADN (por arriba de 100,000 Da), se eliminaron todas las impurezas
de reactivos, asi como amplificados inespecificos o incompletos generados
durante la reaccion, con la finalidad de obtener alta calidad en la secuenciacion
de los productos amplificados. La metodologia de purificacion se describe a

continuacion:

1. Colocar cada columna sobre un tubo de colecta y agregar 370 uL de
agua estéril desionizada, sin tocar la membrana de la columna.

2. Agregar el producto de la PCR a la columna, incorporandolo
delicadamente con la ayuda de una micropipeta.

3. Centrifugar a 2500 rpm por 14 minutos. Eliminar el filtrado.

4. Agregar a la columna 390 L de agua estéril desionizada evitando tocar
la membrana de la columna.

5. Centrifugar a 2500 rpm durante 14 minutos y eliminar nuevamente el
filtrado.

6. Invertir cuidadosamente la columna en un nuevo tubo de colecta y
centrifugar a 10000 rpom durante 3 minutos.

7. El liquido colectado es el producto purificado. Puede agregarse agua

ultrapura estéril para obtener un volumen final aproximado de 30 pL.



La pureza de los productos de la PCR se observé mediante un corrimiento
electroforético, utilizando como marcador de peso molecular el Low DNA Mass
(Invitrogene®) con el cual, es posible calcular el peso molecular y la masa

aproximada de ADN presente en cada banda.

3.4. Secuenciacion de los productos de la PCR de los

genes cfb y cpsla, cpslb, cpsll, cpslll, cpsV, y cpsVI

Los productos purificados de la PCR fueron secuenciados en el equipo
automatizado ABI-3100 de Applied Biosystems®, en el Instituto de Fisiologia

Celular de la UNAM.

Las muestras fueron secuenciadas empleando los primers especificados en la

Tabla 8. Las secuencias nucleotidicas fueron descritas anteriormente en la Tabla

5.

Gen Primer Clave de Cepa
cfb CFB-F 1017

cpsla la-F 581, 602

cpslb Ib-F 1089

cpsll 1-F 1093

cpslil 11-F 1017
cpsVvV V-F 1224, 1250




cpsVi VI-F 1287

Tabla 8. Primers empleados en las reacciones de secuenciacion para los

diferentes genes capsulares.

Como resultado del proceso de secuenciacion se obtuvo un electroferograma y un

archivo electronico.

Cada secuencia electronica se compard con su respectivo electroferograma,
a fin de resolver y editar posibles ambigliedades, empleando para ello el software
EditSeq® (DNAstar® Madison Wis). Se compararon con las secuencias publicadas
en el GenBank, para poder establecer el porcentaje de identidad de las muestras,
demostrando que tanto los primers como el proceso de amplificacion en general
funcionan adecuadamente y por ende confirmar el serotipo capsular al cual

pertenecen las muestras.

Finalmente se procedié mediante el uso del software MegAlign® (DNAstar®
Madison Wis), a identificar las posibles mutaciones en los genes, que van desde
simples sustituciones nucleotidicas, hasta inserciones o deleciones de varios
pares de bases, se compararon las secuencias problemas con su correspondiente
secuencia de referencia. Este programa permite a través del uso del algoritmo
clustal V, un alineamiento de las secuencias, presentando el resultado con un
cbédigo de colores, en el cual cada color representa un porcentaje de similitud
entre las secuencias introducidas. Asimismo se obtuvo a través de este programa

un arbol filogenético para cada uno de los genes secuenciados.



4. Resultados y Discusion

4.1. Identificacion de Streptococcus agalactiae

Todas las cepas estudiadas mostraron el perfil tipico de Streptococcus

agalactiae (Tabla 9) tanto en las pruebas bioquimicas como en las serologicas

realizadas de rutina dentro del laboratorio, a excepcion de la determinacion del

tipo de hemdlisis, que como antes se dijo para el caso de Streptococcus

agalactiae es variable.

Prueba

| Resultado

Bioquimica

Tipo de Hemdlisis

B en el 94% de las cepas, o en el 6% de
los casos

Resistencia a 0.04 U de Bacitracina

Positiva (cepas resistentes)

Factor de CAMP Positivo
Hidrdlisis del hipurato de sodio Positiva
(Generacién de benzoato)

Serolbgica
Grupo de Lancefield B

Tabla 9. Perfil bioquimico y serolégico de cepas de Streptococcus agalactiae analizadas.

5.2. Tipificacion de Streptococcus agalactiae

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizé empleando el kit comercial DNeasy® Tissue

(QIAGEN®), dicha técnica ha mostrado una alta eficiencia en cuanto a

rendimiento y pureza del ADN. Estos dos parametros fueron evaluados

mediante un corrimiento electroforético en gel de agarosa al 0.8%, cuya

fotografia digital se muestra en la figura 7.




Figura 7. Corrimiento electroforético en gel de agarosa
al 0.8%, del ADN extraido por medio del kit comercial
DNeasy® Tissue (QIAGEN®). Se cargaron 4 pL de
ADN en cada pozo.

Otra ventaja del kit DNeasy® Tissue (QIAGEN®) es la estabilidad del ADN que
se obtiene, ya que permite conservarlo a -20°C por varios anos, lo que ha
dado lugar a una coleccion de muestras de ADN desde hace 6 afos en el

laboratorio.

Amplificacion de los genes cfb y cpsla, cpslb, cpsll,

cpslll, cpsV,y cpsVli

Entre las cepas analizadas se identificaron por la PCR 6 de los 9 tipos
capsulares reportados (la, Ib, II, 111, V y VI). No se encontraron cepas de los
tipos capsulares 1V, VIl y VII. El gen cfb, fue amplificado en todas las cepas
evaluadas, incluso en 7 que no amplificaron con ningun tipo capsular. Como se
esperaba los pesos moleculares de los genes amplificados fluctuaron entre 240

y 350 pb (Tabla 10).

Gen Peso Molecular




(pb)

cfb 260
cpsla 340
cpslb 250
cpsll 300
cpsllil 340
cpsV 300
cpsVi 290

Tabla 10. Pesos moleculares de los genes amplificados por la técnica de la PCR.

Esquema de Tipificacion

Etapa 1

Inicialmente, la temperatura de alineamiento utilizada fue de 60°C y los unicos
primers que se emplearon fueron los correspondientes a los genes cfb, cpsla,
cpsll y cpslll (reportados con mayor frecuencia en la literatura), la mayoria

fueron la (Figura 8).
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Figura 8. Corrimientos electroforéticos en gel de agarosa al 1.7%, de los
productos de amplificacion mediante la técnica de PCR (Temperatura de
alineamiento: 60°C). PM representa al marcador de peso molecular de 100 pb
(Fermentas®). A) Se puede observar que las cinco cepas pertenecen al serotipo
capsular la, cuyo amplificado posee un peso molecular aproximado de 340 pb. B)
Aqui se muestran dos cepas que pertenecen al serotipo capsular la y dos al 111. C)
Se muestran dos cepas positivas para el serotipo una cepa positiva la y una para

el serotipo capsular I1.

Las cepas negativas se evaluaron nuevamente a una temperatura de
alineamiento de 50°C, no se observaron cambios con respecto a los resultados

a 60°C, por lo que las cepas negativas fueron evaluadas con los primers de los



serotipos capsulares restantes (Ib, IV-VIII) a una temperatura de 60°C,
utilizando nuevamente los primers para el gen cfb, como control. De esta
manera, se encontré que la mayoria de las cepas amplificaron para el gen del
serotipo V; asi mismo, una cantidad menor amplificé para el gen del serotipo
capsular Ib y sélo una cepa fue positiva para el gen del serotipo capsular VI.
Los genes de los serotipos capsulares 1V, VII y VIII no figuraron en los

resultados (Figura 9).
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Figura 9. Corrimientos electroforéticos en gel de agarosa al 1.7%, de los productos de
amplificacion mediante la técnica de PCR (Temperatura de alineamiento 60°C). PM representa
al marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas®). A) Se muestran 5 cepas positivas
para el serotipo V. B) Se muestran dos cepas positivas para el serotipo Ib, y dos para el
serotipo V. C) Se muestran 2 cepas positivas para el serotipo V, y una positiva para el serotipo

capsular VI.

En cuanto a las cepas que seguian sin amplificar, se probé nuevamente la
temperatura de alineamiento de 50°C, pero esta vez solo para el gen cpsV,
obteniéndose resultados positivos para algunas cepas cuyos amplificados
presentaban el tamafo correspondiente al gen cpsV y con un buen

rendimiento (Figura 10).

PCR Tipificacion de Grupo B

Figura 10. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.7%, de los
productos de amplificacion mediante la técnica de PCR (Temperatura de
alineamiento 50°C). PM representa al marcador de peso molecular de 100 pb

(Fermentas®)

Etapa 2

Las observaciones anteriores nos permitieron probar otra estrategia de
tipificacion que incluyera el uso de los primers de los tipos capsulares mas
frecuentes en nuestros aislamientos como son: la, Ib, II, 111 y V, en un lote
de cepas nuevas. Los resultados obtenidos fueron de gran ayuda, ya que mas

del 90% de las cepas presentaban alguno de los genes que codifican para



dichos serotipos; por tanto, el ahorro en tiempo y reactivos fue evidente. Al
igual que en los experimentos anteriores, las cepas se evaluaron a 60°C
(Figura 11-A) y, las que no amplificaron se probaron a 50°C (Figura 11-B),
donde se tenia ya la experiencia que algunas cepas la y V amplifican a esta

temperatura.
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Figura 11. Corrimientos electroforéticos en gel de agarosa al 1.7%, de los productos
de amplificacion mediante la técnica de PCR (Temperatura de alineamiento 60°C).
PM representa al marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas®). A) Se
muestran cuatro cepas positivas para el serotipo la, y una para el serotipo 111. B)
Se muestran dos cepas positivas para el serotipo la, y cuatro para el serotipo V.
Como se puede observar para el caso del serotipo Il se hallaron sélo
inespecificidades, ya que los amplificados eran de tamafio mucho mayor al esperado

(entre 1500-2000 pb).



Etapa 3 (PCR multiple y dual)

Finalmente en esta etapa se decidié realizar PCR multiples, siempre con la
finalidad de establecer una estrategia que redujera tiempo y costo en la
tipificacion molecular de Streptococcus agalactiae. Se tomd en cuenta el peso
molecular de los productos de la PCR (Tabla 11) y la prevalencia de los

mismos en nuestra poblacion.

Se procedié a evaluar visualmente la distancia entre los genes amplificados de
los serotipos que se sometieron juntos a una misma reaccion de PCR. Las
mezclas evaluadas fueron: genes cpsla/cpslb y genes cfb/cpslil/cpsV. Se
corrieron en un mismo pozo de un gel de electroforesis, productos de PCR
positivos obtenidos previamente para los serotipos la y Ib (colocando 2 pL de
cada producto en el pozo), y en otro pozo productos de PCR para los serotipos
Il y V, junto con un amplificado positivo para el gen cfb. Se demostr6 que
visualmente pueden ser identificados con base en la diferencia entre los pesos

moleculares de dichos productos, para ambos casos descritos.

Se realizaron las primeras pruebas, a fin de evaluar si existia algun tipo de
interaccion negativa entre los pares de primers utilizados en cada una de las
reacciones, la cual pudiera inactivar de algun modo a un par de primers. Como
para la PCR dual la/lb que se buscaba implementar no existia ADN alguno
que pudiera dar positivo para ambos serotipos, se realizd una mezcla de dos
ADN, los cuales habian dado positivo, por separado, para cada uno de los
genes cpsla y cpslb. Al mismo tiempo se utilizaron controles positivos de
ambos genes y utilizando la misma mezcla de reaccidén, en la cual se

agregaron los dos pares de primers correspondientes. El resultado fue la



obtencién de dos bandas para la mezcla de ADN, y bandas unicas para cada
uno de los controles. De la prueba antes descrita, se halld que no existia
interaccion negativa entre los pares de primers utilizados, ademas se

obtuvieron amplificados de peso molecular correspondiente al esperado (Figura

12).
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Figura 12. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.7%, de los productos de
amplificacion mediante la técnica de PCR (Temperatura de alineamiento 60°C). Se muestran
cuatro cepas dos positivas para la, pero que habian amplificado anteriormente a temperaturas
diferentes 627 (60°C) y 626 (50°C); y dos positivas para Ib 1116 y 1120; asi como la mezcla de
los ADN, en presencia de glicerol y DMSO. PM representa al marcador de peso molecular de 100

pb (Fermentas®).

Al mismo tiempo se realiz6 la prueba para la PCR multiple cfb/cpslil/cpsV, y
al igual que para la PCR dual, se tuvo que recurrir a la mezcla de ADN, debido
a que un solo ADN no puede dar positivo para mas de un serotipo. Se
obtuvieron dobles bandas para el caso de los controles, y tres bandas para la
mezcla de ADN, con lo cual se observd que no existia interaccion negativa

entre los pares de primers utilizados y mezclados en la misma reaccion (Figura

13).
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Figura 13. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.7%, de los productos de
amplificacion mediante la técnica de PCR (Temperatura de alineamiento 60°C). Se muestra
el resultado del PCR Multiple de prueba, en el cual se utilizaron como controles dos cepas
positivas para el serotipo 111 (1141 y 1207) y dos positivas para el serotipo V (1111 y 1242),y

se gener6 una mezcla de ambos serotipos. PM representa al marcador de peso molecular de

100 pb (Fermentas®).

Con estos PCR (dual y multiple) se logro la optimizacion de reactivos asi como
del tiempo empleado en la tipificacién, ya que no se tuvo que evaluar los
negativos a otras temperaturas al implementar el uso del DMSO como

adyuvante en cada una de las reacciones (Figura 14).

cfb/IlI/V

la/lb
PCR Multiple cfb/Ill/\VV y Dual la/lb

Figura 14. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.7%, de los productos de
amplificacion mediante la técnica de PCR (Temperatura de alineamiento 60°C). Se muestra el

resultado de un PCR Multiple y un PCR dual, utilizando sus correspondientes controles. En



estas dos reacciones se logré tipificar 11 de las 15 cepas evaluadas. PM representa al
marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas®).
En cuanto a las cepas que resultaron ser no tipificables por PCR, es posible
que pertenezcan al serotipo recientemente descubierto, el serotipo IX, o a
algun serotipo aun no identificado como tal, ya que también se han reportado
variaciones alélicas importantes entre cepas, presuntivamente consideradas

dentro de los serotipos 111 y V.

Purificacién de los productos de la PCR de los genes cfb vy

cpsla, cpslb, cpsll, cpslll, cpsV, y cpsVi

Utilizando el kit comercial Microcon® de MiIIipore®, se eliminaron todas las
impurezas de reactivos, asi como amplificados inespecificos o incompletos
generados durante la reaccion, con la finalidad de obtener alta calidad en la
secuenciacion de los productos amplificados. Con el uso del marcador de peso
molecular el Low DNA Mass (Invitrogene®) y el software Kodak® 1D 3.5v, se
calculé el peso molecular y la masa aproximada de ADN presente en cada

banda. Los resultados se muestran en la Tabla 11 y Figura 15.

Gen Clave de Peso Molecular Masa
Cepa (pb) (ng)

Cfb 1017 274.4 50.23

cpsla 581 376.9 24.05
602 371.8 47.8

cpslb 1089 269.6 40.17
cpslli 1093 318.6 64.3




cpsllil 1017 382.1 19.86

cpsV 1224 321.7 99.2
1250 317.4 163.8
cpsVi 1287 293.7 15.74

Tabla 11. Pesos moleculares y masas de cada uno de los productos de PCR purificados para
ser secuenciados. Todos amplificaron a una temperatura de alineamiento de 60°C, a excepcion
de las cepas 581 y 1250. Las unidades de los pesos moleculares son los pares de bases (pb), y

las de las masas son los nanogramos (ng).

Con la finalidad de confirmar mediante secuenciacion y comparacion de las
secuencias, que no existia diferencia alguna entre los productos amplificados a
50°C y 60°C, para los genes cpsla y cpsV, se purificaron para cada caso dos
productos de PCR. Para el tipo capsular la, se purificaron los productos de las
cepas 602 y 581, el primero amplificé a 50°C y el segundo a 60°C. En el caso

del tipo capsular V, se purificaron los productos de las cepas 1224 y 1250, el

primero amplificé a 60°C y el segundo a 50°C (Figura 15).

Figura 15. Corrimientos electroforéticos en gel de agarosa al 1.7%, de los productos de
amplificacién purificados; la cepa 1017 amplificé para los genes cfb y cpsllil (los resultados
se muestran en dicho orden), las cepas 602 y 581, amplificaron para el gen cpsla, 1089

para cpslb, 1224 y 1250 para cpsV, la 1287 para cpsVI y finalmente la 1093 para cpsll.



LM es el marcador de peso molecular Low DNA Mass (Invitrogene®). Las masas de los

productos se evaluan en funcion de la intensidad de la banda y no del corrimiento de esta.

Secuenciacion de los productos de la PCR de los genes cfb y

cpsla, cpslb, cpsll, cpslll, cpsV,y cpsVi

Como resultado del proceso de secuenciacion se obtuvo un electroferograma y
su correspondiente secuencia electronica para cada muestra. En total se
mandaron a secuenciar 9 amplificados (Tabla 12), uno correspondiente al gen
cfb (Figura 16), dos para el cpsla (Figuras 17) y el cpsV (Figura 21), ya que
como se dijo anteriormente, con estos dos genes (tipos capsulares la y V) se
evaluaron dos temperaturas de alineacion diferentes, finalmente para los genes
cpslb (Figura 18), cpsll (Figura 19), cpsllil (Figura 20) y cpsVI (Figura 22),
pertenecientes a los serotipos I, 111 y VI respectivamente, se secuencié un
amplificado por gen.
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Figura 16. Electroferograma obtenido de la secuenciacién del gen cfb, cepa 1017.
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Figura 17. Electroferograma obtenido de la secuenciacién del gen cpsla, cepa 602.
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Figura 18. Electroferograma obtenido de la secuenciacion del gen cpslb, cepa 1089.
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Figura 19. Electroferograma obtenido de la secuenciacion del gen cpsll, cepa 1093.

ﬁk‘% Mn\s ' 1017 _primerill Inst ModeliName 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025
18775 Mar 13,2007 07:20PM, CET

SN G:440 A:355 T:044 G:208 KB_3100_POPS_BDTv3.mob Mar 13,2007 08:01PM, CET
KB.bcp Pis 780 to 6400 Pk1 Loc:TBO Spacing:16.6 Pis/Panal1500
K319 Capd - Version 5.1 HISQV Bases: 321 LUIS MANUEL PEREA Piate Name: ifc30
s el L - 3’ T ITGoT GTTTTITIATYITICTIASC IACTTTTY [ 3G T o ‘-.,I_ 3 1 -_1

Figura 20. Electroferograma obtenido de la secuenciacién del gen cpslll, cepa 1017.
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Figura 21. Electroferograma obtenido de la secuenciacién del gen cpsV, cepa 1224.
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Figura 22. Electroferograma obtenido de la secuenciacion del gen cpsVI, cepa 1287.

Analisis de las secuencias

Cada secuencia electronica fue comparada con su respectivo
electroferograma, y no se hall6 ambigiedad alguna. Se compararon con
secuencias previamente reportadas en el GenBank, utilizando para ello el
programa megablast, presente en la pagina del NCBI. Con dicho programa se
determiné el porcentaje de identidad entre las secuencias problema y las de

referencia (Tabla 12).



Gen Secuencia de Referencia (GenBank) Porcentaje de
Clave de acceso/descripcion Identidad
cfb gi/152002345/gb/EF694027.1/ 100%
Streptococcus agalactiae CAMP factor (cfb) gene,
complete cds.
cpsla gi/39725904/gb/AY375362.1/ 99%
Streptococcus agalactiae Strain 090 capsular
polysaccharide biosintesis gene cluster, partial
sequence. Serotype la.
cpslb 0i/12697593/dbj/AB050723.1/ 100%
Streptococcus agalactiae cpslbD, cpslbF, cpslibG,
cpslbH, cpslibl, cpslbJ, cpslibK, cpslbL, neuB, neuC,
genes, complete cds.
cpsll gi/39725904/gb/AY375362.1/ 100%
Streptococcus agalactiae serotype Il cps2C, cps2D,
Cps2E, cps2F, cps2G, cps2H, cps2l, cps2d, cps2K,
cps2L, neuB, neuC and neuD genes; complete cds;
and neuA gene, partial cds.
cpsllil gi/18029147/gb/AF363056.1/AF363056/ 100%
Streptococcus agalactiae strain GBOO/031 capsular
polysaccharide biosynthesisi gene cluster, partial
sequence. Serotype IlI.
cpsV gi/13549124/gb/AF349539.1/ 100%
Streptococcus agalactiae CNCTC 1/82 type V
capsular polysaccharide, synthesis operon,
complete sequence.
cpsVi gi/13022158/gb/AF337958.1/ 98%

Streptococcus agalactiae strain NT6 type VI caspsular
polysaccharide synthesis operon, complete sequence

Tabla 12. Secuencias reportadas en el GenBank contra las cuales fueron comparadas las secuencias

problema, su descripcion, y el porcentaje de identidad obtenido.

Como se observa en la Tabla 12, las secuencias obtenidas de las muestras

problema para cada uno de los genes encontrados, posee una elevada

identidad con las secuencias de referencia reportadas en el GenBank, siendo




el porcentaje mas bajo de 98%, lo que nos demuestra que los amplificados
secuenciados pertenecen a los genes deseados, y que los pares de primers,

como la técnica de PCR utilizada permiten una amplificacion especifica.

Mediante el uso del MegAlign® se buscaron posibles mutaciones presentes en
las secuencias problema. Se encontraron cambios de base (Tabla 13),
unicamente para el caso de los genes cpsla y cpsVI (de ahi el 1 6 2% de
variacién con respecto a las secuencias de referencia), que se pueden deber a
variaciones alélicas presentes entre las cepas de estudio, estos se
encontraban al interior de los genes, ello no impide que los primers se peguen
a la secuencia templado, afirmando que estos se pegan en zonas altamente
conservadas del gen de estudio, permitiendo que el proceso de tipificacion sea

confiable.

Gen Secuencia Posicion Base

cpsla Referencia 133 G
Problema T

cpsVi Referencia 19 T
Problema A

Tabla 13. Cambios de base hallados por comparacidon de las secuencias problema con su
respectiva de referencia. Los cambios son de una base purica por una pirimidica y viceversa. Para
el caso del gen cpsla, soélo se incluye un resultado para la secuencia problema, ya que ambos

genes secuenciados resultaron idénticos.

Finalmente se obtuvieron los arboles filogenéticos para los dos genes
mencionados (Figura 23), se muestra el grado de divergencia entre las

secuencias alineadas, resumido en el numero presente por debajo de cada



arbol filogenético (el cual va de 0 a 1), representa el numero de pares de bases

en que difieren dichas secuencias, por cada 100 pares de bases de una

secuencia.
A | 581_1a
) . ' 602 1a
02 ref-la
—» ]
0
Sustituciones nucleotidicas (x100)
B) 4 ref-VI
0.4 1287_VI-HF
—p : 1

Sustituciones nucleotidicas (x100)

Figura 23. Arboles Filogenéticos obtenidos del alineamiento de las secuencias de referencia
(Tabla 13) con las secuencias problema para los genes cpsla y cpsVI. El nimero que establece
el grado de divergencia entra las secuencias alineadas se encuentra resaltado con una flecha y

en negritas.

Como se pudo observar para los gen cpsla (Figuras 23-A) se hallé que las
secuencias poblema divergian de la de referencia en 0.2 pb por cada 100 pb (1
cambio por cada 500pb), resultado del cambio de base mencionado en la Tabla
13; en el arbol filogenético, se observa como existen dos ramas, una de mayor
intensidad que otra, en la banda mas intensa se encuentran presentes ambas
secuencias problema (las de los genes amplificados a 50°C y a 60°C) y en la
rama restante se encuentra presente la secuencia de referencia. Lo anterior
nos deja ver que a pesar de que se utilizaron diferentes temperaturas de
alineamiento, el resultado obtenido fue el mismo. Resultaria de gran
importancia, explorar a futuro mas secuencias problema de este gen, para asi
ver si la variacion con respecto a la de referencia se sigue manteniendo. Para
el caso del gen cpsVI (Figura 23-B), se encontré una divergencia de 0.4 pb

por cada 100 pb (1 cambio por cada 250pb) de la secuencia problema con



respecto a la de referencia. Para el caso de los restantes genes secuenciados
(cfb, cpslb, cpsll, cpslll y cpsV) no hubo diferencia alguna entre las
secuencias, es decir el grado de homologia entre las secuencia problema y su
respectiva de referencia fue del 100% para todos los casos; por ello no se

incluyeron sus arboles filogenéticos.

Establecimiento de posibles relaciones entre la frecuencia de

serotipos por aislamiento clinico

Las cepas de Streptococcus agalactiae se clasificaron inicialmente con base al
serotipo al que pertenecen. Las frecuencias son mostradas en la Tabla 14 y

representadas en un grafico de frecuencias o de pay (Grafico 1).

Serotipo | Frecuencia
la 90
\Y 57
Ib 24
i 18
I 10
NT 7
\ 1
Total 207

Tabla 14. Frecuencia por serotipo de todas las cepas evaluadas. NT se
refiere a las cepas que no pudieron ser tipificados mediante los primers

empleados.



Cepas de Streptococcus agalactiae
evaluadas (n=207)
Vi NT
9 3%
1%
Vo la
27% 43%
i //
99 Il
5% Ib
12%

Gréfico 1. Distribucion de los tipos capsulares determinados en las 207 cepas

evaluadas de Streptococcus agalactiae.
Se puede observar tanto en la tabla 14 como en el grafico 1, el serotipo mas
prevalente entre las cepas estudiadas fue el serotipo la (43%), seguido por el
serotipo V (27%) lo cual concuerda con los datos reportados en Estados
Unidos y el oeste de Europa, siendo los serotipos mas frecuentes entre los
casos no invasivos el la, 111 y V ©%. La reciente prevalencia del serotipo V en
paises de América es el resultado de las cada vez mas frecuentes migraciones,
que han generado que este serotipo no sea solamente propio de paises como
Japén, si no que ha logrado extenderse a lo largo de nuestro continente @239
Lo mismo ocurre para el serotipo VI, que a pesar de que sélo se hallé en una
de las 207 cepas evaluadas, ya esta presente en nuestro pais, y posiblemente

su frecuencia pudiera aumentar con el paso del tiempo (39,

Origen Clinico



A fin de relacionar las frecuencia de serotipos con el origen clinico de las
cepas, se procedié a dividir las cepas en cuatro grupos: Exudado Vaginal
(Tabla 15 y Grafico 2), Exudado Faringeo (Tabla 16 y Grafico 3), Urocultivo
(Tabla 17 y Grafico 4) y Otros (Tabla 18 y Grafico 5), esta ultima categoria
incluye a los aislamientos de origenes clinicos diferentes a los tres anteriores
(Escaras, heridas, narina, vulvar, aspirado bronquial, espermocultivo, secrecion
y COD), asi como las cepas de las cuales se desconocia el tipo de aislamiento
del cual procedian. Cada grupo de cepas se subdividié por el serotipo al que

pertenecieron y se procedio a sacar los porcentajes y el grafico de frecuencias.

Serotipo | Frecuencia
la 37
\Y 24
Ib 10
i 10
NT 2
1 5
\ 1
Total 89

Tabla 15. Frecuencia por tipo capsular de las cepas de

Streptococcus agalactiae provenientes de exudados vaginales.



Exudados Vaginales (n=89)
VI NT
< 2%
1% °
V
27% la
42%
-
11%
1 Ib
6% 11%

Grafico 2. Distribucion de los tipos capsulares determinados en las cepas de

Streptococcus agalactiae provenientes de exudados vaginales.

Para las cepas provenientes de exudados vaginales se observé que al igual
que para la totalidad de cepas, los serotipos mas prevalentes son el la (42%)
seguido por el V (27%), similar a lo encontrado en estudios realizados en ltalia
y la Republica Checa (39, 51) ya que en estos paises se tipificaron cepas
provenientes de exudados vaginales, tanto de mujeres embarazadas como no
embarazadas, siendo los serotipos sobresalientes el la, Il y V. Las
migraciones humanas infuencian a la aparicién y diseminacion de tipos
capsulares nuevos en una poblacién, como es el caso del tipo V, que

n 839 En nuestro estudio

inicialmente solo se encontraba presente en Japo
observamos la presencia abundante de este tipo capsular y la aparicién del tipo

capsular VI, no reportado con anterioridad en nuestra poblacion.

Serotipo | Frecuencia

la 20
NT 5




1 3

Vv
Ib 1
Total 32

Tabla 16. Frecuencia y tipo capsular de las cepas de Streptococcus

agalactiae provenientes de exudados faringeos.

Exudados Faringeos (n=32)

NT
16%

9%

la

I 63%

9%

Grafico 3. Distribucién de los tipos capsulares determinados en las cepas de

Streptococcus agalactiae provenientes de exudados faringeos.
En cuanto a las cepas provenientes de exudados faringeos, el tipo capsular
mas abundante fue el la (63%), a este le siguieron las cepas que no pudieron
ser tipificadas mediante el uso de los primers empleados (16%) y después los
tipos capsulares Il y V, con 9% cada uno. A pesar de que la prevalencia del
tipo capsular la concuerda con lo reportado en Estados Unidos y el oeste de
Europa para los casos no invasivos, debemos prestarle mas atencién a la
prevalencia de las no tipificables, las cuales pueden ser variantes alélicas de
los tipos capsulares 111 'y VII ©®? o en su defecto del recientemente

descubierto, el tipo capsular IX, o de alguno aun no descubierto.



Serotipo | Frecuencia
Y, 26
la 17
Ib 8
I
1l 1
Total 54

Tabla 17. Frecuencia por tipo capsular de las cepas de Streptococcus

agalactiae provenientes de urocultivos.

Urocultivos (n=54)

47%

Gréfico 2.4. Distribucion de los tipos capsulares determinados en las cepas de

Streptococcus agalactiae provenientes de urocultivos.

En lo referente a las cepas provenientes de urocultivos, el serotipo mas

prevalerte es el V, seguido por el serotipo la, los dos siguen estando incluidos

entre los mas prevalentes en casos no invasivos 9.

Serotipo | Frecuencia

la 16
Ib 5
11 7

\Y 4




Total 32

Tabla 18. Frecuencia y tipo capsular de las cepas

provenientes de otros origenes clinicos.

Otros origenes (n=32)
\Y

13%

1l \
la
~
22% 49%

Ib

16%

Grafico 4. Distribucion de los tipos capsulares determinados en las

cepas de Streptococcus agalactiae provenientes de otros origenes

clinicos.

Sélo 4 tipos capsulares fueron detectados entre las cepas pertenecientes a
otros origenes clinicos, estos son el la (50%), seguido del 111 (22%), el Ib
(16%) y el V (12%), lo cual al igual que para los casos anteriores concuerda

con lo reportado en Estados Unidos y el oeste de Europa ©9.

Asimismo como se pudo observar los serotipos 1V, VII y VIII, no estuvieron
presentes en ninguna de las 207 cepas evaluadas. Esto concuerda con la
reportado en un estudio en Boston, en el cual en muestras povenientes de
casos no invasivos y colonizaciones, hallaron todos los serotipos capsulares, a
excepcion del 1V, VII y VI “”. También en un estudio realizado en Chile ©?,

en muestras de casos no invasivos y colonizaciones vaginales, se encontraron



todos los serotipos capsulares a excepcion del 1V. No podemos asegurar la
extrapolacion de estos datos, pero debido a la proximidad con los Estados
Unidos y Chile (en comparacion con los paises de los cuales se reportan la
mayor parte de los articulos de investigacion), podriamos tratar de relacionarlos

con mayor afan.

El conocimiento de la distribucion de los serotipos, permite desarrollar 6ptimas
formulaciones de antigenos en las vacunas, las cuales cada vez son mas
necesarias debido a la cada vez mas frecuente incidencia de enfermedades

debidas al Estreptococo del grupo B.

A pesar de que el uso actual de la técnica de PCR en la tipificacion de cepas
de Streptoccocus agalactiae, es epidemiolégico, en recientes fechas, resulta
una promesa para la deteccién rapida y precisa de este patégeno. Lo anterior,
favoreceria el tratamiento oportuno de los diversos padecimientos generados
por ésta bacteria, pero sobretodo se ayudaria a reducir la incidencia de la
infeccion neonatal precoz, mediante la administracion de profilaxis

antimicrobiana intraparto en mujeres embarazadas.



Conclusiones

X/

% El empleo de la técnica de la PCR, permite facilitar el proceso de
tipificacion de cepas de Streptococcus agalactiae, reduciendo el tiempo

de trabajo e incrementando la sensibilidad y especificidad.

< EIl conocimiento de los tipos capsulares predominantes en nuestra

poblacion, favorecio el desarrollo de PCR duales y multiples.

% La aplicacion de las técnicas de PCR duales y multiples permitié la
optimizacién del reactivos y tiempo invertidos en el proceso de
tipificacion, asi como la posibilidad de abarcar los tipos capsulares mas

prevalentes, utilizando sélo dos mezclas de reaccion.

« En las 207 cepas analizadas de Streptococcus agalactiae, los serotipos
mas prevalentes son el la, 111 y V, lo cual concuerda con lo reportado

en la literatura en cuanto a los casos no invasivos.

% El tipo capsular la de Streptococcus agalactiae fue aislado con mayor
frecuencia de exudados vaginales y faringeos. Mientras que en
urocultivos el tipo capsular V fue el predominante, el cual hasta hace

unos afos se presentaba Unicamente en Asia.

% No se hallaron cepas pertenecientes a los tipos capsulares 1V, VIl y

VIII.



% La caracterizacion molecular de cepas de Streptococcus agalactiae
puede ayudar a mantener una vigilancia sobre la incidencia y severidad

de las infecciones causadas por ésta bacteria.
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