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1. RESUMEN

El presente estudio consistio en identificar los genes asociados a factores de
virulencia de 140 aislamientos faringeos de Streptococcus pyogenes del tipo M1
obtenidas de diversas Instituciones de Salud.

Ademas, la proteina M representa uno de los principales factores de virulencia
debido a su propiedad antifagocitica. De los mas de 120 diferentes tipos M
(proteina M) de S. pyogenes, el M1 es el mas importante por la elevada frecuencia
con que se aisla de cuadros faringeos e invasivos; esta relacionado con una
amplia diversidad de infecciones agudas como: faringitis, pioderma, fiebre
escarlatina, celulitis, fascitis necrosante y sindrome de choque téxico
estreptococico; asi como secuelas no supurativas: fiebre reuméatica vy

glomerulonefritis aguda pos-estreptocdccica.

Se identificaron 15 genes que codifican para factores de virulencia como: toxinas,
superantigenos, enzimas, adhesinas y proteinas que interfieren con la respuesta
inmune por medio de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Los
genes asociados a factores de virulencia que se buscaron son: speA, speB, speC,

speG, speH, spel, speJd, spekK, speL, speM, prtF, ssa, smeZ, sic y sof.

Se obtuvieron 17 diferentes perfiles de genes de virulencia que permitieron
comparar el potencial patogénico de este grupo de cepas con otros resultados ya
publicados de Streptococcus pyogenes del tipo M1 obtenidos de muestras no

invasivas e invasivas.



2. HIPOTESIS

Si las cepas analizadas de S. pyogenes son del tipo M1 y de origen faringeo,
entonces se esperan resultados similares respecto a la presencia o ausencia de
genes que codifican para factores de virulencia.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la presencia de 15 genes asociados a factores de virulencia en 140
cepas de S. pyogenes del tipo M1 de muestras faringeas, obtenidas de diversas
Instituciones de Salud.

3.2 Objetivos Particulares

= Realizar la identificacion de los genes: speA, speB, speC, speG, speH,
spel, speld, spekK, speL, speM, ssa, prtF, smeZ, sic y sof por medio de la

técnica molecular de la PCR en las 140 cepas de S. pyogenes del tipo M1.

= Conocer la frecuencia de los perfiles de virulencia de las 140 cepas

analizadas de S. pyogenes.

= Analizar y comparar los resultados obtenidos con otros ya publicados de

cepas de S. pyogenes tipo M1 de aislamientos faringeos y no faringeos.



4. INTRODUCCION

Las bacterias del género Estreptococos son cocos Gram (+), se agrupan en
cadenas, debido a que se dividen en un plano y tienden a permanecer unidas. La
longitud de las cadenas varia segun la especie, desde dos hasta mas de 30

células. Son inmoéviles y no forman esporas.* 2

Mas de 20 especies conforman el género, siendo de mayor importancia clinica
para el ser humano: Streptococcus pyogenes como causa de la faringitis
estreptococica, puede conducir a la fiebre escarlatina, fiebre reumética y
cardiopatia reumatica. Debido a la capacidad que tiene para producir infecciones
en los tejidos profundos se le dio el nombre de “bacteria carnivora”; Streptococcus
agalactiae produce con mayor frecuencia septicemia en los recién nacidos;
Streptococcus pneumoniae es el principal causante de neumonia y meningitis en

nifos menores de 5 afios y adultos mayores de 60 afios.!?3

Los estreptococos son anaerobios facultativos y crecen mejor en medios de cultivo
enriquecidos en condiciones aerobias. Agar sangre es el medio que se utiliza con
mayor frecuencia debido a que satisface sus requerimientos nutricionales y
también sirve como un indicador de los patrones de hemdlisis. Las colonias son
pequefas y es posible que se encuentren rodeadas por una zona donde se han
hemolizado los eritrocitos suspendidos en el agar. Cuando la zona esta clara se
denomina beta-hemodlisis; esta hemdlisis es producida por dos hemolisinas, la
estreptolisina S y la estreptolisina O. Los estreptococos son metabdlicamente
activos y degradan diversos carbohidratos, proteinas y aminoacidos. Se

caracterizan por ser catalasa y oxidasa negativos.*

En el afio 1903, la clasificacion de los estreptococos comenzd a mostrar cierto
orden cuando el investigador Hugo Schottmdaller, determiné que los estreptococos

producen dos tipos de hemdlisis en placas de agar sangre.?



En el afio 1919 el cientifico Brown describi6 y definié la accibn hemolitica de los

estreptococos en agar sangre de carnero, la cual es utilizada en la actualidad. Su

clasificacion es la siguiente 3:

1. Alfa - hemdlisis: una zona de destruccién parcial de eritrocitos de carnero

alrededor de la colonia, acompafiada por una coloracion verdosa a café del

medio.

2. Beta - hemdlisis: una zona clara, incolora alrededor de la colonia, en la que

los eritrocitos de la sangre de carnero han sufrido una hemolisis completa.

3. Gamma - hemdlisis 0 no hemolisis: no hay actividad hemolitica aparente.

En el afio 1932, la microbidloga Rebecca Lancefield demostré en los extractos de

la pared celular de los estreptococos B-hemoliticos la presencia de un antigeno

superficial denominado carbohidrato C, dando una base taxonémica mas solida.

Sus estudios formaron una clasificacion por serogrupos de la A hasta la W. De

todos estos, los grupos A, B, C, D y G son los que se aislan con mayor frecuencia

del hombre.1: 3

En la Tabla 1 se ilustra la clasificacion de las principales especies de

estreptococos por el tipo de hemoalisis y las reacciones inmunoldgicas.

Nombre Grupo de Lancefield Hemolisis Habitat
Streptococcus pyogenes A Beta Garganta, piel
Streptococcus agalactiae B Beta Tracto genital femenino

. No

Streptococcus bovis D produce Colon
Streptococcus anginosus, CoG Beta Nasofaringe
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus “viridans” Algunas especies poseen Garganta, boca,

(grupo integrado por sustancia especifica de grupo y Alfa intestino, genitales

diferentes especies) otras no femeninos
Streptococcus pneumoniae No poseen Sgsg;?gr%a especifica Alfa Tracto respiratorio

Tabla 1. Clasificacion de los principales estreptococos de importancia clinica*




5. ANTECEDENTES

5. 1 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes (pyogenes significa “formador de pus”), a esta especie
patdgena también se le conoce como el estreptococo beta-hemolitico del grupo A
(EGA). Es el agente etiologico de una amplia gama de enfermedades humanas
gue varian en su gravedad clinica, y son una causa importante de morbilidad y
mortalidad humana.> ® Causa mas de 600 millones de infecciones en todo el

mundo que resultan en mas de 500,000 muertes al afio aproximadamente.®

La patogenicidad de las cepas de S. pyogenes esta ligada a la produccion de

diversos factores de virulencia tales como: toxinas, proteasas o DNAsas.’

Entre las enfermedades ocasionadas por S. pyogenes se incluyen: faringitis
estreptococica, fiebre escarlatina, impétigo, erisipela, celulitis, septicemia,
sindrome de choque toxico, fascitis necrosante y secuelas post-infecciosas como

la fiebre reumatica y la glomerulonefritis aguda.® °

S. pyogenes provoca una amplia gama de enfermedades supurativas como
resultado del dafio directo por el organismo y la actividad de las enzimas que
secreta. Las secuelas no supurativas de la infeccion representan manifestaciones
tardias provocadas por una respuesta autoinmunitaria. Las enfermedades
mediadas por toxinas son provocadas por exotoxinas estreptococicas secretadas

al torrente sanguineo, figura 1.1°
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Figura 1. Enfermedades que brovoca S. pyogenes. Enfermedades supurativas (letras en verde),
enfermedades mediadas por toxinas (letras en rojo) y secuelas no supurativas (letras en azul).*?

S. pyogenes puede producir enfermedades a través de tres mecanismos *:

1.- Lainvasion y propagacion a traves del tejido debido a las acciones combinadas
de crecimiento bacteriano y respuesta inflamatoria.

2.- Las toxinas producidas por los estreptococos que se diseminan a otras areas
en el huésped y dafian a células susceptibles.

3.- Los antigenos estreptococicos pueden tener mimetismo con las estructuras del
huésped, y la infeccibn desencadena una respuesta autoinmune que conduce al

danfo tisular.

5. 2 Enfermedades faringeas

La via de entrada mas comun de S. pyogenes es el tracto respiratorio superior,
gue suele ser el principal sitio de infeccion y también sirve como foco para otras
infecciones. La propagacion de la bacteria se da de persona a persona por gotas
respiratorias (saliva y moco) o por contacto directo con heridas infectadas y llagas
en la piel. Sin embargo, no todos los individuos colonizados por S. pyogenes en

las vias respiratorias superiores desarrollan signos clinicos de la enfermedad.'?



5.2.1 Faringitis estreptococica

S. pyogenes es la causa bacteriana mas comun de faringitis bacteriana en nifios
entre 5 y 15 afos. La enfermedad se caracteriza por irritacion aguda en la
garganta, malestar general, fiebre y cefalea. La transmision ocurre de persona a
persona debido a las gotas expelidas por las personas infectadas durante la tos o
estornudos. Es comun que la enfermedad comprometa amigdalas, Gvula y paladar
blando, que se enrojecen, inflaman y se cubren con un exudado amarillento. En
ocasiones, la infeccibn se produce a nivel local y abscesos preamigdalinos o
retrofaringeos, otitis media y sinusitis aguda.® 3

5.2.1.1 Secuelas supurativas
Una infeccion supurativa evoca una respuesta donde se forma pus, en la cual, las
células combatientes iniciales y dominantes son los neutréfilos polimorfonucleares.

La pus es material liquido que contiene gran nimero de células inflamatorias.* 4

5.2.1.1.1 Otitis media

Se refiere a la inflamacion del oido medio y se divide clinicamente en: otitis media
aguda (liquido en el oido medio acompafiado por signos y sintomas de infeccion
aguda) y otitis media con derrame (liquido en el oido medio sin signos ni
sintomas). Los sintomas son dolor 6tico, hipoacusia, fiebre, irritabilidad, cefalea y
en ocasiones nauseas y vomito; a veces hay secrecion desde el conducto auditivo

externo.*

5.2.1.1.2 Sinusitis

La mayoria de las infecciones sinusales son de origen viral y solo una pequefia
proporcion desarrolla una infeccién bacteriana secundaria. Se caracteriza por
sintomas de resfriado persistente, secrecion nasal, tos, fiebre, cefalea y a menudo

dolor facial.*



5.2.1.2 Secuelas no supurativas

Son manifestaciones de la infeccién post-estreptocdccica donde no se forma pus.
Se presenta una intensa reaccion inflamatoria del sistema inmunitario ante la
infeccién; la fiebre reumética y la glomerulonefritis son las secuelas post-

infecciosas mas importantes.1°

5.2.1.2.1 Fiebre reumética

Es una enfermedad inflamatoria no supurativa que se caracteriza por fiebre,
carditis, nédulos subcutaneos, corea y poliartritis migratoria. Puede aparecer de 1
a 4 semanas después de la faringitis estreptocdcica. La artritis poliarticular es la
manifestacion mas comun, mientras que la carditis provoca dafios permanentes,
especialmente en las valvulas cardiacas.” % 2 A nivel clinico se observan
agrandamiento cardiaco, soplos valvulares y derrames que reflejan dafo en el

endocardio, miocardico y epicardio, que pueden causar insuficiencia cardiaca. 4

5.2.1.2.2 Glomerulonefritis

Es una enfermedad inflamatoria del glomérulo renal que se asocia con lesiones
glomerulares difusas, hipertension, hematuria y proteinuria. Puede aparecer a tan
solo 10 dias de la faringitis estreptocécica.* Las manifestaciones clinicas incluyen:
orina de color café causada por hematuria, edema de la cara y las extremidades y

congestién circulatoria causada por insuficiencia renal.*?
5.3 Enfermedades de piel y tejidos blandos

5.3.1 Pioderma

Es una lesion que se caracteriza por maceracion de la piel, en la cual se forma
una pequefa vesicula (hasta 1cm) rodeada de un area eritematosa. La vesicula
crece en un periodo de dias, se convierte en pustula y finalmente se rompe para
formar una costra amarillenta. Las lesiones aparecen en nifios de 2 a 5 afios sobre

la superficie de la cara, brazos y piernas.t: 4 14

10



5.3.2 Erisipela

Es una infeccion del tejido cutdneo y subcutdneo que afecta principalmente la
dermis, se manifiesta frecuentemente en nifios menores de 5 afios y adultos
mayores de 60 afios. Se caracteriza por un area extendida de eritema y edema
gue avanza con rapidez, bordes bien marcados, dolor y manifestaciones
sistémicas que incluyen fiebre y linfadenopatia. La infeccién ocurre en el rostro,

piel velluda, extremidades y es comun el antecedente de faringitis estreptocécica.t

4, 14

5.3.3 Celulitis

Proceso infeccioso e inflamatorio de los tejidos blandos que se inicia en un sitio y
se disemina progresivamente por los tejidos mas laxos, en el tejido celular
subcutaneo, y drena en forma tardia. Puede ser causada por diversas bacterias

patégenas, pero las mas comunes son S. pyogenes y S. aureus.!: 12
5.4 Enfermedades mediadas por toxinas

5.4.1 Fiebre escarlatina

Representa una complicacion de la faringitis estreptococica, ocasionada por la
liberacién de las exotoxinas pirogénicas A y C codificadas en bacteridfagos. Los
primeros sintomas aparecen entre las 24 y 48 horas de iniciadas las
manifestaciones clinicas de la faringitis (escalofrios, fiebre, dolor de garganta),
comenzando la erupcion de puntos rojos en el cuello, parte superior del térax
disemindndose posteriormente a las extremidades. Los primeros dias, la lengua
presenta un aspecto amarillento que es sustituido entre el 40 y 50 dia por una

intensa coloracion roja ("lengua de fresa”). 12 14

5.4.2 Sindrome de choque toxico (TSS)

Es el resultado de la liberacion de toxinas estreptocdcicas al torrente sanguineo.
Los signos clinicos incluyen: fiebre, malestar general, nauseas, vomito, diarrea,
mareos, confusiéon y una erupcién plana en grandes partes del cuerpo. Sin

tratamiento, la enfermedad progresa a shock y falla multiorganica. La exotoxina

11



pirogénica SpeA esta frecuentemente asociada con las cepas que causan este
cuadro clinico.*> 15 16 | os pacientes con sintomas de faringitis ocasionalmente

desarrollan TSS.12

5.4.3 Fascitis necrosante

Es una infeccion grave que ocurre en el tejido subcutaneo profundo, la cual es
caracterizada por la destruccion masiva del masculo y grasa a lo largo de los
planos faciales. EI microorganismo se introduce al tejido a través de piel dafiada
(cortaduras menores o traumas, infecciones virales, quemaduras y cirugia),
comienza con una evidencia de celulitis que posteriormente desencadena una
gangrena con sintomas sistémicos. La toxicidad sistémica, la falla multiorganica y
la muerte (mortalidad excede el 50%) son caracteristicas de la enfermedad, por lo

gue una terapia apropiada es requerida para prevenirla.4

5.5 Factores de virulencia

La patogénesis bacteriana abarca todos aquellos mecanismos bioquimicos y
estructuras celulares, conocidos como factores de virulencia, por medio de los
cuales las bacterias logran causar la enfermedad infecciosa.” 18 Estos factores

estan variablemente distribuidos entre las cepas de S. pyogenes.®

El perfil de factores de virulencia producido por una cepa de S. pyogenes
determina el potencial patogénico de la misma, de tal modo que la presencia o
ausencia de estos factores puedan utilizarse como método de diagndstico y como
una herramienta sencilla para evaluar el potencial patogénico de la bacteria.® En la
figura 2 se muestran los diversos factores de virulencia que puede presentar

S. pyogenes.

12
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Figura 2. Factores de virulencia de S. pyogenes

5.5.1 Factores de superficie

Algunas de las estructuras de la superficie de la bacteria funcionan como
adhesinas al epitelio faringeo o dérmico, estas permiten a S. pyogenes colonizar e
invadir al huésped, provocando el desarrollo de enfermedades infecciosas. Otras
estructuras de superficie son protectores contra el sistema de defensa o
desencadenan una respuesta inmunoldgica severa e inespecifica en el huésped

humano.5 19 20

5.5.1.1 Cépsula

La capsula de S. pyogenes se compone de acido hialurénico, es un polimero que
estad formado de unidades repetidas de N-acetilglucosamina y acido glucurénico.
Su funcién es ayudar a evitar la opsonizacion de S. pyogenes al ocultar sus

propios antigenos superficiales.® %!

5.5.1.2 Pared celular

La pared celular de una bacteria desempefia numerosas funciones; la mas
importante es la proteccidn de las estructuras celulares internas respecto a las
fuerzas osméticas y fisicas que pueden existir alrededor de la bacteria.*®
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5.5.1.2.1 Acido lipoteicoico (LTA)
Estd compuesto por polimeros de fosfato de glicerol o fosfato de ribitol, con
diversos azUcares y aminoacidos como constituyentes. Se adhiere a la

fibronectina de las células epiteliales bucales humanas.* 19

5.5.1.2.2 Proteina M

La proteina M es una proteina fibrilar de aproximadamente 500 aminoacidos de
longitud.® 10 Esta anclada en su extremo carboxilo-terminal (C-terminal) de forma
covalente a la membrana celular y el peptidoglucano. Tiene una estructura
a-helicoidal y un maximo de cuatro bloques (A-D) de distintas secuencias
repetidas de aminoacidos, incluyendo la regién amino-terminal hipervariable (A)
gue representa el epitope para los anticuerpos tipo especificos, figura 3. Dos
fibrillas de a-hélice de la proteina M se enrollan en configuracion de bobina en
espiral, que se extiende mas alla de la superficie bacteriana. La porcién proximal
de la molécula (C y D) enlaza al factor H (proteina de control de complemento) y la
porcion distal (B) retiene la capacidad de enlazarse con fibrinégeno (protege a la
bacteria de la opsonizacion inespecifica por la via alterna de complemento).
Distinguiéndose de esta manera tres regiones: la porcion C-terminal (altamente
conservada), la region central (variable) y la region hipervariable Amino-terminal
que es especifica del serotipo M de S. pyogenes.0 1122

patron A-C

P Argy, D

Bloque de secuencias
] — A Repetida
] — B Repetida
] — C Repetida
[}~ DRepetida

[] = o repetida

Figura 3. Representacion esquematica de diferentes proteinas M maduras.??
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Las principales funciones de la proteina M de S. pyogenes son: la capacidad de
inhibir la fagocitosis en ausencia de anticuerpos opsonizantes, promover la
adherencia al epitelio celular, la invasion intracelular y ayudar a la bacteria a
superar la inmunidad innata del huésped para prevenir la activacion del

complemento. 192324

S. pyogenes puede ser tipificado con base a la variacion de la proteina M dando
mas de 120 serotipos diferentes, identificados como tipo M (M1, M2, M3, etcétera).

La tipificacion de la proteina M en S. pyogenes puede realizarse por métodos
seroloégicos, aunque en la actualidad se utiliza una estrategia molecular que
incluye la determinacion de la secuencia o el analisis de los fragmentos de

restriccion de dicho gen del gen emm que codifica para la proteina M.2°

El Laboratorio de Estreptococos de los CDC’s con sede en Atlanta, EUA,
establecié un protocolo de identificacion del tipo M para cepas de S. pyogenes. A
partir de la amplificacion por la PCR del gen emm, se somete a una digestion
enzimatica con la endonucleasa Ddel. EI numero y tamafio de los fragmentos
resultantes observados en el gel de agarosa, se relacionan con un tipo M
especifico, comparando con la cepa de referencia para el tipo M involucrado o se

analiza la secuencia del gen emm.?®

De esta forma se han podido establecer los tipos M mas frecuentes asociados con
enfermedades invasivas y no invasivas, esto se muestra en la tabla 2, donde se
puede observar que las cepas del tipo M1 estan asociadas principalmente a la

faringitis, meningitis, fascitis necrosante y el sindrome de shock téxico. 26:27. 28

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 toxico 1,3

Tabla 2. Tipos M de S. pyogenes asociados a enfermedades invasivas y no invasivas 2728
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Los tipos M1 y M12 de S. pyogenes son encontrados con mayor frecuencia en
cepas invasivas, de acuerdo a lo reportado en distintos paises, como se puede
observar en la tabla 3.18 29 30, 31 32, 33, 34 Otras investigaciones de S. pyogenes

muestran al serotipo M1 frecuentemente relacionado en casos de faringitis.*®

2007 2007 2008 2010 2011 2011-2012 2012
Suecia Australia Grecia Alemania Tanez Argentina Brasil
Tipo M (%) | Tipo M (%) | Tipo M (%) | Tipo M (%) | Tipo M (%) | Tipo M (%) | Tipo M (%)
89 (15.7) 1(24.6) 1(27) 1(25) 1(14.9) 1(39.5) 12 (21.4)
81(14.5%) | 12 (18.2) 12 (9) 28 (7) 76 (12.8) 12 (15.8) 1(14.3)
28 (13.9) 28 (15.5) 3(14) 18 (8.5) 6 (10.5) 6 (14.3)
1(11.9) 4 (7.3) 83 (14.3)
12 (6.3) 75 (6.8)

77 (5.9
4 (5.9

Tabla 3. Frecuencias de los tipos M mas prevalentes de cepas invasivas de S. pyogenes en
estudios realizados en distintos paises & 29: 3031, 32,33, 34

De tal manera que las cepas de S. pyogenes del tipo M1 han sido tradicionalmente

consideradas de importancia clinica por dos razones principales :

* Primera: son responsables de causas frecuentes de enfermedades invasivas y
no invasivas en seres humanos.

* Segunda: en los ultimos afios, hubo un aumento en la frecuencia y gravedad de
infecciones producidas por esta bacteria a nivel intercontinental y M1 es uno de los

serotipos asociados con esta variacion de la enfermedad.

5.5.1.2.3 Proteina de unién a fibronectina (Proteina F)

Es una glucoproteina situada en la superficie celular que promueve la entrada y
colonizacion de S. pyogenes en las células humanas de piel y garganta, al
favorecer la adherencia de la bacteria a la matriz extracelular de las células
epiteliales humanas a través de la molécula de fibronectina. Esta proteina de

superficie es codificada por el gen prtF. 11.20. 22,36

5.5.1.2.4 Inhibidor estreptocécico del complemento (SIC)
Es una proteina de 31kDa, codificada por el gen sic extracelular. Su presencia
ayuda a la adherencia de la bacteria, favoreciendo la colonizacion en la mucosa e

inhibiendo los componentes de la respuesta innata. Se une a C5b67 del complejo
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de ataque de la membrana, afectando la funcion del complemento, inhibiendo asi
la lisis de las bacterias. Se encuentra principalmente en cepas del tipo M1.4 23 37

5.5.1.2.5 Factor de Opacidad del Suero (SOF)

Es una a-lipoproteinasa extracelular capaz de opacificar los medios que contienen
suero de mamifero, debido a que se une a la fibronectina y fibrinbgeno. SOF es
antigénico y tipo-especifico contribuyendo a la invasion de células epiteliales. Se
encuentra aproximadamente en el 50% de los tipos M de S. pyogenes.* 3

5.5.2 Factores extracelulares
Estos factores contribuyen a la invasion de tejidos y se asocian a cepas de
S. pyogenes responsables de causar enfermedades como la fascitis necrosante y

el sindrome del choque toxico.*®

5.5.2.1 Enzimas

La virulencia de algunas bacterias es facilitada por la produccion de enzimas
extracelulares, las funciones que pueden llevar a cabo son: promover su
diseminacion, interferir en la fagocitosis, inactivar antibiéticos, inactivar anticuerpos

y quimioatrayentes, entre otras.t !’

5.5.2.1.1 Estreptoquinasa

También conocida como fibrinolisina o estreptocinasa. Su funcién es hidrolizar los
coagulos de fibrina y evitar la formacién de las barreras de fibrina en la periferia de
las lesiones estreptocécicas para favorecer su propagacion.? Como resultado, la

inflamacioén de los tejidos blandos por S. pyogenes es mas difuso.*

5.5.2.1.2 Hialuronidasa
Su funcién es degradar el acido hialurénico, sustancia fundamental del tejido
conectivo del huésped. Esto conduce a la propagacion de la infeccion, al ser un

factor diseminacion a los tejidos adyacentes.* 39
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5.5.2.1.3 Desoxirribonucleasas (DNAsas)

Son enzimas que actuan sobre el &cido desoxirribonucleico. Cuando se acumula
DNA en las secreciones purulentas, produce un material viscoso que atrapa a las
bacterias. Asi las DNAsas actuan licuando dicho material, permitiendo la difusion
de la bacteria. Se conocen cuatro tipos: A, B, Cy D.*

5.5.2.1.4 Peptidasa de C5a
Es una enzima de 125 kDa altamente especifica que inhibe el factor C5a del

complemento, interfiriendo en la quimiotaxis de los neutréfilos mediada por C5a.*
40

5.5.2.2 Toxinas

S. pyogenes secreta toxinas que se difunden en el tejido circundante y a veces a
nivel sistémico. Estas toxinas se unen a receptores celulares susceptibles en el
huésped y desencadenan una respuesta inapropiada que contribuye a la patologia

clinica.**

5.5.2.2.1 Estreptolisina O

Es una hemolisina que actia sobre los eritrocitos, plaquetas y leucocitos
humanos. Esta citotoxina forma poros transmembranales cuando se inserta en
forma directa dentro de la membrana de las células. Es antigénica y se inactiva
facilmente con el oxigeno. Ademas es la principal toxina implicada en la fiebre

reumatica.l 37 42

5.5.2.2.2 Estreptolisina S
Es una hemolisina que actia sobre los eritrocitos, es soluble en suero, estable en
presencia de oxigeno y no es inmunogénica. Es capaz de lisar eritrocitos, asi

como leucocitos y plaguetas tras contacto directo.3°

5.5.2.2.3 Cistein-proteasa
Es una proteina extracelular de 28 kDa altamente conservada que inicialmente se

presenta como un zimégeno de 40 kDa, ademas se encuentra en todas las cepas
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de S. pyogenes. Esta exotoxina se puede encontrar en tres variantes principales,
mSpeB1, mSpeB2 y mSpeB3.43

La exotoxina B estreptococica escinde el precursor de la interleucina-1L y produce
interleucina-1L biolégicamente activa que media la inflamacién y el choque toxico
estreptococico, contribuyendo a la liberacién de citocinas. Facilita la diseminacién
bacteriana y la supervivencia, asi como también induce inflamacién durante las
infecciones por S. pyogenes. Todas las cepas de S. pyogenes la producen, pero el
grado de expresion varia de una cepa a otra. Esté implicada en la patogénesis de

la glomerulonefritis aguda post-estreptocécica.4 45 46, 47, 48

5.5.2.2.4 Exotoxinas pirogénicas estreptococicas (Spe)

La mayoria de las cepas de S. pyogenes tienen la capacidad de producir una o
mas toxinas denominadas exotoxinas pirogéenicas estreptococicas (Spe) debido a
su capacidad para inducir fiebre.?? Tienen pesos moleculares de 25 a 28 kDa y
contienen sitios de union a receptores de las células T y de union a moléculas de
clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), asi como un sitio de

unién a zinc que media la unién de la exotoxina a las moléculas de clase I1.#4°

Las Spe son consideradas superantigenos, difieren en su especificidad de unién
tanto en las cadenas de VB3 de TCR como a las proteinas de CMH clase Il, estas
se reconocen como factores de virulencia importantes debido a su capacidad para
inducir una respuesta inflamatoria exacerbada inespecifica en el huésped, debido
a gue estas moléculas son capaces de inducir proliferacion de los linfocitos T del
huésped, independientemente de su especificidad antigénica, al unirse a las
moléculas de clase Il del CMH. La activacion de las células T por superantigenos
bacterianos conduce a la liberacién masiva de citocinas por monocitos Yy linfocitos
humanos, tales como el factor de necrosis tumoral-a (TNF), interleucina-1,
interleucina-6 e interferén y, induciendo fiebre, dafio tisular, falla multiorganica y

choque sistémico.* 50 51,52
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Figura 4.- Representacion del reconocimiento de una molécula de clase Il del CMH y un linfocito T
mediada por un antigeno o superantigeno.*

En la dltima década, se hizo evidente el nUmero de variantes (alelos) que existen
para la mayoria de los genes que codifican superantigenos. Algunas de estas
variantes han sido destacadas en publicaciones, mientras que otras solo se han

registrado con la Base de Datos de Secuencia del Genoma (GenBank).

Entre estas exotoxinas, la proteina SpeA es responsable de la erupcion en la
fiebre escarlatina y también es uno de los principales factores de virulencia en la

patogenia del Sindrome de choque téxico estreptocdcico.*

Un total de 11 superantigenos han sido identificados en S. pyogenes: exotoxina
pirogénica estreptococica (SPE): SpeA, SpeC, SpeG, SpeH, Spel, SpeJ, SpekK,
SpelL, SpeM, la exotoxina mitogénica estreptococica (SME): SmeZ y un
superantigeno estreptococico: SSA. La mayoria de los genes que codifican para
los superantigenos de S. pyogenes estan asociados con bacteriéfagos, a

excepcion de SpeG, Spel y SmeZ, estos se encuentran codificados a nivel
cromosmal.46: 49, 52, 53, 54
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5.5.2.3 Genes asociados a factores de virulencia
5.5.2.3.1 speA

SpeA es una exotoxina pirogénica estreptocdcica identificada en el afio 1924, es
codificada por el gen speA en el bacteri6fago T12. SpeA esta implicada en
cuadros invasivos como la infeccion necrosante de tejidos blandos, la fiebre
escarlatina y con el sindrome de shock téxico provocado por S. pyogenes y
S. aureus. Es un potente superantigeno que causa la proliferacion de células T
especificas portadoras de V3 con la consecuente liberacion masiva de citoquinas
que afectan de forma sistémica al individuo.3> 55 56. 57 Se han identificado cinco
variantes alélicas del gen speA, entre las cuales el alelo speAl esta distribuido en
varias lineas clonales, el alelo speA2 se encuentra constantemente en

aislamientos del tipo M1 y speA3 en aislamientos del tipo M3.58 5°

Este gen es encontrado principalmente en cepas de S. pyogenes del tipo M1y M3,
asociadas a enfermedades invasivas. Adicionalmente la falta de la inmunidad

hacia esta toxina se relaciona con cuadros clinicos mas severos en el paciente.%8

Un estudio del investigador Schlievert demostré que la vacuna experimental de
SpeA es efectiva para proteger a los conejos de todos los sintomas de TSS,
incluida la fascitis necrosante. Esto sugiere que aunque SpeA no es el unico factor
involucrado en el desarrollo de estas enfermedades, la inmunidad contra esta
toxina es suficiente para evitar la invasion bacteriana en los tejidos mas profundos.
Sin embargo, se continGa la investigacion de estas vacunas para Su uso en

humanos y asi evitar complicaciones graves provocadas por S. pyogenes.®°

5.5.2.3.2 speC

Este gen codifica para la exotoxina SpeC, fue identificado en el afio de 1960, tiene
un tamafo de 24,354 pb. Se encuentra en un bacteriéfago liségenico integrado al
genoma de S. pyogenes. Ademas se han descrito cinco alelos para el gen speC
(speC1 — speC5h). SpeC representa la exotoxina mas encontrada en cepas de

S. pyogenes en diversos aislamientos clinicos. El gen speC se asocia
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frecuentemente con cepas de serotipo M2, M4 y M6 y con menor frecuencia en
cepas de serotipo M1, M3y M49.11.61.62

5.5.2.3.3 speG

Es un gen que se encuentra en el cromosoma bacteriano, codifica para la
exotoxina SpeG. Sin embargo, hay estudios de aislamientos de S. pyogenes del
tipo M4 y M77 que carecen del gen speG. Fue identificado mediante screening de
la base gendmica del tipo M1 en la Universidad de Oklahoma. Se ha encontrado
qgue el gen speG es mas prevalente en aislamientos no invasivos que en

aislamientos de enfermedades invasivas, segun un estudio de Japén. 58 63

5.5.2.3.4 speH y spel

Los genes speH vy spel codifican para las exotoxinas SpeH y Spel
respectivamente. Se localizan en el fago 370.2, por lo cual se considera que se
encuentran juntos. En cepas de S. pyogenes estos genes se presentan con una
frecuencia similar. Ademas, speH y spel poseen actividades superantigénicas con

diferentes potenciales sobre subpoblaciones de células T.° 58 64

5.5.2.3.5 sped

El gen sped fue identificado también en la Universidad de Oklahoma por el analisis
de la secuencia del genoma de M1, codifica para la exotoxina SpeJ, se encuentra
a nivel cromosomal y se considera que esta presente en todas las cepas de
S. pyogenes. Sin embargo, el gen spelJ parece estar localizado en una regién
gendmica inestable por lo que puede estar ausente en aislamientos de

S. pyogenes de diversos linajes como se ha demostrado.33 34

5.5.2.3.6 speK
Este gen fue identificado en la secuencia genémica de la cepa MGAS315 del tipo
M3 en el fago 315.4. La exotoxina speK muestra una actividad pirogénica y

letalidad semejante a la toxina SpeA del sindrome de shock toxico.%°
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5.5.2.3.7 speL

El gen spelL codifica para la exotoxina SpelL, se identific6 en Japon mediante el
analisis de las secuencias gendmicas en cepas del serotipo M3 como parte del
fago temperado ®NIH1.1. También ha sido encontrado en cepas del tipo M4, M22
y M89, de los cuales las cepas M89 fueron asociadas con fiebre reumatica.* ¢

5.5.2.3.8 speM

El gen speM codifica para la exotoxina SpeM, esta localizado adyacente al gen
speL en un fago en la cepa M18. Estos genes no siempre son identificados juntos.
En una investigacion realizada en Alemania entre 1997 y 2003 utilizando cepas de
S. pyogenes se mostrO que el gen speM se encontraba comunmente en
aislamientos de enfermedades invasivas en comparacion con aislados no

invasivos.34

5.5.2.3.9ssa

Este gen codifica para la exotoxina SSA fue descubierto por Mollick a principios
del afio 1990. Estudios previos demostraron que el gen ssa esta ampliamente
distribuido en S. pyogenes y encontrado en aproximadamente 12.5% de 80 linajes
clonales distintos.?” Se han identificado tres alelos de este gen en S. pyogenes
(ssa-1, ssa-2 y ssa-3), los cuales difieren por una sola sustitucion en el codén 94.
Cada uno de estos alelos esta presente en clonas filogenéticamente diferentes

gue no han compartido un ancestro comun reciente.>8 8

5.5.2.3.10 smeZ

La exotoxina mitogénica estreptocécica Z (SmeZ) es un superantigeno
descubierto originalmente por Kamezawa, con una potente actividad mitogénica.
Es codificada por el gen smeZ que posee un alto grado de polimorfismo al tener
aproximadamente 50 variantes alélicas, entre las cuales se han descubierto
algunas no funcionales como: smeZ6, smeZ19, smeZ23, smeZ31 y smeZ59N.
Tiene un alto potencial de virulencia en TSS, donde la variante alélica mas potente

es smeZ-2.58.69.70
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5.6 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR es una técnica de Biologia
Molecular desarrollada por el Bioquimico Kary Mullis en la década de los ochenta.
Su objetivo es obtener un gran niamero de copias idénticas de un fragmento de

DNA original, como producto de amplificacion.”

La técnica se fundamenta en la funcion de la DNA polimerasa para replicar las
moléculas de DNA en condiciones cambiantes de temperatura separando las
hebras recién formadas después de cada fase de replicacion, permitiendo la union
de la polimerasa para un nuevo ciclo de replicacion. Cada ensayo de la PCR
requiere la presencia de DNA molde, primers, nucleétidos y DNA polimerasa. % 66

La PCR consiste en 3 fases, estas se pueden observar en la figura 5 7 72

I. FASE INICIAL: Un ciclo en el cual se desnaturaliza el DNA a una temperatura

de 94°C, durante 5 minutos.
Il. FASE DE REACCION: Son 30 ciclos, cada uno consta de 3 etapas:

- Desnaturalizacion: se abren las cadenas de la molécula de DNA a una
temperatura de 94°C durante 50 segundos, debido a que es necesaria la
separacion de estas para que los primers puedan acceder a sus secuencias

complementarias y unirse a ellas en la siguiente fase.

- Alineamiento: durante esta fase los primers se unen a su secuencia
complementaria en el DNA molde. La temperatura varia dependiendo del gen que

se desee amplificar.

- Elongacioén: los primers que se han unido a la cadena de DNA molde sirven
como cebadores para que actué la enzima Taq polimerasa e inicie la amplificacion
del segmento del gen deseado usando los desoxinucleétidos, esta etapa se realiza

a una temperatura de 72°C durante un minuto con 20 segundos.

[ll. FASE FINAL: Un ciclo a 72°C durante 7 minutos para favorecer el
complemento de la cadena del gen amplificado. Después se disminuye la

temperatura a 4°C para finalizar la reaccion.
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Figura 5: Esquema de PCR utilizada para amplificar fragmentos de DNA. 5¢

Hay dos métodos principales para visualizar los productos de PCR ©°:

1) Tincion del producto de DNA amplificado con un colorante como Bromuro de

Etidio, que se intercala entre las dos cadenas.
2) Marcando los primers o nucleétidos de la PCR con colorantes fluorescentes

antes de la amplificacion.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Reactivos y equipos utilizados

( Reactivos )
* PARA EXTRACCION DE DNA
« Buffer de Lisis
« Etanol absoluto a 4°C
« Kit de extraccion DNeasy Tissue Kit (250) de QIAGEN® (incluye: Proteinasa K, AE, AL, AW1 y AW2)
» Lisozima Egg White Grado Ultrapuro Amresco® 20mg/mi

* PARA PCR

« Agua Ultrapura SIGMA®

« Buffer A 10X Vivantis®

« Buffer S 10X con MgCl, 17.5mM Vivantis®

*dNTP’s 1.25mM Fermentas®

» MgCl; 50mM Vivantis®

« Primers para emm Genosys®; prtF, sic, sof, speA, speB, speC Biosynthesis®; speG, speH, spel, speJ, speK, spel, speM, ssay
smeZ Invitrogen® todos a 10uM.

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

» Taq DNA polymerase 500U (5U/pL) Vivantis®.

* PARA ELECTROFORESIS

« Agarosa Ultrapure™ Invitrogen®

« Bromuro de Etidio 10 mg/mL Research Organics®

« Buffer TBE 0.5X

» GeneRuler™ 100 pb Plus DNA Ladder (0.5pg/pL) Fermentas®

L EquIpo J

« Balanza digital CS 200 Ohaus®
» Camara de Electroforesis Mini Sub-Cell GT (Bio-rad)®
» Camara digital DC290 Kodak
« Centrifuga 1-15 Sigma®
* Horno de Microondas Panasonic
» Incubadora Inkubador 100 Heidolph Instruments®
* Lampara de luz UV Lab-Tech®
» Termociclador 9700 Applied Biosystems®
« Software Kodak 1D 3.5v
« Vortex Genie2 (Scientific Industries)®
* Block Heater Lab-Line®
« Pipetas y puntas Axygen®
« Jarras de anaerobiosis Oxoid®
« Fuente de poder Power 300 BIORAD®
L Medios de culfivo J
« Base de Agar Sangre (AS) BBL™
« Caldo Infusién de Cerebro Corazén (BHI) Bioxon®
« Caldo Todd-Hewitt (TH) Bacto™
« Glicerol

6.2 Seleccién de cepas

De mas de 2800 cepas de Estreptococcos B-hemoliticos colectadas de diversos
hospitales de México desde el afio 2000 en el Laboratorio de Biologia Molecular
del departamento de Salud Publica, Torre de Investigacion de la Facultad de
Medicina Ciudad Universitaria, se eligieron 140 cepas de S. pyogenes aisladas de
muestras faringeas e identificadas como tipo M1, por corte enzimatico con Ddel y

secuenciacion del gen emm.
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6.3 Controles (Cepas del Laboratorio de Biologia Molecular y de Referencia
del CDC)

Los controles utilizados en la PCR de cada gen se mencionan en la tabla 4,
incluyendo los que se encuentran en el Laboratorio de Biologia Molecular y la
cepa de referencia proveniente del CDC, el cual corresponde a S. pyogenes del
tipo M1.

# CEPA CONTROL TIPOM GEN
91 M1 sic
157 M12 speH y spel
238 M59 sof
274 M1 speH y spel
819 M1 smeZ, sped, speG
968 M75 speL, spekK, speM
988 M1 smeZ, sped, speG
1029 M28 prtF
1144 M12 speH y spel
1167 M12 prtF
2670 M3 speAy speC
2759 M89 ssa
2779 M12 speC
2888 M89 speB
55745 w1 e

Tabla 4. Cepas utilizadas como controles y de referencia para cada gen de interés.

6.4 Extraccion de DNA
La extraccion del DNA de las cepas seleccionadas se realizé utilizando el Kit

Comercial de DNeasy Tissue (Qiagen®) con el siguiente procedimiento:

Las cepas de S. pyogenes que se encontraban conservadas en caldo de Infusion
Cerebro Corazon (BHI) con glicerol al 15% a -70°C se sembraron por aislamiento
en medio de Agar Sangre (AS), incubandolas por 24 horas a una temperatura de
37°C. Al obtener colonias aisladas y puras, se tomaron 5 de ellas y se inocularon
en 2mL de caldo Todd-Hewitt (TH), incubando a 37°C en agitacién durante 24
horas (Inkubador 100) y ajustando a una concentracion bacteriana de

aproximadamente 2x10° cel/mL.
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Se transfirio 1mL del caldo bacteriano en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se
centrifugd a 7500 rpm durante 10 minutos, descartando el sobrenadante y
conservando el paquete bacteriano, al cual se le agreg6 180 uL de buffer de lisis
mas lisozima a una concentracion final de 20 mg/mL. Se resuspendid por agitaciéon

en el vortex GENIE-2 (Scientific Industries) e incub6 durante 30 minutos a 37°C.

Se adicion6 25 pL de proteinasa K (600 mAU/mL) y 200 pyL de Buffer AL (lisis),
dejando incubar a 70°C durante 30 minutos, posteriormente se agregd 200 uL de
etanol absoluto frio y se agité con voértex. Toda la mezcla fue transferida a la
columna de extraccion y centrifugada (Sigma®) a 8000 rpm durante 1 minuto.
Para el primer lavado se agregé a la columna 500 pL de Buffer AW1 y
centrifugando a 8000rpm por 1 minuto, descartando el sobrenadante y un segundo
lavado con 500 pL de Buffer AW2 centrifugando a 12000 rpm durante 3 minutos.
La columna de extraccion se coloco dentro de un tubo nuevo Eppendorf de
1.5 mL, finalmente se afnadié a la columna 200 uL de Buffer AE (elucién), dejando
incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente, se centrifugd a 8000 rpm

durante 1 minuto. Se colecto el DNA en el tubo y se conservé a 4°C.

Para valorar la calidad y cantidad de DNA obtenido, se carg6é 3 pl de muestra de
DNA en un gel de agarosa al 1% con Bromuro de Etidio a una concentracion final
de 2pg/ml, utilizando una camara de electroforesis (Mini Sub-Cell GT, Bio-rad) con
Buffer TBE 0.5X. Se corrié a 80 volts durante 30 minutos. Para observar las
bandas de DNA en el gel se utilizé un transiluminador de luz ultravioleta
(Lab-Tech).

6.5 Estandarizacion y amplificacion de los genes de virulencia por PCR
A cada una de las muestras de DNA se hizo la basqueda de los 15 genes de
interés: speA, speB, speC, speG, speH, spel, speld, spekK, spelL, speM, prtF, ssa,

smeZ, sic y sof, utilizando la técnica de PCR.
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Los primers utilizados para amplificar los genes de virulencia de interés se

describen en la tabla 5.

F GTT GTC AGT GCA ACT AAC CGT
speB 1700 75
R ATCTGT GTCTGATGG ATAGCTT
F GGG GGG TACCTT TTC AGG AAATAT GGT TGA GAC A
prtF 200-600 36
R GGG GGG AAG CTT TCG CCG TTT CAC TGA AAC CAC TCA
F ATG GAA AAC AAAAAAGTATTG
speA 700 73
R TTACTT GGT GTT AGG TAGCTT C
F ACC TAT CAT CAA AGT GAC TAT AAG AAA GAC
speC 550 43
R CCCTTCATT TGG TGAGTC AAATAAGTCTATTTGA
F TCTATCTGC ACAAGAGGTTTG TGAATGTCCA
speH 340 74
R GCA TGC TAT TAAAGT CTC CAT TGC CAA AA
F AAG GAA AAATAA ATG AAG GTC CGC CAT
spel 216 74
R TCG CTT AAAGTAATACCT CCATAT GAATTCTTT
F TAA GGA GAG GTC ACAAACTA
sic 900 73
R TTACGTTGC TGATGG TGT AT
F GTATAAACT TAG AAAGTT ATC TGT AGG
sof 600 76
R GGC CAT AACATC GGCACCTTCGTCAATT
F GAA GTA GAT AAT AAT TCC CTT AGG
smeZ 600 67
R AGT CAATTT CTATAT CTAAAT GCCC
F GTTATAATAATCTTT CAT GGG TAC GG
sped 540 67
R CTTTCATGTTTATTG CCATTG ATC GC
F GCT ATG GAA GTC AAT TAG CTT ATG CAG AT
speG 400 74
R TTA TGC GAA CAG CCT CAG AGG
F GTG CAC AAT TAT TAT CGATTAGTG
ssa 722 67
R GGT GAA CCT CTATAG CTATAG CTG AAG
F TTAGGATGG TTT CTG CGG AAG AGA C
speL 600 67
R TTCCTCTTT CTC GCC TGA GCC GTG
F CTCTTTTAG CGG TATCTGTTC *
speM 400
R TGT GTATCG CTT GCT CTAT
F TAT CGC TTG CTC TAT ACACTACTG AGA GT
speK 230 74
R CCAAAC TGT AGT ATT TTC ATC CGT ATT AAA

Tabla 5. Primers utilizados para la amplificacién de los genes de virulencia estudiados.
* Disefiado en Primer Select basado en la cepa MGAS8232

Se realizé la reaccidon de la PCR individual para los genes speB y prtF, tabla 6y 7.
PCR dual para los genes speA/speC, speH/spel y sic/sof, tabla 8, 9 y 10,
respectivamente. PCR mudltiple para los genes smeZ/spel/speG y otra para

ssa/spel/speM/speK, tabla 11 y 12 correspondientemente.
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Reactivos Volumen pL

(Volumen total 15 pL)
Buffer S 10X con MgCl; (Vivantis) ® 15
dNTP’s 1.25mM (Fermentas) ® 25
Primer speB ¢ 10mM 0.5
Primer speB ) 10mM 0.5
Taq polimerasas 5U/ L (Vivantis) ® 0.06
DMSO (Sigma) ® 0.15
H,0O ultrapura (Sigma) ® 8.79
DNA 1.0

Tabla 6. Mezcla de reactivos para amplificar el gen speB

FEETEE e B
Buffer A 10X (Vivantis) ® 1.5
dNTP’s 1.25mM (Fermentas) ® 3.0
MgCl, 50mM (Vivantis) ® 1.5
Primer prtF & 10mM 0.5
Primer prtF &) 10mM 0.5
Taq polimerasas 5U/ pL (Vivantis) ® 0.08
DMSO (Sigma) ® 0.15
H0 ultrapura (Sigma) ® 6.77
DNA 1.0

Tabla 7. Mezcla de reactivos para amplificar el gen prtF

Reactivos ol men o 5
Buffer S 10X con MgCl; (Vivantis) ® 1.5
dNTP’s 1.25mM (Fermentas) ® 3.0
Primer speA ¢ 10mM 0.3
Primer speA &) 10mM 0.3
Primer speC  10mM 0.3
Primer speC gy 10mM 0.3
Taq polimerasas 5U/ pL (Vivantis) ® 0.06
H>O ultrapura (Sigma) ® 8.24
DNA 1.0

Tabla 8. Mezcla de reactivos para amplificar los genes speA/speC



Reactivos Volumen pL
(Volumen total 15 pL)

Buffer S 10X con MgCl; (Vivantis) ® 1.5
dNTP’s 1.25mM (Fermentas) ® 25
Primer speH ¢ 10mM 0.4
Primer speH & 10mM 0.4
Primer spel & 10mM 0.4

Primer spel ry 10mM 0.4

Taq polimerasas 5U/ uL (Vivantis) ® 0.1
H>0O ultrapura (Sigma) ® 8.3

DNA 1.0

Tabla 9. Mezcla de reactivos para amplificar los genes speH/spel

SESEIVEE onamen sl L)
Buffer A 10X (Vivantis) ® 1.5
dNTP’s 1.25mM (Fermentas) ® 3.0
MgCl, 50mM (Vivantis) ® 1.5
Primer sic ( 10mM 0.4
Primer sic &) 10mM 0.4
Primer sof  10mM 0.4
Primer sof ) 10mM 0.4
Taq polimerasas 5U/ pL (Vivantis) ® 0.06
H,O ultrapura (Sigma) ® 6.34
DNA 1.0

Tabla 10. Mezcla de reactivos para amplificar los genes sic/sof

Reactivos Welnen oo 1531
Buffer A 10X (Vivantis) ® 1.5
dNTP’s 1.25mM (Fermentas) ® 4.0
MgCl, 50mM (Vivantis) ® 1.5
Primer smeZ ¢ 10mM 0.35
Primer smeZ &) 10mM 0.35
Primer speJ ¢ 10mM 0.35
Primer sped &) 10mM 0.35
Primer speG ¢ 10mM 0.35
Primer speG g 10mM 0.35
Taq polimerasas 5U/ pL (Vivantis) ® 0.1
H,O ultrapura (Sigma) ® 4.8
DNA 1.0

Tabla 11. Mezcla de reactivos para amplificar los genes smeZ /sped /speG



Reactivos Volumen pL
(Volumen total 15 pL)

Buffer S 10X con MgCl; (Vivantis) ® 1.5
dNTP’s 1.25mM (Fermentas) ® 3.5
Primer ssa  10mM 0.4

Primer ssa ry 10mM 0.4

Primer speL  10mM 0.4
Primer speL ) 10mM 0.4
Primer speM  10mM 0.4
Primer speM &) 10mM 0.4
Primer speK F 10mM 0.4
Primer speK gy 10mM 0.4

Taq polimerasas 5U/ uL (Vivantis) ® 0.1
H>0O ultrapura (Sigma) ® 5.7

DNA 1.0

Tabla 12. Mezcla de reactivos para amplificar los genes speK/ spelL / speM / ssa

Realizada la mezcla de reactivos con los DNAs de cada una de las cepas
estudiadas, se colocaron los tubos de cada muestra en el Termociclador (9700
Applied Biosystems®) para llevar a cabo la amplificacién del gen de interés. Las

condiciones de reaccioén se indican en la tabla 13.

Condiciones de las fases de reaccion de la PCR del gen prtF

1 CICLO 30 CICLOS 1 CICLO
94°C por 50”
94°C por 5’ 60°C por 50” 72°C por 7’

72°C por 1°20”

Condiciones de las fases de reaccién de la PCR de los genes speA, speB,

speC, speG, speH, spel, speld, spekK, speL, speM, ssa, smeZ, sic y sof.

1 CICLO 30 CICLOS 1 CICLO
94°C por 50”
94°C por 5’ 47°C °C por 50” 72°C por 7’

72°C por 1°20”

Tabla 13. Condiciones de las fases de la técnica de la PCR para la amplificacion de los genes
investigados.
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6.6 Identificacion de los productos de PCR

Para observar la amplificacibn de los genes de interés se realiz6 una
electroforesis, usando gel de agarosa al 1.7% con Bromuro de Etidio (10 mg/mL),
agregando 2 uL por cada 100 mL de agarosa. Se cargd en cada pozo del gel 5 pL
de cada producto obtenido de la reaccion de PCR, 5 yL de la muestra control y
3 L del marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas). El gel se introdujo
en la camara de electroforesis la cual contenia Buffer TBE 0.5X. Se corri6 a 90V
durante 45 minutos. El gel se coloc6 en un transiluminador de luz UV para
observar e identificar las bandas presentes de acuerdo al peso molecular

esperado para cada gen.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Cepas clinicas de exudado faringeo EGA tipo M1y su origen

Se eligieron 140 cepas de S. pyogenes del tipo M1 aisladas de muestras

faringeas, la distribucién de su procedencia se indica en la tabla 14.

Instituciones de Salud

NUimero de cepas de
S. pyogenes tipo M1

Hospital "Gonzalo Castafieda Escobar" ISSSTE (HGCE) 53

Instituto Nacional de Pediatria (INP) 16

Centro de Apoyo Diagnéstico San Rafael ISSSTE (CADSR) 16

Unidad de Medicina Familiar 92 IMSS (UMF) 12

Centro Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica y Control de Enfermedades 8
(CENAVECE)

Hospital Monterrey (HM) 6

Hospital Médica Sur (HMS) 6

Hospital Regional "Lic. Adolfo Lépez Mateos" ISSSTE (HRALM) 5

Centro de Salud "Dr. José Castro Villagrana" (CSJCV) 4

Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas (ENCB) 3

Centro Médico Nacional Siglo XXI (CMNS) 2

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratoria (INER) 2

Otros 7

Tabla 14. Instituciones de salud y su nimero de cepas de S. pyogenes tipo M1 seleccionadas

En la grafica 1 se observa que la mayoria de las muestras seleccionadas

provienen del Hospital “Gonzalo Castafieda Escobar” ISSSTE al aportar 53 cepas,

seguidas del Instituto Nacional de Pediatria y el Centro de Apoyo Diagndstico

"San Rafael" ISSSTE, cada una con 16 cepas. Estas tres Instituciones

representan a mas del 60% de las cepas analizadas.
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Gréfical. Distribucidn de las cepas faringeas de S. pyogenes del tipo M1 de acuerdo a la fuente de

la Institucion de Salud.
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7.2 Extraccion de DNA

Para verificar la pureza del DNA extraido de cada una de las cepas estudiadas
con el Kit DNeasy Tissue de QIAGEN®, se realizo una electroforesis con agarosa
al 1%, un ejemplo del resultado de una buena extraccion se puede observar en la
figura 6. Después de comprobar la pureza del DNA se realizaron las reacciones de
la PCR para identificar los genes de virulencias presentes en cada cepa.

Figura 6. Gel de agarosa al 1% con DNA extraido de 8 cepas de S. pyogenes, usando el Kit
DNeasy Tissue de QIAGEN®. Los nimeros indican la clave de la cepa utilizada.

7.3 Frecuencia de genes asociados a la de virulencia de S. pyogenes tipo M1
En la tabla 15 se muestra la frecuencia de los 15 genes de virulencia identificados
por medio de la técnica de la PCR individual, dual o multiple en las 140 cepas de
S. pyogenes analizadas. Se puede observar que los genes speB, speG, speld,
smeZ y sic se detectaron en el 100% de las cepas, mientras que el gen speM tuvo
una frecuencia del 86.4%. En contraste, los genes spel, ssa y sof no fueron
detectados en los aislamientos estudiados. Los genes speH y spel, se identificaron
en un 20%; los genes speC, speK, prtF se encontraron en menos del 8.6%.
Finalmente el gen speA tuvo una frecuencia del 86.4%, siendo este un factor de
virulencia importante, debido a su reconocida participacion en cuadros de fiebre

escarlatina, fascitis necrosante y sindrome de choque toxico.
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Gen identificado | Aislamientos positivos | % Frecuencia
prtF 3 21
speA 121 86.4
speB 140 100
speC 12 8.6
speG 140 100
speH 28 20
spel 28 20
spel 140 100
speK 3 2.1
speL 0 0
speM 122 87.1
ssa 0 0

smeZ 140 100
sic 140 100
sof 0 0

Tabla 15. Frecuencias de los genes asociados a factores de virulencia en 140 aislamientos de
S. pyogenes M1.

7.3.1 Gen prtF

El gen prtF sélo se detectd en 3 cepas de S. pyogenes del tipo M1. En la figura 7
se puede observar que los productos de PCR para el gen prtF tienen diferente
tamafo (pb), las cepas control #1029 y #1167, tienen un peso molecular de 250 pb
y 500 pb respectivamente, la cepa positiva #731 posee un tamafio de 500 pb. Se
ha reportado que este gen puede tener diferentes pesos moleculares ya que varia

en el numero de repeticiones en la region que codifican para el dominio RD2 de

union a fibronectina.3
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PCR del gen prtF de S. pyogenes

Figura 7. Gel de agarosa al 1.7% con los productos amplificados del gen prtF. Las cepas #1029 y
#1167 son controles positivos para el gen, PM=Marcador de peso molecular 100 pb.

Las otras cepas en las que se detecto este gen, #197 y #734, mostraron un peso
molecular de 500 pb. Ademas provenian de diferentes Instituciones de Salud:
#197 del HRALM, #731de CMNS y #734 del HGCE.

Cabe mencionar que en ningun estudio previo se habia reportado la presencia del
gen prtF en aislamientos del tipo M1, lo cual demuestra que este tipo M si puede
presentar este gen que se asocia a la adherencia e invasion celular. Lo anterior
hace que estos 3 aislamientos del tipo M1 tengan que ser investigados a mayor
profundidad para conocer el origen filogenético de los mismos, ya que los tres
aislamientos tienen perfiles diferentes entre si, por la presencia o ausencia de los

genes speA, speC, speH, spel y speM.36 77

7.3.2 Gen speA y speC

El gen speA se detecté en 121 cepas del tipo M1 de S. pyogenes, este factor de
virulencia se encuentra en el fago T12, por lo cual en algunos aislamientos no se
encuentra este gen, existiendo frecuencias variables entre las bacterias del tipo
ML1. El gen speA tiene importancia clinica, debido a que las cepas que lo producen

estan relacionadas con el sindrome de choque toxico, la fiebre escarlatina y otras
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enfermedades severas, siendo los tipos M1 y M3 de S. pyogenes quienes
principalmente las producen. Estudios recientes han evidenciado la existencia de
distintos alelos del gen speA e incluso se ha relacionado la presencia de algunos
de ellos, especificamente speA2 y speA3, en cepas responsables de los cuadros
clinicos mas severos. Mientras que la deteccion del gen speA en cepas
provenientes de cuadros no invasivos podria indicar diferencias genéticas entre
las cepas, dadas por la presencia de alelos del gen speA distintos a los

relacionados con cuadros severos.>%: 78, 79

En la gréfica 2 se compara la frecuencia del gen speA de esta investigacion con
otros trabajos previamente reportados de cepas de S. pyogenes del tipo M1 en
casos invasivos y no invasivos. Se puede observar que las frecuencias del gen
speA son similares, independientemente del origen clinico de la cepa y del nimero

de muestras, presentandose en una frecuencia mayor al 70%.

100% _100%

79%
73.3%

80%

60%

40%

20%

0%

Cepas faringeas Cepas invasivas y Cepas no Cepas
n=140 no invasivas (29) invasivas(18) invasivas(77)
n=19 n=57 n=30

Grafica 2. Comparacion de la frecuencia del gen speA en cepas de S. pyogenes del tipo M1,
utilizando resultados ya publicados. 8 29 77

La frecuencia del gen speC fue del 8.6%, identificandose solo en 12 cepas. No se
encontré este gen en todas las cepas del tipo M1 debido a que estd a nivel de
fagos, al igual que el gen speA. En la figura 8 se observa un ejemplo de la
amplificacion del gen speA y del gen speC, los cuales tienen un tamafio

aproximado de 700 pb y 550 pb, correspondientemente.
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PCR dual speA/speC de S.pyogenes
Figura 8. Gel de agarosa al 1.7% con los productos de amplificacion de los genes speA (700 pb) y
speC (550 pb). La cepa #2670 es control para ambos genes y la cepa #2776 para speC,
PM=Marcador de peso molecular 100 pb.

En la grafica 3 se muestra una comparacion de la frecuencia del gen speC, con
otros trabajos de investigacion. Se observa diferencia entre los estudios
comparados, lo que puede deberse a que el gen speC se localiza en fagos y a que

varia el nimero de cepas analizadas.
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Cepas faringeas Cepas invasivas y Cepas no Cepas
n=140 no invasivas (29) invasivas(18) invasivas(77)
n=19 n=57 n=30

Gréfica 3. Comparacion de la frecuencia del gen speC en cepas de S. pyogenes del tipo M1 con
estudios ya publicados.*® 29 77

De acuerdo a lo reportado previamente, es comun que las cepas de S. pyogenes
del tipo M1 presenten alguno de los dos genes, siendo raras aquellas que tienen

ambos genes y aun mas raras las que no tienen alguno. En la grafica 2 y 3 no se
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puede realizar este analisis, ya que no todas las referencias proporcionan
informacion suficiente para determinar si las cepas positivas para speA, fueron las

mismas que presentaron el gen speC.

Sin embargo, en las investigaciones realizadas en el Laboratorio de Biologia
Molecular de cepas faringeas y cepas invasivas, se cuenta con la informacién
suficiente para determinar si las cepas con el gen speC pertenecen al grupo de
cepas que fueron positivas para el gen speA. En la tabla 16, se puede observar
que las frecuencias encontradas en ambas investigaciones son similares. Ademas,
de acuerdo a lo esperado se identific6 la presencia del gen speA con una
frecuencia del 80%. En contraste, se identificaron los dos genes con un porcentaje
del 6%, la ausencia de ambos genes entre un 11y 23% vy la identificacion solo del
gen speC fue del 2.1 y 3.3% de las cepas analizadas, resultados diferentes a los

reportados en otras investigaciones.

Genes Muestras faringeas del tipo M1 | Muestras invasivas del tipo M1 77
n % Frecuencia n % Frecuencia
speA (+) | speC (+) 9 6.4 2 6.7
speA (+) | speC () 112 80.0 20 66.7
speA (-) | speC (+) 3 2.1 1 3.3
speA (-) | speC (-) 16 11.5 7 23.3
Tabla 16. Comparacién de la presencia de los genes speA y speC en cepas de S. pyogenes del
tipo M1.

La importancia de la presencia conjunta de estos dos factores de virulencia ha
sido mencionada en algunos casos clinicos como el presentado en el afio 2015,
en el fallecimiento de una nifia de 3 afios con fascitis necrosante en la pierna
causada por S. pyogenes y S. aureus, donde se demostré la presencia de los

genes de las exotoxinas speA, speB y speC.8

7.3.3 Gen speB

El gen speB ubicado en el cromosoma codifica para una cisteina proteasa, es un
gen altamente conservado y constitutivo en cepas de S. pyogenes. La cisteina
proteasa es un factor de virulencia importante, ya que degrada las proteinas de la

matriz extracelular del huésped, activa la interleucina-1B y libera fragmentos de

40



proteinas de la superficie de S. pyogenes favoreciendo la propagacion vy

supervivencia bacteriana.** 4°

El gen speB se detectd en las 140 cepas, es decir en el 100% de los aislamientos
analizados. Observando los mismos resultados que en otros estudios, en los
cuales speB es portado en todas las cepas de S. pyogenes.?® 45 77 En la figura 9
se muestra la amplificacion del gen speB por medio de la técnica de PCR con un
tamafo de 1700 pb.

1000pb

500pb

PCR del gen speB
de S.pyogenes
Figura 9. Gel de agarosa al 1.7% con productos amplificados del gen speB (1700 pb). La cepa
#2888 es el control positivo para el gen, PM=Marcador de peso molecular.

7.3.4 Genes sic y sof

El gen sic codifica para la proteina SIC que ayuda a S. pyogenes a adherirse a las
células epiteliales humanas, colonizar la mucosa e inhibir los componentes de la
respuesta inmune innata, siendo casi exclusiva su deteccidén en S. pyogenes del
serotipo M1, mientras que las cepas de otros tipos M carecen de este gen; por lo
cual, la amplificacién del gen sic por la PCR ayuda a la identificacion de cepas del
tipo M1.7"- 78 8 E| gen sof que codifica para la proteina SOF es un factor de
opacidad del suero, el cual no se encontré en las cepas del tipo M1 analizadas; en
contraste, el gen sic estuvo presente en el 100% de los aislamientos
seleccionados, lo cual concuerda con los resultados reportados. En la figura 10, se
observan los productos de esta PCR dual, el gen sic y gen sof con un tamafio de

900 pb y 600 pb, respectivamente.
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Figura 10. Gel de agarosa al 1.7% con los productos de amplificacién de PCR dual de los genes
sic (900 pb) y sof (600pb). La cepa #91 es control positivo para el gen sic y la cepa #238 para el
gen sof, PM=Marcador de peso molecular 100 pb.

7.3.5 Genes speH vy spel

Los genes speH y spel se identificaron en 28 cepas, que corresponden al 20%.
Estos genes fueron hallados de manera conjunta en las mismas cepas,
coincidiendo su localizacion en el mismo fago. Existen publicaciones donde estos
genes no se identificaron con la misma frecuencia, aunque cabe sefalar que en
estos reportes las cepas de S. pyogenes corresponden a diferentes tipos M. 77
En la figura 11 se muestra un ejemplo de los genes speH y spel en un gel de

agarosa después de realizar una PCR dual.

1000pb
500pb

PCR dual speH/spel de S.pyogenes,
03/Nov/2017

Figura 11. Gel de agarosa al 1.7% con los productos de amplificacion de PCR dual de los genes
spel (216 pb) y speH (340 pb). Las cepas #157, #274 y #1144 son controles positivos para ambos
genes, PM=Marcador de peso molecular 100 pb.
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Se compard la presencia de estos genes en cepas de origen faringeo y no
faringeo del tipo M1 y se puede observar que tienen la misma frecuencia del 20%
aunque se utlizaron diferente nimero de muestras, ademas de que se
encontraron ambos genes en las mismas cepas, tabla 17. Por lo tanto, no hay
diferencia entre los resultados obtenidos y los ya publicados. Confirmando que en
los aislamientos del tipo M1 estos genes se encuentran en la misma frecuencia y

su localizacion debe ser en el mismo fago a diferencia de otros tipos M. 14 77

Muestras Ce;)Sng?:;)t;as % Frecuencia
Faringeas n= 28/ 140 20
Invasivas’’ n=6/30 20

~ Tabla 17. Comparacién de la frecuencia de los genes speH y spel de S. pyogenes del tipo M1,
utilizando resultados ya publicados.””

7.3.6 Genes smeZ, sped y speG

Para la identificacion de estos genes se realiz6 un PCR mudltiple. Los genes smeZ,
sped y speG se identificaron en el 100% de las cepas analizadas, siendo un
resultado esperado ya que son genes localizados a nivel cromosomal, y por ende
se espera encontrar en todas las cepas de S. pyogenes. En la figura 12 se
muestra el resultado de una PCR multiple en la cual se identificaron los tres

genes.

smeZ

el «— speJ
<+« speG

PCR multiple smeZ(600),speJ(540)
(G(400) de S.
Figura 12. Gel de agarosa al 1.7% con los productos de amplificacion de una PCR mudltiple de los
genes smeZ (600 pb), sped (540 pb) y speG (400 pb). Las cepas #819 y #988 son controles

positivos para estos genes, PM=Marcador de peso molecular 100 pb.
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En la gréafica 4 se realiz6 una comparacién de los resultados obtenidos para los
genes smeZ, sped y speG con otras investigaciones, en la cual se pueden
observar frecuencias elevadas en la mayoria de estos genes. En el trabajo previo
realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular con cepas M1 invasivas también
se encontraron los genes en todas las cepas.’’ En otros trabajos publicados, las
explicaciones de porque no se identifico el gen speJ en todas las cepas, van
desde posibles variaciones alélicas que impiden el alineamiento del primer o la
presencia de elementos méviles que pueden favorecer la perdida de los genes en

estas cepas.>8

100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 98% 100% 100% 100%
94.70%

80% 70%
60%
40%
20%

0%

Cepas faringeas Cepas invasivas y no Cepas no invasivas (18) Cepas invasivas(77)
n=140 invasivas(29) n=57 n=30
n=19
speG spel smeZ

Grafica 4. Comparacion de la frecuencia de los genes speG, speJ y smeZ de S. pyogenes del tipo
M1, con resultados ya publicados.*® 29 77

7.3.7 Genes spekK, speL, speMy ssa

Para la identificacién de estos genes se realizé una PCR mudltiple. El gen speK
esta localizado en fagos, se identificé solo en 3 aislamientos provenientes de la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, representando el 2.1%, siendo un
resultado esperado ya que se ha reportado con muy baja frecuencia (menor al 3%)
en cepas del tipo M1. En contraste, este gen muestra una elevada presencia en

cepas de S. pyogenes del tipo M3, M6 y M46 con mas de 90% de frecuencia.’” 82

83
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Los genes speL y ssa no fueron detectados en las cepas analizadas, resultados
similares a los reportados en otras investigaciones. En los tipos M3 y M4 se ha
reportado una frecuencia mayor del 80% para el gen ssa; mientras que el gen
spelL se reporta en cepas del tipo M22 y M75 en mas del 50%. Adicionalmente, las
frecuencias de estos genes parecen ser variables y actualmente se ha observado
su presencia en diferentes tipos M que antes no lo presentaban.4 77, 83

El gen speM se identific6 en 122 cepas, mostrando una elevada frecuencia
correspondiente el 87.1%. Otros estudios han reportado que este gen se
encuentra con una frecuencia mayor al 80% en cepas del tipo M1, M12 y M89.29 67
Ademas, una investigacion realizada en E.U.A, encontré una fuerte relacion entre
los aislamientos del tipo M18 asociados con fiebre reumatica aguda y la presencia

de este gen, en el 100% de las cepas analizadas.%® 7

En la figura 13 se observa el resultado de los productos amplificados de PCR

multiple que se utilizo para identificar los genes spekK, speL, speM y ssa.

o~ ssa

<+«—— SpelL

+—speK

PCR multiple ssa(722),spel(600),speM(400)
y speK(232) de S.pyogenes

Figura 13. Gel de agarosa al 1.7% con los productos de amplificacién de PCR multiple de los
genes speK (230 pb), speM (400 pb), speL(600 pb) y ssa (722 pb). La cepa #968 es el control
positivo para speL, speK y speM y la cepa #2759 para el gen ssa, PM=Marcador de peso
molecular 100 pb.

Como se puede analizar en la grafica 5, no existe una diferencia significativa entre
los resultados provenientes de cepas de origen faringeo y cepas invasivas de
S. pyogenes del tipo M1 provenientes del Laboratorio de Biologia Molecular,

aunque se trabajé un namero diferente de muestras.
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96.5%
87.1%

100%

80%

60%

40%

20%

21% (9 0% 0% 0% 0.0%

0%
speK spel speM ssa

= Cepas faringeas n=140 Cepas invasivas n=30

Gréfica 5. Comparacion de la frecuencia de los genes spekK, spel, speM y ssa de S. pyogenes del
tipo M1 en aislamientos del Laboratorio de Biologia Molecular. 7’

7.4 Frecuencia de los perfiles de genes asociados a factores de virulencia

Con la identificacion de diferentes perfiles de genes asociados a factores de
virulencia en las cepas de S. pyogenes, se demuestra que existe una diversidad
genética entre las cepas del tipo M1 y de origen faringeo. De tal manera que la
presencia de alguno(s) de estos genes pueden favorecer la colonizacion, la
evasion de la respuesta inmune e infeccion, permitiendo que este microorganismo

sobreviva por mas tiempo dentro del huésped.

La presencia o ausencia de los 15 genes asociados a factores de virulencia
evaluados, nos permitié identificar 17 perfiles de genes en las 140 cepas de
S. pyogenes del tipo M1. Los perfiles fueron asignados arbitrariamente, basados

solo en la frecuencia de aislamientos que lo presentan.

En la tabla 18 se observa que en el perfil 1 se agruparon 83 de las 140 cepas
representando un 59.3%. En el segundo perfil se agruparon 17 cepas con una
frecuencia del 12.1%, notandose que solo varia la presencia de los genes speH y
spel con respecto al perfil 1. Sin embargo, las principales diferencias entre los 15
perfiles restantes con respecto a estos dos primeros se deben a la ausencia de los
genes speA y speM o a la presencia de los genes speC, speH y spel; y en menor

frecuencia la presencia del gen prtF y speK, los cuales solo se encontraron en
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3 diferentes cepas cada uno. Adicionalmente, la cepa de referencia del CDC de
S. pyogenes del tipo M1 se agrup6 en el perfil 3, diferenciandose del perfil

predominante (perfill) solo por la ausencia del gen speM.

Perfil || prtF || speA || speB || speC || speG || speH || spel || sped || speK || speL || speM || smez || ssa sic sof %Fre(f];'e"da
1 Sl 20 <0 -1 = + [ - + 1 - | 5933
2 ST+« -1+ + [ -+ - w2ran
3 + [ - [ + [+ [ -1 +1 -1 7200
4 + - F + - + - 7.2 (10)
S H K + - + - 3.6 (5)
6 H K + | -+ [ - 2.2 (3)
7 + [ - + [+ [ -1 +1- 1.4 (2)
8 + | -0 + [+ -1 +1- 0.7 (1)
9 + - ¥ [+ - + - 0.7 (1)
10 + -+ [+ [ -1+ - o
11 Il B + - + - 0.7 (1)
12 l I + - + - 0.7 (1)
13 + - [+ + - + - 0.7 (1)
14 H E + - + - 0.7 (1)
15 + -+ [+ - + - 0.7 (1)
16 l I [ + - + - 0.7 (1)
17 + [ - ] + [+ - T+ -1 o7

Tabla 18. Perfiles de los genes asociados a factores de virulencia en cepas de S. pyogenes del tipo
M1 de origen faringeo. Las celdas con fondo rojo representan las diferencias que tienen los perfiles
del #2 al #17 en comparacion con el perfil #1 predominante.

Se realizO una comparacion entre los 5 perfiles mas frecuentes de genes
asociados a factores de virulencia (equivalen al 89% de los aislamientos
analizados) y los reportados previamente en el Laboratorio de Biologia Molecular
con cepas de S. pyogenes del tipo M1 obtenidas de cepas invasivas
(corresponden al 77.6%).”” Se puede observar en la tabla 19 que en ambas
investigaciones el perfil 1 es el mas frecuente con un porcentaje mayor al 50%. La
frecuencia de estos 5 perfiles es similar a pesar de que los aislamientos
provengan de diversas muestras clinicas y exista diferencia en el nimero de

cepas analizadas en cada investigacion.
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% Frecuencia (n=140) % Frecuencia (n=30)

Perfil Cepas faringeas del tipo M1 = Cepas invasivas del tipo M1 7’
1 59.3 >33
> 121 10
3 7.2 6.7
4 7.2 16.6
3 36 0

Tabla 19. Comparacion de los 5 perfiles mas frecuentes de los genes asociados a factores de
virulencia en cepas de S. pyogenes del tipo M1.

En S. pyogenes se han descrito una gran cantidad de factores de virulencia, sin
embargo no todos son encontrados simultaneamente en los aislamientos. Algunos
han sido asociados con su presencia en cuadros clinicos especificos y otros con

algun tipo M en patrticular.

A través de la técnica de la PCR logramos demostrar la presencia de genes
asociados a la virulencia de la bacteria. En este estudio no se demuestra la
expresion de los factores de virulencia que codifican. Al poseer la informacion
genética convierte a las cepas de S. pyogenes en potenciales productoras de
toxinas (SpeA, SpeB, SpeC, SpeG, SpeH, Spel, SpeJ, SpeK, SpelL, SpeM, SSAy
SmeZ).

En este trabajo describimos los principales perfiles de los genes asociados a
factores de virulencia en S. pyogenes del tipo M1, se observa que no hay
diferencias entre aislamientos faringeos o no faringeos. El tipo M1 representa
dentro de S. pyogenes el tipo M mas importante de la especie. De tal manera que
la presencia de estos genes representan una marca distintiva que indica un
potencial de patogenicidad importante en las cepas de S. pyogenes del tipo M1

independientemente del origen clinico en el que hayan sido aisladas.
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8. CONCLUSIONES

Los genes asociados a factores de virulencia que se encontraron con mayor
frecuencia en cepas de origen faringeo de S. pyogenes del tipo M1 fueron: speA,
speB, speG, speJ, speM, smeZ y sic.

El gen speA se identifico en el 86.4% de las cepas estudiadas, estando asociado
al tipo M1, destacando este gen por su reconocido papel en cuadros de fiebre

escarlatina y enfermedades invasivas severas.

La identificacién de los genes speK y prtF en 3 diferentes cepas demuestra la
adquisicion de genes de virulencia que no han sido reportados en el tipo M1 de

S. pyogenes.

La presencia de 17 perfiles de genes asociados a factores de virulencia demuestra

la diversidad genética que tiene el tipo M1 de S. pyogenes.

Los perfiles de genes de virulencia mas frecuentes encontrados en aislamientos
faringeos corresponden con los reportados por aislamientos no faringeos,
mostrando el mismo potencial patogénico de S. pyogenes del tipo M1l

independientemente de su localizacion.
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ANEXO A. Perfiles de genes de virulencia paras las 140 cepas de S. pyogenes

del tipo M1 de aislamientos faringeos.
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