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1. INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas no son tan frecuentes como las infecciones virales, pero
suelen ser mas graves. La mayoria de las veces cuando se adquiere una infeccion
en las vias respiratorias es por Streptococcus spp. y estos pueden propagarse
facilmente en el aire, aerosoles, secreciones, asi como en alimentos, bebidas y

superficies inertes.

En el caso de los Streptococcus de Grupo C y G se reconocen como microbiota en
el humano, encontrandose en vias respiratorias altas, en piel, en tracto
gastrointestinal y genital femenino. Aunque hoy en dia se ha visto que estan
implicados en infecciones mono y polimicrobianas a nivel de la piel y tejidos blandos,
asi como causales de faringitis, bacteriemia, endocarditis, artritis séptica,

osteomielitis, infecciones puerperales y meningitis.

Se ha descrito recientemente que algunas especies de Streptococcus del Grupo C
y G comparten genes de virulencia con Streptococcus pyogenes los cuales tienen
la capacidad de evadir la opsonizacion, la fagocitosis y adherirse e invadir las

células epiteliales del hospedero y producir una variedad de toxinas y enzimas.

El presente trabajo tiene por objetivo la busqueda de 15 genes de virulencia (prtF,
sic, smeZ, sof, speA, speB, speC, speG, speH, spel, sped, spekK, speL, speM y ssa)
en Streptococcus de grupos C y G que presentan el gen emm y su asociacion al

tipo M.



2. LISTA DE ABREVIATURAS

ML

AE

AL

AS
APC
AW1
AW?2
BHI
C3b
CDC’s
DMSO
DNA
dNTP's
emm
Fn

Ig
MHC
Mm

Ml

Pb
PCR
PrtF
RFLP's
RNA
SAg
SIC
SGA
SGC
SGG
SmeZ
SOF
Spe
Ssa
TAE
TBE
TCR
TH

uv

Microlitro

Buffer de Elusién

Buffer de Lisis

Agar Sangre

Célula presentadora de antigeno

Buffer de Lavado 1

Buffer de Lavado 2

Caldo de Infusién Cerebro Corazén

C3b del complemento (opsonina)
Centros para el control y prevencion de enfermedades
Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico
Desoxinucléotidos trifosfatos

gen de la proteina M

Fibronectina

Inmunoglobulina

Complejo Mayor de Histocompatibilidad
Milimolar

Mililitro

Pares de bases

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Proteina de Unién a Fibronectina
Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
Acido Ribonucleico

Superantigeno

Inhibidor estreptocdécico del complemento
Streptococcus Grupo A

Streptococcus Grupo C

Streptococcus Grupo G

Exotoxina mitogénica estreptocdcica
Factor de Opacidad Sérica

Exotoxina pirogénica estreptocdcica
Superantigeno de estreptococos
Amortiguador de Tris-Acido Acético EDTA
Amortiguador de Tris-Boratos-EDTA
Receptores de Células T

Todd-Hewitt

Luz Ultravioleta



3. ANTECEDENTES

3.1. Generalidades de los Streptococcus spp.

Dentro de la microbiota humana que coloniza las vias respiratorias, digestivas y
genitourinarias hay muchas variedades de Streptococcus.

Son bacterias Gram positivas esféricas u ovoideas, forman cadenas cuando crecen
en medios liquidos. Algunos Streptococcus asociados a infecciones del ser humano
producen una zona de hemdlisis completa () alrededor de la colonia bacteriana

cuando se cultivan en agar con sangre de carnero al 5%.8

Son anaerobios facultativos, aunque algunas cepas crecen mejor en condiciones
anaerobias. Su crecimiento es estimulado por el CO2, son homofermentadores, lo
gue significa que el Unico producto de la fermentacion de la glucosa es el acido

lactico sin produccion de gas.

Los Streptococcus también son catalasa y oxidasa negativos, propiedades que,
junto con la tinciébn de Gram, diferencia los Streptococcus de las especies de

Neisseria y Staphylococcus. 4

3.2. Clasificacion de los Streptococcus.

Se ha basado en una serie de observaciones durante muchos afos:

a) Morfologia de la colonia y reacciones hemoliticas en agar sangre
b) Tipo de carbohidrato C y otros antigenos de la pared celular o capsulares
c) Reacciones bioquimicas

d) Resistencia a factores fisicos y quimicos *?

En términos generales, tanto el grupo del carbohidrato C, como el tipo de hemdlisis

se determina cuando se identifica a un Streptococcus.



Rebecca Lancefield desarrollé en 1933 un sistema de clasificacion serolégica, que
demuestra la presencia de antigenos especificos de grupo de tipo al carbohidrato C
en extractos de la pared celular de los Streptococcus beta-hemoliticos,
estableciendo una base mas sdlida de su taxonomia. Estos estudios formaron una
clasificacion por serogrupos. Antigénicamente existen actualmente 20 grupos con
base en el carbohidrato C de la pared celular y son denominados delaAalaHy

de la K ala V.%367

3.2.1. Streptococcus del grupo A

Streptococcus del grupo A (Streptococcus pyogenes) causa infecciones purulentas
como faringitis, fiebre escarlatina, pioderma, erisipela, celulitis, fascitis necrosante,
sindrome de choque téxico, infecciones de la piel y partes blandas. Produce por
mecanismo inmunitario, fiebre reumatica y glomerulonefritis.>” Las infecciones
cutaneas son producto de la proliferacion de este microorganismo en la piel por

contacto con otros individuos infectados.*’

El marco estructural basico de su pared celular contempla una capa de
peptidoglicano, la cual tiene una composicion parecida a la de otras bacterias
grampositivas. En esta estructura se encuentra el carbohidrato especifico de grupo

(antigeno A de Lancefield), es un dimero N-acetilglucosamina y ramnosa.?°
Principalmente tiene tres proteinas importantes:

1. Laproteina M que interfiere en la fagocitosis al bloquear la union del componente
C3b del complemento.

2. La proteina F la cual tiene el mecanismo de adherencia a las células del
hospedador.

3. La proteina T que no contribuye a la patogenicidad.

Tiene en la superficie una peptidasa anti-C5a, esta serina proteasa inactiva Cb5a,

molécula quimio atrayente de neutrdfilos y fagocitos mononucleares.

Su capsula de acido hialurénico tiene propiedades antifagociticas, por su similitud

con el &cido hialurénico humano.”®



La virulencia de los Streptococcus del grupo A estd determinada por la capacidad
gue tienen para evadir la opsonizacion y la fagocitosis, de adherirse a la superficie
de las células del hospedador, invadir las células epiteliales y producir una variedad

de toxinas y enzimas.

Las exotoxinas pirogénicas estreptococicas (Spe), son producidas por cepas
lisogénicas. Se han descrito cuatro toxinas termolabiles inmunol6égicamente
distintas (SpeA, SpeB, SpeC y SpeF), estas actian como superantigenos e
interaccionan con los macréfagos y linfocitos T cooperadores.

La Estreptolisina O es una hemolisina labil al oxigeno capaz de lisar eritrocitos,
leucocitos, plaquetas y células en cultivo. Esta guarda relacion con las toxinas

anteriormente descritas.

La Estreptolisina S es una hemolisina estable en presencia de oxigeno, no

inmunogénica que puede lisar eritrocitos, leucocitos y plaquetas.

Se han descrito dos formas de Estreptocinasa (Ay B), estas enzimas intervienen en
la degradacion del plasmindégeno con la consiguiente liberacion de la proteina
plasmina, que a su vez se encarga de la degradacion de fibrina y fibrinbgeno. Por
tanto, estas enzimas pueden lisar los coagulos de sangre y los depdsitos de fibrina

facilitando la rapida diseminacion de S. pyogenes en los tejidos infectados.

Finalmente se han descrito cuatro desoxirribonucleasas a nivel inmunolégico
(ADNasas A-D), estas enzimas despolimerizan el acido desoxirribonucleico (ADN)
en el pus, reduciendo la viscosidad del material del absceso y facilitando la

diseminacion de los microorganismos.>®

3.2.2 Streptococcus del grupo B

Streptococcus grupo B (Streptococcus agalactiae) fue originalmente reconocido
como la causa de la sepsis puerperal. Se encuentra colonizando la vagina del mas
del 20 % de las mujeres sanas. Actualmente estd asociado al desarrollo de

septicemias, neumonias, meningitis en el recién nacido, asi como algunas



enfermedades en el adulto como la celulitis, artritis, endometritis, bacteriemia e

infecciones en heridas de piel.

Son agrupados en el esquema de tipificacion de Lancefield usando antisueros
especificos contra el carbohidrato B (compuesto de ramnosa, N-acetilglucosamina
y galactosa). También pueden distinguirse inmunolégicamente por el antigeno
capsular especifico, hasta ahora se han identificado nueve tipos (la, Ib, II, Ill, IV, V,
VI, VIl y VIII). El antigeno capsular especifico es un factor clave de virulencia.>®

3.2.3 Otros Streptococcus spp.

Los Streptococcus no pertenecientes a los grupos A o B se asocian con
enfermedades invasivas en lactantes, nifios, adolescentes y adultos. Los sindromes
clinicos méas importantes son las infecciones de vias urinarias, las infecciones de
vias respiratorias superiores e inferiores, las infecciones de piel, tejidos blandos,

endocarditis, faringitis y meningitis.

En ocasiones presentan enfermedades similares a las causadas por los

microorganismos patdégenos del grupo A.4’

En los humanos los habitats de los Streptococcus y los Enterococcus son la piel
(Streptococcus de los grupos C, F y G) orofaringe (Streptococcus de los grupos B,
C, F, Gy el grupo de Streptococcus mutans), tubo digestivo (Streptococcus de los

grupos B, C, Fy G, bovis y especies de Enterococcus).’

Los grupos de Streptococcus C y G (S. dysgalactiae) son p-hemoliticos en placas
de agar con sangre. El grupo de patégenos C/G comparten varios factores de

virulencia con los SGA, incluidos la proteina M, adhesinas y estreptocinasa.?

3.3. Streptococcus Grupo Cy G

Se han considerado microbiota de la piel, faringe e intestino del humano.

Recientemente, ha habido un niamero creciente de informes que implican SGC y



SGG en infecciones invasivas severas, tales como la fascitis necrotizante y el

sindrome de choque t6xico.%®

Son bacterias B-hemoliticas que en ocasiones producen infecciones en humanos,
similares a las ocasionadas por los Streptococcus del grupo A (faringitis, sinusitis,
celulitis, neumonia, bacteriemia, artritis séptica y endocarditis). Asimismo, se ha
reportado su causalidad en casos de septicemia puerperal, meningitis, absceso

epidural, absceso intraabdominal, infecciones urinarias y septicemia neonatal.*?"®

El antigeno especifico del grupo de Lancefield en Streptococcus del grupo C (SGC)
es un polisacarido compuesto por hexosamina y ramnosa. Difiere del grupo A en
gue el determinante antigénico terminal del carbohidrato C en SGC es N-
acetilgalactosamina en lugar de N-acetilglucosamina. Mientras que en el caso del

grupo G tiene como Unico polisacéarido la ramnosa.*°

Los Streptococcus del grupo C se pueden dividir en dos grupos morfologicos

basados en el tamafio de la colonia como se muestra en la Figura 1.

Los SGC de colonias grandes (>5mm de diametro) se asemejan a los Streptococcus
pyogenes cuando se cultivan en placas de agar sangre e incluyen especies como
Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus equi. Tradicionalmente se encuentran

como patégenos en animales y ocasionalmente en humanos.?®

La especie de Streptococcus dysgalactiae incluye actualmente dos subespecies, S.

dysgalactiae subsp. equisimilis y S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.

Aislamientos de Streptococcus en humanos que llevan el antigeno del grupo G

también son S. dysgalactiae subsp. equisimilis.*

Streptococcus equi estad clasificado en 3 subespecies: equi, equisimilis y

zooepidemicus.

Las variantes de colonias pequefias (<5 mm diametro), que incluyen el grupo
Streptococcus milleri, forman parte de la microbiota en cavidad bucal, tracto

gastrointestinal y urinario de seres humanos.

Se clasifica en: S. anginosus, S. constellatus y S. intermedius.



Pueden pertenecer al grupo Lancefield A, C, G, F o no agrupables. Al igual que

pueden ser alfa, beta 0 no hemoliticos en agar sangre.

18,29

Figura 1. Clasificacion de los Streptococcus Grupo Cy G de acuerdo con su morfologia.
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3.3.1. Streptococcus dysgalactiae

Sus colonias en Agar Sangre son de 1mm, gris claro y tienen una zona hemolitica

alas 24h a 37°C.14

Consta de dos subespecies:



S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, son alfa hemoliticos pertenecen al
Grupo C de Lancefield, en el sistema API (Perfil de indice Analitico) se
obtienen resultados variables para ADH (Arginina Deshidrolasa),
fermentacion de ribosa, trehalosa, almidon (AMD) y glucogeno dependiendo
de la temperatura de incubacién de 25°C ¢ 37°C.%*

S. dysgalactiae subsp. equisimilis, son beta-hemoliticos y pueden tener el
antigeno C, G o L, algunos presentan al antigeno A. No producen acido a
partir de sorbitol. La fermentacion del glicogeno es una caracteristica

variable. Producen a-L-glutamato aminopeptidasa y B-D-galactosidasa.?®"®

3.3.2. Streptococcus equi

Es de especial interés porque estos Streptococcus causan infecciones en animales,

pero también han sido aislados de humanos que cursan con un cuadro de

faringitis. 6

Esta especie se distribuye en tres subespecies:

Streptococcus equi subsp. equi el cual rara vez causa enfermedad en los
humanos, afecta principalmente a los caballos. El microorganismo se
transmite por las descargas purulentas de los animales afectados
contaminando asi el pasto, recipientes de alimento y bebederos.

En cultivo de Agar Sangre forman colonias mucoides de color miel, con una
amplia zona de hemdlisis, una variedad atipica es menos virulenta y produce
una apariencia color mate.'®

Streptococcus equi subsp. equisimilis, se ha aislado de las vias
respiratorias superiores de los animales y puede causar enfermedades
similares a las asociadas con Streptococcus zooepidemicus. Casi todas las
cepas de animales fermentan el glucégeno y producen L-prolil-L-arginina
aminopeptidasa, y ninguna de las cepas que infectan al humano lo hace.?®
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, es de todos los Streptococcus
del grupo C el méas agresivo en el humano, se han descrito brotes de esta

infeccién y esporadicos casos severos. La infecciéon en el humano se da por
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contacto estrecho con animales domeésticos, por el consumo de leche no

pasteurizada y por la ingesta de carne de cerdo.'?

3.3.3. Streptococcus milleri

En la literatura, a menudo se ha descrito a S. milleri parte del grupo G, aunque no

ha sido aprobado su nombre oficial. Estos Streptococcus pueden residir de forma

comensal en la cavidad oral humana, pero tienen cierta propension a causar

faringitis, bacteriemia e infecciones purulentas graves en el cuello profundo, en los

tejidos blandos y en érganos internos como el cerebro, pulmones e higado.%*

El grupo de S. milleri esta constituido por:

S. anginosus se caracteriza por formar colonias pequefas y pueden tener
antigenos de Lancefield, A, C, G o F. No cae claramente en la clasificacion
clasica de los estreptococos. A menudo son a-hemoliticos, pero pueden ser
B o no hemoliticos.'’Son catalasa y oxidasa negativos, cocos fermentativos
en cadenas que producen acido y fosfatasa alcalina, arginina dihidrolasa,
guimotripsina, esterasa (caprilato y lipasa), B-galactosidasa, leucina y valina
arilamidasa vy pirrolidonil arilamidasa. Las pruebas de rojo de metilo y bilis
esculina son negativas. El crecimiento se produce entre 0 - 1.5% de cloruro
de sodio.*

S. intermedius habita en la cavidad oral humana y en el tracto superior
respiratorio. Produce acido a partir de glucosa y trehalosa, practicamente
todas las cepas producen hialuronidasa y acido a partir de lactosa.?®

S. constellatus se encuentra como microbiota gastrointestinal y orofaringea,
pero puede causar abscesos en la cavidad abdominal, en el tracto
respiratorio inferior, tracto urogenital, sinusal y piel. Algunas veces ocasionan
abscesos metastasicos en higado, bazo y huesos.”’

Produce mayores cantidades de acido lactico fermentando glucosa, maltosa

y sucrosa. Es no fermentador de lactosa.®
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Se ha reportado que S. intermedius se aisla mas frecuentemente en abscesos
cerebrales y S. anginosus en sangre, tracto gastrointestinal, genitourinario y en

tejidos blandos.*®

3.4. Factores de virulencia

Los Streptococcus del Grupo C y G se han asociado recientemente con fiebre

reumatica aguda.?®

Al igual que los Streptococcus del grupo A, la adherencia y la invasién desempefian
un papel importante en la patogénesis de los Streptococcus grupo C y G. Son
capaces de unirse a muchas proteinas del hospedero. Las proteinas de union a la
fibronectina y la proteina tipo M, asi como diferentes enzimas y toxinas, son algunos

factores de virulencia descritos para estos organismos.'8(Figura 2)

Figura 2. Factores de virulencia de Streptococcus pyogenes.
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3.4.1. Proteinas de union a fibronectina.

La fibronectina (Fn) es una glucoproteina de 440 kDa presente en el plasma, en

diversos fluidos corporales, en la matriz extracelular y la membrana basal del
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hospedero, puede interactuar con los estreptococos, se considera un importante
mediador de la adherencia.®°

Los Streptococcus generalmente se han considerado un patégeno extracelular. Sin
embargo, se demostré que pueden invadir células epiteliales del hospedero a través
de sus propias proteinas de unién a Fn. Al menos 11 proteinas de unién a Fn de
Streptococcus pyogenes han sido identificadas, de los cuales hay dos tipos

principales:

a Las proteinas F1 (PrtF1) / Sfbl, Proteina F2 (PrtF2) / PFBP, FbaA (anteriormente
Fba), FbaB, Sfbll / Factor de opacidad de suero (SOF), SfbX y Fbp54 contienen
respectivamente repeticiones de union a Fn.

a Laproteina M1, GAPDH / PIr, Shry Scll las cuales no contienen repeticiones de

unioén a Fn.

Se ha descrito que las cepas de S. pyogenes altamente virulentas poseen una o

mas proteinas de unién a Fn.8!

3.4.1.1. ProteinaM

Fue la primera adhesina reportada en SGA y representa un factor de virulencia
multifuncional. Gracias a las técnicas moleculares se han identificado mas de 200

tipos M.

Es una molécula fibrilar enrollada en espiral similar en estructura a la miosina. Su
extremo carboxilo terminal esta anclado en el peptidoglucano de la pared celular y
las regiones del extremo amino terminal se extienden mas alla de la superficie. La
especificidad de los mdltiples serotipos de proteina M estan determinados por
variaciones en la secuencia de aminoacidos de la porcidbn amino-terminal de la

molécula.

Algunas proteinas M presentan propiedades de unién variada, la interaccién con
glicosaminoglucanos representa el mecanismo de adherencia mas usado por sus

diferentes serotipos.%6.67
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Puesto que hay una diversidad, una persona puede desarrollar infecciones

repetidas por S. pyogenes de diferentes tipos M.

Se ha encontrado la presencia de proteina M en Streptococcus del grupo G al igual
gue una homologia en los genes que codifican para dicha proteina con los del grupo
Ay C.

Se sabe que la proteina M estimula la generacién de anticuerpos opsonicos, y
memoria inmunolégica de larga duracion.'>83Esta proteina también protege al
microorganismo contra la fagocitosis al bloquear la unién del componente C3b del
complemento. Estas proteinas intervienen al unirse ya sea al fragmento Fc de los
anticuerpos o a la Fn, que bloquea la activacion del complemento por la via alterna

y reduce la cantidad de C3b unido.50"*
Se subdivide en moléculas de clase | y de clase II.

= Las de clase | comparte los antigenos expuestos.

= Las de clase Il carece de antigenos comunes expuestos.

La proteina M esta codificada por un complejo de mas de 20 genes que componen

la superfamilia de genes emm.%°

El gen emm comparte la misma localizacion cromosémica en todas las cepas

secuenciadas hasta la fecha.

Se ha sugerido que puede representar una antigua isla de patogenicidad, que fue
adquirida por una cepa ancestral de Streptococcus antes de la especiacion de
SGA.83

3.4.1.2. ProteinaF

Es una adhesina que se une a la Fn, es un polipéptido de aproximadamente
120kDa, que se expone en la superficie de la bacteria. Esta se distingue de la
proteina M antifagocitica, ya que el gen que codifica para la proteina F (prtF) se

obtuvo a partir de una cepa a la cual se elimin6 el gen emm.3?
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El arquetipo de union a Fn Proteina F1 vinculado a SGA es codificado por el 90%
de todos los SGA. Hasta la fecha se han descrito 34 distintos alelos de prtF 1, se
piensa que han surgido en respuesta a presiones selectivas por parte del
hospedero. La unidn a Fn esta mediada por dos dominios C-terminales altamente
conservados: una region repetitiva que contiene entre dos y seis repeticiones de
union a Fn y un dominio adyacente, no repetitivo. PrtF1 interactta con el fragmento
N-terminal de la molécula de Fn, inhibiendo la union de fibrina y evitando el

ensamblaje.”

Una Unica proteina F1 puede unirse a varias moléculas de Fn dando como resultado

un aumento significativo de Fn en la superficie de la célula SGA.

Ademas de su papel como una adhesina, también funciona como una proteina de
evasion inmune. La union de la proteina (por la region de repeticion C-terminal) a la
region Fc de las inmunoglobulinas G (IgG) del hospedero, impide el reconocimiento
de SGA por la respuesta inmune adaptativa e inhibe la opsonizaciéon mediada de

anticuerpos.

La Proteina F2 (gen prtF2) esta presente en los aislados clinicos de SGA y
representa la estrategia de invasion predominante de unién a Fn de cepas PrtF1
negativas. interactia con un fragmento N-terminal de 30kDa de la molécula de Fn

gue es distinto del sitio de unién a PrtF1.8

Existen dos genotipos distintos que difieren totalmente en tamafio y estructura. fba
y pfbp fueron identificados independientemente y se pensoé inicialmente que
codificaban discretas proteinas de union a Fn que poseen dominios de unién
similares. Posteriormente, estos genes fueron asignados a la misma localizacion
cromosomica, lo que indica que surgieron de un ancestro comun, por tanto,
representan distintas isoformas de una sola proteina. La importancia de esta
diferencia en la estructura ain no se ha dilucidado. Sin embargo, recientemente se
ha demostrado que FbaB facilita la entrada invasiva de SGA a las células

endoteliales humanas.®

14



3.4.2. Sic (Proteina Estreptocdcica Inhibitoria del complemento)

El inhibidor estreptocécico del complemento (Sic) es una proteina extracelular de
31 kDa producida por algunas cepas altamente virulentas de Streptococcus

pyogenes.

Es una proteina extracelular con 305 residuos de aminoacidos que inactiva el
complejo de ataque de membrana del complemento. Sic solo se ha encontrado en
tipos M1y M57. El gen sic se encuentra en una region cromosomal en SGA de tipo
M1, directamente adyacente al gen emm. Se demostré que, a través de este
mecanismo, el organismo evade la destruccion por el complejo de ataque de

membrana (C5-C9) generado por la via alterna o clasica del complemento.”®

Se ha informado que Sic inhibe las propiedades antimicrobianas de cuatro proteinas

mas del sistema inmune innato que se encuentra en la superficie de mucosas.

El primer estudio mostré que Sic se une al inhibidor de proteasas secretadas por
leucocitos (SLPI) con alta afinidad, inhibiendo totalmente la capacidad de SLPI para
eliminar SGA. También se demostré que se une a la lisozima, pero con menor
afinidad, e inhibe las funciones antimicrobiana y catalitica de la lisozima humana. El
segundo estudio mostr0 que Sic se une e inhibe la accion antimicrobiana de
péptidos como la catelicidina LL-37 y la a-defensina humana HNP-1, moléculas que

son parte central de la inmunidad innata en el huésped.?!
Es altamente inmunogénico y extremadamente variable, habiéndose registrado mas

de 300 variantes.26

3.4.3. SOF (Factor de opacidad sérica)

Fue descrito por primera vez en 1938 por los australianos Ward y Rudd, como una

sustancia producida por los Streptococcus del grupo A.%3

Sof es una proteina extracelular de alto peso molecular (100kDa) que opacifica el

suero de mamiferos al interactuar con lipoproteinas de alta densidad.
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El andlisis de las secuencias de amino&cidos de Sof indica que se compone de
dominios alternativos conservados, variables y un dominio C-terminal, este altimo

contiene un péptido repetido en tandem que se une a la Fn y al fibrinégeno.

Hay aproximadamente 40 a 60% de homologia entre Sof de diferentes serotipos de

S. pyogenes.®?

Se encontré que Sof actuaba sobre una fraccion de lipoproteina del suero y se
propusieron diversas actividades enzimaticas para explicar su reaccion de
opacidad. Posteriormente, se encontr6 que es una hidrolasa, la cual induce la
opacificacion de suero por unién a lipoproteinas de alta densidad (HDLS),
desplazando la apolipoproteina Al (apo Al) y alterando la estructura de HDL

resultando la formacion de grandes particulas lipidicas.

Se ha demostrado que aproximadamente la mitad de todos los tipos M conocidos
en SGA producen Sof.

Sof es una proteina Unica que exhibe mdltiples funciones incluyendo no solo su
capacidad de opacificar el suero, sino también de adhesina ya que tiene la
capacidad de unirse a una variedad de proteinas del huésped, tales como

fibronectina, fibrinégeno y fibulina-1.

El factor de opacidad se encontrd inicialmente en SGA, pero recientemente también
se ha detectado en los estreptococos del Grupo C y G, S. dysgalactiae y S.
equisimilis. Especificamente Sof estd asociado con los tipos M de SGA que se

aislan en la piel.”*

3.4.4. Exotoxinas piréogenas estreptococicas (Spe)

Funcionan como sAg’s, la presentacion de ellos y la activacién de anticuerpos es un
mecanismo complejo del hospedador para provocar una respuesta contra cualquier

cuerpo extrafio patégeno que podria dafiarlo.>

Los receptores especificos para el reconocimiento de sAg’s, estan situados en las

superficies de las células T llamadas Receptores de células T (TCR) y en el
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complejo mayor de histocompatibilidad Il (MHC-II). Generalmente, el superantigeno
se escinde en el lisosoma en péptidos més pequefos y luego se muestra por las
células presentadoras de antigeno (APC). Estos péptidos antigénicos finalmente
interactuan / enlazan con células T que portan un TCR af3 especifico que tiene

regiones constantes y variables: V3, DB, JB, Va y Ja.®® (Figura 3)

Antigen-presenting cell
MHC
class Il
Conventional Superantigen
antigen
_ TCR
Helper T cell

Figura 3. Diferencias en la unién a un TCR entre un péptido antigénico convencional
gue llena la cavidad entre las cadenas ay 8, en comparacién con un superantigeno
que se une soélo a la cadena B. (Tizard, 2013)"*

Después de unirse a TCR especifico, los péptidos inducen la transduccién de
sefiales y cambios bioquimicos en la célula T. Las células T activadas luego
proliferan para generar subpoblaciones definidas de células T con regiones
variables peculiares y son especificas de un péptido particular. A diferencia de los
antigenos convencionales, los superantigenos pueden unirse y estimular una
enorme subpoblacién de células T a través de la region variable de la cadena 3

(elementos VP), la cual es diferente para cada exotoxina (Tabla 1).%3

La unién de sAg’s al receptor de células T desencadena cambios bioquimicos en la
célula que conduce a la activacion inespecifica de una cantidad excesiva de células
T y liberacion de citoquinas inflamatorias como IL-1, IL6 e IL-8, interferon gamma,

factor de necrosis tumoral alfa, que median el choque y la lesién de los tejidos.>°
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Tabla 1. VB especificos de los principales superantigenos de
Streptococcus Grupo A

Superantigeno VB Especifico
Exotoxinas Pirogénicas Estreptocdcicas
SpeA 2.1,12.2,14.1,15.1
SpeC 2.1,3.2,125,15.1
SpeG 2.1,4.1,6.9,9.1,12.3
SpeH 2.1,7.3,9.1,23.1
Spel 6.9,9.1,18.1, 22
Speld 2.1
SpekK/L 1.1,5.1, 23.1
SpeL/M 1.1,5.1,23.1
SpeM 1.1,5.1, 23.1
Superantigenos Estreptocécicos
SSA 1.1, 3,15
Exotoxina Mitogénica Estreptocoécica Z
SmeZ-1 2.1,41,7.3,8.1
SmeZ-2 41, 8.1

(Reglinski & Sriskandan, 2015)%3

Varios estudios han informado que las Spe se correlaciona con los tipos emm y se

asocian con las manifestaciones clinicas.>1?

3.44.1. SmeZ

La exotoxina mitogénica estreptococica (SmeZ), es el superantigeno bacteriano
mas potente hasta ahora descubierto, y el gen (smeZ) que lo codifica esta casi

presente en la mayoria de las cepas de SGA.

El gen que codifica SmeZ se identificé en la base de datos de DNA de S. pyogenes
de la Universidad de Oklahoma 3, smeZ demuestra la variacién de 24 formas
alélicas, tiene una estructura en mosaico, y codifica para la proteina altamente
polimorfica que exhibe la variacion antigénica. Aunque todavia no se dispone de
datos clinicos que demuestren una asociacion de SmeZ con las enfermedades de
SGA, la prevalencia, potencia y variacion antigénica mostrada por SmeZ sugieren
gue este puede tener una funcion importante en la patogénesis de la enfermedad

estreptocécica.*®
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3.44.2. SpeA

La exotoxina pirogénica estreptocécica A (SpeA), producida por Streptococcus
pyogenes, esta implicada en la patogénesis del sindrome de shock toxico
estreptocdcico (STSS), una enfermedad grave con un 30-60% de mortalidad y al

desarrollo de la fiebre escarlatina.

El gen speA es transmitido por un bacteriéfago, y la produccion estable depende de
la conversion lisogénica de una manera analoga a la produccion de la toxina por

Corynebacterium diptheriae.

El control de su produccién alin no se entiende, pero esta establecido que la
cantidad de SpeA producida por las cepas, varia drasticamente de una década a
otra. Ademas, las mutaciones puntuales en el gen speA resultan en cambios

dramaticos en la potencia de esta toxina.’*

De las exotoxinas pirogénicas estreptococicas, SpeA se ha caracterizado con mayor
detalle. Hasta la fecha se han descrito cuatro alelos naturales de speA asociados a
cepas de tipo M1 y M3. En particular speA 3 tiene una mayor afinidad por la union

de MHC clase Il que los otros alelos, y se informa que es mas mitogénico in vitro.634°

3.4.4.3. SpeB

SpeB (cistein-proteasa estreptocodcica, exotoxina estreptococica B) es un factor de
virulencia pirogénica y cardiotoxica codificada cromosémicamente por S. pyogenes

cuya estructura cristalina ha sido determinada recientemente.3?

El gen speB es portado por todas las cepas de S. pyogenes, pero el grado de
expresion varia de cepa a cepa. Se ha considerado que SpeB se produce como una
pro-proteina secretada de 40 kDa, que se procesa posteriormente a la forma

madura de 28 kDa.33

Tiene un papel importante en la virulencia de S. pyogenes ya que tiene una

especificidad indiscriminada, se ha demostrado que esta molécula degrada la matriz
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extracelular, las citoquinas, las quimiocinas, los componentes del complemento, las
inmunoglobulinas y los inhibidores de la proteasa sérica por nombrar so6lo algunos
de los sustratos conocidos. Ademas, regula otras proteinas estreptocdécicas
degradandolas o liberandolas de la superficie bacteriana.®?

Recientemente, demostr6 aumentar la capacidad de S. pyogenes para invadir

células epiteliales de carcinoma alveolar humano.**

3.4.4.4. SpeC

La exotoxina pirogénica C (SpeC) como SpeA es mediada por un bacteriéfago y la
expresion es también muy variable. Recientemente, los casos leves de escarlatina
en Inglaterra y los Estados Unidos se han asociado con cepas positivas a esta

exotoxina.”*

El gen speC esta aproximadamente en el 50% de los estreptococos del Grupo A, al
igual que speA, se distribuye de forma desigual entre los tipos M. Por ejemplo, speC
esta presente en casi todos los SGA tipo M18, y es mucho menos comun en las

cepas M1y M3.

Produce una proteina de 235 aminoacidos que se procesa a una proteina
segregada de 208 residuos de 24,354 kDa de peso molecular, después de la

eliminacion de un péptido sefial de 27 residuos.

SpeC carece del sitio de unién de baja afinidad tipico de todos los superantigenos
conocidos. Por lo tanto, la union (en forma de dimero) con dos receptores de las

MHC de clase Il se encuentra mediado por una molécula de zinc.%®

3.4.45. SpeG

Hasta ahora, sélo unos pocos informes describen la mitogenicidad de la proteina
SpeG. Su hallazgo en Streptococcus del grupo C y G muestran que las cepas tienen
el potencial de producir sAg's y podria explicar su aislamiento de los pacientes con

sepsis y choque toxico.58
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SpeG recombinante de S. pyogenes se ha caracterizado como un potente SAg para

el huésped humano.

Se cree que los genes superantigénicos speG, spel y smeZ estan
cromosomicamente codificados. Sin embargo, smeZ y speG parecen haber
realizado una transferencia horizontal entre especies (S. pyogenes y Streptococcus
Grupo Cy G).%t

3.4.4.6. SpeH

Las exotoxinas pirogénicas SpeH y Spel de S. equi son altamente homélogas a sus
contrapartes SpeH y Spel (> 98%) de S. pyogenes, indicando otra transferencia

horizontal de genes entre esta especie a S. equi o viceversa.®

Curiosamente, ambos genes, no se encontraron estrechamente relacionados a S.
equi subsp. zooepidemicus y se sugiridé que la adquisicion de estos genes podria
ser un evento importante en la formacion de la cepa mas virulenta de S. equi de su

antepasado.

El aumento de la expresion de SpeH observada durante la adherencia de la bacteria
a las células faringeas sugiere ser necesaria, 0 €s un componente de un proceso

de infeccion.>8

3.4.4.7. Spel

Fue descrito por primera vez por McLaughlin et al., quién maped la localizacion del
gen spel en una posicion 5°del gen speH en la cepa tipo M1 de S. pyogenes,

determinando que estos dos estan juntos en el fago 370.2.46

Las formas recombinantes de Spel y SpeJ a concentraciones nanomolares, son
estimuladores extremadamente potentes de linfocitos humanos, lo que confirma su

papel como SAgs.

Spel y Sped se unen a la cadena B del MHC de clase |l pero no a la cadena a.®°
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Dentro de la familia de SAg’s bacterianos, se ha clasificado como perteneciente a
al grupo V, que se caracterizan por una extension unica, relativamente conservada,

de alrededor 15 aminoacidos.13

3.4.48. Spel

SpeJ contiene s6lo un residuo de cisteina, esta toxina no contiene una estructura
de bucle de cistina que se ve en muchos SAg’s. El gen speJ fue identificado junto
con speG en la Universidad de Oklahoma, estudiando la secuencia del genoma de
S. pyogenes tipo M1, se encuentra a nivel cromosomal y se considera que esta
presente en todas las cepas de SGA.>° Se ha reportado que speJ se esta perdiendo
en los linajes y que la region donde esta presente el gen probablemente sea un

remanente de un bacteri6fago.?’

SpeJ estimula un patron unico de células T humanas que llevan los subgrupos V3
(2, 3,12,14 y 17). Esto indica que tiene mayor homologia con SpeA, que estimula
VB (2,12,14y 15).%

3.4.4.9. SpeK

Tiene actividad pirogénica y letal, semejante a SpeA en casos de STSS. Es
codificada por el gen speK, se describid por primera vez en el serotipo M1. Este gen
se denomind mas tarde spek-M1. El nombre speK también se dio al gen designado

como speL.®

Los aislados del tipo M3 contemporaneos presentan el fago en el cual esta presente
el gen, ya que este no estaba en cepas M3 recuperadas antes de 1987, fue
identificado en la secuencia gendmica de la cepa MGAS315 del tipo M3 en el fago
315.4.10
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3.4.4.10. SpelL

Fue identificado en Japon después del andlisis de DNA en cepas de Streptococcus

pyogenes tipo M3.43

La region C-terminal de la secuencia de aminoacidos deducida de el gen spel tiene
una similitud de 48 y 46% con la toxina eritrogénica SpeC y el superantigeno SmeZ-

2, respectivamente.

Estimula células T con VB (1.1, 5.1 y 23.1) con una dependencia de moléculas de
MHC-11.%%

3.4.4.11. SpeM

Se une a MHC clase Il exclusivamente en la cadena 3 a través de un complejo de
unién a zinc. SpeM estimulan principalmente células T que expresan VB1.1.%°. Es
codificado por el gen speM, localizado en un fago adyacente al gen speL en SGA

tipo M18, estos genes no siempre se identifican juntos.*

3.4.4.12. Ssa

Es codificada por el gen ssa tiene un peso molecular de ~28kDa. Ssa estimula la
proliferacion de células T humanas que portan V1, VB3, V5.2 y VB15 en un MHC

clase ll-dependiente.®?

Se distribuye por toda la especie, entre 10 linajes clonales distintos. En muchos
casos, estos linajes difieren filogenéticamente en el caracter cromosomico general,

por lo tanto, no han compartido un ancestro comun reciente.®?
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4. JUSTIFICACION.

Los Streptococcus del Grupo C y G, se han considerado microbiota de la piel,
faringe e intestino humano, sin embargo, recientemente ha crecido el nimero de
casos clinicos donde se habla de infecciones invasivas similares a las de
Streptococcus pyogenes como; fascitis necrotizante, fiebre reumatica, neumonia,
sindrome de shock toxico etc. Los factores de virulencia como las exotoxinas
estreptocdcicas y la proteina M contribuyen al desarrollo de estas enfermedades,
facilitando la adherencia e invasion a la célula del hospedador.

Identificando la presencia de estos factores de virulencia en cepas de Streptococcus
Grupo C y G obtendriamos un panorama general de como han evolucionado estas

cepas a nivel molecular.

5. HIPOTESIS

La presencia de genes de virulencia de Streptococcus pyogenes en aislamientos
clinicos de Streptococcus de grupo C y G esta relacionada con la presencia del gen

emm Yy el tipo M que presentan.
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6. OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de los genes prtF, sic, smeZ, sof, speA, speB, speC,
speG, speH, spel, sped, spekK, speL, speM y ssa en 95 aislamientos clinicos de
Streptococcus beta-hemoliticos, 30 de grupo C y 65 de grupo G, con presencia del
gen emm, realizando su identificacion por la técnica de la PCR y su asociacion al

tipo M presente.

6.1. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el tipo M de las cepas de grupo C y G mediante el analisis de

restriccion del gen emm obtenido por la PCR.

e Realizar la busqueda de los genes prtF, sic, smeZ, sof, speA, speB, speC,
speG, speH, spel, sped, spekK, spelL, speM y ssa por medio de la técnica

molecular la PCR en las cepas clinicas de Streptococcus grupo Cy G.

e |dentificar el gen o los genes de virulencia con mayor prevalencia en las cepas

de Streptococcus Grupo Cy G.
e Correlacionar la presencia de los genes de virulencia de Streptococcus

pyogenes con los tipos M determinados en las cepas de Streptococcus de

grupo Cy G.
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7. MATERIALES Y METODOS.
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7.1. Seleccion de las muestras y su manejo

El laboratorio de Biologia Molecular de la Torre de Investigacion de la Facultad de
Medicina cuenta con 2,900 aislamientos clinicos de Streptococcus beta-hemoliticos
que provienen de diferentes Instituciones de Salud Publica, para este estudio se
seleccionaron cepas de Streptococcus pertenecientes a los grupos C y G, que
presentan el gen emm. En total se manejaron 95 cepas, 35 del grupo C y 60 del

grupo G.

La distribucién de las cepas se hizo con base al origen clinico de las muestras
(Figura 4).

Figura 4. Distribucién del origen clinico de las cepas estudiadas

OTROS

Otros
®m Exudados Faringeos

= Exudados Vaginales
® Exudados de Heridas con secrecion
= Urocultivos

Liguido sinovial

Secrecion Bronquial

Ochenta y cinco muestras (89.4%) son de exudados faringeos, 4 (4.2%) pertenecen
a exudados vaginales y 6 (6.3%) estan clasificadas con la etiqueta de “otros” por su
bajo nimero, ya que pertenecen a distintos origenes como; exudados de heridas,

secrecion bronquial, liquido sinovial y urocultivo.
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Las cepas se mantienen conservadas a una temperatura de -70°C en caldo de
infusion cerebro corazén (BHI) (BBL®) con glicerol al 15%, las cepas seleccionadas
se sembraron por estria cruzada en placas de Agar Sangre al 5% (BBL®). También
se realizé la determinacion del grupo de Lancefield, para la cual se utilizé el kit
PastoreX Strep™ (Bio Rad®), esto nos permiti6 corroborar que las cepas
pertenecian al Grupo C o G.

7.2. Extraccién de DNA

Para la realizacion de la extraccion de DNA en las 95 cepas de Streptococcus Grupo
Cy G, se uso el kit comercial DNeasy Tissue (Qiagen®).

Las cepas conservadas a una temperatura de -70°C en caldo de infusion cerebro
corazon (BHI) se descongelaron para su posterior siembra en placas de AS y se
incubaron durante 24 horas, a partir de estos aislamientos se obtuvieron de 3 a 5
colonias de cada una de las cepas a estudiar y se inocularon en 2 mL de caldo
Todd-Hewith (TH) (Difco®), incubando de 18 a 24 horas a 37°C en agitacion, y se

ajusto la suspension bacteriana a una concentracion de 2x10° células /mL.

Para cada muestra se tomo una alicuota de 1 mL de caldo bacteriano y se transfirid
a uno tubo Eppendorf de 1.5 mL, enseguida se centrifug6 a 7,500 rpm durante 10
minutos (Sigma®), descartando el sobrenadante y recuperando el paquete de
células bacterianas. Se agrego6 180 uL de buffer de lisis enzimatica con 20 mg/mL
de lisozima (Amresco®) y se agitd en Vortex 2 Genie (Scientific Industries®),

posteriormente se incub6 a 37°C por 30 minutos (Heldolph Unimax 1010®).

Transcurrido el tiempo se adicion6 25 uL de proteinasa K (600 mAU/mL) y 200 uL
de buffer AL, agitando e incubando a 70°C durante 30 minutos en Multi Blok Heater
(Lab-Line®), después se agregd 200 pL de etanol absoluto frio y se agito en el

vortex.

La mezcla de cada una de las muestras se transfirio a una columna de extraccion y
se centrifugaron a 8,000 rpm durante 1 minuto, descartando el sobrenadante,

posteriormente se agregd a la columna 500uL de buffer de lavado AW;
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centrifugando a 8,000 rpm durante 1 minuto descartando el sobrenadante, un
segundo lavado con 500 pyL de buffer AW centrifugando a 12,000 rpm por 3
minutos. Finalmente se transfirid la columna de extracciéon a un tubo nuevo
Eppendorf de 1.5 mL y se agregd a la columna 200 pL de buffer de elucion AE, se
incubd por 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugé a 8,000 rpm un minuto,

obteniendo el DNA en los tubos Eppendorf y conservandolos a 4°C.

Una vez obtenidos los DNA’s, se evalu6 la calidad y cantidad, observando por
electroforesis usando 3 yL de DNA en un gel de agarosa (Invitrogen®) al 1.0 %, en
TBE buffer 0.5x (TRIS-Boratos-EDTA) en la camara de electroforesis MiniSub-Cell
de Bio Rad® a un voltaje de 85v durante 30 minutos. El revelador fue Bromuro de
Etidio 10mg/mL (Search Organic®).

El gel de Agarosa se observo en un transiluminador de luz UV (Lab-Tech®) para

visualizar los DNA’s.

7.3. Reaccion en cadenade la polimerasa (PCR) e identificacion de genes
de virulencia.

Una vez obtenidos los DNAs de las cepas se procedio a realizar la técnica de PCR
para identificar los genes emm, prtF, sic, smeZ, sof, speA, speB, speC, speG, speH,
spel, speJd, spekK, spelL, speM y ssa, los primers utilizados para la amplificacion de
estos genes son los mismos que se utilizan para su deteccion en Streptococcus

pyogenes. (Tabla 2)

Las condiciones tanto fisicas como quimicas para llevar a cabo esta técnica se
encuentran estandarizadas en el laboratorio de Biologia Molecular para las cepas
de Streptocococcus pyogenes, por lo tanto, se uso la misma metodologia para las

cepas del Grupo Cy G.
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Tabla 2. Primers utilizados para la amplificacion de los genes de virulencia

Gen Secuencia del primer Tamafio del producto amplificado (pb)
emm F GGG AAT TCT ATT SGC TTA GAA AAT TAA 800-2000
R GCAAGTTCTTCAGCT TGTTT
prtF  F GGG GGG TAC CTT TTC AGG AAA TAT GGT TGAGAC A 200-600
R GGG GGG AAG CTT TCG CCG TTT CAC TGA AAC CAC TCA
sic F TAA GGA GAG GTC ACA AACTA 900
R TTACGT TGC TGA TGG TGT AT
smeZ F GAAGTA GAT AAT AAT TCC CTT CTA AGG 600
R AGT CAATTT CTATAT CTAAATGCCC
sof F GTATAA ACT TAG AAAGTT ATC TGT AGG 600
R GGC CAT AAC ATCGGC ACCTTCGTCAATT
speA F ATG GAA AAC AAT AAA AAA GTATTG 700
R TTACTT GGT GTT AGG TAG CTTC
speB F GTTGTC AGT GCA ACT AAC CGT 1700
R ATC TGT GTC TGATGG ATAGCT T
speC F ACCTAT CAT CAA AGT GAC TAT AAG AAA GAC 550
R CCCTTC ATT TGG TGAGTC AAATAAGTCTATTTG A
speG F GCT ATG GAA GTC AAT TAG CTT ATG CAG AT 400
R TTA TGC GAA CAG CCT CAG AGG
speH F TCTATC TGC ACA AGA GGT TTG TGA ATG TCC A 340
R GCATGC TAT TAA AGT CTC CAT TGC CAA AA
spel F AAG GAA AAATAA ATG AAG GTC CGC CAT 216
R TCG CTT AAAGTA ATACCT CCATATGAATTCTTT
speJ F GTTATAATAATCTTT CAT GGG TAC GG 540
R CTTTCATGT TTATTG CCATTG ATC GC
speK F TAT CGC TTG CTC TAT ACA CTA CTG AGA GT 230
R CCAAAC TGT AGT ATT TTC ATC CGT ATT AAA
speL F TTAGGATGGTTT CTG CGG AAG AGAC 600
R TTCCTCTTT CTC GCC TGA GCC GTG
speM F CTCTTT TAG CGG TAT CTG TTC 400
R TGTGTATCG CTT GCTCTAT
ssa F GTG CAC AAT TAT TAT CGATTA GTG 722
R GGT GAA CCT CTATAG CTATAG CTG AAG

F: Forward; R: Reverse

Para cada amplificacion se utilizé una mezcla maestra diferente como se muestra a
continuacion:
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Tabla 3 Mezcla de reaccion para amplificar el gen emm. Vol. Final 50uL

PCR del gen Emm

Reactivos Volumen (pL)
Buffer 10x (Roche®) 5.0
dNTP’s 1.25mM (Sigma®) 8.0
Primer emmg) 10uM 1.0
Primer emm ) 10uM 1.0
Taqg Polimerasa 5U/uL (Roche ®) 0.2
DMSO (Sigma®) 0.2
H.O ultra pura 33.6
DNA 1.0

Controles de Streptococcus pyogenes
= Cepa No. 2805

= Cepa No. 2807

Tabla 4. Mezcla de reaccion para amplificar el gen prtF. Vol. Final 15uL

PCR del gen prtF

Reactivos Volumen (pL)
Buffer A 10x (Vivantis®) 15
MgCl> 50mM 1.0
dNTP’s 1.25mM(Sigma®) 3.0
Primer prtFE 10uM 0.4
Primer prtF g 10uM 0.4
Taq Polimerasa 5U/uL (Vivantis®) 0.08
DMSO (Sigma®) 0.1
H->O ultra pura 7.52
DNA 1.0

Controles de Streptococcus pyogenes
=  Cepa No. 1155

= Cepa No. 1163

Tabla 5. Mezcla de reaccidon para amplificar los genes sic/sof. Vol. Final 15uL

Reactivos Volumen (uL)
Buffer S 10x (Vivantis®) 15
dNTP’s 1.25mM(Sigma®) 3.0
Primer sic 10uM 0.4
Primer sic (ry 10uM 0.4
Primer sof & 10uM 0.4
Primer sof gy 10uM 0.4
Taq Polimerasa 5U/pL (Vivantis®) 0.07
H.O ultra pura 7.83
DNA 1.0

Controles de Streptococcus pyogenes
= Cepa No. 2366

= Cepa No. 2536



Tabla 6. Mezcla de reaccion para amplificar los genes speA/speC. Vol. Final 15uL

PCR dual genes speA/speC

Reactivos Volumen (pL)

Buffer S 10x (Vivantis®) 15

dNTP’s 1.25mM (Sigma®) 3.0

Primer speAr 10uM 0.3

Primer speAr) 10uM 0.3

Primer speC 10uM 0.3

Primer speC) 10uM 0.3

Taq Polimerasa 5U/pL (Vivantis®.) 0.06

H.O ultra pura 8.24

DNA 1.0

Controles de Streptococcus pyogenes
= Cepa No. 2455

= Cepa No. 2776
Tabla 7. Mezcla de reaccion para amplificar el gen speB. Vol. Final 15uL

PCR del gen speB

Reactivos Volumen (pL)
Buffer A 10x (Vivantis®) 15
MgCl, 50mM 15
dNTP’s 1.25mM(Sigma®) 5.0
Primer speB) 10uM 0.5
Primer speBw) 10uM 0.5
Taq Polimerasa 5U/uL (Vivantis®) 0.06
DMSO 0.15
H->O ultra pura 4.79
DNA 1.0

Control de Streptococcus pyogenes
= Cepa No. 1338

Tabla 8. Mezcla de reaccidon para amplificar los genes speH/spel. Vol. Final 15uL

PCR dual genes speH/spel

Reactivos Volumen (pL)
Buffer S 10x (Vivantis®) 15
dNTP’s 1.25mM (Sigma®) 25
Primer speH 10uM 0.4
Primer speH) 10uM 0.4
Primer spelE 10uM 0.4
Primer spelr) 10uM 0.4
Taq Polimerasa 5U/pL (Vivantis®) 0.1
H2O ultra pura 8.3
DNA 1.0

Controles de Streptococcus pyogenes
= Cepa No. 2610

= Cepa No. 2612



Tabla 9. Mezcla de reaccion para amplificar los genes smeZ/spel/speG. Vol. Final

15uL

PCR multiple genes smeZ/spel/speG

Reactivos
Buffer A 10x (Vivantis®)
MgCl, 50mM
dNTP’s 1.25mM(Sigma®)
Primer smeZ) 10uM
Primer smeZg) 10uM
Primer speJF 10uM
Primer smeJ) 10uM
Primer speZw) 10uM
Primer smeZg) 10uM
Taq Polimerasa 5U/uL (Vivantis®)
H.O ultra pura
DNA
Controles de Streptococcus pyogenes
= Cepa No. 2522
=  Cepa No. 2805

Tabla 10. Mezcla de reaccién para amplificar los genes ssa/speK/spelL/speM. Vol.

Final 15uL

Volumen (pL)
15
15
4.0
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.1
4.5
1.0

PCR multiple genes ssal/speK/speL/speM

Reactivos
Buffer A 10x (Vivantis®)
MgCl250mM
dNTP’s 1.25mM(Sigma®)
Primer ssag) 10uM
Primer ssary 10uM
Primer speK 10uM
Primer smeKry 10uM
Primer speL ) 10uM
Primer smeL ) 10uM
Primer speM) 10uM
Primer smeM) 10uM
Taq Polimerasa 5U/pL (Vivantis®)
H-O ultra pura
DNA

Controles de Streptococcus pyogenes
= Cepa No. 2455

= Cepa No. 2776
=  Cepa No. 2815

Volumen (pL)
15
15
3.5
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.1
4.2
1.0
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el termociclador GeneAmp System
9700 (Applied Biosystems®), la mayoria de las muestras utilizaron el mismo
protocolo para su amplificacion, la uUnica diferencia fue la temperatura de

alineamiento, esto en funcién de los primers utilizados.

La reaccion de PCR que se programé en el termociclador consistié en 3 fases:
(Figura 5).

I.  La FASE INICIAL es la desnaturalizacion del DNA a una temperatura a 94°C
y consta de un ciclo de 5 minutos.
ll. La FASE DE REACCION de 30 ciclos comprende 3 etapas por ciclo:

a. Desnaturalizacion; separacion de las dos cadenas que forman la
molécula de DNA blanco, para lo cual se debe calentar el DNA a 94°C
por 60 segundos.

b. Alineamiento; La temperatura de alineamiento varia en funcion del gen
de virulencia que se desea identificar, consiguiendo que cada primer
se alinee de forma especifica a la secuencia complementaria dentro
de la cadena de DNA (60 segundos).

c. Elongacion; Es el ultimo paso y consiste en sintesis (replicacion) de la
cadena de DNA complementaria por accion de la Taq polimerasa, a
partir de la extension del extremo 5’ de cada primer. A una temperatura
de 72°C y un tiempo aproximado de 120 segundos.

lll.  La FASE FINAL sirve para complementar los productos amplificados a 72°C
por 7 minutos y posteriormente se disminuyé la temperatura a 4°C para

detener la reaccion.
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Figura 5. Técnica de PCR realizada para la identificacion de genes de virulencia

FASE INICIAL FASE DE REACCION FASE FINAL
30 CICLOS
94°C 94°C 72°C 72°C
5 min 60s g [ 120 | 7min
\
\ 50°C {/ \“‘a
Desnaturalizacion \ 47°C / Elongacion (,‘%“

T.amb i \

Alineamiento

Temperatura de alineamiento
=== == gen prtF
=smms== gen emm
m— cenes sic, smeZ, sof, speA, speB, speC, speG,
speH, spel, spel, speK, spel, speMy ssa.

La observacion de los productos de PCR se realizo con la técnica de electroforesis
utilizando agarosa (Thermo-Scientific®) a una concentracion de 1.7%. Por cada 100
ml de agarosa se le adiciono 2uL de Bromuro de Etidio 10mg/mL (Search Organic®)
como revelador. Se corrié el gel en la camara de Electroforesis MiniSub-Cell (Bio
Rad®) con buffer TBE 0.5x, se cargaron 5uL de cada muestra junto con el colorante
azul de bromofenol, cada conjunto de muestras tuvo se corridé con los controles

respectivos para cada gen y un marcador de 100 pb 0.5ug (Thermo-Scientific®).

Se ajustaron los parametros en la fuente de poder a 85v y 400mA durante 45
minutos. El gel de Agarosa se observé en transiluminador de luz UV (Lab Tech®) y
se capturé la imagen en el fotodocumentador EDAS290 (Kodak®) para su analisis

posterior.
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7.4. Cortes de restriccion y caracterizacion del gen emm.

Este proceso se llevd a cabo obteniendo los productos de PCR del gen emm,
determinando el tamafio molecular del producto obtenido con el software Kodak 1D
3.5.

El corte enzimatico se llevé a cabo utilizando la enzima Ddel. Esta enzima corta el
DNA cuando reconoce la secuencia 5'C| TNAG-3" (donde N puede ser cualquiera
de los cuatro nucleétidos comunes).

Se realiz6 una mezcla maestra para poder distribuirla en cada muestra, como se

presenta en la siguiente tabla.

Tabla 11. Mezcla de reaccidn para la digestion enzimatica con Ddel en productos del
gen emm Vol. Final 40pL

Reactivos Volumen (pL)
Buffer Tango 10x 4.0
Enzima Ddel 0.2
Producto de PCR del gen emm 35.8

Las muestras se incubaron a 37°C durante 18Hrs.

Para observar los cortes de restriccion se cargaron los 40uL en un gel de Agarosa
al 2.3% (Ultrapure Invitrogen®) con Br de Etidio 0.2ug/ml %, realizando una
electroforesis en la cdmara MiniSub-Cell (Bio Rad®), utilizando un voltaje de 70V

por 120 minutos.

Se identificaron los RFLP’s obtenidos, comparandolos con los RFLP’s de las cepas

de referencia del CDC, con el fin de asignar el tipo de M correspondiente.

Las cepas que no se lograron identificar por medio del corte de restriccion se
enviaron como productos purificados del gen emm al Instituto de Fisiologia Celular
(IFC) de la UNAM, donde se secuenciaron en un equipo automatizado ABI-3100 de

Applied Biosystems.
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El archivo electrénico de la secuencia enviado por el IFC se analizé con el software
EditSeq (DNAstar Madison Wis), el cual nos dio la secuencia de nucleotidos.
Teniendo la secuencia del gen emm se accedio a la pagina web del CDC (Centers
for Disease Control and Prevention) Streptococcus pyogenes, en el apartado de

Blast-emm & emm databases se introdujo la secuencia y en unos minutos se obtuvo

el analisis Blast de la secuencia enviada la cual es comparada con la base de

secuencias que se tiene para la identificacion del gen emm.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS

8.1. Extraccién de DNA

Para llevar a cabo la amplificacion del gen emm de las cepas de Streptococcus
Grupo C y G fue necesario realizar el aislamiento de DNA de cada una de ellas. De
acuerdo con el manual del Kit DNeasy Tissue de QIAGEN®, el procedimiento que
se utilizo estd disefiado para brindar una alta pureza y concentracion de DNA

pudiendo conservarse a temperaturas entre -25°C y -°15°C para un uso posterior.

Se procedié a correr las muestras en un gel de agarosa al 1% para observar el
rendimiento obtenido durante la extraccion y su pureza demostrada al observar

solamente una banda, como ejemplo se muestra la Figura 6.

DNA

Figura 6. Corrimiento electroforético
de DNA de Streptococcus de Grupo C
y G en gel de agarosa al 1.0%.

8.2. Amplificacion del gen emm y determinacién de los tipos M

Se llevo a cabo siguiendo la técnica de PCR utilizada en el laboratorio para

Streptococcus del Grupo A.

Realizada la amplificacion del gen emm se observaron variaciones en el peso

molecular que fueron desdé 875pb hasta 1811pb. (Figura 7).
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Figura 7. Amplificacién del gen emm
obtenidos por PCR. En el primer carril PM:
Marador 100 pb (Thermo-Scientific®), en el
segundo y tercer carril controles positivos
de Streptococcus pyogenes, los demas
carriles (4-16) pertenecen a las muestras
estudiadas de Streptococcus de Grupo C (4,
5y 13) y G (6-12 y 14-16). Los numeros
indican la cepa con la cual se trabajo.

Bisno & et al. mostré que la proteina M se puede encontrar principalmente en
aislamientos de S. dysgalactiae subsp. equisimilis de pacientes con faringitis aguda.
Se ha confirmado recientemente que las proteinas tipo M de los Streptococcus del
Grupo C participan en la patogénesis de la fiebre reumatica en algunas regiones

geograficas como el Norte de Australia.*°

La determinacion del tipo M se realiz6 tomando en cuenta dos caracteristicas: 1) el
tamafo molecular del amplificado del gen emm y 2) el analisis de los RFLP’s
obtenidos en la digestion enzimatica del producto del gen emm con la enzima Ddel
(Figura 8). Los patrones resultantes se compararon con los patrones de cepas de
referencia de los CDCs realizados en el laboratorio de Biologia de molecular de
Salud Publica, tanto para cepas de referencia de los grupos de Streptococcus del

grupo A como de Streptococcus del Grupo Cy G.
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—= 3000pb

== 1000pb

__ 500pb

_ 100pb

Figura 8. Carriles (2-14) cortes de restriccion de los
productos de PCR del gen emm en cepas de Streptococcus
de Grupo Cy G con la enzima Ddel. En el primer y dltimo
carril PM: Marcador 100 pb (Thermo-Scientific®. Los
numeros indican la cepa con la cual se trabajé.

En la Tabla 12 se puede apreciar que se encontraron 25 diferentes tipos M en 95
cepas de Streptococcus de Grupo C y G, fueron ordenados segun su frecuencia.

Se determino el tamafio de pares de bases promedio de el gen emm amplificado,

para cada uno de los tipos M.

Los 10 tipos M mas frecuentes fueron stG485 (13.6%), stG653.0 (10.5%), stG840.0
(10.5%), stC36 (7.3%), stC5345 (7.3%), stG6792 (7.3%), stC839 (7.3%), stG480
(5.2%), stG643 (4.2%) y stG2574.0 (4.2%). Representando el 77.4% del total de

cepas.

Algunos tipos M se encontraron solo en cepas de grupo C o G y otros en ambos,

como se muestra en la Figura 9.

13 tipos M se encontraron solo en cepas de Streptococcus del Grupo G y 5 tipos M

en cepas de grupo C.
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Tabla 12. Tipos de proteina M encontrados en Streptococcus de Grupo Gy C

Peso Grupo
Tipo M molecular (pb) Total
gen emm C G

stG485 1+1626.6 3 10 13
stG653.0 +1403.3 3 7 10
stG840.0 +1317.4 10 10
stC36 +1364.1 6 1 7
stC839 11454 .2 7 7
stC5345 +1260.2 7 7
stG6792 +1392.5 1 6 7
stG480 +1419.7 5 5
stG643 +1014.1 4 4
stG2574.0 +1542.2 4 4
stC74a +1500 2 2
stC1400 +1250 1 1 2
stG245.0 +1306.5 1 1 2
stG839 +1575 2 2
stG4831 +1425 2 2
stG6 +1470 2 2
stG166b 1360 1 1
StC-NSRT 2.0 1574 1 1
stG3060 1153 1 1
stG422 106 1 1
stC1376 1921 1 1
stG5420.0 1587 1 1
stG652.1 1277.4 1 1
stG120.0 1407 1 1
stC6979.0 1200 1 1
Total 35 60 95

Los tipos M stC36, stC74a.0, stG166b.0, stG245.0, stG422, stG480, stG485,
stG840, stG5420.0 y stG6792 coinciden con los resultados obtenidos por un estudio
en Israel donde se examinaron solo cepas del Grupo G provenientes de personas
con indices altos de bacteriemia en proceso de celulitis'®, mientras que las cepas

aqui trabajadas fueron de pacientes con un diagndstico de faringitis aguda.
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Figura 9. Distribucién de los 25 tipos M encontrados en cepas de Streptococcus
GrupoCy G
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La frecuencia en que se encuentran los genes emm en Streptococcus del Grupo C

y G, varia de acuerdo con la zona geografica que se estudie.

En el norte de Europa se estudiaron los casos de mortalidad por bacteriemia
causada por S. dysgalactiae subsp. equisimilis encontrando una mayor asociacion
a los tipos M stG643, stC6979, stG166b, stG11, stC74a, stG10, stG245, stG507-1,
stG840, stC9431, stG652, stG2078, stG62647, stC839.0 y stCK401 que son poco
comunes en comparacion con los tipos M comunes destacando a stG6, stG245,
stG480 y stG485.0, explicando que esto puede deberse a una respuesta humoral
previa. Mientras que a los tipos M comunes se les asocio con manifestacion de

celulitis e infecciones de piel y tejidos.5t

En el presente trabajo los tipos stG6, stG245, stG485.0 se identificaron en cepas

de Grupo C y G, aumentando la posibilidad de encontrarse frecuentemente.
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El tipo stG485.0 que se encontré con mayor frecuencia en este estudio, ha sido
aislado frecuentemente en Japon de cepas asociadas a infecciones invasivas, junto
con los tipos stG6792 y stG2078, mientras que stG10, stG6 y stC36 se observan

principalmente en casos no invasivos.3!

8.3. Identificacion de los genes de virulencia de S. pyogenes en
Streptococcus de Grupo Cy G.

Sesenta cepas de los 95 estudiadas mostraron poseer al menos un gen de
virulencia de los 15 genes estudiados, mientras que en 35 cepas no se observo la
amplificacion de ninguno de los genes estudiados.

En la Tabla 13 se puede observar el nUumero de cepas que dieron positivo a estos
genesy el tipo M que encontrado. El gen que se identificé con mayor frecuencia fue
prtF con 49.4%, seguido por spel (18.9%), speH (14.7%) y speM (12.6%).

Tabla 13 Relacién de los diferentes genes de virulencia con el tipo M encontrado.

Genes No.de Tipos de M
cepas
47 stC1400, stC36, stC5345, stC6792, stC6979, stC74a, stC839, stG120,
prtF stG245, stG2574, stG3060, stG480, stG4831, stG6, stG653, stG840,
stG5345.

spel 18 StC36, stC839, stG2574, stG653, stG6792, stG840, stG5345.
speH 14 stC36, stC839, stG4831, stG653, stG6792, stG840.

speM 12 stC36, stG485, stG653, stG6792, stG839, stG840.

speC 7 StC36, stC839, stG653, stG6792, stG5345.

speG 7 stC36, stC839, stG653, stG6792, stG840, stG5345.

speL 7 StC36, stC5345, stG485, stG6792

speK 3 stC36, stG6792

smeZ 2 stC839, stG6792

Sof 1 stG6792

speB 1 stG6792
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Los genes smeZ, speB, speC, speG, spekK, spelL y sof se detectaron en <10% de

las cepas. Mientras que los genes sic, speA, sped y ssa no fueron identificados en

este estudio.

Asimismo, se muestra la relacion que tienen los genes de virulencia con los tipos M

y el nUmero de cepas en las que se encontraron.

8.3.1. Gen prtF

De las 95 cepas estudiadas, 47 mostraron la presencia del gen prtF (11 son

Streptococcus grupo Cy 36 grupo G).

Como se muestra en la Figura 10, tanto en los controles utilizados como en las

muestras positivas se observaron amplificados de distinto peso molecular.

1000pb - —

500pb - -

100pb — -

Figura 10. Productos de
PCR del gen prtF en gel
de agarosa al 1.7%. En el
primer carril PM:
Marcador . 100 pb
(Thermo-Scientific®), en
el segundo y tercer carril
los controles positivos de
Streptococcus pyogenes,
carriles (4-7) pertenecen
alas muestras.
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La proteina F muestra una variacion en el peso molecular por un dominio de
repeticion (RD2) que se encuentra adyacente al extremo C-terminal de unién con la
célula. Este consiste en hasta 6 tipos diferentes de repeticiones entre 32-44

aminoécidos y se considera que media la unién a Fn.>*

En cepas de grupo C se observé una relacion entre la frecuencia en que se
encuentra el gen y el tipo M que presenta, resultando stC36, stG2574, stC74a,
stC839.0, stG653.0, stG245 y stC1400 los tipos M con mayor numero de
amplificados. (Figura 12).

Figura 12. Frecuencia del gen prtF en cepas de Streptococcus Grupo C con tipo M

especifico.

Numero de cepas (+) para gen prtF

1 1 1 /1 1 /1

stC36  stG2574.0 stC74a stC839.0 stG653.0 stG245 stC1400

Tipos M
prtF (+) SGC

Se amplificé el gen prtF en las cepas de Streptococcus Grupo G de tipo M stG840,
stC5345, stG6792, stG653.0, stG485, stG480, stG6, stG4831, stG3060, stG120.0y
stC6979.0 (Figura 13).
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Figura 13. Frecuencia del gen prtF en cepas de Streptococcus Grupo G con tipo M
especifico
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El 60% de cepas de Streptococcus del Grupo G dio positivo a prtF a comparacion

del grupo C con un 31%.

Los tipos M del Grupo G tuvieron una mayor relacién con el gen prtF, es decir al
menos el 50% de cada tipo M demostré tener el gen (a excepcion de stG485 con
40%). Esto podria hablar acerca de una asociacion entre tipo M y el gen prtF, para

el caso de Streptococcus del Grupo G.

Aun no existen estudios que reporten el comportamiento del gen prtF en cepas de
Streptococcus de Grupo C y G, por lo cual seria un tema en el cual valdria la pena
estudiar la relacion que tienen los distintos pesos moleculares del prtF con el tipo M

gue las cepas presentan y observar si estas siguen un patron de bandeo.

8.3.2. Gen sic/ sof

La proteina SIC inhibe la lisis mediada por el complemento y /o la actividad de

ciertos péptidos antimicrobianos (AMP). Se ha reportado presente en dos tipos M
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de S. pyogenes (M1 y M57).! Recientemente se ha descubierto un gen ortélogo al

gen sic llamado sicG en S. dysgalactiae subsp. equisimilis.®®

En este estudio no hubo ninguna cepa que amplificara el gen sic, sin embargo,
existe un registro en el laboratorio de biologia molecular, donde se identific el gen
en la cepa de referencia tipo M stG480 (SS1609), donde el analisis de su secuencia

revelo indicar tener el alelo sicl.63.

En cuanto al gen sof este se identifico en una de las 6 cepas tipo M stG6792 (#601)
en Streptococcus de grupo G (Figura 14). Cabe destacar que esta cepa fue positiva

a 11 de los 15 genes de virulencia estudiados.

Investigaciones han reportado una menor presencia de este gen en Streptococcus
de Grupo C (S. equi) que en Streptococcus de Grupo G (S. dysgalactiae, S.
anginosus, S. canis) con una homologia del 31-38% con la proteina SOF de S.

pyogenes.??

Seria de interés comparar la secuencia del gen sof de la cepa positiva con las

reportadas en el estudio de Courtney & Pownall 2010.%?

1000pb— —

500pb = —

Figura 14. Productos de
PCR dual de los genes
sic/sof en gel agarosa al
1.7%. Primer carril PM:
Marcador 100 pb
(Thermo-Scientific®),
segundo y tercer carril
son controles positivos
de Streptococcus
pyogenes, carriles (4-8)
son muestras, siendo 47
solo positivaparael gen
sof la n=601.



Se ha reconocido al tipo M stG6792 importante en Francia debido a que es una
cepa invasiva y prevalente mientras que en Japon se ha implicado en cuatro de

once casos de mortalidad por secuelas postinfeccion.

8.3.3. Genes cromosémicos.

8.3.3.1. Gen speB

El gen speB solo se encontré en una cepa (#601) de SGG tipo M stG6792. Se ha
reportado que su expresion esta modulada por varios reguladores globales de la

transcripcion y esta estrechamente coordinada con la expresion varios de genes.%?

Aun no existen reportes sobre la existencia del gen speB en Streptococcus del
Grupo Cy G, por lo cual este seria el primer hallazgo de este gen en una cepa de
SGG.

8.3.3.2. Genes smeZ, speGy speld.

Los genes de los sAg’s de S. pyogenes se asocian generalmente con bacteriéfagos,
con excepcion de smeZ, speG y sped, los cuales estan codificados
cromosOomicamente. Sin embargo, el gen speJ parece estar ubicado en una region
cromosoOmica inestable y esta ausente en varios aislamientos de S. pyogenes. Se
especula que el gen speJ se adquirio de un fago, se incorporé al genoma y

posteriormente se perdié en algunas clonas descendientes de S. pyogenes.?’

La identificacién de estos genes se realizd por medio de una PCR multiple dando

como positivo smeZ en dos cepas (601 y 762) y speG en 7 cepas (Figura 15).
El gen smeZ se encontro en 2 aislamientos de SGG (tipos M: stC 839.0 y stG6792).

Mientras que speG dio positivo para dos cepas de SGC (tipos M: stC36, stC839.0)
y cinco en cepas de SGG (tipos M: stG653.0, stG840.0, stG5345 y stG6792).
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1000pb —

500pb =

100pb =

Figura 15. Productos de PCR
multiple de los genes smeZ,
speG y sped en gel agarosa al
1.7%. Primer carril PM:
Marcador 100 pb (Thermo-
Scientific®), segundo y tercer
carril son controles positivos
de Streptococcus pyogenes,
carriles (4-9) son muestras
positivas alos distintos genes.

Podemos observar que solo 2 cepas de SGG tipo M: stC 839.0 (#762) y tipo M

stG6792 (#601) mostraron la presencia de ambos genes.

Si bien no hay muchos estudios acerca de la busqueda de estos genes en SGC y
SGG, hay reportes en Atlanta donde se realizd una identificacion de diversos alelos
del gen smeZ en cepas de Streptococcus Grupo C y G, encontrando 4 cepas
positivas de 21 exploradas; smeZ25(stG1389), smeZ17(stG245), smeZ2(stG480 y
stG2078).34Ningun de estos tipo M coinciden con nuestros resultados, pero son un
ejemplo de que posiblemente con el tiempo exista mayor cantidad de cepas que

presenten el gen smeZ en SGC y SGG.

De acuerdo con los datos obtenidos podemos hablar de que no existe una relacién

entre el grupo de Streptococcus (C o G).
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Sachse & et al. identificaron un gen que codifica una proteina similar a SpeG
(speG™®s) en 15 cepas de las 24 de SGC y SGG investigadas.®®

Recientemente se ha identificado speG en cepas de Streptococcus dysgalactiae
subespecie equisimilis con tipo M stG62647, pero se ha dado a conocer que este
gen no confiere actividad superantigénica, por lo cual no tiene correlacién con la
gravedad de la enfermedad.>*En un futuro se podria comparar las cepas aqui
presentadas que dieron positivas a speG con su actividad superantigénica y hacer

una correlacion con el tipo M.

8.3.4. Genes adquiridos por fagos

8.3.4.1. Genes speAy speC

El gen speA no se encontré en ninguna cepa de las 95 estudiadas, posiblemente
esto es debido a que el gen es especifico del genoma del bacteridfago T12 de S.
pyogenes.’® Aunque existen estudios donde se ha logrado encontrar a speA (speA2
y speA4), en cepas de SGG sin encontrar alguna relacion clara entre la gravedad

de la enfermedad y la presencia de este gen.%%’

Pocos estudios hacen referencia sobre la presencia de speC en cepas de SGC y
SGG, debido a los muy escasos resultados que se obtienen, tal es el caso de Kalia
& Bessen, que de 34 cepas de SGC y SGG solo fue positiva una.*>’En otro estudio
Behera & et al. también encontraron una cepa de Grupo G positiva para este gen

de 20 aislamientos de S. dysgalactiae subsp. equisimilis.®

El gen speC, se amplificé en el 7.3% de las cepas estudiadas (4 de SGC y 3 de
SGGQG), distribuidos en 5 tipos M diferentes. Figura 16
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100pb = =

Figura 16. Productos de PCR
dual de los genes speA 'y speC
en gel agarosa al 1.7%. Primer
carril PM: Marcador 100 pb
(Thermo-Scientific®), segundo
y tercer carril son controles
positivos de Streptococcus
pyogenes, carriles 4,69 y 10
son muestras positivas para el
gen speC.

En SGC , el gen speC amplifico en 2 cepas de tipo M stC36 y 2 cepas stC839.0,
para SGG, las cepas positivas que amplificaron el gen fueron los tipos M stG653.0,
stG5345 y stG6792. Los resultados obtenidos son muy parecidos a una
investigacion hecha en la India, donde se identifica el gen speC en 4.5% de las 131
cepas de SGCy SGG analizdas.5®

Llama la atencion algunas cepas de tipo M stC36, stG653 y stG6792 que poseen el
gen speC el cual es codificado a nivel cromosomal, también demostraron tener el
gen speG en un 4.2%. Este es otro dato que concuerda con la investigacién antes
mencionada donde hablan de una relacion entre speC y speG de 2.2%, en cepas
de tipo M stG245.0, stG866.0, stG1750 y stG6792. Esto es importante ya que
existen informes sobre la presencia de estos genes juntos en cepas aisladas de

portadores asintomaticos.>®
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Estos resultados nos hacen pensar que posiblemente exista una relacion entre el

gen speC y speG, por el momento no hay datos que confirmen esta teoria, la cual

seria un tema interesante de investigar sobre todo en cepas de SGC y SGG.

8.3.4.2. Genes speHYy spel

La identificacion de los genes speH y spel se realiz6 por medio de una PCR dual,

encontrandose al gen speH con una frecuencia del 14.7% y de spel en un porcentaje

de 18.9%. (Figura 17).

1000pb—

500pb—

100pb =

Figura 17. Productos de
PCR dual de los genes
speH y spel en gel
agarosa al 1.7%. Primer
carril PM: Marcador 100
pb (Thermo-Scientific®),
segundo vy tercer carril
son controles positivos
de S. pyogenes, carriles
4-7) son muestras
positivas para los genes
speHy spel.

En SGC se observaron positivos para los genes speH y spel en algunos
aislamientos con tipo M stC839, stC36, stG839, stG653.0 y stG2574.0. (Figura 18).

El 80% de estos tipos M de SGC contienen ambos genes.
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Figura 18. Frecuencia de los genes speH y spel en algunos tipos M de SGC
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Mientras que los tipos M stG840.0, stG653.0, stG4831, stG5345 y stG6792 de SGG
fueron positivos para al menos un gen. De estos el 55.5% contenian ambos genes.

(Figura 19)

Figura 19. Frecuencia de los genes speH y spel en ciertos tipos M de SGG
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Los genes speH y spel se han reportado juntos en la mayoria de las veces, debido
a que ellos se localizan en el mismo fago ®370.2 .2> Aqui no fue la excepcion, puesto
gue la mayoria de las cepas positivas demostraron tener ambos genes (stC36,
stC839, stG653.0, stG839, stG840, stG5345 y stG6792). En particular las cepas de

stC839 tienen ambos genes o ninguno, a diferencia de los demas tipos.
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La mayoria de las cepas positivas pertenecen al grupo C (8/14 para speH y 10/18
para spel), siendo semejante a una investigacion realizada al sur de la India, donde
se reportd la presencia de estos genes en 6 cepas de SGC de tipo M stC46.0 y en
una no tipificada.?Esto nos indicaria que el gen podria tener preferencia hacia cepas
de SGC.

8.3.4.3. Genes spekK, speL, speMy ssa

Finalmente se llevo a cabo una PCR multiple para la amplificacion de los genes
spekK, speL, speM y ssa, de estos el gen speM se identificd en 12 aislamientos, speL

en 7, speK en 3y 0 positivos para ssa. (Figura 20)

1000pb —

500pb —
speM

spek

Figura 20. Productos de PCR
multiple de los genes spekK,
speL, speMy ssaen gel agarosa
al 1.7%. Primer carril PM:
Marcador 100 pb (Thermo-
Scientific®), carriles (2-4) son
controles positivos de S.
pyogenes, carriles (5-9) son
muestras positivas.

El gen speK se encontr6 con una frecuencia del 3.1%, una cepa de SGC (stC36) y
dos de SGG (stG6792). Hasta el momento no hay reportes sobre la presencia de

este gen en cepas de SGC y SGG aislados de humanos, por lo que este podria ser
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uno de los primeros hallazgos, el cual daria la pauta para nuevas investigaciones
en la busqueda del gen speK en otras cepas de SGC y SGG. Se tiene la teoria de
que este gen esta involucrado en eventos de transferencia lateral de genes,

transfiriéndose de S. pyogenes a S. equi subsp. equi.*?

El gen speL indico una frecuencia del 7.3% en cepas de SGC y SGG, destacando
los tipos M stC36, stC5345, stG485 y stG6792. (Figura 21). Se puede apreciar que
la mayoria de resultados postivos fueron dentro del grupo G. Aun existen pocos
reportes que hablan sobre la busqueda del gen spelL en SGC y SGG. Babbar & et
al. mencionan un 2.2% de frecuencia en 45 aislamientos de SGC y 2.8% en 210
aislamientos de SGG.®

Figura 21. Distribucién del gen spelL en cepas de SGCy SGG
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El gen speM fue positivo para 12 cepas, siendo una frecuencia de 12.6%
detectandose en 6 tipos M: stC36(2), stG485(2), stG653.0(3), stG839(1),
stG840.0(2), y stG6792. (2) (Figura 22).

Igwe & et al. reportaron un estudio donde encontraron 5 cepas positivas de 21 (24%)
para speM en SGCy SGG, predominando el grupo G.3*Este predominio se presento

dentro del estudio obteniendo 9 cepas positivas al gen speM en SGG y 3 en SGC.
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Figura 22. Distribucién del gen speM en cepas de SGCy SGG
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Solo en 3 aislamientos se identificaron de manera conjunta los genes speL y speM,;
stC36, stG485 y stG6792. Indicando que su presencia no depende de un tipo M en
particular en SGC y SGG.

Hace pocos afios estos dos genes se identificaron en cepas de S. equi mediante el
andlisis de su genoma, denominandolos spelLse y speMse debido a su homologia
con sus contrapartes de S. pyogenes spelL y speM con identidades homologas en

sus nucleodtidos del 99% y 98.1%, respectivamente.*3

El gen ssa no logro ser identificado en las 95 cepas estudiadas de SGC y SGG, no
existen reportes en la literatura sobre su identificacién en estos grupos, hasta ahora
se ha encontrado en S. pyogenes en 10 tipos M (M3, M4, M12, M15, M23, M33,
M41, M43, M56 y M82).49:62

8.4. Relacion de los genes de virulencia de S. pyogenes en aislamientos
de SGCy SGG con su tipo M.

Después de realizar un andlisis minucioso para cada gen identificado de forma

individual, se prosigui6 a realizar un bosquejo mas general de la relacion que tienen

los tipos M con los genes de virulencia antes mencionados.
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Se agruparon solo las cepas que dieron positivas al menos para un gen de virulencia
por tipo M (que presenta gen emm) y el perfii de genes que amplificaron

respectivamente.

Resultaron un total de 43 perfiles, que mostraron la presencia de genes de virulencia
en 60 aislamientos tanto de SGC como de SGG de un total de 95 cepas. Esto nos
ayuda a visualizar la variacion genética entre tipos M. Las 35 cepas restantes no
amplificaron para ningin gen de virulencia, por lo que no se encuentran

mencionadas en la Tabla 14.

Los tipos M que presentaron 2 o mas genes de virulencia fueron: stG840.0, stC36,
stC839.0, stG653.0, stG6792, stC5345, stG485, stG839 y stG2574.0.

Dentro de cada tipo M se obtuvieron diferentes resultados en cuanto a la presencia
de genes de virulencia, demostrando que ningun gen es especifico del tipo M en
SGC y SGG, sin embargo, no podemos afirmar lo mismo al relacionar un tipo M con
la cantidad de genes encontrados.

Enla Tabla 15, observamos el nimero de cepas que dieron positivas para cada gen
de virulencia y a que grupo de Streptococcus pertenece, obteniendo mayor nimero
de cepas positivas por parte del grupo G, asi como una mayor cantidad de cepas

positivas para el gen prtF y una menor respuesta al gen sof, smeZ, speB, y speK.

No hubo producto de amplificacion de los genes sic, speA, sped y ssa en las cepas

estudiadas.

Hasta el momento no hay reportes donde exista comparativos sobre la busqueda
de estos genes en los dos grupos de SGC y SGG, la mayoria de los investigadores
se han enfocado mas en seleccionar un grupo de Streptococcus 0 en ocasiones
especifican una especie de Streptococcus a estudiar, no obstante, seria atrayente

la idea de estudiar ambos grupos a un nivel mas profundo.
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Tabla 14. Perfiles de los genes de virulencia relacionados con los tipos M de SGCy SGG.

Tipo M NUmero
(Total de cepas) | de cepas | Perfil | prtF| spel speH|speM speC speG| spelL speK smeZ sof speB
SstG6792(7) 1 1 + + + + + + + + + + +
StG6792(7) 1 2 +
StG6792(7) 1 3 +
StG6792(7) 3 4 +
StC839.0(7) 1 5 | + - 1+ 1 +«1 1 1«11 |
StC839.0(7) 1 6 | |
stC839.0(7) 2 7
StC36 (7) 1 8 --------
StC36 (7) 1 9
StC36 (7) 1 10
StC36 (7) 1 11
StC36 (7) 1 12
stG653.0(10) 1 13
stG653.0(10) 2 14
stG653.0(10) 1 15
stG653.0(10) 2 16
stG653.0(10) 1 17
stG653.0(10) 1 18
stG840(10) 3 19 | +
stG840(10) 1 20 +
stG840(10) 1 21 |+
stG840(10) 1 2 | o+
stG840(10) 1 23 |+
StG840(10) 2 24 | + |
stG485(13) 1 S I I I R D D T O D O e
StG485(13) 3 26+ | |
StG485(13) 1 27 [ [
stG839(2) 1 28 +
StG2574.0(4) 1 29 | +
StG2574.0(4) 1 30 @+ | |
StC5345(7) 3 I I I I D D D T N D O e
StC5345(7) 2 32 | + [
StC5345(7) 1 33
StG480(5) 3 34 | +
stC74a (2) 2 35 +
stC1400(2) 2 36+ | |
stG4831(2) 1 T2 HEE I I I D R D N D O e
StG4831(2) 1 38 | |
StC6979.0(1) 1 39 | + ----------
StG6(2) 1 40 | +
$tG120(1) 1 41 | + !-------!-
stG245.0(2) 1 42 o+
StG3060(1) 1 =1 IE I I D D R D D N N e
TOTAL 60
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Finalmente, la cepa #601 de SGG con tipo M stG6792 presentd 11 genes positivos

de los 15 estudiados, esta informacion es importante ya que nos da una idea de

coémo ha evolucionado la cepa al adquirir dichos genes.

Investigaciones recientes mencionan que stG6792 tiene una estrecha relacion con

infecciones invasivas y no invasivas de piel y tejidos blandos,’® también es asociado

al Sindrome de Shock Toxico.”?

Tabla 15. Relacion de la cantidad de cepas positivas de SGC y SGG con los genes
de virulencia.

Gen de virulencia | SGC | SGG
prtF 11/35 | 36/60
smeZ 1/35 | 1/60
sof 0/35 | 1/60
speB 0/35 | 1/60
speC 4/35 | 3/60
speG 2/35 | 5/60
speH 8/35 | 6/60
spel 10/35 | 8/60
speK 1/35 | 2/60
spelL 1/35 | 6/60
speM 3/35 | 9/60
ssa 0/35 | 0/60
sic 0/35 | 0/60
speA 0/35 | 0/60
spel 0/35 | 0/60
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9. CONCLUSIONES

La presencia de genes de virulencia en Streptococcus de grupo C y G no esta

relacionada con el tipo M (gen emm) que presentan.

Veinticinco diferentes tipos M fueron identificados en las 95 cepas de Streptococcus
de Grupos C y G, siendo stG485, stG653 y stG480 los mas frecuentes.

Los genes de virulencia prtF, smeZ, sof, speB, speC, speG, speH, spel, spekK, speL
y speM se lograron detectar en los aislamientos clinicos de SGC y SGG.

Se identificé por vez primera la presencia de los genes prtF, speB y speK en cepas
de SGCy SGG.

El gen prtF con 49% de frecuencia, representd el factor de virulencia mayor

encontrado en las cepas estudiadas.

Los tipos M que mostraron una mayor cantidad de genes de virulencia son
stG2574.0, stG6792, stC839.0, stC36, stG653.0, stG840.0, stG485, stG839 y
stC5345.

Cuarenta y tres 3 diferentes perfiles genéticos fueron determinados relacionando el

tipo M con los genes identificados.
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