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Resumen

Streptococcus pyogenes es considerado un importante patégeno para el humano
al estar relacionado con cuadros clinicos de faringitis, fiebre escarlatina, impétigo,
enfermedades invasivas como la fascitis necrosante, sindrome de shock toxico
estreptococico y secuelas no supurativas como fiebre reumatica aguda vy

glomerulonefritis aguda post-estreptocdcica.

El reciente resurgimiento de casos invasivos por S. pyogenes ha dado lugar a que
se realicen analisis epidemiologicos de las cepas aisladas para conocer los
factores de virulencia que participan en la patogénesis, su asociacién con el tipo
de proteina M y su susceptibilidad a antibiéticos. Entre los tipos M encontrados
con mayor frecuencia en el mundo se encuentran M1, M3, M12 y M89 y se ha

visto que su presencia puede variar en funcién de la zona geografica.

En este trabajo se realizd el analisis de 125 cepas de S. pyogenes de origen
invasivo provenientes de Clinicas y Hospitales en México determinando la
distribucion del tipo de gen emm e identificar mediante la PCR los genes
asociados a factores de virulencia sic, sof, prtF, speB y los genes de exotoxinas
pirogénicas, speA, speC, speG, speH, spel, sped, speK, spel, speM, ssay smeZ,
(junto con el estudio de la asociacion entre los genes evaluados con el tipo de gen
emm) y el cuadro clinico de origen mediante la obtencion de perfiles de genes de
virulencia. En el estudio se encontré que los tipos M mas frecuentes fueron M1,
M6, M12, M75 y M89, las cepas invasivas presentaron baja resistencia a
antibiéticos y la presencia de los genes de virulencia evidencié gran diversidad

genética entre los aislamientos.



1. Introduccién

El género Streptococcus es un grupo bacteriano heterogéneo de gran relevancia
clinica. Los estreptococos mantienen caracteristicas en comun: son cocos Gram-
positivos que se agrupan en pares o cadenas debido a la division celular realizada
en un solo plano, miden aproximadamente 1 ym de diametro, requieren CO; para
su crecimiento, producen acido lactico por fermentacion y son nutricionalmente
exigentes, por lo que son sembrados en base agar con peptona, soya tripticasa o
caldo Todd-Hewitt."??® Streptococcus pneumoniae solamente forma diplococos.*
Las principales especies patégenas de Streptococcus son Streptococcus
pyogenes, S. agalactiae y S. pneumoniae que colonizan principalmente a nivel de

mucosas.

En 1874, Billroth describié por primera vez microorganismos en forma de cocos
dispuestos en cadena, posteriormente se llevo a cabo la clasificacién del género
Streptococcus empleando pruebas bioquimicas, reacciones de hemolisis, pruebas
seroldgicas y técnicas moleculares. De acuerdo a la clasificacion de Kawarmura et
al. se reconocen 6 grupos filogenéticos del género Streptococcus representados
en la Tabla 1.

Tabla 1. Grupos reconocidos entre algunas de las especies del género

Streptococcus

Grupo filogenético Especies Grupo de Lancefield Tipo de Hemdlisis
Pirogénico S. pyogenes A B

S. agalactiae B

S. dysgalactiae CyG B
Mitis S. pneumoniae a

S. mitis a

S. oralis No identificado a

S. sanguis H a
Anginosus S. anginosus A G F aof

S. intermedius a
Salivarius S. salivarius K No hemolitico
Bovis S. bovis D a 0 no hemolitico
Mutans S. mutans No asignado No hemolitico

Segun el Manual Bergey de Bacteriologia Determinativa, las colonias de

estreptococos en agar sangre miden alrededor de 1 mm de diametro, tienen



bordes redondeados y bien definidos, pueden ser opacas, brillantes, lisas, rugosas
o de aspecto mucoide.’

Las colonias de Streptococcus pueden producir a-hemolisis, f-hemdlisis o pueden
ser no hemoliticas. Para evidenciar el efecto hemolitico se emplea sangre de
carnero al 5% en base agar sangre.® Cuando se observa una zona clara de varios
mm de diametro alrededor de las colonias en el agar se define como B-hemodlisis y
se debe a una lisis de los eritrocitos inducida por la estreptolisina S (soluble en
suero) y estreptolisina O (labil en oxigeno), este tipo de hemdlisis es caracteristica
del grupo pirogénico. Si las colonias de estreptococo estan rodeadas de una
coloraciéon verdosa es porque la hemoglobina fue oxidada por peroxido de
hidrégeno a metahemoglobina, este fendmeno se denomina a-hemdlisis y se debe
a la estreptolisina O.* La determinacion del tipo de hemolisis es el paso inicial para

la distincidon de un estreptococo.

El sistema de clasificacién serolégica de estreptococos fue desarrollado por
Rebecca Lancefield en 1932 y se basa en las diferencias antigénicas expresadas
por el polisacarido especifico o carbohidrato C localizado en la pared celular de las
bacterias.®’® El carbohidrato C es extraido y enfrentado con anticuerpos
especificos para cada uno de los grupos de Lancefield.® En Streptococcus
pneumoniae y algunos a-hemoliticos el polisacarido no esta presente. Hasta ahora
se han llegado a identificar 21 grupos A-H y K-W. Actualmente se cuenta con kit
comercial basado en reaccion de co-aglutinacion en latex.”

Los estreptococos a-hemoliticos y no hemoliticos son considerados comensales
en el humano y pueden ser encontrados colonizando la cavidad oral, faringe, colon

y superficies dentales, a excepcion de Streptococcus pneumoniae.

En los aislamientos clinicos de estreptococos p-hemoliticos es importante conocer
la especie, por lo que las pruebas de sensibilidad a bacitracina se emplean para
identificar Streptococcus pyogenes y CAMP para Streptococcus agalactiae junto
con la tipificacion seroldgica. La prueba de sensibilidad a bacitracina consiste en

aplicar un disco de bacitracina con 0.04U sobre un cultivo de estreptococo en agar



sangre o Muller-Hinton y observar un halo de sensibilidad a bacitracina. La prueba
de CAMP se basa en evidenciar un efecto sinérgico de la hemdlisis en agar
sangre entre un péptido difusible producido por Streptococcus agalactiae y la B-
hemolisina de Staphylococcus aureus que al entrar en contacto intensifica la
hemdlisis en la zona de coincidencia.’



2. Antecedentes

2.1 Estreptococo del grupo A

La especie Streptococcus pyogenes o estreptococo del grupo A (EGA) forma parte
de los microorganismos patdgenos extracelulares mas comunes para el humano,
es causante de una amplia variedad de infecciones.*’ Entre las mas comunes
estan: la faringitis, fiebre escarlatina e impétigo, pero también puede causar
infecciones de caracter invasivo que ponen en riesgo la vida del paciente, como
fascitis necrosante, sepsis puerperal y sindrome de shock toxico estreptocdcico
(STSS por sus siglas en inglés).”*'%""12 Rebecca Lancefield describié un sistema
para tipificar a los EGA basado en las propiedades antigénicas de la proteina M,

los clasificd serolégicamente logrando identificar inicialmente 50 tipos M.”"?

2.2 Enfermedades no invasivas

Los sitios que coloniza S. pyogenes con mayor frecuencia son las mucosas
superficiales, garganta y piel. El tracto respiratorio superior es la via de entrada
mas comun para la bacteria. Los portadores asintomaticos son una fuente
importante de transmisién de S. pyogenes y se presentan en mayor proporcion en

nifios que en adultos.*™

2.2.1 Faringitis

Es la infeccion mas comun causada por EGA con mas de 610 millones de casos
anuales en el mundo.”™ Es adquirida con mayor frecuencia por nifios de 5 a 15
afios.” Clinicamente se manifiesta como un abrupto dolor de garganta, fiebre,
malestar, dolor de cabeza e inflamacién de la faringe de 2 a 4 dias después del
contacto con la bacteria. Es un proceso autolimitante donde los sintomas suelen
desaparecer después de 3 6 4 dias aun cuando no hay tratamiento. Las
complicaciones de la faringitis pueden presentarse si se desarrollan abscesos
tonsilares ya que el microorganismo podria diseminarse a tejidos adyacentes o al

torrente sanguineo.



2.2.2 Fiebre escarlatina

En ocasiones la faringitis puede estar acompanada de fiebre escarlatina
especificamente si las cepas de S. pyogenes producen exotoxinas pirogénicas
como SpeA, que es responsable de las lesiones eritematosas de color rojo
intenso, “lengua de fresa”, descamacion de la piel y faringitis exudativa.® Las
lesiones eritematosas se presentan inicialmente en el pecho y se extienden hacia

las extremidades después de 1 o 2 dias de presentar faringitis.4

2.2.3 Impétigo

Es una infeccion altamente contagiosa limitada a la epidermis, caracterizada por
pustulas que crecen y eventualmente se rompen, formando costras gruesas de
color amarillo. Se presenta comunmente en extremidades y cara, el contagio es
por contacto directo con la piel y afecta con mayor frecuencia a nifilos en climas

tropicales.’

2.3 Secuelas autoinmunes no supurativas

Posterior a una infeccidon por S. pyogenes se puede desarrollar una enfermedad
causada por reacciones inmunes de 1 a 5 semanas después de haber superado la
infeccidn por el sistema inmune o por tratamiento antimicrobiano.*

2.3.1 Fiebre reumatica aguda

Es un sindrome inflamatorio mediado por una respuesta autoinmune humoral y
celular que se presenta como una secuela tardia de una infeccion por S.
pyogenes. Su identificacién se basa en los criterios de Jones: inflamacion de las
articulaciones (artritis), inflamacion del corazén (carditis que puede ser
permanente con dafio en las valvulas cardiacas) y sintomas neurolégicos (corea
de Sydenham) son las manifestaciones mas comunes; el eritema marginado y
nédulos subcutdneos son menos comunes.*’® Se presenta produccion de
anticuerpos autoreactivos y poliespecificos, asi como de células T inducidas por
reacciéon cruzada con componentes del EGA y de los tejidos del hospedero

(miosina, tropomiosina, laminina y queratina).*’



La fiebre reumatica aguda se presenta en su mayoria en ninos es una de las
mayores causas de morbilidad y mortalidad.*'°

2.3.2 Glomerulonefritis aguda post-estreptocécica

Es un desorden renal asociado a infecciones en la piel mediado por reaccion
cruzada con antigenos glomerulares y de EGA, alteraciones del tejido glomerular
por estreptoquinasa y activacion del complemento en tejidos glomerulares, se
presenta edema en cara y extremidades, hematuria, proteinuria, hipertension,
fiebre leve, bajos niveles de componentes del complemento en suero.*® Es mas
frecuente en nifios de paises en desarrollo y tiene una mortalidad en adultos del

1% aproximadamente.®

2.4 Enfermedades invasivas

Las enfermedades invasivas por S. pyogenes se presentan cuando la bacteria
tiene la capacidad de romper la barrera epitelial y llegar a sitios estériles como
sangre, fluido cerebroespinal, articulaciones, hueso, liquido sinovial y 6rganos.*®®
Tienen un alto indice de morbilidad y mortalidad a nivel mundial, el 23% de los
pacientes con complicaciones de enfermedad invasiva muere a los 7 dias de la
infeccién. Datos epidemioldgicos han reportado que hay mas casos fatales en
paises subdesarrollados y que los pacientes con enfermedades cronicas tienen
mayor riesgo.®’ El desarrollo de STSS por complicaciones de la infeccidn
aumenta la mortalidad hasta el 81% convirtiéndolo en una de las formas mas
severas de enfermedad invasiva junto con fascitis necrosante y sepsis neonatal.*®
Desde mediados de la década de los afios 80 se ha visto un incremento en

enfermedades invasivas causadas por cepas de S. pyogenes,*®'%"7

con
relevancia en los tipos M1 y M3 que predominan en fascitis necrosante y
STSS."" En la Tabla 2 se representan las enfermedades por S. pyogenes vy los
tipos M asociados a la enfermedad. Hasta el 2005 se han reportado 663 000
nuevos casos al ano en el mundo, lo que llevo al interés por estudiar a los EGA

responsables de enfermedades invasivas.*"°



Tabla 2. Prevalencia de tipos M en enfermedades invasivas, no invasivas y

secuelas autoinmunes no supurativas®'’

Enfermedad \ Tipos M asociados
No invasivas
Faringitis 1,3,5,6,12,14,17,19, 24
Impétigo 33,41,42,52,53,70
Invasivas
Sepsis puerperal 28
Meningitis 1,12
Fascitis necrosante 1, 3,28
Sindrome de shock téxico 1,3

estreptococico

Secuelas no supurativas

Fiebre reumatica aguda 1,3,5,6, 11,12, 14,17, 18, 19, 24, 27,
29, 30, 32, 41
Glomerulonefritis aguda post- 1, 4,12, 49, 55, 57, 60

estreptococica

2.4.1 Celulitis y Bacteriemia

Son las infecciones invasivas mas comunes causadas por S. pyogenes con una
frecuencia del 20 al 40%. La celulitis se manifiesta en el tejido subcutaneo como
enrojecimiento e inflamacion de la piel asociado con dolor e hinchazén. La
bacteriemia es la presencia de EGA en sangre y se caracteriza por fiebre alta,
nauseas y vomito como resultado de una respuesta proinflamatoria. Se presenta
mas en casos de fascitis necrosante y STSS. Cuando S. pyogenes se encuentra
en el torrente sanguineo puede complicarse en endocarditis aguda causante de

falla cardiaca.*®

2.4.2 Fascitis necrosante

Es de las infecciones invasivas mas graves por EGA debido a su rapida evolucién
y propagacion con capacidad de necrosis severa. La infeccion abarca la piel, tejido
subcutaneo, tejido blando profundo y musculo. Se cree que factores de virelencia
como la cisteina proteasa SpeB, fosfolipasa, enzimas activadas por neutréfilos y
citocinas proinflamatorias estan involucradas en la patogénesis, ademas puede

estar acompafado de STSS.
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2.4.3 Sindrome de shock téxico estreptocécico

Se describio inicialmente como un sindrome parecido al sindrome de shock toxico
por Staphylococcus aureus. Los pacientes con alguna otra enfermedad invasiva,
en particular con fascitis necrosante, pueden desarrollar STSS en respuesta a la
liberacién de superantigenos que se caracteriza por presentar fiebre, hipotension
repentina, dolor intenso en el sitio de la infeccion y falla multiorganica
acelerada.”® Las exotoxinas pirogénicas de estreptococo (Spe) son una familia de
superantigenos que funcionan como potentes inmunoestimuladores capaces de
unir células T y moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de
clase 11." Los casos de STSS estan mas asociados a cepas de S. pyogenes que
producen SpeA. La intervencion de los superantigenos generan como resultado
una produccion masiva de citocinas, las cuales causan un dafio generalizado en

tejidos, trombosis intravascular diseminada y falla multiorganica.’

A partir de los afos 80’'s se han realizado estudios epidemiolégicos para
caracterizar las cepas aisladas de las infecciones invasivas por S. pyogenes. En la
Tabla 3 se muestran los tipos M mas frecuentes y los paises donde se han

identificado.

Tabla 3. Frecuencias de los tipos M mas prevalentes de cepas invasivas de

S. pyogenes en estudios de distintos paises®'7:18:19:20.21.22

2007 2010 2007 2011 2012 2008 2011-2012
Suecia Alemania  Australia Tanez Brasil Grecia Argentina

(adultos) (nihos)
Tipo M (%) TipoM (%) TipoM (%) TipoM (%) TipoM (%) TipoM (%) TipoM (%) Tipo M (%)
89 (15.7%) 1 (25%) 1 (24.6%) 1 (149%) 12(21.4%) 1 (27%) 3(18.2%) 1 (39.5%)
81 (14.5%) 28 (7%) 12 (18.2%) 76 (12.8%) 1 (14.3%) 12 (9%) 1(15.2%) 12 (15.8%)
28 (13.9%) 3 (14%) 28 (15.5%) 18 (8.5%) 6 (14.3%) 12(9.1%) 6 (10.5%)
1 (11.9%) 4 (7.3%) 83 (14.3%)
12 (6.3%) 75 (6.8%)
77 (5.9%)
4 (5.9%)

11



2.5 Mecanismos de patogenicidad

La transmisién del EGA es por contacto directo con la piel, a través de secreciones
nasales o por gotas de flugge de persona a persona, ya sea de pacientes
enfermos o de portadores asintomaticos.?*°.2

2.5.1 Adherencia

Es el paso inicial en el que la bacteria entra en contacto con la mucosa de la
faringe y células epiteliales de la piel mediante interacciones de adhesinas e
invasinas con células del hospedero.>'? Este proceso comienza con una
interaccion débil seguida de una unién especifica de alta afinidad,® fuertes
interacciones electrostaticas y mecanicas para evitar que S. pyogenes sea
eliminada por la saliva o moco.'? Las adhesinas se pueden pegar a componentes
de la matriz extracelular como laminina, colageno, vitronectina y fibronectina.?’
Entre las adhesinas mas conocidas estan el acido lipoteicoico, la proteina M,
proteinas de union a fibronectina, capsula de acido hialurénico, proteinas de unién
a colageno y factor de opacidad del suero (SOF).%91012

2.5.2 Colonizacién

El EGA forma agregados en el epitelio bucal o tonsilar para promover la formacion
de microcolonias.'”> La union de componentes microbianos de superficie
reconocedores de matriz extracelular adhesiva (MSCRAMM'’s por sus siglas en
inglés), es un mecanismo utilizado comunmente para la colonizacion. Las cepas
de S. pyogenes presentan preferencia por infectar la faringe o la piel, este
fendmeno es llamado tropismo tisular y esta relacionado con el tipo M de la cepa.’
2.5.3 Internalizacion

S. pyogenes no estd considerado como un patdégeno intracelular pero se ha
demostrado que tiene la capacidad de invadir células epiteliales del tracto
respiratorio.?® La expresion de las proteinas M y F (PrtF) esta involucrada con una
alta frecuencia de invasion e internalizacién en células epiteliales.7'12 La union de
MSCRAMM’s con la integrina a5B1 de las células del hospedero puede servir de
puente para que se induzca un cambio conformacional del citoesqueleto y la
bacteria entre a la célula epitelial por via endocitica.”®'? La bacteria prolifera

intracelularmente con ayuda de SpeB que destruye proteinas marcadoras para
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autofagia.9 Cuando S. pyogenes ingresa a la epidermis se encuentra en un
ambiente rico en O, que estimula la expresion de proteina PrtF y una vez que llega
al estrato basal interactua con células de Langerhans en una mayor concentracion
de CO, y se estimula la expresion de proteina M.

2.5.4 Invasién y Diseminacion

Se presenta un filtrado vascular en el sitio de la inflamacion mediado por la
interaccion de la proteina M y fibrinbgeno con la integrina -2 de los neutrdfilos,
generando una respuesta inflamatoria masiva.'® La diseminacion y resistencia a la
fagocitosis se debe a las estreptolisinas, DNAsas, SpeB, capsula de acido
hialurénico, inhibidor estreptocécico del complemento (SIC) y la proteina M.2%10:12
La proteina M resiste los péptidos antimicrobianos liberados por las trampas
extracelulares de neutréfilos (NET’s), mientras que la capsula de acido hialurénico
y las DNAsas degradan las NET’s.’

2.5.5 Toxicidad sistémica

Como se mencioné anteriormente, las enfermedades invasivas pueden estar
acompanadas de STSS que se caracteriza por la produccion de altos niveles de
citocinas especificas como IL-1B3, IL-2, IL-6, IFN-y y TNF-a, asi como una
sobreactivacion de linfocitos T.%'? La respuesta inmunologica se estimula por la
liberacion de exotoxinas pirogénicas de estreptococo que funcionan como
superantigenos (también llamados factores mitogénicos).?

2.5.6 Resistencia a antibiéticos

El tratamiento farmacologico de eleccion para infecciones por S. pyogenes es la
Penicilina ya que continua siendo susceptible a B-lactamicos. La Tetraciclina y
macrolidos se emplean como segunda opcién de tratamiento.® La resistencia a
Tetraciclina puede transmitirse por elementos moviles mediados por fagos y se ha
reportado en hasta el 26% de aislamientos."" La resistencia a Eritromicina puede
estar relacionada con el tipo M como se ha visto en los tipos M4, M6, M12 y
M75," la cual se ha reportado con frecuencias variables del 12 al 50%
dependiendo de estudio y se ha visto que tiene mayor prevalencia en cepas no

invasivas.'”%*
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La resistencia a Eritromicina puede deberse a la presencia de genes mefA y erm.
El gen mefA es predominante entre las cepas de S. pyogenes y el mecanismo de
accion consiste en la modificacion del flujo de la Eritromicina mediante una bomba
que expulsa al antibitico fuera de la célula.?® Los genes erm codifican para
metilasas que modifican el sitio blanco del macrélido por medio de la metilacion de
un residuo de adenina en la subunidad 23S del rRNA %2

2.5.7 Transferencia horizontal de genes

En S. pyogenes se ha descrito que la transferencia horizontal de genes se lleva a
cabo por medio de elementos moéviles como transposones, secuencias de
insercion y de bacteriéfagos, como sucede con algunos genes de exotoxinas
pirogénicas y genes de resistencia a antibioticos. Del 7 al 12% del genoma de la
bacteria es DNA proveniente de este mecanismo, segun estudios en los tipos M1,
M3y M18."#%

2.6 Factores de virulencia
Para entender mejor los mecanismos de patogenicidad de S. pyogenes se

describen en la Figura 1 sus diversos factores de virulencia reconocidos.

Proteina T

Factor de opacidad

de suero (SOF)
Proteina F

Cisteina proteasa (SpeB)
Inhibidor estreptocdcico
del complemento (SIC) Estreptolisina S
Exotoxinas pirogénicas Cha peptidasa
Estreptolisinas

Hialuronidasa

Estreptoquinasa
Desoxirribonucleasa

Proteina M

Proteina M-like
Sitio de unién a
plasminégeno

Membrana POfefj celular:

celular Peptidoglucano
Polisacdrido del
grupo A

Cdapsula de acido
hialurénico

Figura 1. Factores de virulencia presentes en S. pyogenes (modificado de
Kilian M.)*
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2.6.1 Proteina M

Es el factor de virulencia de mayor importancia por: 1) su actividad antifagocitica
en ausencia de anticuerpos opsonicos, 2) la interaccion que presenta con
numerosas proteinas del hospedero en el proceso de infeccién y 3) su variabilidad
antigénica.’'??"?® Se encuentra en la capa externa del EGA que esta formada
por el complejo inmunogénico del polisacarido del grupo A.'%°

Después de que la proteina M fuera descrita por Lancefield en 1927,"" Ia
estructura de la proteina M fue reportada por Fischetti en 1989, misma que se
puede ver en la Figura 2.%° La proteina M tiene disposicion de a-hélice que forma
un homodimero enrollado y flexible que se extiende desde la pared celular a la
que se encuentra unida covalentemente por un motivo LPXTG, un pentapéptido
caracteristico de proteinas de superficie.”%?"*%3" En |a estructura de la proteina M
se distinguen tres regiones, la porcion C-terminal es altamente conservada, la
region central es variable y la region hipervariable N-terminal que es especifica del
serotipo M de EGA.”%3 La proteina M se caracteriza por presentar 4 bloques de
aminoacidos repetidos representados como A, B, C y D, los cuales difieren en

tamafo, en numero de repetidos y en secuencia de aminoacidos entre tipos
M 11,12,27

Asociado a pared

Region no Regidn helicoidal central Regidn Ancla
helicoidal F
2000000000000000000000000000000000000000000000000000000 Brarraranaf20000)
42 7
p—— - -
; D|D| Dy D) Iermb.
B3 | B4 | BS | c1 c2 L= sl¢] Pro/Gly |=" -1C
! Cola
Pepsina cargada

Figura 2. Representacion de la proteina M6 descrita por Fischetti (modificado
de Fischetii et al.)*

La region N-terminal fue empleada en un principio por Lancefield para determinar

serolégicamente los tipos M,® y actualmente mediante el estudio de la secuencia

del gen emm, que codifica para la proteina M, se realiza la tipificacion molecular

de las cepas de S. pyogenes y ha dado lugar a que se conozcan hasta ahora mas

de 250 tipos M.”1":12:27:32
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La variacion antigénica de la proteina M le permite al EGA evadir el ataque de
antic:uerpos.28 Dependiendo del tipo M puede unirse en mayor o0 menor grado a
ligandos como plasmina, albumina, IgA, IgG y factor H. La proteina M impide la
fagocitosis por via alterna del complemento al unirse al factor H (inhibidor de la via
clasica), al igual que la via clasica cuando la proteina de unién a C4 se une a la

region hipervariable.* 122732

2.6.2 Capsula de acido hialurénico

Esta formada por un polimero de alto peso molecular que consiste de residuos
alternados de N-acetilglucosamina y acido glucurénico. Es otro factor de virulencia
antifagocitico ya que interfiere en el reconocimiento por células polimorfonucleares
(PMN), bloquea el acceso de anticuerpos, inhibe la formacion del complemento y
aumenta la sobrevivencia en NET’s.®'? Las cepas de S. pyogenes tienen
diferentes grados de encapsulacion, las que producen una mayor cantidad de
capsula desarrollan colonias con apariencia mucoide cuando se cultivan en agar
sangre, este tipo de colonias se han observado con mayor frecuencia en
aislamientos de infecciones invasivas.'? La resistencia a la fagocitosis se relaciona
con una mayor produccion de capsula junto con sobreproduccién de proteina M.
Esta combinacion también puede estar involucrada en la resistencia a

bacteriéfagos.?®

2.6.3 C5a peptidasa

Es una proteina inmunogénica de 125 KDa con actividad proteolitica codificada
por el gen scpA. Esta presente en la superficie de todas las cepas de EGA y
colabora en el mecanismo antifagocitico al cortar especificamente la quimiocina
C5a en el sitio de unién de PMN.>*%2

2.6.4 Estreptolisinas
Son toxinas extracelulares que atacan directamente las células de defensa, las
estreptolisinas S y O lisan eritrocitos, PMN y plaquetas al formar poros en su

membrana celular.* La estreptolisina O es inmunogénica y participa en la fiebre
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reumatica aguda, ademas promueve la resistencia a la fagocitosis al inducir
apoptosis dependiente de caspasas en neutréfilos, macréfagos y células
epiteliales.*® La estreptolisina S aumenta la resistencia a la fagocitosis al formar
poros en la membrana de los neutrdfilos y es posible que contribuya a la necrosis

en tejidos.’

2.6.5 Estreptoquinasa

Se conoce también como fibrinolisina y es expresada por todas las cepas de S.
pyogenes como factor de diseminacion ya que se une al plasminégeno del
hospedero y es activado a plasmina lo que favorece la degradacién de coagulos,
dificulta la formacién de fibrina y genera la diseminacién de la infeccién en tejido

blando.*'?

2.6.6 Hialuronidasa

Degrada el acido hialurénico en el tejido conectivo del hospedero, lo que facilita la
diseminacién de la infeccion hacia planos en la fascia. Son pocos los aislamientos
de EGA que pueden secretar hialuronidasa activa debido a mutaciones en el gen

que la codifica.*

2.6.7 Desoxirribonucleasas

Se distinguen cuatro tipos distintos de desoxirribonucleasas (DNAsas A, B, C y D),
también llamadas estreptodornasas. Son enzimas antigénicamente diferentes,
siendo la DNAsa B la mas comudn en S. pyogenes.* Hidrolizan acidos nucleicos
que se vuelven viscosos al ser liberados por células dafiadas y le permite al EGA

diseminarse a través de los tejidos dafiados.?*

2.6.8 Proteinas de union a fibronectina

Son proteinas superficiales que participan en la adherencia a fibronectina (un
dimero de glicoproteina que puede ser encontrado en su forma soluble en plasma
y como parte de la matriz extracelular en su forma insoluble), internalizacion e

invasion de células no fagociticas en piel y garganta.'®**3%3% | as proteinas mas
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estudiadas son PrtF1, Sfbl,'** SOF/SfblI, >3 PrtF2,3*%¢%" FpaA, FbaB* y SfbX,*
todas contienen repetidos de unién a fibronectina que se encuentran en la region
C-terminal y pueden variar en tamafio y nimero.® La expresion y distribucién de
estas proteinas se encuentra limitada a determinados tipos M.**” Se ha observado
que las cepas mas virulentas expresan una o mas proteinas de union a

fibronectina.*®

La proteina PrtF es codificada por el gen prtF, es hasta ahora la proteina mejor
estudiada y con mayor relacion a los procesos de adherencia e internalizacion de
EGA.>*® Contiene una secuencia sefial N-terminal, dominios RD1 y RD2, un
dominio no repetido de unién a fibronectina y la porcién C-terminal que se
encuentra anclada a la pared celular.®® El equipo de LaPenta demostré que en la
adhesion a fibronectina la union de PrtF se lleva a cabo en la porcion N-terminal
de la fibronectina y posteriormente se dirige a un fragmento de 45 KDa que induce

el proceso de internalizacién en las células del hospedero.?*33

2.6.9 Factor de opacidad del suero (SOF)

Es una proteina extracelular con un tamafno de 110 KDa que esta unida a la pared
celular y es codificada por el gen sof. Tiene actividad enzimatica, corta
lipoproteinas de alta densidad, como la apoproteina A1 en el suero provocando
opalescencia en el mismo.>*% El SOF se encuentra hasta en el 50% de los casos
clinicos de S. pyogenes.>

Con la reaccioén de opacidad del suero y el patron de aglutinacién de la proteina T
observados en los estudios de Maxted, se realiz6 la tipificacion de cepas de S.
pyogenes ya que el resultado correlaciona con el tipo M del EGA que la
produce.’®*! El tipo M12 es la excepcion al tener el gen sof pero carecer de la

expresion de la opacificacion del suero.
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2.6.10 Inhibidor estreptocécico del complemento (SIC)

Es una proteina extracelular de 31 KDa codificada por el gen sic, el cual cuenta
con mas de 300 variantes alélicas en M1 y en M57.%>*® E| SIC contribuye en la
adherencia y colonizacién al unirse a factores del sistema inmune innato.*'%*
Inactiva péptidos antimicrobianos como la catelicidina LL-37 producida por
queratinocitos, células epiteliales en mucosa y neutrdfilos.*® SIC puede
internalizarse en células epiteliales y PMN al paralizar el citoesqueleto de actina
de ambas células mediante su union especifica al dominio de union de ezrina y
moesina.'?*°

La localizacion del gen sic en el genoma de M1 esta relacionada a la secuencia de
insercion 1S1562.4748 E| gen sic puede estar ligado a elementos genéticos moviles
al encontrarse localizado cerca de una transposasa spy2009 que esta ubicada rio

abajo del regulon mga.*®

2.6.11 Cisteina proteasa

SpeB es una de las proteasas de mayor importancia que posee S. pyogenes, es
secretada como un zimogeno cuya activacion autocatalitica lleva a la forma activa
de una proteasa de 28 KDa capaz de cortar fibronectina, vitronectina, catelicidina
LL-37, C3b y el precursor de IL-1B.37'50 Activa metaloproteasas de matriz
extracelular, evade la fagocitosis por opsoninas al cortar IgG y corta properdina la
cual funciona como un regulador positivo para la activacién de la via alterna del
complemento.’’ El gen cromosomico speB codifica para la cisteina proteasa y es
encontrado en mas del 99% de las cepas de S. pyogenes con pocas variantes
alélicas entre los tipos M."%12°052 5peB esta relacionado con destruccion de tejido
blando en pacientes con fascitis necrosante promovida por la degradacion de
vitronectina.’®°® La expresion de speB se ve afectada por mutaciones en los
reguladores RopB y CovR/S ya que ademas de degradar proteinas del hospedero
también puede degradar proteinas de la bacteria, lo que provocaria una

disminucién de sus propiedades antifagociticas.’***
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Aunque SpeB no es considerado como una exotoxina pirogénica o superantigeno,
puede activar la liberacion de citocinas y mimetizar la estimulacion de células T
inducida por superantigeno.”

En la Figura 3 se muestran los factores de virulencia y sus mecanismos de

interaccion con el hospedero.

Resisienciaa

. s'e anficuerpos y union por Fo .p

Degrodocion de

Figura 3. Factores de virulencia de S. pyogenes y su mecanismo para evadir

el sistema inmune del hospedero (modificado de Walker M. et al.)®

2.6.12 Exotoxinas pirogénicas estreptocécicas

El EGA produce distintas exotoxinas pirogénicas estreptocdcicas o Spe de 24 a 28
KDa que estan relacionadas entre si y son factores de virulencia de gran
importancia debido a su actividad como superantigenos (SAg’s) al ser capaces de
interactuar simultaneamente con la cadena a o B del MHC Il y con la regién
variable VB del receptor de la célula T (TCR) sin procesamiento de antigeno
(Figura 4). La estimulacion de un gran ndmero de células T lleva a la produccion
de citocinas en altos niveles que tiene como consecuencia fiebre y shock

sistémico.'?°%%
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Las exotoxinas secretadas por S. pyogenes estan relacionadas a las enterotoxinas
de S. aureus posiblemente porque S. aureus y S. pyogenes vienen de un
organismo ancestral comun que ya contenia los genes de las toxinas.*®°"®

Son muy virulentas y estan involucradas en casos de fascitis necrosante y STSS

relacionados con los tipos M1 y M3.%%°960

Células T activadas:
5a20%

Células T activadas:
10#a 10° %

Superantigeno

Célula presentadora de antiaeno Célula presentadora de antigeno
Figura 4. Interacciéon del MHC Il y una célula T mediada por antigeno
(izquierda) e inducida por superantigeno (derecha) (modificada de Bisno A.
et al.)"?

Se han reconocido actualmente 11 superantigenos en S. pyogenes los cuales son:
superantigeno de estreptococo (SSA), exotoxina mitogénica de estreptococo
(SmeZ) y las exotoxinas pirogénicas de estreptococo (SpeA, SpeC, SpeG, SpeH,

Spel, SpeJ, SpekK, SpeL y SpeM).'9:55:6162

Los genes enlistados en la Tabla 4 corresponden a los 11 SAg’s incluyendo su
origen segun lo reportado en la literatura.’-°>63646°

Tabla 4. Genes de las 11 exotoxinas pirogénicas estreptocécicas

reconocidas y su origen

Cromosoémico speG, sped y smeZ
Fago speA, speC, speH, spel, speK, spel, speMy ssa
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2.6.12.1 SpeA

Es producida por la mayoria de las cepas de S. pyogenes del tipo M1 y M3 que se
han visto relacionados con casos de STSS, fiebre escarlatina y fiebre reumatica
aguda.®®®"%%% Tiene dos dominios conservados, el C-terminal y N-terminal, en
este ultimo se encuentra el sitio de unidon a la cadena a de MHC Il, ademas
presenta un sitio de unidn a zinc entre los dos dominios.’”®” SpeA estimula
preferentemente la region VB12.4 y VB14 del TCR.*® El gen speA viene codificado
en el genoma del fago T12 segun Johnson et al.,°® aunque también se ha descrito
en el fago @49. Las cepas del tipo M1 presentan predominantemente el fago T12,
mientras que el tipo M3 puede presentar T12, @49 o ambos.®®’® Existen 5
variantes alélicas para el gen speA, el alelo speA1 esta distribuido en varias lineas
clonales, los alelos speA2 en cepas del tipo M1 y speA3 en el tipo M3 estan mas
relacionados a casos de STSS. La actividad mitogénica y la afinidad de union a
MHC Il de SpeA3 es mayor que la de SpeA1 y SpeA2.%°

2.6.12.2 SpeC

Es la exotoxina mas encontrada en aislamientos clinicos.’® Tiene preferencia por
la cadena V2.1 del TCR, se une a una amplia variedad de moléculas de MHC Il y
se une a la cadena B en forma de dimero estabilizado por un segundo sitio de
unién a zinc.>® SpeC tiene el 93% de homologia con SmeZ2, seguido de SpeJ y
SpeG.>® El gen speC esta codificado en un bacteriéfago denominado CS112
segun la cepa CS112 de EGA utilizada por Goshorn y Schlievert’’ o también
llamado 370.1 al estar presente en la cepa SF370 del tipo M1 estudiado por

Ferretti et al.*’

2.6.12.3 SpeG

Contiene una region de union a zinc en la porcion C-terminal, se une al MHC Il con
alta afinidad y la union al TCR se presenta preferentemente en la regién V32.1. El
gen speG fue identificado mediante screening en la base gendémica del tipo M1 en
la Universidad de Oklahoma.” Se considera como un gen cromosémico, sin

embargo, los tipos M4 y M77 carecen del gen speG.>*®
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2.6.12.4 SpeH

Esta mas relacionada a las enterotoxinas de S. aureus y comparte caracteristicas
con las exotoxinas relacionadas a SpeC.%® La union a MHC Il se lleva a cabo en la
cadena 3 con mayor afinidad que SpeG pero menor a la de SmeZ y su interacciéon
con los TCR se realiza preferentemente en la regién VB2.1 y VB7.%° El gen speH
fue identificado junto con speG, speJ y smeZ2 y esta codificado en el fago
370.2.47°®

2.6.12.5 Spel

El gen spel fue identificado por el equipo de McLaughlin en la posicion 5 del gen
speH en la cepa M1 por lo que se considera que estos dos genes estan juntos en
el fago 370.2.”% En cepas de EGA, el gen spel presenta una frecuencia similar a la
de speH.*"" Tiene afinidad por la regién VB18 del TCR y se une al MHC Il en la

cadena B formando un dimero similar al de SpeC.”

2.6.12.6 SpeJ

El gen sped fue identificado junto con speG en la Universidad de Oklahoma y
aunque se considera que esta presente en todas las cepas de S. pyogenes,” se
reportd que se ha estado perdiendo en los linajes y que la regidn en donde esta
presente el gen probablemente es un remanente de bacteriéfago.**®* SpeJ posee
el motivo de unidén a zinc, se une a la cadena B del MHC Il y con gran afinidad a la

cadena VB2.1delacélulaT.

2.6.12.7 SpeK

El gen speK fue identificado en la secuencia gendmica de la cepa MGAS315 del
tipo M3 en el fago 315.4 y codifica para la exotoxina SpeK que tiene actividad
pirogénica y letalidad similar a la toxina de sindrome de shock toxico (TSST) que
produce S. aureus. La estimulacion de las células T esta preferentemente dirigida
a la region VB1. No se habia detectado la presencia del gen speK en cepas de M3
recuperadas antes de 1987 pero en aislamientos de afos recientes se ha

encontrado junto con la variante alélica speA3.”
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2.6.12.8 SpelL

El gen spel se localiz6 adyacente al gen speK en la secuencia genomica de la
cepa MGAS315 del tipo M3 en el fago 315.4;° en la cepa MGAS8232
correspondiente al tipo M18 se encontré como parte de un fago’® y diversas cepas
del tipo M3 como parte del fago @NIH1.1.”° Se ha identificado en cepas de los
tipos M4, M22 y el 73% del tipo M89 asociado con fiebre reumatica. Tiene
actividad similar a la de SpeC. Posee tres ligandos de unién a zinc para la union a
la cadena 3 del MHC Il y presenta afinidad por la regién V1.1, V5.1 y V323 del
TCR.73’70'77

2.6.12.9 SpeM

El gen speM esta localizado adyacente a spelL en un fago en la cepa M18, la
exotoxina SpeM tiene similitud con SpeC pero su potencia es menor.”®’” Se une a
la cadena B de MHC Il y tiene afinidad predominante por VB1.1 y VB23 del
TCR.”>" Los genes spel y speM no siempre son detectados juntos como lo
reporta Frides en aislamientos de EGA.®" Se ha propuesto que speM se ha
perdido en el bacteriofago o que puede estar en un bacteriéfago diferente al

observar que spel es mas frecuente que speM.”

2.6.12.10 SSA

Tiene una secuencia con mayor similitud a SpeA, se une a la cadena a de MHC I
en el domino N-terminal y presenta especificidad por la regién VB5.1 del TCR.°"""
Su actividad mitogénica es equiparable a la de SpeK.” El gen ssa fue identificado
en el genoma de la cepa MGAS315 del tipo M3 contenido en un fago T12-like
llamado 315.2 que esta insertado en el sitio de fijacion para el fago T12 y se han

reportado tres variantes alélicas para este gen.”>"®"®

2.6.12.11 SmeZ

Es un superantigeno con potente actividad mitogénica,®*®>"

el gen smeZ
presenta un alto grado de polimorfismo con 50 variantes alélicas provenientes del

mosaicismo genético.’>® El alto grado de variacion antigénica le provee al EGA
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una ventaja significativa en el crecimiento al escapar de la neutralizacion por
anticuerpos.65 El gen smeZ esta presente en la mayoria de las cepas de EGA
excepto en M2.%°% |a variante SmeZ2 tiene como blanco la regién VB4 y VB8 de
la célula T y tiene mayor actividad mitogénica que SpeC y otras variantes de

Smez.%%%

El hecho de que S. pyogenes sea uno de los microorganismos patégenos con
mayor prevalencia para el humano por su elevado porcentaje de morbilidad vy
mortalidad a nivel mundial, ponen de manifiesto su importancia en la salud publica
y la necesidad de realizar analisis moleculares para reconocer los factores de
virulencia que contribuyen a la compleja patogenicidad de la bacteria.

La proteina M y los estreptocdcicos asociados son considerados factores clave en
la virulencia de S. pyogenes por lo que el conocimiento de su distribucidon en casos
invasivos tiene un impacto epidemioldgico ya que podria dar alguna correlacion

entre la manifestacion clinica invasiva.
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3. Justificacion

Los factores de virulencia de S. pyogenes estan asociados a la adherencia,
colonizacion y diseminacion, representando un factor importante en el desarrollo
de enfermedades invasivas. Dado el reciente resurgimiento de las infecciones
invasivas por S. pyogenes en paises desarrollados y en vias de desarrollo, se
tiene la necesidad de estudiar los aislamientos provenientes de casos invasivos
presentados en México, es por esto que la relevancia del presente trabajo radica
en identificar los genes de virulencia presentes en las cepas de este estudio lo que
permitira un mayor entendimiento a nivel molecular de su comportamiento

invasivo.
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4. Hipotesis

Los principales tipos M de S. pyogenes seran M1, M3, M12 y M89 por ser los que
predominan a nivel mundial y estos tendran un patrén especifico de genes de

virulencia.

5. Objetivo general

Determinar la presencia de genes asociados a factores de virulencia en cepas de
Streptococcus pyogenes aisladas de casos clinicos invasivos en distintas

Instituciones de Salud Publica en México durante el periodo de 2001 a 2014.

5.1 Objetivos particulares

= Determinar el tipo M de cada cepa mediante el analisis de la secuencia del
gen emm.

» Establecer la distribucion de los tipos M relacionados con cuadros
invasivos.

» Estandarizar las condiciones de amplificacién de los genes speG, speH,
spel, sped, spekK, spelL, speM, smeZ y ssa.

» |dentificar mediante PCR los genes asociados a factores de virulencia emm,
sic, sof, prtF, speA, speB, speC, speG, speH, spel, sped, speK, speL, speM,
smeZ y ssa.

» Determinar los perfiles de genes asociados con los diversos tipos M, asi
como su relacion con la sensibilidad a antibioticos.

= Establecer el patrén de genes de virulencia y los tipos M mas frecuentes

aislados en cepas invasivas de S. pyogenes.
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6. Materiales y métodos

6.1 Reactivos, materiales y equipos

Para Microbiologia:

- Base de Agar Sangre (AS) BBL™

- Agar Muller-Hinton Il (MH) BBL™

- Caldo Infusion de Cerebro Corazén (BHI) Bioxon®
- Caldo Todd-Hewitt (TH) Bacto™

- Glicerol JT Baker®

- Solucidn Salina Isoténica Estéril 0.9%

- Kit Pastorex™ Strep de BIORAD®

Para extraccion:

- Buffer de Lisis
- Lisozima Egg White Grado Ultrapuro Amresco®

- Kit de extraccion DNeasy Tissue Kit (250) de QIAGEN®

(incluye: Proteinasa K 600 mAU/mL, AE, AL, AW1y
AW2)
- Etanol absoluto

Materiales:

- Puntas (gara micropipeta de 10, 200 y 1000 uL
Axygen

- Tubos Eppendorf® de 200, 500 y 1500 pL
Axygen®

- Pipetas Pipetman Classic™ de 2, 10, 20, 100, 200
y 1000 pL Gilson®

- Cajas Petri desechables

Para PCR;:

- Buffer A 10x Vivantis®

- Buffer S 10x con MgCIz 17.5mM Vivantis®

- MgCl, 50 mM Vivantis®

- dNTP’s 1.25 mM Fermentas®

- Tag DNA polymerase 500U (gSU/pL ) Vivantis®

- Primers para emm Genosys prtF, sic, sof, speA,
speB, speC Biosynthesis®; speG speH, gel sped,
speK, speL, speM, ssa ysmeZ Invitrogen™ todos a
10pM

- Dimetilsulféxido (DMSO) Grado Molecular (1-10%)
SIGMA®

- Agua ultrapura

Para cortes de restriccion:

- Enzima Ddel 500U (10U/uL) Fermentas
- Buffer Tango 10x con BSA Fermentas®

- Enzima Hincll 300U (10U/uL) Invitrogen®
- Enzima Haelll 2500U (10U/uL) Invitrogen®
- Buffer React4 10x InV|trogen

Para electroforesis:

- GeneRuIer 100 pb (0.5ug/uL) DNA Ladder Plus
Fermentas®

- Loading Dye Solutlon 6x Fermentas

- Agarosa Ultrapure™ Inwtrogen

- Bromuro de etidio 10mg/mL Research Organics, Inc.

- Buffer TBE 0.5x

Equipos:

- Balanza digital CS 200 Ohaus®

- Block Heater Lab-Line®

- Camara digital DC290 Kodak

- Centrifuga 1-15 Sigma®

- Fuente de poder Powerpac 300 BIORAD®

- Horno de Microondas Panasonic
- Incubadora Inkubator 1000 Heldolph Instruments®

- Jarras de anaerobiosis Oxoid®

- Lampara de luz UV MacroVue Uvis-20 Hoefer

- Mini-Sub Cell GT y Wide Mini-Sub Cell GT
BIORAD®

- Software Kodak 1D 3.5v

- Termociclador 9700 Applled Blosystems

- Vortex Vortex-Genie®2 Scientific Industries, Inc.
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6.2 Seleccion de muestras

Para el estudio se conté con 125 cepas de Streptococcus pyogenes aisladas de
casos clinicos provenientes de distintas entidades de salud en el pais (Tabla 5).
Las muestras se obtuvieron del banco de cepas del Laboratorio de Epidemiologia
Molecular en la Torre de Investigacion de la Facultad de Medicina, seleccionando

aquellas que se aislaron de un caso clinico invasivo.

Tabla 5. Institutos de Salud en México

Entidad de salud publica # cepas
49
Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE) conocido ahora
como CENAVECE de la Secretaria de Salud
Instituto Nacional de Pediatria (INP) Secretaria de Salud 30
Laboratorio Estatal de Michoacan (LEM) Secretaria de Salud 14
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez (INC) Secretaria de Salud 6
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) Secretaria de Salud °
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre (H20N) del ISSSTE 5
Hospital Hermosillo (H) 4
Hospital Morelia (M) 4
Hospital General Gonzalo Castafieda (HGGC) ISSSTE 3
Hospital General de México (HGM) Secretaria de Salud 2
Hospital Médica Sur (HMS) Privado 2
Hospital de Cardiologia Centro Médico Nacional Siglo XXI (CMN) del IMSS 1

6.3 Procesamiento de la muestra

Las cepas recibidas en el laboratorio fueron sembradas en AS por estria radial
incubando a 37°C en condiciones de microaerofilia por 24 horas para obtener
colonias aisladas y determinar su pureza. Una vez que se verificO la pureza del
cultivo y la presencia de B-hemdlisis en AS, se realiz6 la prueba de Bacitracina y
CAMP. Asi mismo, se realizd una prueba seroldgica con kit comercial Pastorex™
Strep de BIORAD® para conocer el grupo de Lancefield correspondiente. Después
de confirmarse la naturaleza de la cepa se procedié a inocular la cepa en viales

con caldo BHI/glicerol al 15% y se congelaron a -70°C para su conservacion.
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Los datos de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de las cepas invasivas
se tomaron de andlisis previos realizados mediante la técnica de Kirby-Bauer en
agar MH. Los antibioticos considerados en el estudio y los criterios del CLSI y de

Kimura et al.?° para la interpretacion de los resultados estan en la Tabla 6.

Tabla 6. Criterios para la interpretacion de pruebas de susceptibilidad para S.

pyogenes

‘ Antibiético Resistente Intermedio Sensible
Tetraciclina (TET) <18 19-22 223
Eritromicina (ERI) <15 16-20 221
Penicilina (PEN) 224
Vancomicina (VA) 217
Levofloxacina (LEVO) <13 14-16 =17
Cloranfenicol (CLOR) <17 18-20 >21
Quinupristina- <15 16-18 =219
Dalfopristina (SYN)
Clindamicina (CLIN) <15 16-18 219
Oxacilina (OX) 217"
Ceftizoxima (ZOX) >29*
Ceftibuteno (CFT) >20*

*Kimura et al.
6.4 Extraccion del DNA

Para la extraccion de DNA de las cepas de S. pyogenes se uso el Kit comercial
DNeasy Tissue (Qiagen).

Las cepas se cultivaron en AS por 24 horas, a partir de éste se inocularon de 3 a 4
colonias en caldo TH incubando de 18 a 24 horas a 37°C en agitacion, ajustando
la suspensién bacteriana a una concentracion de 2x10° bacterias/mL.

Se tomo una alicuota de 1 mL de caldo y se transfirio a un tubo Eppendorf de 1.5
mL, se centrifugd a 7500 rpm (5000 x g) por 8 minutos y se decanté el
sobrenadante salvando el paquete celular. Se agregd 180 uL de buffer de lisis con
20 mg/mL de lisozima y se agitd en vortex, posteriormente se incubé a 37°C por
30 minutos.

Se agregaron 25 pL de proteinasa K (600 mAU/mL) y 200 pL de buffer AL para
incubarlo a 70°C por 30 minutos, después se adicion6é 200 uL de etanol absoluto

frio y se agitd para transferir el contenido del tubo a una columna de extraccion.
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El contenido se centrifugé a 8000 rpm (6000 x g) por 1 minuto, se descart6 el
sobrenadante, se adicionaron 500 yL del buffer de lavado AW1 y se centrifugd a
8000 rpm (6000 x g) para un segundo lavado con 500 pL de AW2. Se centrifugd a
13000 rpm (20000 x g) por 3 minutos, finalmente se agregaron 200 uL de buffer de
elucion AE, se incub6 por 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugé a 8000
rpm por un 1 minuto para eluir y conservar el DNA en tubos Eppendorf a 4°C.

Una vez obtenido el DNA, se corrié una muestra de 3 uL en gel de agarosa al

1.0% por electroforesis durante 30 minutos y se observaron los DNA’s.

6.5 Estandarizacion de la PCR y amplificacion de genes de virulencia
La amplificacién de los genes se realizo por la técnica de la Reaccién en Cadena

de la Polimerasa (PCR), como se representa en la Figura 4.

FASE DE REACCION (30 ciclos)®

FASE FINAL

FASE INICIAL 94°C 84°C

5 minutos
72°C 72°C

]

1

1

1

1

]

I

1 7 minutos

Desnat}lralizacién 27-60°C

1 Elongacion
I

I

I

1

1

1

i

Temperatura

ambiente
Alineamiento

Figura 4. Esquema de la PCR utilizada para identificar los genes de
virulencia. La técnica consisti6 en 3 fases: Inicial, Reaccion y Final.
*Las condiciones de reaccién variaron de acuerdo con el gen de virulencia

identificado (Ver tablas de cada gen).

Fase inicial: el DNA se someti6 una desnaturalizacién inicial de 94°C por 5
minutos.

Fase de reaccion: comprende 3 etapas por ciclo de reacciéon hasta completar 30
ciclos, las etapas son:

Desnaturalizacién, donde se llevd a cabo la separacion de las cadenas de DNA a
94°C; Alineamiento, en la que los cebadores se alineron a la cadena

complementaria de DNA, la temperatura y el tiempo dependen del gen a
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identificar; y la Elongacion, cuando la Taq polimerasa identifico6 el cebador vy
amplificé el segmento especifico del gen con la adicion de desoxinucledtidos. La
temperatura empleada fue de 72°C y su duracién dependié del gen a amplificar.

Una vez completados los ciclos de reacciéon, se pasé a la Fase final, que
complementé la amplificacibn manteniéndose a 72°C durante 7 minutos y

finalmente se llevd a 4°C al término de la reaccion.

La amplificacion de los genes emm, prtF, speB, sic, sof, speA y speC se realizo
como prueba de rutina para las cepas de S. pyogenes bajo condiciones ya
probadas en el laboratorio.

Tabla 7. Mezcla Maestra para el amplificado del gen emm (50 uL)

Reactivos Volumen (pL) Condiciones de reaccion

Buffer A 10x 5.0
dNTP’s 1.25mM 8.0

Cebador emm A 10mM 1.0 Alineamiento:

Cebador emm B 10mM 1.0 94°C por 1" 00

Taq polimerasa 5U/uL 0.2 47°C por 1 00

72°C por 1’ 20”

MgCl, 50mM 3.0
DMSO 0.2
Elongacion: 72°C por 7’ 00”
H,O ultrapura 30.6 P
DNA 1.0

La Mezcla Maestra de 50 uL se utilizé exclusivamente para amplificar el gen emm
ya que se requiere este volumen para realizar el corte enzimatico en su

caracterizacion y.la consecuente identificacion del tipo M.

Tabla 8. Mezcla Maestra para el amplificado del gen prtF (15 uL)

‘ Reactivos Volumen (uL) Condiciones de reaccién
Buffer A 10x 1.5 Desnaturalizacion: 94°C por 5’ 00”
dNTP’s 1.25mM 3.0
Cebador prtF A 10mM 0.4 Alineamiento:

Cebador prtF B 10mM 0.4 94°C por 1’ 00
Taq polimerasa 5U/uL 0.06 60°C por 1" 00"
MgCl, 50mM 2.0 72°C por 1’ 20
gi\aultrapura 61'%4 Elongacion: 72°C por 7’ 00”
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Tabla 9. Mezcla Maestra para el amplificado del gen speB (15uL)

Reactivos Volumen (pL)
Buffer A 10x 1.5
dNTP’s 1.25mM 3.0
Cebador speB A 10mM 0.4
Cebador speB B 10mM 0.4
Taq polimerasa 5U/uL 0.06
MgCl, 50mM 2.0
H>O ultrapura 6.64
DNA 1.0

Condiciones de reaccion
Desnaturalizacion: 94°C por 5’ 00”

Alineamiento:

94°C por 1’ 20”
50°C por 1’ 20”
72°C por 1’ 40”

Elongacion: 72°C por 7’ 00”

Tabla 10. Mezcla Maestra para el amplificado de los genes sic/sof (15uL)

‘ Reactivos Volumen (pL)
Buffer A 10x 1.5
dNTP’s 1.25mM 3.0
Cebador sic A 10mM 0.4
Cebador sic B 10mM 04
Cebador sof A 10mM 0.4
Cebador sof B 10mM 04
Taq polimerasa 5U/uL 0.06
MgCl, 50mM 2.0
H,0 ultrapura 5.84
DNA 1.0

Condiciones de reaccion
Desnaturalizacion: 94°C por 5’ 00”

Alineamiento:

94°C por 1° 00"
47°C por 1’ 00”
72°C por 1’ 20”

Elongacion: 72°C por 7’ 00”

Tabla 11. Mezcla Maestra para el amplificado de los genes speA/speC (15uL)

Condiciones de reaccion

Reactivos

Volumen (uL)

Buffer A 10x 1.5
dNTP’s 1.25mM 3.0
Cebador speA A 10mM 0.4
Cebador speA B 10mM 0.4
Cebador speC A 10mM 0.4
Cebador speC B 10mM 0.4
Taq polimerasa 5U/uL 0.06
MgCl, 50mM 2.0
H,O ultrapura 5.84
DNA 1.0

Desnaturalizacion: 94°C por 5’ 00”

Alineamiento:

94°C por 1° 00"
47°C por 1’ 00”
72°C por 1’ 20”

Elongacion: 72°C por 7’ 00”
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La estandarizacion de las condiciones de amplificacion de los genes speG, speH,

spel, sped, speK, speL, speM, ssa'y smeZ consistid en diferentes temperaturas de

alineamiento, volumenes de la mezcla de reaccidn y la incorporacion de dos o mas

pares de cebadores en la misma mezcla para hacer PCR'’s duales y multiples.

Tabla 12. Mezcla Maestra para el amplificado del gen speJ (15uL)

\ Reactivos Volumen (pL)
Buffer A 10x 1.5
dNTP’s 1.25mM 3.0
Cebador sped A 10mM 0.4
Cebador sped B 10mM 0.4
Taq polimerasa 5U/uL 0.06
MgCl, 50mM 2.0
H,O ultrapura 6.64
DNA 1.0

Condiciones de reaccion
Desnaturalizacion: 94°C por 5’ 00”

Alineamiento:

94°C por 1’ 20”
55°C por 1’ 20”
72°C por 1’ 40”

Elongacion: 72°C por 7’ 00”

Tabla 13. Mezcla Maestra para el amplificado de los genes speG/smeZ (30uL)

‘ Reactivos Volumen (pL)
Buffer A 10x 3.0
dNTP’s 1.25mM 8.0
Cebador speG A 10mM 0.8
Cebador speG B 10mM 0.8
Cebador smeZ A 10mM 0.8
Cebador smeZ B 10mM 0.8
Taq polimerasa 5U/uL 0.2
MgCl, 50mM 2.0
H>O ultrapura 12.6
DNA 1.0

Condiciones de reaccion
Desnaturalizacion: 94°C por 5’ 00”

Alineamiento:

94°C por 1’ 20”
47°C por 1’ 20”
72°C por 1’ 40”

Elongacion: 72°C por 7’ 00”

Tabla 14. Mezcla Maestra para el amplificado de los genes speH/spel (15uL)

‘ Reactivos Volumen (pL)
Buffer S 10x con MgCl, 1.5
dNTP’s 1.25mM 25
Cebador speH A 10mM 0.4
Cebador speH B 10mM 0.4
Cebador spel A 10mM 0.4
Cebador spel B 10mM 0.4
Taq polimerasa 5U/uL 0.1
H,0 ultrapura 8.3
DNA 1.0

Condiciones de reaccion
Desnaturalizacion: 94°C por 5’ 00”

Alineamiento:

94°C por 1’ 20”
47°C por 1’ 20”
72°C por 1’ 40”

Elongacion: 72°C por 7’ 00”




Tabla 15. Mezcla Maestra para el amplificado de los genes

speK/spel/speM/ssa (30uL)

Reactivos Volumen (pL) Condiciones de reaccién
Buffer A 10x 3.0 Desnaturalizacion: 94°C por 5’ 00”
dNTP’s 1.25mM 9.0
Cebador speK A 10mM 0.8
Cebador speK B 10mM 0.8
Cebador spel. A 10mM 0.8 Alineamiento:

Cebador speL B 10mM 0.8 94°C por 120

Cebador speM A 10mM 0.8 4700 por 1, 20,,

Cebador speM B 10mM 0.8 72°C por 1°40

Cebador ssa A 10mM 0.8

Cebador ssa B 10mM 0.8

Taq polimerasa 5U/uL 0.2 Elongacién: 72°C por 7’ 00”
MgCl, 50mM 2.5

H,O ultrapura 8.0

DNA 1.0

6.5 Tipificacion de la proteina M

Para determinar el tipo M de la cepa se realiz6 la PCR del gen emm y se obtuvo el
peso molecular del producto obtenido con el software Kodak 1D 3.5. Los
resultados de la PCR de los genes sic y sof se utilizaron como de tamiz para
caracterizar los tipos M, junto con el tamafio del gen emm.

Para saber el tipo M de cada cepa, se realizo el corte de restriccion del gen emm

con las enzimas Ddel y Hincll/Haelll (Tablas 16y 17).

Tabla 16. Corte de restriccion del gen emm con Ddel

Reactivos Volumen (ul)
Buffer Tango 10x 4.0
Enzima Ddel 0.2
Producto PCR emm 35.8

Tabla 17. Doble corte de restriccion del gen emm con Hincll/Haelll

Reactivos Volumen (ul)
Buffer React4 10x 4.0
Enzima Hincll 0.2
Enzima Haelll 0.2
Producto PCR emm 35.6
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El volumen final por muestra fue de 40 uL, se incubd por 24 horas a 37°C.
Posteriormente, el corte de restriccion se revel6 siguiendo el proceso de
Identificacion de productos de la PCR. Se cargaron los 40 yL en un gel de agarosa
al 2.0%, se realizd una electroforesis durante 60 minutos y se compararon los
RFLP’s obtenidos con los de cepas de referencia obtenidos de los CDC, con el fin

de asignar el tipo M correspondiente.

6.7 Identificacion de los productos de la PCR

El revelado de la PCR se realizé por la técnica de electroforesis en gel de agarosa.
La concentracion de agarosa en el gel dependié del gen identificado: para los
genes emm y speB se prepar6 al 1.5% y para los genes sic, sof, prtF, speA, speC,
speG, speH, spel, sped, speK, spel, speM, ssa y smeZ fue al 1.7%. A todos los
geles se les incorpord 2ul de bromuro de etidio a una concentracion de 10mg/mL
por cada 100mL de agarosa. El gel se colocé en la camara Mini-Sub Cell GT con
buffer TBE 0.5x, se cargaron las muestras con Loading Dye Solution 6x, controles
positivos para cada gen y 3.5uL de marcador de peso molecular de 100 pb
(0.5uL/uL). Se ajustaron los parametros en la fuente de poder a 90 V y 400 mA
para electroforesis de 45 minutos. El gel de agarosa se observo en lampara de luz
UV para identificar los productos de la PCR de acuerdo al peso molecular
esperado (Tabla 18) y se capturé en el fotodocumentador Kodak para su

almacenamiento y analisis posterior.
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Tabla 18. Cebadores utilizados para amplificar los genes de virulencia

Cebador Secuencia Tamaiio del Referencia
producto
amplificado (pb)

F GGG AAT TCT ATT SGC TTA GAA AAT TAA

emm 800-2000 81
R GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT
E GGG GGG TAC CTT TTC AGG AAA TAT GGT TGA GAC

A
prif R GGG GGG AAG CTTTCG CCG TTT CAC TGA AAC CAC 200-600 82
TCA

F GTT GTC AGT GCA ACT AAC CGT

speB 1700 50
R ATCTGTGTCTGATGGATAGCTT
F GTTATAATAATC TTT CAT GGG TAC GG

speJ 540 83
R CTTTCATGTTTATTG CCATTGATC GC
F TAA GGA GAG GTC ACAAAC TA

sic 900 84
R TTACGTTGC TGATGG TGT AT
F GTATAAACT TAG AAAGTT ATC TGT AGG

sof 600 85
R GGC CAT AACATC GGCACCTTCGTCAATT
F ATG GAA AAC AAT AAA AAA GTATTG

speA 700 84
R TTACTT GGT GTTAGG TAGCTTC
F ACC TAT CAT CAA AGT GAC TAT AAG AAA GAC

speC 550 86
R CCCTTCATTTGG TGA GTC AAATAAGTC TATTTGA
F GCT ATG GAA GTC AAT TAG CTT ATG CAG AT

speG 400 60
R TTA TGC GAA CAG CCT CAG AGG
F GAA GTA GAT AAT AAT TCC CTT CTA AGG

smeZ 600 83
R AGT CAATTT CTATAT CTAAAT GCCC
F TCTATC TGC ACAAGAGGTTTGTGAATGTCCA

speH 340 60
R GCATGC TAT TAA AGT CTC CAT TGC CAA AA
F AAG GAA AAA TAA ATG AAG GTC CGC CAT

spel 216 60
R TCGCTT AAAGTAATACCT CCATAT GAATTCTTT
F TAT CGC TTG CTC TAT ACACTACTG AGA GT

speK 230 60
R CCAAAC TGT AGT ATT TTC ATC CGT ATT AAA
F TTAGGATGGTTT CTG CGG AAG AGAC

spelL 600 83
R TTCCTCTTT CTC GCC TGA GCC GTG
F CTCTTT TAG CGG TAT CTG TTC Disefiado en Primer

speM 400 Select basado en la
R TGTGTATCGCTT GCTCTAT cepa MGAS8232
F GTG CAC AAT TAT TAT CGATTA GTG

ssa 722 83
R GGT GAA CCT CTATAG CTATAG CTG AAG

F: Forward; R: Reverse
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7. Resultados y discusion

7.1 Origen clinico de las cepas invasivas

Las 125 cepas de Streptococcus pyogenes analizadas provenian de casos clinicos
de infecciones invasivas, en 68 de los casos se conocid su origen de aislamiento y
se encuentran enlistados en la Tabla 19.

Tabla 19. Origen de aislamiento de las cepas invasivas de Streptococcus

pyogenes

‘ Origen de aislamiento Muestras
Secrecion 23
Hemocultivo 17
Via respiratoria baja 7
Absceso 6
Piel 5
Urocultivo 4
Expectoracion 3
Ulcera 2
Liquido cefalorraquideo 1
Otras invasivas 57

Las 57 cepas restantes se incluyeron en el estudio ya que casos invasivos, 51
cepas provenian del INDRE y de las otras 6 cepas solamente se obtuvo la

informacion presentada en la Tabla 20.

Tabla 20. Informacién disponible para las cepas que no provienen del INDRE

Clave cepa Informacion disponible Hospital
185 Sindrome doloroso abdominal HGM
561 Biopsia INP
566 Aspiracion INP
610 Glomerulonefritis aguda HGGC
2464 Globo ocular H20N
2753 Defuncion de paciente masculino LEM

De las 68 cepas de S. pyogenes donde se conocid el origen especifico de la
muestra donde se realiz6 el aislamiento, las muestras se secreciones y
hemocultivos representaron las principales fuentes de aislamiento con el 34% y

26%, respectivamente.
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En la Tabla 19 se observa la diversidad de muestras donde se aislé S. pyogenes
lo cual muestra la variedad de infecciones que puede ocasionar, como ejemplo se
tienen 2 casos de sepsis, 1 de sepsis neonatal, 1 de sindrome de shock téxico por
estreptococo, 3 de celulitis necrosante y 5 de fascitis necrosante. Se hace
evidente la presencia de S. pyogenes en México como causante de enfermedades
invasivas.

En la Figura 5 se muestra la distribucion de los aislamientos de S. pyogenes de
acuerdo a la entidad de salud. Cabe destacar que la mayoria de las cepas
provienen de 3 institutos principalmente, el INDRE aporta 49 cepas (equivalente al
39%), el INP tiene 30 cepas provenientes de pacientes pediatricos (24%) y el LEM
con 14 cepas (11%). ElI INDRE realiza vigilancia epidemiolégica en todo el pais y
se desconoce el estado donde surgio el aislamiento invasivo de EGA. El 14%
corresponde Unicamente a la poblacion del estado de Michoacan. Las 4 cepas de
EGA que provienen del Hospital de Hermosillo fueron aislamientos de fascitis
necrosante, convirtiéndose en el principal sitio en México con presencia de este

cuadro clinico con 4 de 5 casos.

HeM HMS CMN

Figura 5. Distribucion de los aislamientos clinicos de S. pyogenes

recolectados de institutos de salud en el periodo 2001-2014

En la Figura 6 se muestran solo cepas aisladas a partir de secreciones y

hemocultivos y el Hospital o Instituto donde fueron aisladas las cepas.
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Figura 6. Distribucion de los aislamientos de S. pyogenes a partir de
hemocultivos y secreciones
En la figura anterior se observa que 20 de las 30 cepas del INP corresponden a
las muestras de hemocultivos y secreciones con 10 de cada uno. La mayoria de
las cepas aisladas de secrecion (19/23) se encuentran repartidas en el INP (10),
LEM (5) y Hospital de Morelia (4). Las 4 cepas restantes se obtuvieron del INDRE,
HGGC, HMS e INER, con una cepa por cada hospital. EI INP y el INC fueron los
principales institutos con cepas aisladas de hemocultivos, ya que de las 17 cepas
recolectadas, 10 estan en el INP, 6 en el INC y 1 en INDRE. Cabe sefialar que los

6 aislamientos obtenidos del INC corresponden a hemocultivos.

7.2 Distribucion de los tipos M

La caracterizacion genética de las cepas de S. pyogenes se realizé a partir de la
extraccion del DNA, comenzando con el analisis del gen emm para la
identificacion del tipo M. El DNA extraido observado en gel de agarosa al 1.0%
determiné rendimiento de la extraccion y la pureza del DNA al observarse
unicamente una banda como en el ejemplo de la Figura 7. La identificacion del
producto de PCR del gen emm se realizd con base en el peso molecular esperado
del gen de acuerdo a los cebadores utilizados que se muestran en la Tabla 18.

En la Figura 8 se observa el producto de la PCR para el gen emm, los diversos

tamanos de producto van de los 1100 a los 1500 pb aproximadamente. Estos
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resultados se explican debido a la diversidad de tamafo que existe en el gen emm

ya que la proteina M que codifica muestra una hipervariabilidad en la regién N-

terminal y en el nimero de secuencias de repeticion presentes.”'"122

PM (pb)
3000

Control
positivo

Extraciign DNA Strep beta hem
29-abril-15(2)

PCR gen emm
Streptococcus pyogenes

.

Figura 7. Fotografia del DNA extraido de Figura 8. Fotografia de los productos de
10 cepas de S. pyogenes separado en gel la PCR del gen emm en gel de agarosa al

de agarosa al 1.0% 1.5%. PM - marcador de peso molecular

Para la determinacion del tipo M se analizaron los RFLP’s presentes en las
fotografias de la Figura 9 que fueron comparados con los de cepas de referencia

de los CDC para asignar el tipo M a cada cepa.

NN

S/T

Control

positivo Corte gen emm Control
Corte gen emm/Ddel Streptococcus pyogenes con Hincll/Haelll positivo

Figura 9. Fotografias representativas de los cortes de restriccion del producto de la
PCR del gen emm (RFLP’s) en gel de agarosa al 2.0%. A. Corte de restriccion con la
enzima Ddel. B. Corte de restriccion con las enzimas Hincll/Haelll. PM - marcador de peso

molecular.
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En este estudio se encontraron 24 diferentes tipos M en las 125 cepas de S.

pyogenes. Los tipos M1, M12, M6, M75 y M89 fueron los predominantes al

representar el 60.8% del total de las cepas. En la Tabla 21 se muestra la

frecuencia de los 24 tipos M encontrados.

Tabla 21. Frecuencias de los tipos M de S. pyogenes asilados de cuadros

Tipo M
1

12

6

75

89

22

3

2

28

59

4

11

43

60

49-1

65

78

87

41-2

77

53
stG485
stG839
SIT

invasivos

n
30
15
11
10
10

~

AlAdalaiaaaaaal DI NDwliw oo oo

%
24.0
12.0

8.8
8.0
8.0
5.6
4.8
4.0
4.0
4.0
2.4
2.4
1.6
1.6
1.6
0.8
0.8
0.8
0.8
0.8
0.8
0.8
0.8
0.8

Tipos M predominantes
60.8%

En la Figura 10 se representan los 24 tipos M diferentes en las 125 cepas. El tipo

M de la cepa 2877 no pudo ser identificado, por lo que se denominara como “sin

tipificar” (S/T). Esto podria ser debido a que se trata de un tipo M aun no reportado

en la coleccién de cepas de referencia del CDC o se puede deber a un tipo M

conocido que presenta alguna variacidon en su secuencia, lo que daria como

resultado un patron de corte distinto a lo que se esperaria.
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El primer lugar lo ocupa el tipo M1 con el 24% de los casos al igual que en otros
estudios como se muestra en la Tabla 3 con frecuencias que van del 12 al 27%,
representa el tipo M de mayor relevancia en cuanto a enfermedades invasivas se
refiere.®1®"922 En un estudio en Argentina con pacientes pediatricos el tipo M1 se
reportd en un 40%,?" por lo que la frecuencia en este estudio también resulta de
importancia dada la asociacion de M1 con diferentes factores de virulencia. '%42%°
El tipo M12 ocupa el segundo lugar en frecuencia con el 12% en nuestro estudio.
Los estudios en Grecia," Suecia,’® Brasil®® y Japén®* muestran resultados
parecidos para M12 con prevalencia del 9 al 21%, inclusive M12 ha llegado a
superar a M1 en frecuencia.

El tipo M6 ocupa el tercer lugar con el 8.8% de los casos seguido de M75 con el
8%. Estos tipos M no se han reportado en frecuencias elevadas, en paises como
Portugal,®® Japdn,?* Holanda®® y Brasil®’ tienen una prevalencia del 6 al 11%,

similar a la de este estudio.

Menor a 1% M41-2, 53, 65, 77,
78, 87, 5tG485, stG839y S/T

M43, 48-1 y 60

Figura 10. Distribucion de los 24 tipos M identificados de S. pyogenes
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El tipo M89 es el quinto lugar con el 8% de los aislamientos. Estudios en Suecia,'®
Portugal® y Republica Checa® han reportado un incremento en la prevalencia de
M89 sobre otros tipos M tanto en casos invasivos como en no invasivos.

La similitud en frecuencias de los tipos M1, M12, M6, M75 y M89 con otros paises,
indica que se pueden aislar con mayor frecuencia a nivel mundial
independientemente de la zona geografica. En nuestro estudio, las cepas de los
tipos M3 y M28 estuvieron por debajo del 5% a diferencia de otros paises en

donde M3 y M28 se han detectado con frecuencias de hasta el 18%. 18192189

En la Figura 11 se representa como se distribuyen los 5 principales tipos M que
representan el 60.8% de las cepas durante el periodo de estudio. Los afios que no

se registran en la grafica es porque no hubo cepas de los tipos M prevalentes.

14
13
12 4
11 M1
10
" M12
g 97
8 g m M6
[}]
T 7
o ® M75
g 6
E 5 m M8&89
4
3
2
1
0
2001 2004 2005 2006 2011 2012 2013
Afo

Figura 11. Numero de casos de los tipos M predominantes en el periodo
2001-2013
El mayor numero de aislamientos para M1 se presentaron en el 2001 y en el 2006
pero estuvo presente hasta el 2013 con un caso reportado. El tipo M12 ha estado
presente durante los 12 afios que comprende el estudio, se observa un aumento

gradual en su frecuencia desde 2001 hasta 2006, ano en que superd en casos
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invasivos a M1. Los 11 aislamientos de M6 se recibieron en lapsos con mas de 5
afos de separacion, sugiriendo algun tipo de brote de clonas invasivas pero que
no logran prevalecer en la poblacion similar a las fluctuaciones reportadas en la
distribucion de los tipos M entre dos periodos de tiempo posiblemente ligado a la
pérdida y adquisicion de genes de virulencia.®***®" El tipo M75 fue encontrado
hasta el afio 2006 y actualmente ya no se ha tenido reporte,92 probablemente por
la misma explicacion como en M6. La mayoria de los casos de M89 se
presentaron en 2001 y hasta el 2013 se observa un aumento respecto a los demas

tipos M como se menciono anteriormente para otros estudios.

Con estos datos se observa que M1, M12 y M89 predominan en distintos paises,
esto puede deberse a similitudes en los factores genéticos de dichos tipos M, lo
cual les permite diseminarse. La asociacion de los factores de virulencia podria
causar un aumento o disminucion en el numero de casos invasivos durante un

periodo de tiempo determinado.®**’

7.3 Susceptibilidad a antibiéticos

De los resultados tomados de las pruebas de susceptibilidad a los 11 antibioticos
de la Tabla 6 se obtuvo que 34 cepas invasivas de S. pyogenes (27.2%)
presentaron resistencia a uno o mas antibidticos, 88 cepas (70.4%) fueron
susceptibles a todos y 2 casos que equivalen al 1.6% fueron considerados con
susceptilibidad intermedia. Esta proporcidén se representa en la Figura 12, la cual
muestra evidencia que el EGA continla siendo susceptible a antibidticos en
porcentaje considerable, mismo que da una alta probabilidad de combatir la
infeccidbn siempre y cuando sea diagnosticada antes de que se presenten

complicaciones severas.
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1.6%

Sensibles

70.4%

Figura 12. Porcentaje de resistencia en cepas invasivas de S. pyogenes

En la Tabla 22 se muestran los porcentajes de resistencia a antibiéticos. Para
Ceftibuteno, Ceftizoxima y Oxacilina se consideraron los valores arbitrarios
propuestos por Kimura et al. para determinar cepas de baja susceptibilidad,®® en
nuestro estudio se utilizd el término resistente para homogeneizarlo con lo de los
otros antibiéticos. Dicho lo anterior, las cepas analizadas presentaron resistencia a
6 antibidticos, el mayor porcentaje se presentd para Ceftibuteno. La frecuencia de
resistencia a Tetraciclina y Eritromicina fue menor de lo que reporta la literatura
que va del 12 al 50%.""%*

Tabla 22. Frecuencia de resistencia antimicrobiana en cepas de S. pyogenes

Antibiodtico n % Resistencia
Ceftibuteno 15 12.1
Ceftizoxima 9 7.3
Tetraciclina 8 6.5
Eritromicina 7 5.6
Vancomicina 3 2.4

Oxacilina 1 0.8

La 34 cepas resistentes se distribuyen en 16 tipos M de EGA como se indica en la
Tabla 23.
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Tabla 23. Relacion de resistencia antimicrobiana y los tipos M asociados de

las cepas de S. pyogenes

Antibiético Tipo M (n)
Ceftibuteno 1(5), 2(1), 11(2), 65(1)
Ceftizoxima 1(1), 12(1), 77(1)
Tetraciclina 6(1), 28(1), 41-2(1), 49,1(1), 53(1), 59(1), stG485(1)
Eritromicina 28(1), 75(6)
Vancomicina 89(1)
Ceftibuteno+Ceftizoxima 1(3), 2(2)
Tetraciclina+Vancomicina 59(1)

Ceftibuteno+Ceftizoxima+Oxacilina+
Vancomicina

1(1)

Una cepa del tipo M6 y la cepa S/T se consideraron con susceptibilidad intermedia
a Levofloxacina. Dos cepas M1 presentaron susceptibilidad intermedia, una para
Levofloxacina y la otra para Cloranfenicol pero se agruparon en las cepas
resistentes.

El 33% de las cepas M1 fueron resistentes con 10 de los 34 casos, de los cuales 4
cepas fueron resistentes a mas de un antimicrobiano. Este resultado también se
presentd en la cepa M59 que fue resistente a 2 antibidticos, lo cual también
concuerda con otros estudios que mencionan que esto no es tan frecuente.”%

El 60% de las cepas M75 presentaron resistencia a Eritromicina, estas cepas
tienen el gen mefA que da la resistencia a macrélidos.? Esta relacion coincide con
otros analisis donde M4, M6, M12 y M75 presentan correlacidon con la resistencia a
macrdlidos.” 6 de los 7 casos de resistencia a Eritromicina son M75, la otra cepa
pertenece al tipo M28 que presenta el gen ermTR y también le confiere resistencia
a este antibiético.?® Por otro lado, las 8 cepas resistentes a Tetraciclina distribuidas
entre 7 diferentes tipos M muestra que no hay una relacioén clara entre tipo M y
resistencia, como también se ha encontrado en otros estudios para este

antibiotico.'”%
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7.4 Genes de virulencia en S. pyogenes

La Tabla 24 enlista todos los genes de virulencia encontrados en las 125 cepas
estudiadas y ordenadas de acuerdo a su frecuencia, en resumen se observa que
los genes cromosdmicos speB, speG, sped y smeZ estan en porcentajes elevados
(>95%), siendo spedJ el de menor prevalencia (72%). Para los genes asociados a
fagos el porcentaje va del 10.4% al 56.8%. Los genes sof, speC y prtF presentaron
una frecuencia similar (56%, 56.8% y 59.2%, respectivamente) y tienen relacién
con los tipos M, finalmente el gen sic unicamente estuvo presente en M1. Las
frecuencias de los genes de virulencia para los 24 tipos M se presentan en el
Anexo A.

Tabla 24. Genes de virulencia en orden de frecuencia

Genes % Frecuencia
speG 100
speB 98.4
smeZ 95.2
speJ 72

prtF 59.2
speC 56.8
sof 56
speM 55.2
speH 52.8
spel 52.8
speK 26.4
speA 25.6
sic 24
spel 14.4
ssa 10.4

7.5 Analisis del gen prtF

La presencia del gen prtF en los aislamientos invasivos de S. pyogenes mostro
amplificados de 150, 250, 350, 450 y 550 pb como se muestra en la Figura 13. La
diferencia entre los tamanos de los productos de la PCR del gen prtF se debe a
fragmentos repetidos de 111 pb en la region que codifica para el dominio RD2, el

cual puede tener hasta 5 fragmentos de 111 pb cada uno y uno mas de 96 pb.82
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500 pb

100 pb

Figura 13. Fotografia de los productos de la PCR del gen prtF en gel de

PCR gen prtF S. pyogenes

agarosa al 1.7%

En este estudio 16 de los 24 tipos M tuvieron el gen prtF correspondiendo al

59.2% de todos los casos invasivos. La presencia del gen prtF se encontré en

todos los aislamientos de los tipos M de la Tabla 25, a excepcion de los tipos M6 y

M28 donde se encontré en 91% y 60%, respectivamente. Los aislamientos de los

tipos M1, M2, M3, M43, M49-1, M53, stG839 y S/T no tuvieron prtF.

Esto indica que el gen prtF se encuentra distribuido preferentemente en

determinados tipos M, demostrando que las cepas invasivas presentan diversidad

genética que podria conferirle la capacidad de causar la amplia variedad de casos

clinicos.

Tabla 25. Frecuencia del gen prtF entre los 16 tipos M donde fue identificado

TipoM (n) % prtF (n)  TipoM(n) % prtF (n)
12 (15) 100 (15) 11 (3) 100 (3)
6 (11) 91 (10) 60 (2) 100 (2)
75 (10) 100 (10) 65 (1) 100 (1)
89 (10) 100 (10) 77 (1) 100 (1)
22 (7) 100 (7) 78 (1) 100 (1)
59 (5) 100 (5) 87 (1) 100 (1)
28 (5) 60 (3) 41-2 (1) 100 (1)
4 (3) 100 (3) stG485 (1) 100 (1)

Los tipos M que no tienen el gen prtF coinciden con un estudio anterior,® sin

embargo, en Japdn se encontré6 que la mayoria los tipos M de S. pyogenes
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poseen prtF.?* Es posible que no todas las cepas del mismo tipo M presenten el
gen debido a modificaciones en la region que codifica para el dominio RD2 en la
porcion que regula el gen prtF.%* Cabe también destacar que 45 de las 51 cepas
sin prtF (88%) tampoco tienen el gen sof, aunque no hay antecedentes de una
dependencia entre estos genes. Los tipos M que no presentaron el gen prtF se ha
visto que se unen a fibronectina por otro tipo de proteinas.*3®

La relacién entre el tamafo de los productos de PCR, el tipo M y el numero de
aislamientos (n) se observa en la Tabla 26. La mayoria de los tipos M presentaron
un solo tamano del gen prtF, en los tipos M4, M12, M22 y M59 existen por lo
menos 2 tamafos diferentes. EI numero de repetidos en el dominio RD2 no se
relaciona con un tipo M en particular pero resulta interesante que 8 tipos M si

fueron consistentes en el tamano del producto de PCR.

Tabla 26. Tamaiio del gen prtF y su relaciéon con el tipo M en S. pyogenes

\ Tamafio prtF en pb (n) Tipo M (n)
550 (4) 12 (4)
450 (23) 6 (5), 12 (10), 22 (2), 89 (6)
350 (11) 22 (3), 59 (2), 75 (6)
250 (5) 4 (1), 28 (3), 59 (1)
150 (6) 4 (1), 11 (1), 22 (1), 60 (1), 78 (1), 87 (1)

7.6 Analisis del gen sof

La presencia del gen sof que codifica para el factor de opacidad sérico se ha
empleado tradicionalmente como un criterio de escrutinio en la caracterizacion del
tipo M en cepas de S. pyogenes.'"***! En |a Figura 14 se observa el resultado de
la PCR dual para los genes sic/sof, el cual muestra el producto del gen sof con el
tamano aproximado de 700 pb. Este resultado fue considerado como un criterio
para conocer el tipo M de la cepa, dado que se tienen identificados los tipos M que
producen SOF. El 56% de las cepas analizadas portaron el gen sof, esta
distribucion se representa en la Figura 15. Las cepas de los tipos M1, M3, M41-2,
M43, M53, stG839 y S/T no presentaron el gen sof.
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PCR gen sicisof Strep beta hem

Figura 14. Fotografia de los productos de la PCR dual de los genes sic/sof en

gel de agarosa al 1.7%

sof (-) sof (+)
44% mMi2 56%
12%
M75
8%
M1, 3,41-2, 43, 53,
stG839y S/T h;::

33.6%

‘13 cepas negativas,
M2, 6, 28y 60
10.4%

t:]

49
6 cepas con 1% 60, 65, 50, 2%
(]

77,78, 87 y stG485

Figura 15. Resultados del gen sof en porcentaje por tipos M

El gen sof se identifico en 17 tipos M, de los cuales 13 se identificaron en todas las
cepas y se enlistan en la Tabla 27. Se observa que el factor de opacidad sérico

esta ligado a determinados tipos M como se ha reportado en la literatura.*>*!

51



Tabla 27. Frecuencia del gen sof entre los 17 tipos M de S. pyogenes

12 (15) 100 (15) 4 (3) 100 (3) stG485 (1) 100 (1)
75 (10) 100 (10) 491 (2) 100 (2) 2 (5) 80 (4)
89 (10) 100 (10) 65 (1) 100 (1) 28 (5) 60 (3)
22 (7) 100 (7) 77 (1) 100 (1) 60 (2) 50 (1)
59 (5) 100 (5) 78 (1) 100 (1) 6 (11) 18.2 (2)
11 (3) 100 (3) 87 (1) 100 (1)

Al identificar el gen sof en una gran variedad de tipos M incluyendo algunos de los
mas prevalentes como M12, M75 y M89, muestra la importancia que tiene el SOF
como factor de virulencia por su reconocido papel en la adherencia y colonizacion

de otros tejidos.

7.7 Anadlisis del gen sic

El gen sic tiene un tamafno aproximado de 900 pb como se observa en la Figura
14. De las 125 cepas invasivas todas las cepas del tipo M1 lo tuvieron, tal como se
menciona en la literatura, este es un gen que se ha encontrado solo en cepas de
los tipos M1 y M57.4*%* S|C tiene una amplia gama de mecanismos para evadir el
sistema inmune innato, inhibe el MAC y proteinas antimicrobianas, su participacion
en la adherencia a tejidos epiteliales y colonizacion de mucosas, indica su
importancia en casos invasivos ademas de que se ha descrito que sic es
sobreexpresado al inicio de infecciones invasivas por M1.*2 La combinacion de
SIC con otros factores de virulencia propios de S. pyogenes como la capsula de
acido hialuronico y estreptolisina O le confieren una ventaja adicional al tipo M1

(sobre otros tipos M) para lograr diseminarse con éxito en el organismo.

Con lo discutido hasta ahora se ha observado que los tipos M presentan
diversidad entre si, destacando el tipo M1 donde la ausencia de los genes prtF y
sof podria estar compensada con la presencia del gen sic. Ademas de los factores
de virulencia mencionados anteriormente, los EGA poseen exotoxinas pirogénicas
y el estudio de sus genes en conjunto con los ya analizados podrian explicar el
comportamiento en la frecuencia de los tipos M y posiblemente alguna relacion

con los casos clinicos de donde provienen.
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7.8 Analisis del gen speB

La proteina SpeB es un factor de virulencia importante de S. pyogenes y se
discute aparte ya que como tal no es una exotoxina pirogénica, es una cisteina
proteasa con capacidad de degradar diversas proteinas tanto en el hospedero
como en la bacteria misma.

El gen speB se identific6 con un tamafo en el producto de PCR de
aproximadamente 1700 pb apreciable en la Figura 16. Este gen estuvo presente
en el 98.4% de las 125 cepas invasivas, solo en dos aislamientos (uno del tipo M6
y otro del tipo stG839) no se detectd el gen. Se considera a este gen como
constitutivo ya que se encuentra practicamente en todas las cepas de S.
pyogenes; en diversos estudios se ha identificado en mas del 99% de los

aislamientos,’**? dato que resulta muy parecido a lo encontrado en este estudio.

1500 pb
1000 pb

500 pb

PCR gen speB Strep beta hem

Figura 16. Fotografia de los productos de la PCR correspondiente al gen
speB en gel de agarosa al 1.5%
Otras investigaciones han reportado cepas de los tipos M11 y M82 que carecen de
speB.>>% Asi mismo, se han encontrado variantes alélicas para speB que se
encuentran relacionados con cada tipo M. La presencia de este gen en todos los
aislamientos le da un potencial de invasividad considerando la accién de la
proteina SpeB sobre el hospedero, sin embargo, existe controversia en la
participacién de SpeB en la severidad de la enfermedad causada por S. pyogenes,
mientras que algunos autores encuentran una relacion inversamente proporcional
entre la severidad de la infeccion con la cantidad secretada de SpeB,52 otros

autores han afirmado que la proteina es necesaria para la infeccion invasiva.®”'
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7.9 Andlisis de los genes speG, speJ y smeZ

La busqueda de los genes de los superantigenos speA, speC, speG, speH, spel,
sped, speK, spel, speM, ssa y smeZ se realiz6 empleando una PCR individual,
dual y multiple segun haya sido el caso. En las Figuras de la 17a a la 17d se
muestran los productos de la PCR de cada gen identificado de acuerdo a su peso
molecular. La distribucion de los genes se representa en la Figura 18. Los genes
cromosomicos speG, sped y smeZ ocupan los tres primeros lugares, speG con
100%, smeZ con 95.2% y sped con el 72% de los aislamientos. Para fines
practicos se describiran los resultados de estos 3 genes en primer lugar y

posteriormente el resto de los genes de las exotoxinas pirogénicas.

P
M
-
1000 pb ! ;
smeZ
—
500 pb - spel
1000 pb vk speG
speA
speC
500 pb
PCR genes speA/speC Strep beta hem PCR genes smeZ, speJ, speG Strep beta hem
17-marzo-15(2.1) 15-abril-15(5a) '
P
M
.
o)
vt
1000 pb - -
- speM
500 pb R4
ahe spel
speH
- . <peh 100pb spek

PCR genes ssa, spel, speM, speK Strep beta hem

PCR genes speH, spel Strep beta hem 21-abrik-15(1)

16-abril-15(3a)

d)
Figura 17. Fotografias de los productos de la PCR de los genes de
exotoxinas en gel de agarosa al 1.7% a) Genes speA y speC en PCR dual. b)
Genes cromosomicos smeZ, sped y speG en PCR multiple, se puede apreciar la
ausencia de speJ en algunas cepas. ¢) Genes speH y spel en PCR dual con
resultados positivo para ambos, excepto en las cepas 555 y 1049. d) Genes ssa,

speM, spel y speK junto con Mix4 como control positivo en PCR multiple.
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Figura 18. Frecuencia de los genes de superantigenos en cepas invasivas de
S. pyogenes
Los resultados de este estudio para speG y smeZ (100% y 95.2%,

1.5 en Nueva

respectivamente) son muy parecidos a los reportados por Proft et a
Zelanda donde fueron identificados en mas del 95% de las cepas y los
identificados en Portugal y China con mas del 98% y 87% de las cepas,
respectivamente.®® °" También se ha descrito que los tipos M4 y M77 carecen de
speG.>® Por lo tanto, es evidente que smeZ y speG estaran presentes en
frecuencias elevadas sin importar la regidén geografica del aislamiento.

Al ser un gen cromosomico, la presencia del gen speJ se ha identificado en todas
las cepas en algunos estudios, aunque también hay trabajos que lo reportan en
niveles bajos del 30 al 45%.>% En este estudio se encontré en una frecuencia
intermedia con el 72% de los aislamientos positivos. Se especula que este gen es
remanente de un fago presente en todos los linajes y su localizacion cercana a

elementos mdviles en algunas cepas ha favorecido su pérdida.**%>9’

En la Tabla 28 se muestra la frecuencia de spedJ con relacién a los tipos M que
tuvieron mas del 50% de resultados positivos, se destaca que todas las cepas de
los tipos M1, M28, M49 y M75 tuvieron speJ, sugiriendo que en algunos tipos M el
gen muestra una elevada estabilidad que pueda incrementar la patogenicidad de

estos tipos M. Ademas puede favorecerse la adquisicion del fago, como se reportd
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en un estudio con cepas de EGA donde el tipo M interfiere con la adquisicién de

bacteriéfagos de virulencia.?®

Tabla 28. Relaciéon de tipos M y su frecuencia del gen speJ en S. pyogenes

1 (30) 100 (30)
28 (5) 100 (5)
49-1 (2) 100 (2)
75 (10) 100 (10)
6 (11) 81.8 (9)
12 (15) 86.7 (13)
11 (3) 66.7 (2)
59 (5) 60 (3)
60 (2) 50 (1)
89 (10) 50 (5)

Menos del 50% de las cepas de los tipos M2, M3 y M22 presentaron speJ, los tipos M41-2, M53,

M78, M87 y stG485 con un aislamiento cada uno fueron positivos para sped.

El gen smeZ se identifico en el 95.2% de los aislamientos, con excepcién de las 5
cepas del tipo M2 y en la cepa del tipo stG839. Por otra parte, se ha reportado en
Suecia y Portugal que cepas de los tipos M2, M81, M84 y st106M no poseen el
gen smeZ.'®*58 Al considerarse un gen constitutivo, es posible que el gen se
haya escindido en clonas ancestrales de estos tipos M o que nunca haya estado
presente. El bajo numero de asilamientos de estos tipos M provocod que la
frecuencia de smeZ sea elevada en la mayoria de los estudios realizados.

7.10 Analisis del gen speA

La proteina SpeA es una de las toxinas mas estudiadas por su papel como
superantigeno y su asociacion con cepas responsables de fiebre escarlatina e
infecciones severas por S. pyogenes.

Se detectd en el 25.6% de las cepas invasivas analizadas con frecuencias
elevadas en los tipos M1 (73%) y M3 (100%) y bajas en los tipos M6 y M22 (18.2%
y 14.3% de los casos, respectivamente) como se describe en la Tabla 29. Los
cuatro tipos M que forman el 25.6% son los mismos que otros autores han

encontrado por lo que la relacidon entre speA con el tipo M es muy constante.
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El porcentaje del gen speA reportado en otros estudios varia del 24% al 88%. En
los tipos M1, M3 y M6 la frecuencia de speA llega hasta el 100% de las cepas y

siendo el tipo M1 el mas relacionado a casos invasivos en algunos estudios.?%:%¢%

Tabla 29. Relacion del gen speA en aislamientos invasivos de S. pyogenes

0
DO 0 DEeA

3 (6) 100 (6)
1 (30) 73 (22)
6 (11) 18.2 (2)
22 (7) 14.3 (1)

Este gen se encuentra muy relacionado a los tipos M1 y M3, los mas importantes
en infecciones invasivas debido a que estan ligados a STSS, y se piensa que la
asociacion speA-speB y speA-smeZ le confiere mayor capacidad invasiva.’®6°6¢:%
El conjunto de genes speA, speG, sped y smeZ observado en M1 parece estar
involucrado en infecciones invasivas severas como STSS,%*'% tomando esto en
cuenta se podria decir que el 73% de las cepas M1 y el 100% de las cepas M3
cumplen con la combinacion de genes que le conferirian un potencial mas
agresivo. En este estudio 3 de 5 casos de fascitis necrosante incluyen una cepa
del tipo M1 (819) y dos cepas de M3 (1019 y 1020), es probable que en estos tipos
M existan aquellas variantes alélicas de speA o de smeZ que tienen mayor

actividad mitogénica reportada, como lo es el alelo speA3 relacionado con M3.%°

7.11 Analisis del gen speC

El gen speC se identificé en el 56.8% de los casos invasivos abarcando
practicamente todos los tipos M con excepcion de M43, M78, M87, stG839 y S/T.
Los tipos M89, M2, M11 y M60 presentaron speC en todos los aislamientos.

En la Tabla 30 solo ejemplifica los 12 tipos M con mas del 50% de las cepas

positivas para el gen speC.
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Tabla 30. Relacion de los tipos M con cepas invasivas positivas para el speC

.~ Tipo M (n) % speC (n)
89 (10) 100 (10)
2 (5) 100 (5)
1 (3) 100 (3)
60 (2) 100 (2)
75 (10) 90 (9)

6 (11) 81.8 (9)
59 (5) 80 (4)

12 (15) 66.7 (10)
4(3) 66.7 (2)
28 (5) 60 (3)
3(6) 50 (3)
49 (2) 50 (1)

La frecuencia de speC en los tipos M1 y M22 fue menor al 50%, los tipos M41-2, M53, M65, M77 y

M87 con un aislamiento cada uno presentaron el gen speC.

En este estudio speC fue el gen no cromosémico con mayor frecuencia con el
56.8% de los aislamientos, al igual que en paises como Dinamarca, China y
Polonia donde speC ocupa el primer lugar en frecuencia respecto a otros genes
provenientes de fagos con hasta el 88.9% de las cepas de EGA.?'%31%1 | 5
frecuencia de speC en los tipos M4, M6, M12 y M28 es similar a la de otros
autores que lo han reportado del 60 al 82%. Sin embargo, las frecuencias
obtenidas de speC para los tipos M1 y M89 contrastan con lo reportado en Suecia
donde se encontraron con frecuencias de 73% y 43%, respectivamente, mientras
que en este estudio el tipo M1 tuvo el 10% y M89 el 100%.°%%-1°"

La diversidad de porcentajes entre diferentes tipos M demuestra los efectos de la
transferencia horizontal que se puede presentar dentro de un tipo M o entre

distintos tipos M, aumentando la virulencia de S. pyogenes.

En la Tabla 31 se comparan los resultados de los genes prtF y speC. Se muestra
que existe una relacion en el 77% de las cepas al tener ambos genes. En la
literatura también se han observado aislamientos que poseen speC y genes de

proteinas de unién a fibronectina.?*
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Tabla 31. Porcentaje y numero de cepas con gen prtFy gen speC

Relacién prtF-speC

% speC (1)

% priF (+) 77 (57/74)
59.2 (74/125) % speC(-)
23 (17/74)

Como se mencioné anteriormente, los genes sof y prtF parecen estar ligados en la
mayoria de los tipos M y ahora se quiere evidenciar la relacion entre speC vy prtF
con el tipo M. Para ello se muestra la Figura 19 en donde es posible apreciar una
fuerte asociacion de estos genes en 57 cepas distribuidas en 14 de los 16 tipos M
que tuvieron prtF, incluidos los tipos M predominantes con excepcién de M1. Esta
correlacion sobresale ya que es hasta ahora la unica en reportarse entre proteinas
de union a fibronectina y exotoxinas pirogénicas, que de acuerdo a este estudio
podria indicar la posibilidad de que esta asociacion esté involucrada en la
invasividad. Cabe mencionar que la relacion de ambos genes no es especifica

para cepas con prtF ya que hay aislamientos con speC sin prtF.

stG485 (1)
41-2 (1)
77 (1)

65 (1)

60 (2)
11(3)
4(3)

59 (5) M speC

28 (5)
22(7)
89 (10)
75 (10)
6(11)
12 (15)

J M prtF

Tipos M (niimero total de cepas)
Il

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Numero de cepas

Figura 19. Relaciéon de los genes speC y prtF con el tipo M
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La elevada frecuencia de speC se debe a su amplia distribucion en S. pyogenes,
considerandose un factor de virulencia que en algunos estudios esta asociado al
incremento en la patogenicidad de M28.%

Aunque no se ha encontrado evidencia de que SpeC esté asociado con alguna
enfermedad invasiva especifica, su ha ido aumentando como en algunos casos de
sepsis SpeC podria estar involucrado.®® Por otro lado, se ha descrito que en los
casos de STSS hay un predomino de perfiles con speB + speC y speA + speB.*
Entre las cepas estudiadas, el segundo perfil coincide con las cepas 1019 y 1020
correspondientes a M3 y que fueron obtenidas de fascitis necrosante. El perfil
speB + speC esta presente en un caso de sepsis neonatal por M12 (cepa 2755),
en una cepa M59 (1265) aislada en un caso de fascitis necrosante, en un caso de
celulitis necrosante por M89 (2828) y en uno de STSS también por M89 (2829).
Las combinaciones de speB-speC y speA-speB estan presentes en los casos mas
graves de infeccion invasivas y pueden ser importantes en el desarrollo de la
enfermedad, pero se deben tomar en cuenta el papel que pueden tener los demas

genes de virulencia para un mayor analisis y una relacion mas detallada.

7.12 Analisis de los genes speH y spel
Los genes speH y spel estan dentro del mismo bacteriéfago denominado 370.2 y

han sido detectados juntos en algunos estudios,*”">"?

sin embargo, hay estudios
donde muestran que relacion se esta perdiendo ya que las frecuencias de speH
son diferentes a spel.”>" En este estudio se encontré la misma frecuencia para
ambos genes (52.8%), indicando que tienen alta prevalencia en cepas invasivas
ya que 18 de los 24 tipos M tuvieron resultados positivos para speH y 17 para
spel. En la Tabla 32 se muestran unicamente los 9 tipos M con mas del 40% de
cepas positivas para estos genes. La frecuencia coincide para speH y spel
teniendo dos excepciones, la primera se debe a las 3 cepas del tipo M11 que solo

presentaron speH y la segunda en el tipo M22 con 3 cepas que solo tuvieron spel.
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Tabla 32. Relacion de los genes speH y spel en cepas de S. pyogenes

12 (15) 100 (15)

75 (10) 100 (10)

11 (3) 0 100 (3 solo speH)
59 (5) 80 (4)

2 (5) 60 (3)

6 (11) 54 (6)

3 (6) 50 (3)

22 (7) 14.3 (1) 42.9 (3 solo spel)
89 (10) 40 (4)

Los aislamientos de los tipos M1 y M28 presentaron speH/spel en menos del 40%. Los tipos M41-
2, M43, M49-1, M53, M60, M65 y M87 con menos de dos cepas.

Todas las cepas M12 presentaron los genes speH y spel, concordando con lo
mencionado en la literatura donde estos genes se identifican predominantemente
en M12.%%"%" En este estudio también se encontré en M75 en los mismos niveles.

En paises como Nueva Zelanda, Suecia y China se han reportado frecuencias del
14 al 34% para speH y del 5 al 29% para spel.”>'%%1%" Esta informacion ejemplifica
la diversidad que se presenta en la frecuencia de estos genes, speH es mas
prevalente que spel y no siempre son encontrados juntos a pesar de tener un
origen comun. Aunque no se tiene una relacién para speH y spel con algun
padecimiento especifico, el hecho de que se empiecen a presentar como genes
individuales refleja otro aspecto en la diversidad genética de EGA que puede

participar en el aumento de la capacidad invasiva.

7.13 Analisis del gen speK

El gen speK se identificd en el 26.4% de las cepas invasivas y en la Tabla 33 se
enlistan los tipos M con mas de dos cepas positivas para speK. En los tipos M3 y
M43 todas las cepas fueron positivas, seguido de M6 con el 91%, M89 con 40% y
M22 con 29%.

En este estudio la frecuencia del gen speK parece ser relativamente baja a
comparacion de otros estudios, como en Suecia que tiene un 26% y en China
donde se ha encontrado solo un 3.2%.%"'® Esto se debe a la baja frecuencia de

los tipos M asociados con speK.
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Tabla 33. Frecuencia del gen speK en cepas de S. pyogenes
| Tipo M (n) % speK (n)

3 (6) 100 (6)
43 (2) 100 (2)
6 (11) 91 (10)
89 (10) 40 (4)
22 (7) 29 (2)

Para M2, M12, M49, M53, M59, M60, M75, M78 y S/T solo una cepa fue positiva para speK.

La elevada frecuencia de speK en los tipos M3 y M6 también se ha encontrado en
otros analisis y se podria pensar que hay tipos M con mayor tendencia a adquirir
este gen.*® Cabe mencionar que el tipo M3 ya se ha asociado con el genotipo
speA3 y spekK, lo cual podria confirmar un aumento de virulencia en M3 debido a

la adquisicion horizontal de genes asociados con fagos.”

7.14 Analisis de los genes spelL y speM

Los genes spel y speM son genes de exotoxinas que se encuentran a menudo
relacionados y con una frecuencia similar en aislamientos de S. pyogenes, en
especial en cepas del tipo M18 donde fueron identificados por primera vez en el
bacteriéfago 8232.3.”° En el 55.2% de los casos se identificd speM, siendo el
segundo gen relacionado con bacteriéfagos mas frecuente después de speC. De
acuerdo a la Tabla 34 el tipo M75 tiene el gen speM en todos sus aislamientos,
seguido de M1, M12 y M89 con mas del 80%, M2 y M22 con el 40 y 42.9%,

respectivamente y en M59 se identificod speM en el 20% de los aislamientos.

Dado que los genes spel y speM se han encontrado adyacentes en el mismo
bacteridfago, se esperaban resultados similares, no obstante, la presencia de
ambos genes se encontrd en los tipos M2, M22, M59 y M75, pero no se encontré
el gen spelL en los tipos M1, M12, M89 y en stG839, donde solo se identificd a
speM. La frecuencia de speL fue de 14.4%, la cual es significativamente mas baja
respecto a la de speM debido a que M1, M12 y M89 tienen frecuencias elevadas

en el estudio.
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Tabla 34. Frecuencia de los genes spelL y speM

TipoM(n) % speM(n) % speL (n) ‘

75 (10) 100 (10) 100 (10)
1(30) 96.7 (29) 0

12 (15) 86.7 (13) 0

89 (10) 80 (8) 0

22 (7) 42.9 (3) 42.9 (3)
2 (5) 40 (2) 40 (2)
59 (5) 20 (1) 20 (1)

Las cepas M41-2, M65 y stG839 solo cuentan con un aislamiento con speM.

Se puede decir que se encontraron dos genotipos: uno con los genes spelL y speM
y otro solo con speM, ademas la frecuencia de speM siempre sera mayor a la de
speL. En otros estudios se ha descrito que spel esta entre el 1.6 y 11% de las
cepas y que speM ha alcanzado el 24%.%"1%

En los tipos M1, M12 y M89 de este estudio se tuvo elevada presencia de speM,
dato que no se ha encontrado en otros estudios para estos tipos M.'®®® Cabe
resaltar que ninguna cepa de M3 presentd spel a pesar de que el fago que
codifica para spelL también se encontré un estudio gendmico del tipo M3.7%7° La
importancia de speL y speM se ha resaltado en casos de fiebre reumatica

causadas por M3 y M18.%%

7.15 Analisis del gen ssa

El gen ssa ocupd el ultimo lugar de los genes de virulencia analizados,
identificandose en solo 13 cepas que equivalen al 10.4%. Todas las cepas del tipo
M4, M22, M41-2, M78 y M87 presentaron este gen. Se aprecia una relacion
evidente de los tipos M4 y M22 con el gen ssa, la frecuencia del gen ssa se refleja
por la baja prevalencia en la que se encuentran los tipos M que los contiene, por lo

que puede considerarse un factor de virulencia exclusivo en estos tipos M.
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En otros analisis ssa se ha encontrado en M1, M2, M28 y preferentemente en M3
y M4 con el 100% y 83% de los casos, respectivamente.®®%" Su prevalencia es
muy variable y se ha observado que esta presentandose en tipos M que antes no
lo tenian, como el caso de aislamientos recientes de tipos M1 y M12, ademas de
una tendencia a presentarse en casos invasivos mas que en los no invasivos.*?

Este gen junto con speA, sped, smeZ y otros factores de virulencia podria brindar
una ventaja debido a su potencial mitogénico en los tipos M1 y M3 que son los

mas prevalentes en casos invasivos a nivel mundial.

En la Tabla 35 se muestran los resultados de los diferentes tipos M que se
asociaron con algun gen de exotoxinas analizados, se observa que los genes
speA, spel, speM y ssa estan presentes en un numero reducido de tipos M
identificados en este estudio. Estos genes podrian dar diferente capacidad
invasiva a los tipos M que lo presentan.

Los genes speC, speG, speH, spel, sped, speK, smeZ estan presentes en tipos M
con un mayor numero de cepas (mas de 10), convirtiéndose en genes con mayor
relevancia en este estudio. Al estar mayormente distribuidos en las cepas
analizadas de S. pyogenes, se podria pensar en un efecto sinérgico que
aumentaria la virulencia de estos tipos M.

Tabla 35. Relacién de los genes de exotoxinas presentes en todos los
aislamientos de los diferentes tipos M.

Tipos M Numero de cepas

3 6

2,11, 28, 60 15
Todos 125
11, 12, 49, 60, 75 32
12, 49, 60, 75 29
1,28,49,75 47
3,6,43 19
75 10
75 10
4,22 10
Todos excepto M2 120
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7.16 Analisis de los perfiles de genes de virulencia

Una vez descritos los genes identificados en forma individual y mencionadas
algunas relaciones con algunos tipos M, se realiz6 un analisis de los genes de
virulencia entre los tipos M mas prevalentes, analizar su origen clinico y su
relacion con enfermedades invasivas.

Se obtuvieron 70 perfiles de factores de virulencia para las 125 cepas invasivas.
En la Tabla 29 se muestran los perfiles correspondientes a los 5 tipos M mas
prevalentes en este estudio: M1, M12, M6, M75 y M89. En este grupo de tipos M
correspondiente al 60.8% de los aislamientos invasivos de EGA se encontraron 30

de los 70 perfiles observados.

La gran cantidad de perfiles refleja una muestra de la diversidad genética que
presentan las cepas S. pyogenes en sus genes de virulencia. La existencia de
mas de un perfil para un mismo tipo M muestra que la transferencia horizontal de
elementos moviles y modificaciones dentro del DNA se da en cepas del mismo
tipo M, ademas los perfiles no se comparten entre los tipos M1, M12, M6, M75 y
M89.
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Tabla 36. Perfiles de genes de virulencia de los 5 tipos M de mayor prevalencia

Tipo M (Numero

de cepas/Total de Perfil  sic sof prtF speA speB speC speG speH spel spel speK spel speM  ssa smeZ

cepas)
1(16/30) 1 + + + + + + + 7
1(5/30) 2 + + + - + + + 6
1(3/30) 3 + + + - + + + + + + 9
1(2/30) 4 + + + + - + + + 8
1(2/30) 5 + + - + + + + + + 8
1(1/30) 6 + - + + + + + + + + 9
1(1/30) 7 + = o + + = + o o + - + 6
12 (7/15) 8 - + + - + + + + + + + + 10
12 (3/15) 9 + + - + - + + + + - + + 9
12 (1/15) 10 + + + + + + + + + + + + 12
12 (1/15) 11 + + - + + + + + - - + + 9
12 (1/15) 12 + + + + + + + + - + 9
12 (1/15) 13 + + + - + + + - + + 8
12 (1/15) 14 + + + - + + + + - + 8
6(4/11) 15 - + - + + + + + + + + 9
6(2/11) 16 + + + + + + + + + + 10
6(1/11) 17 + + - + - + - - + + + 7
6(1/11) 18 + + + + + - + 6
6(1/11) 19 + + + + - + + 6
6(1/11) 20 - - + - + - + + 4
6(1/11) 21 + + - + + - + + - - + 7
75 (8/10) 22 + + + + + + + - + + + 11
75 (1/10) 23 + + + + + + + + + + + + 12
75 (1/10) 24 + + + - + + + + + + + 10
89 (3/10) 25 + + + + + - + + + 8
89 (3/10) 26 + + + + + - - - - + + 7
89 (1/10) 27 + + + + + + + + + + + 11
89 (1/10) 28 + + + + + + + + + - + 10
89 (1/10) 29 + + + + + + + - + + + 10
89 (1/10) 30 + + + + + + + + - + 9

Para el tipo M1 se obtuvieron 7 perfiles diferentes, el mas frecuente fue el perfil
numero 1 con 16 cepas que representa el 53% de los casos invasivos por M1. El
numero total de genes de virulencia para este perfil fue de 7 y la combinacion de
los genes speA, speB, speG, sped, speM, smeZ y sic es la mas representativa
para este tipo M.

En la literatura, el perfil speA2, speG, sped, smeZ y speB se ha reportado en

casos severos de invasividad por cepas del tipo M1,'%

en la mayoria de los
estudios coinciden en que speA es el Unico gen asociado a fagos presente en M1
y que junto a speG, speJ y smeZ-1 conforma el perfil que representa
aproximadamente el 90% de las cepas.'®°*%100103 Este dato sugiere que la
virulencia de M1 puede estar relacionada con la combinacion de estos 7 genes y
que no es necesario un numero elevado de genes de virulencia para la capacidad
invasiva que lo ha colocado en los primeros lugares de prevalencia a nivel
mundial. Las diferencias entre los perfiles de M1 se observaron en 5 genes (speA,

speC, speH, spel y speM).
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El tipo M12 esta representado por 7 perfiles, donde el perfil 8 mostrado en la Tabla
29 es el representativo de este tipo M con el 47% de los aislamientos y tiene un
total de 10 genes que incluyen speC, speG, speH, spel, sped, speM, smeZ, speB,
sof y prtF. En la literatura se ha reportado que speC, speG, speH, spel, sped y
smeZ-3 conforman el perfil encontrado en la mayoria de las cepas M12.19:5°91.190

M12 es el segundo tipo M mas prevalente en este estudio y a diferencia de M1
posee una mayor cantidad de genes de virulencia. En este caso, la combinacion
de determinados genes podria ser el principal factor para su elevada frecuencia,
dado que las cepas del tipo M12 no poseen speA pero si contienen los genes de
proteina de unién a fibronectina (sof y prtF). Las diferencias entre los perfiles de

M12 se observaron en 5 genes (speA, speC, sped, speK'y speM).

Hay 7 perfiles que representan a M6, el perfil 15 contiene 9 genes que son speC,
speG, speH, spel, sped, speK, smeZ, speB y prtF y predomina con el 36% de las
cepas. El perfil 16 le sigue en frecuencia con 18% y es idéntico al perfil 15 con la
diferencia de que también incluye el gen speA. Se ha reportado que smeZ-1y
speA estan presentes en M6 causantes de STSS, demostrando la relacion de
estos genes en casos invasivos severos.®®'® Los genes speA, speB, speC, speG,
speK y el alelo smeZ-1 conforman el perfil de M6 mas frecuente segun lo
reportado en articulos y es una combinacién similar al perfil de M1.%>'% Las
diferencias entre los perfiles de M6 se observaron en 9 genes (sof, prtF, speA,

speB, speC, speH, spel, sped y speK).

En el caso de M75 se observa una alta homogeneidad entre las cepas con solo 3
perfiles diferentes. El perfil 22 fue mas frecuente con el 80% de los aislamientos y
contiene 11 genes: speC, speG, speH, spel, sped, speK, speL, speM, smeZ, speB,
sof y prtF. Este perfil de virulencia es el mas frecuente en cepas invasivas para
solo un tipo M, una cepa tiene adicionalmente speK y en otra cepa le falta speC,
(perfiles 23 y 24). Este tipo M es el que tuvo mas genes dentro de sus perfiles, los
genes speG, spel, speM y smeZ coinciden con la literatura en la mayoria de los

19,55

casos. Esta combinacion de genes no tiene correlacion con algun
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padecimiento especifico, no obstante en otros analisis se relaciona en casos de
sepsis y en este estudio el perfil 22 estd relacionado con un caso de
glomerulonefritis aguda y otra de celulitis.’ Cabe recordar que el tipo M75 ocupa
el 8% de las cepas de este estudio pero en otros estudios ya no figura dentro de
los tipos M mas frecuentes debido a que actualmente ya no se han encontrado
casos de M75,% lo cual remarca la premisa de que una mayor prevalencia no esta
relacionada con un numero elevado de genes. La diferencia entre los perfiles de

M75 se observaron en 2 genes (speC y speK).

En el tipo M89 se encontraron 6 diferentes perfiles, dos de ellos lo tuvieron el 30%
de las cepas. Los genes presentados con mayor frecuencia fueron speC, speG,
sped, speM, smeZ, speB, prtF y sof. Esta informacion coincide con los perfiles de
M89 de la literatura, los cuales contienen speC, speG y smeZ-13 que estan
relacionados con casos de sepsis.®*'® El hecho de que M89 contenga una baja
cantidad de genes en los perfiles 25 y 26, respecto a los perfiles 27 a 30, sugiere
una vez mas que la combinacion de genes en particular puede elevar la
invasividad y la prevalencia del tipo M, tomando en cuenta que M89 se ha
reportado con mayor frecuencia actualmente. La diferencia entre los perfiles de

M89 se observaron en 5 genes (speH, spel, sped, speK'y speM).

Los perfiles de virulencia restantes presentados en el Anexo B también muestran
diversidad para cada tipo M. En M2 todas las cepas tuvieron diferentes perfiles, los
genes speC, speG, speH y spel fueron los mas frecuentes y todas carecieron de
smeZ. En el caso del tipo M3, 2 de las 6 cepas comparten el mismo perfil con los
genes speA, speG, speK, smeZ y speB, esta es una combinacién de genes
encontrada particularmente en el tipo M3, lo que podria llevarlo a predominar en
casos de STSS como M1.5%91:95:100 | 5 diferencia que destaca entre los tipos M22 y

M28 es que ssa esta presente unicamente en las cepas de M22.
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Se hallaron perfiles compartidos en 2 de 3 cepas M4, en 2 de 3 del tipo M11y 2 de
5 cepas del tipo M59. El perfil 12 que corresponde a M12 (cepa 1148) es el unico
perteneciente a tipos M prevalentes que se comparte con una cepa M28 (781) y
con dos cepas M59 (238 y 1265).

Los resultados de cada cepa mostraron diferencias entre los perfiles cuando se
consideraron los genes que codifican para superantigenos. En este estudio con
cepas invasivas la diferenciacion entre tipos M se vuelve aun mas evidente con la
adicién de los genes sic, sof y prtF como parte del analisis.

Se encontrd una estrecha relacion entre el tipo M y el perfil de genes de virulencia
en todos los aislamientos, en algunos casos se asociaron con los casos clinicos,
sin embargo, no se encontré una relacion entre los perfiles de genes de virulencia,
tipos M y origen clinico en este estudio. El tipo M89 destaca en este aspecto ya

que de las 10 cepas, 3 estan presentes en hemocultivo y 4 en secrecion.

Finalmente se puede decir que este es el primer estudio epidemioldgico realizado
en México donde se analizan aislamientos invasivos de EGA y sus factores de
virulencia que determinan los patrones representativos en los principales tipos M.
En los aislamientos de los tipos M mas frecuentes se reconocid que la prevalencia
y capacidad de invasion podrian depender del perfil de genes. No hay que dejar
de lado que existe variacion genética dentro de un mismo tipo M debido a la
transferencia horizontal de genes, la presencia de elementos moviles, la seleccién
de clonas en el hospedero y otros factores que les permite aumentar su virulencia

y mantenerla durante largos periodos de tiempo.
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8. Conclusiones

Las muestras de hemocultivo y de secreciones son las principales fuentes de

obtencion de S. pyogenes invasivos en el estudio.

El tipo M1 representa el principal tipo M de S. pyogenes encontrado en cepas

invasivas, seguido de los tipos M12, M6, M75 y M89.

Todas las cepas son sensibles a Penicilina, sin embargo, el 27.2% mostré
resistencia a algun otro antibidtico, aunado a esto, las cepas resistentes a

Eritromicina se asociaron con el tipo M75.

Los genes de virulencia speB, speC, speG, speH, spel, sped, speK'y smeZ se
identificaron en la mayoria de las cepas independientemente del tipo M, mientras
que los genes sic, sof, prtF, speA, spelL, speM y ssa se encontraron asociados a

determinados tipos M.

Se encontraron diferentes perfiles de genes entre cepas de un mismo tipo M,

demostrando la diversidad genética de las cepas.

La virulencia de las cepas es multifactorial al comprender genes de adhesion,

colonizacion e invasion al hospedero.
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Anexo A. Frecuencias de los genes de virulencia estudiados para cada tipo M en cepas invasivas de S.

pyogenes
Tipo M (n) sic sof speA speB speC speG speJ speH spel speK spelL spel ssa smeZ
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)

1(30) 100 (30) o | o | 733(22) | 100(30) 10(3) 100 (30) | 100 (30) 20 (6) 20 (6) 0 0 96.7 (29) 0 100 (30)
12 (15) 0 100 (15) 6.7 (1) 100 (15) | 66.7(10) | 100(15) | 86.7(13) | 100(15) | 100 (15) 6.7 (1) 0 86.7 (13) 0 100 (15)
6 (11) 0 182 (2) 182(2) | 90.9(10) | 81.8(9) | 100(11) | 81.8(9) | 545(6) | 545(6) | 90.9(10) 0 0 0 100 (11)
75 (10) 0 100 (10) 0 100 (10) 90 (9) 100(10) | 100(10) | 100(10) | 100 (10) 10 (1) 100 (10) | 100 (10) 0 100 (10)
89 (10) 0 100 (10) 0 100 (10) | 100(10) | 100 (10) 50 (5) 40 (4) 40 (4) 40 (4) 0 80 (8) 0 100 (10)
22 (7) 0 100 (7) 14.3 (1) 100 (7) 28.6 (2) 100 (7) 429(3) | 143(1) | 571(4) | 286(2) | 429(3) | 429(3) 100 (7) 100 (7)
3(6) 0 0 0 100 (6) 100 (6) 50 (3) 100 (6) 16.7 (1) 50 (3) 50 (3) 100 (6) 0 0 0 100 (6)
2(5) 0 80 (4) 0 0 100 (5) 100 (5) 100 (5) 20 (1) 60 (3) 60 (3) 20 (1) 40 (2) 40 (2) 0 0
28 (5) 0 60 (3) 60 (3) 0 100 (5) 60 (3) 100 (5) 100 (5) 20 (1) 20 (1) 0 0 0 0 100 (5)
59 (5) 0 100 (5) 0 100 (5) 80 (4) 100 (5) 60 (3) 80 (4) 80 (4) 20 (1) 20 (1) 20 (1) 0 100 (5)
4(3) 0 100 (3) 0 100 (3) 66.7 (2) 100 (3) 0 0 0 0 0 0 100 (3) 100 (3)
11(3) 0 100 (3) 0 100 (3) 100 (3) 100 (3) 66.7 (2) 100 (3) 0 0 0 0 0 100 (3)
43 (2) 0 0 0 0 100 (2) 0 100 (2) 0 100 (2) 100 (2) 100 (2) 0 0 0 100 (2)
49-1(2) 0 100 (2) 0 0 100 (2) 50 (1) 100 (2) 100 (2) 100 (2) 100 (2) 50 (1) 0 0 0 100 (2)
60 (2) 0 50 (1) 0 100 (2) 100 (2) 100 (2) 50 (1) 100 (2) 100 (2) 50 (1) 0 0 0 100 (2)
41-2(1) 0 0 0 100 (1) | 100 (1) 100 (1) 100 (1) 100 (1) 100 (1) 0 100 (1) 100 (1) 100 (1) 100 (1)
53 (1) 0 0 0 100 (1) | 100 (1) 100 (1) 100 (1) 100 (1) 100 (1) 100 (1) 0 0 0 100 (1)
65 (1) 0 100 (1) 0 100 (1) | 100 (1) 100 (1) 0 100 (1) 100 (1) 0 100 (1) 100 (1) 0 100 (1)
77 (1) 0 100 (1) 0 100 (1) | 100 (1) 100 (1) 0 0 0 0 0 0 0 100 (1)
78 (1) 0 100 (1) 0 100 (1) 0 100 (1) 100 (1) 0 0 100 (1) 0 0 100 (1) 100 (1)
87 (1) 0 100 (1) 0 100 (1) 0 100 (1) 100 (1) 100 (1) 100 (1) 0 0 0 100 (1) 100 (1)
stG485 (1) 0 100 (1) 0 100 (1) | 100 (1) 100 (1) 100 (1) 0 0 0 0 0 0 100 (1)
stG839 (1) 0 0 0 0 0 0 100 (1) 0 0 0 0 0 100 (1) 0 0
SIT (1) 0 0 0 0 100 (1) 0 100 (1) 0 0 0 100 (1) 0 0 0 100 (1)
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Anexo B. Perfiles de genes de virulencia para las 125 cepas invasivas de S. pyogenes

Clave Tipo M sic sof prtF  speA speB speC speG speJ speH spel speK spelL speM ssa smeZ Resistencia
272 1 + - - + + - + + - - = - + - +
974 1 + o o + + = + + o o o o + o +
975 1 + - - + + - + + - - - - + - +
977 1 + - - + + - + + - - - - + - +
982 1 + - - + + - + + - - - - + - +
988 1 + - - + + - + + = = = - + - +
1004 1 + - - + + - + + - - = - + - +
1143 1 + - - + + o + + 5 e - - + - +
1149 1 + - - + + - + + o o - - + - +
1153 1 + - - + + - + + - - - - + - +
1160 1 + - - + + - + + o o o - + - +
1168 1 + - - + + - + + = = = - + - +
156 1 + - - + + - + + - - = - + - +
249 1 + - - + + - + + - - - - + - +
565 1 + - - + + - + + - - - - + - +
2753 1 + - - + + - + + o o o - + - +
819 1 + - - - + - + + - - - - + - +
963 1 + - - - + - + + - - - - + - +
255 1 + - - - + - + + - - + - +
260 1 + - - - + - + + - - - - + - +
2805 1 + - - - + - + + - - - - + - +
274 1 + - - + + + + + + o o + o +
1156 1 + - - + + - + + + + - - + - +
155 1 + - = + + - + + + + = - + - +
1161 1 + - - + + + + + - - - - + - +
262 1 + - - + + + + + - - - - + - +
250 1 + - - - + - + + + + - - + - +
290 1 + - - - + - + + + + o o + a +
273 1 + - - + + - + + - - - - - - +
248 1 + - - - + + + + + + = - - +
266 2 - + - - + + + + + + - - - - -
1010 2 - - - - + + + - + + + = o o o
240 2 - + - - + + + - + + - + + - -
237 2 - + - - + + + - - - - - - - -
241 2 - + - - + + + - - - - + + - -

1165 | 3 | . | . | - | + | + | + |+ | + | + | + | + | . | . | - |+ | |

o67 | 3 | - | - [ - | + | + | + | + | - | - | - | + | - | - | - | + | |

1159 4 - + + - + + + - - - - - - + +
568 4 - + + - + + + - - - - - - + +
1539 4 - + + - + - + = o - - - - + +
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Clave Tipo M sic sof prtF  speA speB speC speG speJ speH spel speK spelL speM ssa smeZ Resistencia

1150 6 - - + - + + + + + + + - - - +
1157 6 - - + - + + + + + + + - - - +
154 6 - - + - + + + + + + + - - - +
105 6 - - + - + + + + + + + - - - +

2802 6 - - - - + - + - - - + - - - +
251 11 - + + - + + + + + o = - - - +
2876 1 - + + - + + + + + o = o B - +
252 11 - + + - + + + - + - - - - - +
969 12 - + + - + + + + + + = o + - +
1144 12 - + + - + + + + + + o o + o +
1151 12 - + + - + + + + + + = o + o +
1162 12 - + + - + + + + + + - - + o +
1167 12 - + + - + + + + + + - - + o +
157 12 - + + - + + + + + + - - + - +
2755 12 - + + - + + + + + + = o + o +
1152 12 - + + - + - + + + + - - + - +
1169 12 - + + - + - + + + + - - + - +
778 12 - + + - + - + + + + - - + - +
1005 12 - + + - + + + - + + = o + - +
1146 12 - + + - + - + + + + - - - - +
971 12 - + + + + + + + + + + o + o +
1148* 12 - + + - + + + + + + - - - - +
2801 12 - + + - + - + - + + - o + o +
1170 22 - + + + + - + - - + + R + +
2759 22 - + + - + + + + - + - - - + +
1163 22 - + + - + + + - - + + - - + +
1164 22 - + + - + - + + = o + + + +
1876 22 - + + - + - + + - - - - - + +
106 22 - + + - + - + - + + - + + + +
1139 22 - + + - + - + - - . - + + + +

1166 | 28 | - | «+ | + | - | + | +  + |+ | - - | - | - | - | - | + |

1020 | 28 | - | + |+ | - | + . . |+ |+ | - - | - | - | . | - | + |

2754*** 43 - - - - + - + - - - + - - - +
2756*** 43 - - - - + - + - - - + - - - +
586 41-2 - - + - + + + + + + - + + + + Tetraciclina
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Clave Tipo M sic sof prtF speA speB speC speG speJ speH spel speK spel speM ssa smeZ Resistencia

275 | 491 | - | + | - | - | + + + + + + I N

561 53 - - - - + + + + + + + - - - + Tetraciclina

1265* 59 - + + - + + + + + + - - - - + Tetraciclina y Vancomicina
238* 59 - + + - + + + + + + - - - - +

276 60 - + + - + + + + + + + - - - +
1009 60 - - + - + + + o + + B 5 - - +
244 65 - + + - + + + - + + - + + - +
277 75 - + + - + + + + + + - + + - +
970 75 - + + - + + + + + + - + + - + Eritromicina
1008 75 - + + - + + + + + + o + + = +
1140 75 - + + - + + + + + + - + + - + Eritromicina
1147 75 - + + - + + + + + + - + + - + Eritromicina
567 75 - + + - + + + + + + - + + - + Eritromicina
569 75 - + + - + + + + + + - + + - + Eritromicina
610 75 - + + - + + + + + + - + + o +
968 75 - + + - + + + + + + + + + - +
774 75 - + + - + - + + + + - + + - + Eritromicina
160 77 - + + - + + + - - - - - - - +

fos6 [ 78 [ - [ +« [ +« [ - [ + [ - [ + | « [ - [ - [« [ - [ - [+ [+« [ |
1070 87 - + + - + - + + + + - - - + + I
556 89 - + + - + + + + B B - - + - +
2829 89 - + + - + + + + o o - - + - +
2830 89 - + + - + + + + - - - - + - +
996 89 - + + - + + + - - - - - + - + Vancomicina
2464 89 - + + - + + + - - - - - + - +
2828 89 - + + - + + + - - - - - + - +
559 89 - + + - + + + + + + + - + - +
560 89 - + + - + + + + + + + - - . +
787 89 - + + - + + + o + + + o = - +
104 89 - + + - + + + - + + + - + - +
566** stG485 - + + - + + + + - - - - - - + Tetraciclina
1241 stG839 - - - - - - + - - - - - + - -
2877*** SIT - - - - + - + - - - + - - +

Perfiles compartidos:
*Las cepas 1148 (M12), 781 (M28), 238 y 1265 (M59)

**Las cepas 1168 (M8) y 566 (stG485)
***Las cepas 2754, 2756 (M43) y 2877 (S/T)
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