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Resumen 

En este estudio se utilizaron 248 cepas clfnicas de Streptococcus 

pyogenes. 207 provenfan de pacientes con faringitis y 41 de cuadros no 

faringeos. ambas se obtuvieron de diversos hospitales de la Ciudad de México. 

Las cepas fueron identificadas previamente como Estreptococo (Beta 

Hemolftlco) del Grupo A por técnicas microbiológicas y pruebas de 

coaglutinación comerciales. El DNA genómico fue extraido utilizando un Kit 

comercial de la marca QIAGEN. el cual se basa en lisis de la bacteria con 

proteinasa K y una serie de amortiguadores que promueven la unión selectiva 

del DNA a una membrana de silica gel. Este DNA genómico fue sometido a la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) con el objeto de detectar la 

presencf., de los genes speA (exotoxina plrogénica A). speC (exotoxlna 

pirogénica C), sic (proteina estreptococcica inhibidora del complemento), sof 

(lipoproteinasa) y prtF (proteina F asociada a adhesión e inclusión celular). 

Posteriormente el producto de la PCR se corrió en un gel de agarosa para 

observar el resultado de la amplificación. Al término de la electroforesis se 

tomó una fotografia digital del gel y se creó una base ~e datos con los 

resultados obtenidos, entre los que destacan las frecuencias de los 5 genes: 

speA 12.9%. speC 72.9º/o. sic 19.3%, sof63.3º/o y prtF 58o/o. 

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

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

serotipos más virulentos de S. pyogenes. 



Introducción 

1. Planteamiento del Problema 

La importancia de este estudio radica en la necesidad de contar con 

información suficiente sobre la epidemioiogia de S. pyogenes en la Ciudad. de 

México (Cd. de México), ya que éste es un agente causal de diversas 

enfermedades que van desde las locales, tales como la faringitis, hasta las 

Invasivas como la fiebre escarlatina. 

Es importante determinar la prevalencia de los serolipos de S. pyogens 

en la Cd. de México, asl como la frecuencia de los genes asociados a su 

virulencia, ya que existen muy pocos estudios sobre ello en dicha ciudad, aún 

cuando este tipo de aspectos son altamente estudiados en otras partes del 

mundo. 

Esta información permitirá entender la relación que existe entre los 

diferentes serotipos de S. pyogenes y el tipo de enfermedad que producen. asf 

. como fa distribuclór:,1 de dichos serotipos en diferentes hospitales de la Cd. de 

México. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo General 

Determinar la prevalencia de los genes speA, speC, sic, sof y prtF en 

cepas ciinicas de S. pyogenes aisladas en diferentes .hospitales de la Cd. de 

México y relacionarla con los serolipos estudiados de S. pyogenes. 

2.2 Objetivos Particulares 

Aislar el DNA de 248 cepas ciinicas de S. pyogenes, utilizando un kit de 

purificación que permita una mayor estabilidad del DNA para establecer un 

banco de DNAs de la bacteria. 

Establecer las condiciones óptimas de amplificación de los genes speA, 

speC, sic, sofy prtF mediante la técnica de la PCR. 

Realizar la búsqueda de los genes speA, speC, sic, sof y prlF en las cepas 

ciinlcas de S. pyogenes. 



Establecer la asociación entre Ja frecuencia de los genes speA, speC, sic, 

sor y prtF con los serolipos de S. pyogenes prevalentes en la Cd. de 

México. 

Determinar Jos serolipos de S. pyogenes asociados a faringitis y a 

enfermedades no faringeas en la Cd. de México. 

Determinar Ja distribución de los serotipos prevalentes de S. pyogenes en 

diferentes entidades de salud de la Cd. de México. 

3. Hipótesis 

Si la presencia de los genes de virulencia (speA, speC, sic, sor y prtF) 

úe Streptacoccus pyogenes están determinados por su serolipo, entonces el 

conocer el ·genotipo de cada uno de los serolipo nos permitirá asociarlos con 

su prevatencia y de forma indirecta con el origen clínico del aislamiento. 
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l. MARCO TEÓRICO 

1. Generalidades sobre Streptococcus sp 

Los estreptococos son bacterias esféricas Gram positivas que por lo 

general forman pares en cadenas durante su crecimiento. Se distribuyen 

ampliamente en fa naturaleza, algunos son miembros de la flora normal 

humana y otros ocasionan fiebre reumática, glomerulonefritis, sindrome del 

choque tóxico estreptococclco y otros padecimientos. Elaboran varias 

sustancias extracelulares y erizlmas que son necesarias para su 

supervivencia, provocando destrucción de células hospederas, evadiendo la 

respuesta Inmune~ inactivandO a los antibióticos <17>. 

1. 1 Clasificación 

Durante muchos años Ja clasificación de los estreptococos se ha 

basado en tres diferentes características: 1) morfologia de la colonia y 

reacciones hemolitlcas en agar-sangre: 2) especificidad serológica debida a 

componentes presentes en la pared celular (clasificación de Lancefield) <19> y la 

cápsula; y 3) reacciones bioquímicas y resistencia a factores qulmicos y 

rlsicost 17>. 
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1. 1. 1 Tipo de hemólisis 

Los .estreptococos pueden presentar tres tipos de hemólisis debido a la 

capacidad que tienen de producir enzimas que degradan algunos 

componEtntes sangulneos. El primero de ellos es la hemólisis Incompleta. 

conocida como alfa (a), se manifiesta con un halo muy pequeflo de color 

verdoso alrededor de la colonia en placas de agar-sangre y es peculiar en 

Streptococcus pneumonlae y en el grupo Viridans. El segundo es la hemólisis 

completa, conocida como beta (p), en la cual el halo es de mayor tamaflo y 

transparente, tal como lo evidencian las colonias de Streptococcus pyogenes. 

Por último, existen estreptococos que no pueden lisar eritrocitos. por lo que se 

les denomina no hemolilicos, tales como S. bov1s<22 >. 

1. 1.2 Clasificación serológica de Lancefield 

La clasificación serológica de Lancefield agrupa a los estreptococos en 

1 B grupos y está basada en las diferencias en la composición de los 

carbohidratos denominados de grupo. los cuales se encuentran anclados en la 

pared celular y representan el 10o/o del peso seco de la célula. Los más 

importantes son para el grupo A, ramnosa-N-acetilglucosamina, el del grupo B, 

ramnosa-glucosamina, el del grupo c. ramnosa-N-acelilgalactosamina, el del 

grupo O, ácido glicerol teicoico y el del grupo F, glucoplranosii-N-
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acetilgalactosamina. Debido a su alta inmunogenicidad, es fácil detectarlos con 

sueros especlficos<17>. 

1.1.3 Pruebas bioqulmicas 

Este tipo de herramientas permite identificar a algunos grupos de 

estreptococos; por ejemplo, S. pyogenes (Grupo A) es el único sensible a 

0.04U de bacilracina; los del grupo B dan positiva la prueba de CAMP; los de 

grupo C se pueden diferenciar mediante fermentación de azúcares y los de 

grupo O con la prueba de PYR. esta prueba también es útil para identificar S. 

pyogenes<22>. 

S. pneumonie es alfa-hemolitico y no puede ser clasificado por 

serologfa porque no cuenta con el carbohidrato de grupo necesario; para 

detectar su presencia se utilizan discos de optoquina, ya que son sensibles a 

e11a<22>. 

1.1.3.1 Fundamento de las pruebas bioquímicas 

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

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



Enterococcus. La morfologla y el tamatio de la colonia se utiliza para 

diferenciar estas bacterias<22>. 

Prueba de CAMP: Los estreptococos de grupo B producen una protefna 

extracelular difuslble (factor CAMP), la cual slnerglza la acción de la llslna 

producida por S. aureus que lisa los eritrocitos<22>. 

2. Streptococcus pyogenes 

2.1 Principales Infecciones 

En el presente estudio se trabajó únicamente con estreptococos del 

grupo A (EGA), cuyo representante es Streptococcus pyogenes, éste es el 

principal estreptococo patógeno para el humano y se asocia a: 1) invasión 

local, produciendo faringitis estreptococcica, sinusitis, otitis, artritis. pioderma 

estreptococcico, impétigo, erisipela y celulitis; 2) invasión sistémica, causando 

fascitls necrolizante, bacteremla, fiebre escarlatina, y sindrome del choque 

tóxico estreptococcico; y 3) trastornos inmunitarios posteriores a la infección, 

generando fiebre reumática y glomerulonefrills aguda<21 >. 
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2.2 Caracterfsticas morfológicas 

S. pyogenes es una bacteria esférica, aunque en algunos cultivos viejos 

se pueden observar formas ovoides; su diámetro es de 0.5 µm y se agrupa en 

cadenas, si bien en muestras biológicas se les puede encontrar en pares. cabe 

seftalar que en cultivos liquidas las cadenas son más largas. Sus colonias son 

grandes ( > 0.5 mm ) y éstas pueden ser mucoldes o no mucoldes<221. 

2.3 Estructura 

2.3.1 Cápsula 

La pared celular de S. pyogenes está recubierta por una cápsula de 

ácido hialurónlco, que contiene moléculas repetidas de ácido glucurónlco y N

acetilglucosamina. Ésta no es inmunogénica y evita la fagocitosis de las 

bacterias al actuar como una barrera flslca entre las proteinas opsonizantes 

del complemento que se han unido a la superficie bacteriana y la superficie de 

las células fagocfticas. La cantidad de cápsula que puede producir S. 

pyogenes varia en cada cepa. por lo que algunas colonias se ven mucoides y 

otras no<21 >. 
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2.3.2 Pared celular 

La pared celular de S. pyogenes está formada principalmente por 4 

componentes: protefnas. polisacáridos, peptidoglicano y ácido lipoteicoico<21 >. 

2.3.3 Carbohidrato "C" 

El carbohidrato .. C" ct13 S. pyogenes es un poHm0ro de ramnosa con N

acetilglucosamina, que corresponde al azúcar inmunodominante. Se encuentra 

unido al peplidogllcano a través de grupos fosfato que contienen como 

compuesto orgánico principal al glicerol 6 al ramnosll-glicerol'18>. 

2.4 Protelnas superficiales 

S. pyogenes también se caracteriza por la presencia de proteínas 

superficiales como las de la familia de protefnas M, las cuales promueven su 

adherencia y le ayudan a evitar la fagocitosis, y las proteinas de unión a 

fibronectina. como la proteina F, la cual le permite adherirse, colonizar e 

invadir las células epiteliales humanas bajo diferentes condiciones 

ambientales<ª>. 
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La.protelna T es especifica de grupo y llega a fungir como marcador 

epldemiológlco en las cepas que no expresan la protelna M. Hasta la fecha no 

se ha dilucidado el papel de esta protelna en la virulencia de S. pyogeneS.21 >. 

2.5 Productos extracelulares 

Los productos extracelulares de S. pyogene.s son: 1) exotoxinas 

pirogénicas, las cu_ales interaccionan con el sistema Inmune del hospedero 

(Induciendo citocinas). desempeñándose como 

superantlgenos; 2) estreptolisinas O y S, las cuales lisan leucocitos, plaquetas 

y eritrocitos, ~.cas.lonandO :;. la '.· liberación de enzimas lisosomales; la 

estreptolisina S no es inmunogénica, en cambio la estreptolisina O induce la 

formación de anticuerpos; 3) esa peplidasa, la cual degrada al componente 

esa del complemento; y 4) DNAasa, que hidroliza el DNA libre de la céluia111l. 

3. Factores de virulencia 

En general, la virulencia de los estreptococos del grupo A está 

determinada por la capacidad de las bacterias para adherirse a la superficie de 

las células epiteliales, evitar la opsonización y Ja fagocitosis. y liberar una 

· variedad de toxinas y de enzimas. La adherencia a las células del huésped, 
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está mediada por más de 10 antígenos bacterianos, siendo los más 

importantes el ácido lipoteicoico, la protelna M y la proteina F. En el modelo de 

adherencia para S. pyogenes. la fase inicial es una interacción débil entre el 

ácido lipoleicoico y la región amino terminal de la fibronectlna localizada en la 

matriz extracelular de las células epiteliales. La fase posterior Implica a la 

protelna M, la protelna F y a otras adheslnas que Interaccionan con receptores 

especificas de las células del huésped <••l. 

3.1 Proteina M 

3.1.1 Estructura 

Uno de los principales factores de virulencia de S. pyogenes es la 

proteína M, la cual tiene la apariencia de prolongaciones semejantes a pelos 

de la pared celular; esta proteina presenta una forma de bobina enrollada que 

separa los dominios funcionales. esta estructura permite gran número de 

cambios en las secuencias, en tanto mantiene la función:· por ello, los 

determin.antes antigénicos de la protelna M pueden cambiar con facilidad<17>_ 

El extremo carboxllo de la protelna M está anclado a la membrana 

ciloplasmática y está muy conservado entre los estreptococos del grupo A. El 

extremo amino, que se extiende a través de la pared de la célula hasta la 
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superficie celular, es el responsable de la variedad antlgénica observada entre 

los 124 serolipos de la protelna M 111 >. 

3. 1 .2 Supeñamilla de genes emm 

Además de la protelna M, algunas cepas de S. pyogenes presentan 

otras protefnas superficiales parecidas a M. Los genes que codifican para 

éstas, muestran una identidad del 70% con el extremo 5' del gen emm, por lo 

que se les denomina la superfamilia de genes emm. Por lo menos 20 genes 

han sido Identificados en este grupo. La identidad entre estos genes 

corresponde a tres dominios distintos en la molécula de la protefna M: 1) el 

dominio H. el cual sirve para anclar la protelna a la membrana, 2) el dominio 

asociado al peptidoglicano y 3) el dominio asociado a la pared celular. Estos 

dominios son altamente conservados entre todos los productos de los genes 

de la superfamilia emm en comparación con otras regiones de las moléculas 

expuestas en la superficie. Estas protelnas parecidas a M pueden tener 

propiedades funcionales de unión a inmunoglobulinas o ayudar a la 

antifagocitosis<ª>. 
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3.1.3 Mecanismo de virulencia 

Las principales funciones de virulencia de la protelna M consisten en 

facilitar la adherencia de S. pyogenes e Inhibir la opsonización y la fagocitosis. 

Esto se sabe por estudios en los que la ausencia de protelna M permite una 

rápida fagocitosis del estreptococo. Se ha demostrado que al introducirse el 

gen emn1 a cepas de estreptococos que no lo conlenlan, se aumenta de forma 

notoria la resistencia a la fagocitosis<ª>. Esto sucede cuando una i,3-globulina 

sérica, (conocida como factor H), se une en la región conservada de la 

protelna M, éste factor. que regula la vfa alternativa del complemento, puede 

eliminar el componente C3b, con lo que se previene la fagocitos1s<21 >. 

3.1 .4 Clases de protelna M 

Las moléculas que conforman la protelna M se han dividido en dos 

clases: 1 y 11. Esta división está basada en la reacción con anticuerpos contra la 

región intermedia de la protefna M: la de clase 1 presentan un epltope 

expuesto, mientras que la de clase 11 carece de este epltope, por lo tanto, no 

reaccionan con estos anticuerpos. Aunado a esto. los serotipos que contienen 

la protelna M clase 1 son factor de opacidad negativos (SOF -), mientras que 

los de clase 11 son SOF (+) <•>. Este factor de opacidad se explicará más 

adelante. 
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Al parecer. la protefna M desempeña una función importante en la 

patogenia de la fiebre reumática. ya que los dominios antigénicos conservados 

de la protelna M clase 1 inducen la formación de anticuerpos que dan reacción 

cruzada con el músculo cardiaco humanac11>. Otras estructuras de la bacteria 

como la N-Scelil glucosamina, las proteinas de 67k0a y la protelna semejante 

a actina han sido también relacionadas con cruces antigenicos<11 >. 

3.2 Exotoxinas plrogénlcas 

Varios mecanismos de virulencia de S. pyogenes parecen estar 

asociados a Ja patogénesis del sfndrome del choque tóxico estreptococcico, a 

la Invasión de tejido suave y piel y/o a Ja fascitis necrozante. Estos factores de 

virulencia son las exotoxinas pirogénicas 6 toxinas eritrogénicas: su peso 

molecular (PM) es bajo. (generalmente menor de 30.000 Da), son 

termoestables y relativamente resistentes a la degradación proteolitica<11 >. 

Actúan como superantfgenos, es decir. son mitogénicas para linfocitos T, 

aunque sin ser procesadas por las células presentadoras de antigenos, lo que 

genera una sobreproducción de linfocitos T. En resumen, éstas exotoxinas se 

unen a las cadenas Jl del receptor de células T (TCR) después de que su otro 

extremo lo ha hecho a las moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad de clase 11 (MHC-11) expresada.- en los linfocitos B, 

monocitos y células dendrlticas; ello incrementa la proliferación de los linfocitos 
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T, y por ende, la liberación de grandes cantidades de citocinas inflamatorias, 

tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), TNF-13. interleucina 1 (IL-

1 ), IL-2, IL-6 y el lnterferón gama (INF-y); de esa manera las exotoxinas de S. 

pyogenes son responsables de las más severas manifestaciones del slndrome 

del choque tóxico estreptococcico y de la fiebre escarlatina<ª>. 

Las exotoxinas plrogénlcas de S. pyogenes han sido asociadas a una 

gran diversidad de actividades biológicas: reacciones eritematosas de la piel, 

plrogenlcldad, mitogenlcidad, citotoxicidad, cardiotoxicidad y alteración de la 

barrera cerebral, entre otras. Los genes que codifican para las toxinas A y C se 

localizan en elementos genéticos móviles, por lo que es importante determinar 

su frecuencia en las cepas que afectan a una determinada zona geográfica<33>. 

3.2.1 Exotoxina pirogénlca A (SpeA) 

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

para la exotoxina SpeA, se encuentra en el bacteriófago T12 y, en 1997, 

McShan et a1<20>. demostraron que dicho bacteriófago se inserta en el gen del 

RNA1 para serina del genoma de S. pyogenes. La SpeA es producida por S. 

pyogenes en cantidades muy variadas, que van desde 1 119/mL hasta 3 Jtg/mL; 

la razón de esta variabilirlad aún es desconocida. Para que la SpeA origine la 

fascitis necrozante requiere de la colaboración de la SpeB (cisteln-proteasa) y 
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de hemolisinas: al margen de ello, muestra capacidad para formar complejos 

'con endotoxinas las cuales resultan letales para los linfocitos T. lo que podrfa 

explicar la desaparición de las células del sistema Inmune en pacientes que 

han sufrido de choque tóxico estreptococcico c11 ,_ 

3.2.2 Exotoxina plrogénlca B (SpeB) 

Esta exotoxina es codificada por el gen speB, el cual es constitutivo de 

S. pyogenes, tiene actividad proteolitica, por lo que es capaz de degradar la 

vitronectina. la fibronectina y al precursor de Ja IL-1. Se le considera como 

f;=,ctor de virulencia, ya que los ratones inoculados intraperitonealmenle con 

cepas SpeB ·(-)no resultan tan afectados como los infectados con clonas SpeB 

(+). Además, estudios recientes han revelado que mutantes de S. pyogenes 

carentes de SpeB son incapaces de dañar el tejido y producir infección 

invasiva. La toxina SpeB también corresponde a un superantigeno, ya que 

estimula la proliferación de linfocitos T <11 >. 

3.2.3 Exotoxina pirogénica C (SpeC) 

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

sobre la SpeC es mucho menor; ésta es de baja lnmunogenlcldad, por lo que 
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llega a tardar hasta dos años. con inoculaciones periódicas, para que un 

animal de laboratorio monte una respuesta inmune contra ella. Además, es 

producida en muy bajas cantidades, es menos estable que la SpeA y la SpeB, 

y su purificación es dificil debido a su fuerte unión al ácido hialurónico. El gen 

de la SpeC reside en un bacteriófago lisogénico, tal como ocurre con el de la 

SpeA<11 >. 

La SpeC también está epidemiológicamente asociada al desarrollo de 

enfermedades Invasivas estreptococcicas, tales como el choque tóxico 

estreptococclco. Se ha demostrado que las cepas de S. pyogenes M1B 

implicadas en fiebre reumática la producen. aunque su papel en esta 

enfermedad aún no esta determinado <11 >. 

3.2.4 Otras exotoxinas pirogénlcas 

Se han identificado otras exotoxinas pirogénJcas denominadas SpeG, 

SpeH, SpeJ, SpeK, SpeL. SpeM, SSA, SMEZ, y SMEz-2<31 >. Esta última es un 

potente modulador de la respuesta de linfocitos T contra S. pyogenes. En la 

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

SpeL.(7) 
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3.3 Protelna estreptococcica inhibidora de complemento (SIC) 

El gen sic codifica para una protelna extracelular de 31 kDa, secretada 

en grandes cantidades (5 mg/L aprox.). Esta protelna es capaz de inhibir al 

complemento, bloqueando el sitio de inserción del complejo C5b67 en la 

membrana<9 >: fa presencia de esta protelna contribuye a la persistencia 

bacteriana en las vlas respiratorias altas de los mamlferos<1•>. Este gen rue 

descrito en 1996 por Akesson et. a1.<1> quienes solamente fo encontraron en los 

serotipos M1 y M57. La secuencia del gen sic en M1 se tomó como referencia. 

En 1997 Parea et. a1c29> encontraron un alto polimorfismo de este gen en cepas 

mexicanas del se ro tipo M 1, reportándose actualmente hasta 300 alelos de 

sicf.16
• 

2 ª>. Todos los estudios relacionados se han efectuado con cepas de S. 

pyogenes M1. ya que este serotipo siempre contiene el gen sic en su genoma. 

Al parecer. aparte de Ja inhibición del complemento, puede tener otras 

funciones patogénlcas como inhibición de la lisozimal9 > e inhibición de péptidos 

antibacterianos<12>. La presencia del serotipo M1 está asociada con cuadros 

Invasivos de S. pyogenes<8 >. 

3.4 Factor de opacidad del suero (SOF) 

El gen sof codifica para una lipoproteinasa capaz de degradar ciertas 

protefnas presentes en el suero humano. por lo que se le denomina Factor de 
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Opacidad del Suero (SOF). Esta protelna también recibe el nombre de Sibil, 

ya que se· puede unir a la fibronectina, lo que representarla un factor de 

virulencia adicional para las cepas que lo expresan'25>: aproximadamente el 

50% de los serolipos de M son sofposilivos, Incluidos el M 2, 4, 8, 13, 22, 49, 

59, 62 y 76; en cambio, los serotipos M 1, 3, 5, 6, 12, 14, 18, 19, 24, 55, 57 y 

80 normalmente son sof (-), por lo que la detección del gen sof ayuda a la 

tipificación de S. pyogenes <•>. 

3.5 Protelna F 

S. pyogenes, asl como otras bacterias tiene la capacidad de unirse a la 

fibronectlna; ésta es una gllcoprotelna multifuncional que tiene varios dominios 

a los que se unen compuestos tales como la colágena, la fibrina, la heparina y 

la actina. La fibronectina se encuentran a lo largo de todo el cuerpo humano, 

especialmente en la piel, que es donde podrla iniciarse la infección. Uno de los 

factores que se ha visto favorece la unión de S. pyogenes a dicha fibronectina 

es la protelna F también llamada Sfb 1 (Streptococcal fibronectin binding 1). El 

gen que codifica para esta protelna se le denomina prtF <25>. 

Se ha visto que la protelna F interviene en la adherencia e invasión a 

las células eplteliales. un proceso en el que también están involucrados la 

protelna M y otros antfgenos bacterianos. Se considera que la internalización 
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E""n la célula es importante tanto para el mantenimiento de las Infecciones 

persistentes (ej. la faringitis estreptococcica recurrente) como para la Invasión 

de los tejidos profundos<21 >. 
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11. PARTE EXPERIMENTAL 

1. Cepas cllnicas de S. pyogenes 

Las "248 cepas cllnicas se obtuvieron de diferentes entidades de salud, 

Tabla 1 y los direrentes serotipos. asf como el número de cepas de cada uno 

se muestran en Ja Tabla 2. 

Hospilnl 

Centro Médico Nncionnl S. XXI, IMSS (CMN) 

HoRpitnl Gnbriel Mnncern, IMSS (HGM) 

Jlospilnl Gonzulo C;,-Rtnfl~dt;; ISSSTE (MGC) 
. -. ·~: . 

l Jospilnl Lópcz Mnt~Ós, !SSS'l'E (IJLM) 

1 nslituto Nncionnl de cii~~iologíu (INC) 
•, ... - . -.. 

Instituto Nncionál -de Pedintrín (JNP) 

Instituto Nacional "-d·~ ·E.-~f~i~cdndes Respiratorias (INER) 

Centro de Sn!uÚ•t~r:li~ CCSM) 

Centro de Snlud-~nst;o Vi.Ihigrnnn (CSCV) 

Hm•1>itnl Médica Sur (l·JMS) 

Totnl 

#de cepas 

16 

16 

75 

19 

6 

51 

10 

11 

7 

37 

248 

Tnhln L Número de ~epas··,¿h.tcnidnR por hospital en Ja Ciudad de 1\iléxico. 
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Alelo Se ro tipo #Cepas ('M•) Alelo Serotipo #Cepas (%) 

C11l11ll Mi 46 21.5 e11111i41 M41 1 0.4 

enun.2 M2 14 6.5 e11i111.49 M49 ,2 0.9 

e11i111:1 M3 13 6.1 e11111159 M59 1 0.4 

e111n14 M4 22 10.3 e11un75 32 15.0 

C11l1116 M6' 20 9.3 Cl1l11l77 3 1.4 
'' .. -:' 

e11un J J · Mll 2 0.9 et1ún.89:· 3 1.4 

e11111il 2 · Ml2 40 18.7 .:Sü'b~,r~~~1 213 100 
,.,·.-

Clll.11122 M22 5 2.3 Sin.'l'ipificnr (S / 'l') 35 
"c.)" :>:\·_-;;;_ 

-··· 
4.'2:' 

"'':- ,·-e· .. ~~--;·;-_,_.·. : 

e11111128 M28 9 
_,._ 

'-Total' 248 

. . . . -. ' - . . . . . 

'rnbln 2. Ccpns· de S. 'pyOiic11eS utilizadas en el estudio 111ostrndns por alelos 

del gen e111m .• si1 ¿¡;~:res)~Onc1i~ilte scrotipo M y el porcentaje que ocupa cada 

uno. 

La tipificación de las cepas de S. pyogenes fue estableclada 

previamente c.orl base al análisis de fa secuencia del alelo del gen emrn <10>. 

Debido a la relación que existe entre el alelo del gen emm con el tipo 

serológico de la protefna M (3. 
32> y siendo actualmente la forma en la que las 

cepas de S. pyogenes son tipificadas se conviene. para una mejor 

comprensión del texto. referirse a los alelos emm como serotipos M. 
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2. Material y equipo 

Cámaras de electroforesis Sub-cell GT BioRad, Wide mini-sub® cell GT 

Bio-Rad y Bromma 2013 Miniphor LKB 

Fuentes de Poder Power Pac 300 Bio-Rad y BRL Model 4000 Ufe 

Technologies lnc 

fncubador para tubos Multi-Block Heater Lab-Line 

Horno de Microondas Panasonic 

Vórtex Genie 2 Sclenlific Industries 

Balanzas digitales E-400 Ohaus® y Explorer Ohaus® 

Lámpara de luz UV Macro Vue Uvis-20 Hoefer 

Termociclador GeneAmp'"' PCR System 9700 PE Applied Biosystems 

Cámara digital Kodak DC290 Zoom 

Software Kodak 1 O 3.5 v 

Computadoras Compaq Presario 2284, Compaq Deskpro 4000 y Toshiba 

Satellite 1803 

Material General 

Micropipetas Labsystems y Gilson 1, 2, 10, 20, 100, 200. 1000 µL 

Puntas desechables 10. 200, 300 y 1000 µL 

Tubos eppendoñ 0.2, 1.5 mL 

Cajas Petri desechables. Guantes desechables. Probetas, Matraces. 

Espátulas. parafilm 
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3. Reactivos y medios de cultivo 

BHI Bioxon 

Blood Agar Base Difco 

Sangre desfibrinada de carnero 

Bacto- Tood-Hewitt Broth Difco 

Glicerol JT Baker 

Kit de coaglutinación Pastorex Strep Bio-Rad 

Agua ultrapura estéril 

Kit de Extracción DNeasy"' Tissue Kit (2SO) QIAGEN INC 

Amortiguador de corrida TBE 1 X, Agarosa lnvltrogen y Life Technologies 

Colorante de corrida 6X, marcador de peso molecular 100 pb Fermentas 

Bromuro de etidio Sigma 

Taq poiimerasa 1000 U (SU I µL) Altaenzymes 

Taq poiimerasa 2SO U (SU / µL) lnvitrogen 

MgCl2 SO mM Altaenzymes e lnvitrogen 

Taq Rxn Buffer 10X Altaenzymes e lnvitrogen 

Primer speA1 y speA2 Biosynthesis 20 ODU (100 !MI 

Primer speC1 y speC2 Biosynthesis 20 ODU (100 !MI 

Primer sic1 y sic2 Biosynthesis 20 ODU (100 IMJ 

Primer sof1 y sof2 Biosynthesis 20 ODU (100 IMJ 

Primer prtF1 y prtF2 Biosynthesis 20 ODU (100 !MI 
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4. Metodologla 

Las cepas estudiadas se sembraron en placas de agar sangre de 

carnero para verificar la pureza y a partir de las colonias obtenidas se 

realizaron pruebas de sensibilidad a 0.04 U de bacitracina y pruebas de 

coaglutinación para comprobar que realmente se tratara de cultivos de S. 

pyogenes. Las cepas se conservaron a -70 ºC en BHI /glicerol (15%). 

4.1 Crecimiento de cepas de S. pyogenes. 

Se utilizó caldo Todd-Hewltt (T-H) para crecer las cepas, incubándolas 

por 24 h. a 37 ºC. A partir de este cultivo se realizó la extracción del DNA. 

4.2Preparaclón de buffer de lisis enzimática 

Se adicionaron 4 mg de lisozima a 200 i.•L de agua deslonizada. 

obteniéndose una concentración final de 20 mg/mL. Este medio se prepara 

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

enzima. 
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4.3 Extracción de DNA 

Se usó un kit de extracción de DNA de la marca OIAGEN<30>, el cual se 

basa en la lisis bacteriana con proteinasa K y una mezcla de amortiguadores 

que aumentan la afinidad del DNA bacteriano por una membrana de silica gel 

que permite separar el DNA del resto de los componentes celulares. El DNA 

·obtenido es muy estable, se obtiene en cantidades y pureza suficientes para la 

PCR. La técnica de extracción se describe en el diagrama 1. 

·-w· 
Cepa S pyognnos 

on caldo T.H. 

Atticinnnr lodo 
n la columna 
do m1trnccl6n 

8000 rpm 

f;. 
1mln. 

7500rpm 

f.;. 
10min 

Agitar con 
VOrtox 

Adicionar a la 
columna 500 J•L 
deBufrorAW1 

Adicionar 180 11L 
de buffer lisis 

enziméllca 

l 
·r 
\.e:_) 
\/ 

Sedimento 

INCtJRAR -3rC/30mln, 

Adicionar 25 J•L protelnesa K 
y 200 µL de Buffer AL 

l 
.f~~ 

\& 
l 

Adicionar 200 J•L 
EIOH absolulo frfo 

INCUBAR 
7o•c I 30 mln. 

8000 rpm 

~ 
1 mln. 

Adicionar a la 
columna 500 J&L 
daBufferAW2 

Ma1C.Vel. 

~ 
3mln. 

·'='·· .. w ~rpm INCUBAR 
T.amb / 1 mln. 

Adicionar a la 
columna 200 f1L 

deBulferAE 
(Eluci6n) 

,; 
Recolectar el ONA 
disuelto en lubos 

dn 1.5 mL v n.s mL 

1 mln. 

Fig.1. Dingrnn1n de extracción del DNA de cepas de S. pyoge11es 
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4.4 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

La PCR se trabajó con un volumen final de 30 1•L (Tabla 3). Una vez 

preparados los tubos se colocaron en el termocJclador. 

Hcnctivo Volu"rnen- ·-
1120 ultrnpurn 2ó:1s 1•L 

dNTP. s (1.25 mM) 51•L 

An1ortigundor. 3µL 

Prhner 1 .0.6µL 

Pritner 2 0.6¡ÍL 

'J1'.1q J?Oli rncrnsá '0.15 ¡<L 

DNA 0.5¡<L 

Totnl 30¡<L 

'I'nbla 3. Mezcla de reacción puro In PCR por muestro. 

La técnica de la PCR consta de tres etapas. cada una con diferente 

temperatura; en la 1ª etapa sube hasta 94ºC I 50 seg. para desnaturalizar el 

DNA; en la 2ª etapa, la .. temperatura de alineamiento"' varia dependiendo del 

primer que se utilice, encontrándose comúnmente entre 30 y 60ºC / 50 seg. 
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n1omento en que el primer se alinea con la secuencia de DNA deseada: y en la 

3ª etapa se incrementa a 72ºC I 90 seg., temperatura óptima para que la 

enzima polimerasa termorresistente replique el segmento de DNA por 

ampUflcar27>. 

E.stas 3 etapas corresponden a un ciclo de reacción que se repite 

secuencialmente 30 veces; al lérmino se logra oblener un incremento de 106 

veces la secuencia molde Inicial ' 2 ''(Flg. 1 ). 

La temperatura de alineamiento usada para los genes speA. speC, sic y 

sor, fue de 50ºC y para el gen prlF 60ºC. 

Fusc iniciul 

T.amb. 

t••usc de rcucción 
' (30ciclos) 

94•c. ·94·c 

l'imfn so•c 
so·c 

l••usc finnl 

72•c 72•c 

""" 7tnln 

••c 

Fig-. 2 Dingrama ·de··_f:.c~i'i>c~~.fur.~S_ utilizadas para Ja PCR. En la fase inicial 

el tcrn1ocicla.dor:hj.~~~~i~-~t\·t~:-in;Íempc~aturn a 94ªC durante 5 ntin. lo que 

n~P.gurn que to~o: el ')?~A~.·;·~~-"de~,~~turnlice antes de iniciar In fase de 

rencción (ntnplificnción)~ ~espués de 30 ciclos de reacción. la tempcrnturn se 

nutntienc n 72ªC d_~rn,nte 7 n1in .. para garantizar que la polimerasn tern1ine 

In i;;ínteRÍR de todos Jos frngrnentos de DN.t:.. .. 
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La· secuencia de los primers utilizados en este estudio se muestra en la 

Tabla 4. 

Gen Secuencio Referencia 

RpeA 5' ~A'l'GGAAAACAJ\'l'AAAAAAGTATTG-3 ' 

5' -·rJ'AC'l"J'GGTG'rl'AGG'J'AGC'l"l'C-3' 

speC 5' -ACC'l'ATCATCAAAGTGACTA'l'AAGAAAGAC-3' 

sic 

Rn{ 

s• -CCC'l''l'CA'rrraaTGAGTCAAATAAG'l'CTA'Jw1wra.A~3· 
5' -TAAGGAGAGGTCACAAACTA-3 ' 

5' -'l'l'ACG'rl'GCTCTATGOTGTAT-3' 

5' -G'l'A'l'AAAC'rl'AGAAAGT'l'ATC'l'G'l'AGG -3 ' 

5' -GGCCA'l'AACATCGGCACC'rl'CG'l'CM'l''.l'. -3 

23 

6 

28 

4 

}JrtF 5' -GGGGGGTAccrrrTCAGGAAATATGGTTGAGACA -3. 24 

5' -GOGGGGAAGCT'rrcaccG'.M'TCACTGAAACCAC'l'CA -3' 

TnbJu 4. Sccucncius de Jos prirncrs utilizntlos ¡i'ar~.··cr~é:tunr Ju PCR de los 5 

gene~ de virulencia estudiados pnrn S. p;yoge11es. 

4.5 Electroforesis 

Para Identificar los productos de la amplificación se realizaron 

electroforesis en agarosa. La concentración del gel para los genes speA. 

speC, sic y soffue de 1.5 % (p/v); se pesaron 3 g de agarosa y se les adicionó 

200 mL de H20 deslonlzada. En cuanto al gen prtF, se necesitó una 

concentración de 2.5% (p/v), ya que el tamaño de los productos de 
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amplificación es pequeflo (200-600 pb). La disolución de la agarosa se efectuó 

en un horno de microondas y cuando la temperatura era de aproximadamente 

45ºC, se adicionaron 9 11L de bromuro de etidio (0.5 mg/mL), procediéndose a 

mezclarlos. Antes de que solidificara por completo la agaros~ se vació en un 

molde del tamaflo de gel requerido y se dejó solidificar. Una vez solidificado, el 

gel se introdujo a la cámara de electroforesis llenada previamente con 

amortiguador TBE 1 X. Antes de· cargar los productos de la PCR en el gel, 

estos se mezclaron con un coi~~~·ri:~e de corrida para saber cuando detener la 

electroforesis. El voltaje qúe ·se::-~so'.füe de 100 v. 
- ,. ;'_·~,'}:·~:' . 

';<;·;:,,. ~ 

4.6 Revelado de la electrofores.ls 

El bromuro de etidlo se Intercala entre el DNA y se hace visible al entrar 

en conta~to con luz UV; por ello. para revelar el resultado de la electroforesis. 

el gel se colocó sobre una lámpara UV. 

4.7Foto digital 

Por último, se tomó una foto del gel con cámara digital, la imagen se 

almacenó en la computadora para su análisis posterior. 
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5 Resultados y discusión 

5.1 Análisis de los productos de la PCR para cada gen. 

Las cepas d0 S. pyogenes que presentaron el gen que codifica para la 

exotoxina pirogéniCS A (speA), se obtuvo un producto de amplificación con un 

peso molecular de aproximadamente 700 pb; mientras que las cepas que 

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

pb (Foto 1). 

Foto l. Gel de ognrosn ( l.5 '}í,). lm:; cnrrilcs 1~35 

rnucstrnn el tntnnfio de los productos de Ju PCR para los 

genes N/"-'A y R/)(•C: Pl\.1 es el 111nrcndor de peso 1nolecuJur 

de too ph. 
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E11 cuanto a las cepas de S. pyogenes que contenfan el gen sic 

mostraron un producto de amplificación cercano a 900 pb; por lo que respecta 

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

(Foto 2). 

Fo lo 2. Gel de ng-nroRn ( t .G'}ó); JoH currilcR 1-3G 

tnucslrnn el Lnmnrio de los productos de Ju PCR pnrn 

loR genes sic y xu[: PM es el ninrcndor de peso 

rnulcculnr de 100 ph. 

Por úllin10, en relación con el gen prtF se determinó que el peso 

molecular del producto amplilicado varia desde 200 hasta 600 pb; algunas 

CP.[las presentaron un producto de la PCR de 100 pb para este gen (Foto 3). 
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vnrinhilidnd do Jo}; producto::; de In PCH parn el gen 

/Jl'fF. PI\:I e~ 11rn1·t•1ulor ele peso 1noh•eulnr dp 100 ph. 

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

de S. pyogenes. 

Después de deternlinar la presencia de los genes speA. speC. sic. sof. y 

1utF para las 248 cepas encontrarnos los siguientes porcentajes: 

TESIS CO~l 
. FALLA DE ORIGEN' 
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Genes #de Cepas 

identificados positivos Porcentaje 

RpeA 32 12.9 

speC 181 72.9 

sic 48 19.3 

so{ 157 63.3 

prtF 144 58 

'rnbln 5. Frecuencin de genes detectados por In PCR ·en las cepas clínicas 

de S. pyogenes. 

5.2. 1 Análisis de la presencia del gen speA 

El gen speA. que codifica para la exotoxina pirogénica SpeA fue 

detectado en 32 de las 248 cepas analizadas. representando el 12.9 % (Tabla 

5). Este gen fue identificado en cepas que pertenecen a los serotipos M1. M2. 

M3, M4 y M2B representando un tercio de los serotipos analizados (Tabla 6). 

De las cepas positivas para speA, cerca del 85 º/o correspondieron a 

aislamientos de S. pyogenes de los serotipos M1 y M3 (21 y 6 

respectivamente): sin embargo. considerando el tamaño de fa población total 

de M1 y M3 notamos que la presencia de este gen fue menor al 50% [M1 

(21/46) y M3 (6/13)). La presencia de dicho gen en estos serolipos da Idea de 
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Serolipo 1\-1 
No. ce Jos 

f!lll.111. J 

e11u11.2 

(46) 21· (40) 

. (7) 

e111.11z4 

e11111i6 

(14) 

(13) ·.·· <6 · ·' c4ci>; · 
.. (22) l ., ::.~~)' 

(20) ·:~ . < 
C!lll/11.} 1 (2).0' ':," . 
Cl1Utl.)2 

e11u-i22 (5) 

emm28 (9) 

e111111.41 (1) 

e111111.49 (2) 

Clll/1159 (1) 

C!lll.111. 75 (32) 

emm 77 (3) 

e111.111.89 (3) 

S / T (35) 

1 (11) 

2 

o 
12 

13· 

20 

Hl 

2 

38 

(13) 

(80) 

(100) 

(91) 

(95) 

(100) 

(95) 

(20) 

7 (78) 

(100) 

(50) 

32 (100) 

3 (100) 

3 (100) 

23 

Total ( 248) 32 (12) 181 (72) 

sic 

44 

4 

48 

('%) 

(96) 

HOf ('Yo) prtF (%) 

(2) 1 

14 

1 

(100) 1 ·(7) 

(8) 

22 

1 

2 

39 

(100) 21 (95) 

(5) 19 ... (95) 

.ClOO) ·'2 

(98) 24 

5 . (100) 5 

9 (100?. 9 

1 

2. (100) 

(100) 

·coa> 
(100) 

(100) 

(100) 

1 (100) 1 (100) 

32 (100) 32 (100) 

3 (100) 3 (100) 

3 (100) 2 (07) 

22 24 

( 19) l 58 (03) 144 (58) 

Tnbln 6. Distribución de los genes speA, speC, sic. sofy prtFen 15 scrotipos 

de S. pyogenes de origen clínico. 
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la capacidad de virulencia con respecto a las demás clonas. por lo menos en lo 

que respecta a la producción de la exotoxina pirogénlca SpeA. 

Sólo un aislamiento de los serotlpos M2. M4 y M28 mostró la presencia 

del gen speA. representando en conjunto 10% de prevalencia de dicho gen. El 

5% restante corresponde a dos cepas que se encuentran en proceso de 

tipificación; las cuales podrían pertenecer a los serolipos M1 o M3. 

5.2.1.1 Prevalencia del gen speA en aislamientos clfnicos de S. 

pyogenes se ro tipo M 1. 

Debido a que el serotlpo M1 presentó el mayor número de cepas con el 

gen speA. se realizó un análisis comparativo del origen de las cepas con la 

presencia de este gen Tabla 7. Todas las cepas M3 analizadas provienen de 

pacientes con faringitis. , 

Serotipo 
(#cepas) 

M 1 (46) 

Aislamientos 
FaringeOs 

34 

speA 
(+) 

13 

% 

38 

Aislnrnientos 
No Faríngeos 

12 

spcA 
(+) 

8 

o/o 

67 

Tuhlu 7. Rclnción entre el origen de las cepns del scrotipo Ml de S. pyogenes 

y el ~en npcA • 
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En los aislamientos de S. pyogenes pertenecientes al serotipo M1 la 

presencia del gen speA fue observada tanto en cepas faringeas (38%) como 

en cepas no faringeas (67o/o). La presencia de este gen en cepas provenientes 

de cuadros faringeos refleja la importancia epidemiológica del serotipo M1. La 

oportuna eliminación de estas cepas en la comunidad puede contribuir a 

disminuir el desarrollo de procesos invasivos desericadenados por este 

serotipo, ya que se ha visto tiene la capacidad de iniciar infecciones faringeas 

y continuar con cuadros invasivas'",. 

La prevalencia del gen speA detectada en los aislamientos no faringeos 

Indica el papel que puede jugar dicho serotlpo en la patogénesis de esta 

bacteria. 

Aparentemente, la frecuencia del gen speA entre los diferentes 

serotlpos M de S. pyogenes puede variar de acuerdo al origen de las cepas. 

En un estudio realizado en los Estados Unidos (con 63 cepas provenientes de 

faringitis y de cuadros invasivos), se demostró que aparte del serotipo M28, las 

cepas faringeas pertenecientes a los serotlpos M12, M77 y M89 presentaron el 

gen speA, mientras que para las cepas invasivas el gen speA fue detectado en 

los serotipos M1, M2, M3, M4, M6, M59 y M75 <13>. Estos datos difieren 

considerablemente con resultados reportados previamente en cepas 

Mexicanas. ya que en 1997, un estudio con 54 cepas de niños con faringitis 

reveló la presencia del gen speA únicamente en los serotipos M1, M3 y M6'20>, 
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esto último ·concuerda con nuestros resultados, a pesar de que ninguna cepa 

del tipo M6 presentó el gen speA. 

5.2.2 Análisis de la presencia del gen speC 

Como se observa en la tabla 5, el 72.9 o/o de las cepas analizadas 

presentan el gen speC. Si excluimos del análisis de este gen a las cepas 

correspondientes al serotipo M1, donde se observa un fenómeno de exclusión 

con el gen speA, podrfamos decir que más del 90% de las cepas analizadas 

presentan el gen speC. lo que nos indica su alta prevalencia entre Jos 

diferentes serotipos de S. pyogenes; con excepción de la cepa del serotipo 

M59, todos los demás _s~rotipos encontrados en este estudio presentan 

mayoritariamente este gen (Tabla 6). 

En las cepas pertenecientes al serotipo M22 este gen solo se detectó en 

un 20% (1/5). De forma similar, en el serotipo M49 se detectó en un 50% (1/2). 

Esto nos demuestra que la presencia de speC puede variar aún en el mismo 

serolipo (Tabla 6). 

Después del análisis anterior podemos decir que en el presente estudio 

el 93% de los serolipos (14/15) estudiados tienen el gen que codifica para la 

exotoxina pirogénica SpeC. 
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El patrón de exclusión para las cepas M 1, antes mencionado, se hizo 

evidente porque el 46% de las cepas (21/46) fueron speA positivas, el 13% 

(6/46) speC positivas y el 41% restante (19/46) no tuvo en su genoma ninguno 

de los dos genes, por lo que M1 contiene la información genética para Ja 

producción de solo una exotoxina pirogénlca, ya sea SpeA o SpeC. 

En las cepas del serotlpo M3 observamos que, a diferencia de M1, el 

46% de las cepas (6/13) presentan los dos genes (speA y speC), por lo que el 

incremento en la virulencia de ~J13 podrla estar asociad-:> a la presencia de 

ambas exotoxinas. Los resultados obtenidos para M3 son similares a los 

reportados en estudios realizados en Estados Unidos, donde se observó que 

los serotipos M1 y M3 contenlan ambos genes <33>. 

Esto nos indica que los mecanismos de virulencia entre M1 y M3 son 

diferentes, se sabe que los serotlpos son genéticamente distintos y la función 

de muchos de estos elementos genéticos esta siendo estudiada para entender 

los diferentes niveles de virulencia de cada serotipo <2 • 5 >. 

5.2.3 Análisis de la presencia del gen sic. 

El gen que codifica para la proteína estreptococcica inhibidora del 

complemento (S/C) fue identificado en 48 aislamientos, todos 
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correspondientes al serolipo M1. Este gen ha sido descrito en los serotipos M1 

y M57<14
•29> .Y de acuerdo a la tabla 1, el porcentaje detectado del gen sic en el 

presente estudio fue de cerca del 19 % de la población _total analizada, era de 

esperarse que la frecuencia de este gen fuera la misma a la del serolipo M1, 

sin embargo en dos cepas no fue detectado, podemos suponer que debido al 

gran número de variantes alélicas descritas actualmente para el gen sic (> de 

300), los prlmers utilizados no fueron capaces de unirse al gen por lo que este 

no se amplificó. Se propone confirmar esta teoria utilizando primers que se 

localicen fuera del gen sic a manera de poder secuenciar estas regiones para 

caracterizar las variantes alélicas del gen para estas cepas M1. 

Cuatro cepas identificadas como sic positivas se encuentran en proceso 

de tipificación< 10>, suponemos que serán identificadas como M1. debido a que 

la prevalencia del serotlpo M57 en cepas clinicas es muy baja. 

La determinación del gen sic por la técnica de la PCR puede servir para 

Identificar de manera Inmediata cepas del serollpo M1 de S. pyogenes. 

5.2.4 Análisis de la presencia del gen sof 

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

reportado entre el 40 ºlo y el 60 º/o de Jos serotipos de S. pyogenes <4 >. Este gen 
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fue detectado en el 63.3% de las cepas estudiadas (Tabla 5). Las cuales 

correspondieron al 73% de los serotipos anallzados(11/15), por lo que 

podemos deducir que en la población mexicana predominan los serotipos de 

S. pyogenes sofposllivos (Tabla 6). 

Los serotlpos encontrados en este estudio que han sido reportados 

previamente como sofpositivos son: M2, M4, M11, M12, M22, M28, M49, M59, 

M75, M77 y M89 y como negativos para este gen: M1, M3, M6 y M41, con lo 

que observamos que no existe discrepancia entre lo reportado en la literatura y 

lo encontrado en cepas mexicanas, excepto para tres aislamientos de los 

serotlpos M1, M3 y M6 (Tabla 6), en los que después de repetir Ja PCR bajo 

diferentes condiciones el genotipo sof positivo se mantuvo, esto genera la 

necesidad de secuenciar el gen amplificado en estas cepas y corroborar su 

presencia en el genoma. El hallazgo del gen sof en cepas tradicionalmente 

identificadas como sof (-) podrfa resultar de Importancia en el conocimiento de 

los mecanismos de virulencia de S. pyogenes. 

5.2.5 Análisis de la presencia del gen prtF 

El gen prtF que codifica para una proteina asociada a la adherencia de 

la bacteria a la fibronectina se detectó en el 60o/o de los aislamientos 

estudiados. Aunque el gen prtF es constitutivo, al Igual que el gen sof, no 
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todos los serotipos de S. pyogenes cuentan con él. reportándose su presencia 

en cerca del 50 % de los serotipos de S. pyogenes <24>. Los serotipos que 

presentaron el gen prtF son: M4, M6, M11, M12, M22, M28, M41, M59, M75, 

M77 y M89, mientras que los serotipos M1, M2, M3 y M49 fueron negativos; El 

_genotipo de prlF concuerda con lo reportado anteriormente para estos 

serotipos<24 >. Además, observamos que de acuerdo a los serotipos estudiados 

el 73 % (11/15) son prtF positivos y el 27 % (4/15) son negativos. La detección 

de este gen en conjunto a los antes descritos pueden servir en la tipificación 

de los diferentes serotipos de S. pyogenes. La mayorla de los aislamientos de 

S. pyogenes en este estudio corresponden a serolipas identificados como prlF 

positivos. 

Con el gen prlF encontramos algo muy similar al gen sof. ya que en los 

serolipos denominadas positivos encontramos del 95 al 100 o/o de presencia 

del gen y en los negativos porcentajes por debajo de 7%, lo que facilita 

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

OeSpués de analizar la relación entre los serotipos y su genotipo en lo 

referente a la virulencia, notamos que los serolipos M1 y M3 no contiene en su 

genoma los genes sof y prlF; podemos suponer entonces que estos factores 

de virulencia, importantes para la adherencia, no le san útiles a dichos serolipo 

y muy probablemente su ausencia en el genoma les otorgue una ventaja que 

permite la invasión de tejidos más profundos. 
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5.3Anállsis de los genes de virulencia compartidos entre las cepas de S. 

pyogenes 

Se realizó un análisis para determinar las cepas de S. pyogenes que 

comparten genes asociados a la virulencia que fueron detectados en este 

estudio. La tabla 8 muestra las combinaciones encontradas entre los 5 genes 

analizados y el número de cepas que presentaron dicha combinación. 

Gen (No. ccpn) spcC sic so( prtF 

speA (32) 8 19 4 2 

speC (181) 1 9 136 126 

sic (48) 1 1 3 1 

twf (157) 1 1 1 JlW 

prtF(l44) 1 1 1 1 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Tabla 8. Relación de cepas de S. pyogencs que presentaron 

más de un gen de virulencia. 

De las 32 cepas cllnicas donde el gen speA fue detectado solo en 8 el 

gen speC estuvo presente, de estas 6 aislamientos fueron M3, uno M4 y otro 

no tipificado aún. Estos dalos concuerdan con estudios donde se reporta a M3 

como uno de los serolipos capaces de presentar ambas toxinas<4 >. 

Adicionalmente en este estudio encontramos una cepa M4 que también 
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presenta ambas exotoxinas, si recordamos que este gen es adquirido por un 

bacteriófago, entonces es posible suponer que cualquier serotipo que 

contenga el receptor adecuado será capaz de contener los genes para ambas 

exotoxinas. Es probable que la cepa que no ha sido tipificada corresponda a 

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

serollpo (speC +, sof" y prtF - ). 

De Igual forma, en la tabla 8 también observamos que 19 cepas 

compartieron los genes speA y sic, este último, como -saóemos hasta ahora 

está relacionado al serollpo M1, es por ello que la combinación de estos genes 

solo la presenta este serotipo. 

En este estudio 4 cepas de diferentes serotipos presentaron los genes 

speA y sof: M2, M4, M28 y una sin llpincar. Aunque la presencia de speA en 

estos serotipos no es común, este puede presentarse en serotipos de S. 

pyogenes Identificados como sof + <15> • Adicionalmente las cepas M4 y M28 

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

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

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

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

indicando una relación entre los serotipos sof positivos con Ja presencia del 
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·gen de la exotoxlna SpeC. La combinación de cepas en las que se detectó 

speC y prtF fue del 50% (126/248) y aquellas cepas donde se .encontraron los 

genes sofy prtFfueron 120 (48%). 

Por último, en 105 (41%) aislamientos se encontró la presencia de los 

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

Fig. 3 Representación d~ tai cornbi~aciói-i' d~\;;:ene~·_de".Virulcncia speC, sof y 

prtl~~ en la población tot~l d~ ce~n::' tipifi,'?adn~. 
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El gen sic fue detectado solo en M1, este serotipo es sof negativo, lo 

· esperado era no encontrar cepas que compartieran estos dos genes, sin 

embargo_ se encontraron 3 cepas de las cuales una está tipificada como M1 y 

dos e-stá,n por tipificarse, es importante continuar las investigaciones en estas 

cepas· reillizando la secuenclación del gen sof, ya que este hallazgo podrla 

aportar al conocimiento de s. pyogenes. De igual manera el serolipo M1 se ha 

visto que· .e.s prtF negativo, pero contamos con una cepa que comparte los 

genes sic y prtF; esta cepa no ha sido tipificada aún. 

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

cada serolipo encontrado en las cepas clfnicas. 

En base a los resultados obtenidos y los análisis realizados 

anteriormente sobre el genotipo de speA. speC. sic. sof y prtF y su relación 

con los diferentes serotipos de S. pyogenes encontrados. podemos suponer un 

patrón de frecuencia para cada serolipo el cual nos puede ayudar 

significativamente en la clasificación de cepas de S. pyogenes (Tabla 9). 
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Serotipo #Cepas ('M,) speA speC sic sof prtF 

Ml 46 22 +/. +/. + 

M2 14 7 + + 

M3 13 6 +/. + 

1114 22 10.5 + + + 

M6 20 9 + + 

Mll 2 + + + 

M12 40 18.5 + + +/. 

11122 5 2 + + 

11128 9 4 + + + 

JIN 1 0.5 + + 

11149 2 +/. + 

11159 1 0.5 + + 

M75 32 15 + + + 

11177 3 1.5 + + + 

MB9 3 1.5 + + +/. 

Tnbla 9. Pntrones de_ge~otipos propuestos para speA. speC~ sic. sof y prtF 

en los scrotipoa estut.lindos de S. pyogelles 

TESIS C'"'N 
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En la tabla 9 se observó que algunos serotipos como el M1 y el M3 

pueden teñer variedad en la presencia del gen speA. asf mismo. la presencia 

del gen speC puede ser variable en los serolipos M1 y M49. Para las muestras 

clfnicas estudiadas el gen sic es exclusivo del serotipo M1. 

Aunque el genotipo de sof esta reportado para la mayorfa de los 

serotipos de S. pyogenes, algunas veces se pueden encontrar variaciones 

fenoliplcas en el mismo serotipo<25>, esto podria explicarse a través de alguna 

mutación genética que impidiera la expresión del gen, lb que es común en el 

serotipo M12. el cual esta reportado genotfpicamente como sor•. sin embargo 

fenotípicamente es clasificado como sof - <4 >. 

El gen prtF lo encontramos variable en los serotipos M12 y M89. 

Es importante aclarar que los resultados obtenidos en este estudio para 

la frecuencia de los genes speA y speC se obtuvo de cepas mexicanas. ya que 

la frecuencia de estos genes varia en las diferentes cepas de todo el 

mundo<13.33J. 

Las presencia de los los genes sic y sof en los serotipos de S. pyogenes 

se han reportado previamente y ésta parece no variar con la localización 

geográfica de la cepa<4
•
16». De igual forma para el gen prl.F no se presenta 

variación entre los. diferentes serotipos<24 >. aunque en este estudio. los 
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serotipos M12 y M89 mostraron una variación que abre la puerta para estudios 

posteriores al respecto. 

5.5Análisls de la prevalencia de serolipos M por hospitales. . 

Doscientas trece cepas clfnlcas de S. pyogenes, que ya hablan sido 

tipificadas con base al análisis del gen emm (protefna M). fueron agrupadas en 

15 serotlpos diferentes (Tabla 2). Sin embargo, el análisi;> de la distribución de 

estos serolipos por hospitales y origen de la cepas no habla sido realizado. La 

frecuencia de los diferentes serolipos por hospitales es muy variada (Tabla 10) 

Para las cepas aisladas en el Centro Médico Nacional (CMN) los serotlpos 

prevalentes fueron M3 y M75. en 16 cepas donadas se observaron 7 serotipos 

diferentes que equivalen a cerca del 50 º/o de los serolipos reportados en este 

estudio. 

En el Hospital Gabriel Mancera (HGM) encontramos 

predominantemente M75 y de 16 cepas donadas una distribución de casi el 

30o/o de los serolipos. 

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

número de cepas del estudio (75). por ello aquf se encontraron 11 

50 



Serotipo NI CMN HGM HGC HUI INC INP INER CSM cscv Hl.!S 
(No. ceEas) 

emml(46) 5 3 12 4 4 8 

emm2(14) ·a 4 

emm3(13) 2 3 

emm4(22) 2 3 3 2 4 

emm6(20) 7 2 2 4 3 

emmll (2) 2 

emm12(40) 23 5 3 6 

emm22(5) 2 

emm28(9) 8 

emm41 (1) 

emm49(2) 

emm59(1) 

emm75(32) 3 8 11 2 4 

emm77(3) 

emm89(3) 2 

SIT(43) 3 8 2 11 2 2 

Total 256 16 16 75 19 6 51 10 11 7 37 

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

respectivamente 

En el Hospital. López Mateas (HLM) encontramos igual número de 
' 'e -

cepas M1 que. de .. M12 (5 de cada uno) y los serotipos encontrados en 19 

aislamient~s. co:~~~~~¡.;d~n una distribución del 50 o/o. 

-·:-·~;'. ' . . . 

o~l'.ins¡IÍu·;;:;.•;Naclonal de Cardiologla (INC) se analizaron seis cepas, en 

su may~rla M1, las cepas tipificadas en este instituto presentaron el 20 % de 

los seroilpos. De forma parecida, en el INER predominó el serotipo M1 y en 10 

cepas analizadas el porcentaje de diversidad de serotipos fue de 25o/o. 

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

Las 51 cepas obtenidas del Instituto Nacional de Pediatria mostraron un 

comportamiento diferente al de los otros dos institutos. En este se encontró la 

mayor variedad de serollpos M de S. pyogenes (12/15), correspondiente al 

80o/o. Los serotipos prevalentes fueron. en primer lugar M1 con 12 cepas y en 

segundo M2 con 8 cepas. 

En el Centro de Salud de Morelia (CSM) observamos una variedad en la 

distribución de serotipos (40%), que llama la atención ya que solo se donaron 

11 cepas. El serotipo prevalente fue M6. 
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Del Centro de Salud Castro Villagrana (CSCV) se analizaron 7 cepas, 

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

En "el Hospital Médica Sur (HMS) la distribución de serolipos fue del 

60o/o. ya que de 37 cepas donadas encontramos 9 serotipos diferentes. entre 

los que destacan principalmente los serolipos M1 M2, M4 y M12, mostrando 

más homogeneidad en la cantidad de cepas para cada serotipo: 

La comparación de la distribución de serotlpos por hospitales se realizó 

entre aquellos en los que se contó con número de aislamientos similares; por 

ello podemos notar Jos siguiente: 

Mientras que para el INP los serotipos prevalentes fueron M 1 y M2, en el 

HGC estos serotipos ocuparon el 5° y el 7° lugar respectivamente. 

En los tre~ .~i~stitutos de salud el serotipo prevalente fue M1, a diferencia 

del resto de los hospitales. 

En el Centro de Salud Morelia se encontró mucho mayor variedad de 

serotlpos de S. pyogenes en comparación con el Hospital Gabriel Mancera 

y con el INER 'y estos últimos presentaron un mayor número de cepas. 

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

que se trabajo (Tabla 10), lo cual nos confirma que en nuestra población 
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representa uno de los serotipos más prevalentes, destacando entre los 124 

serotlpos conocidos de S. pyogenes, de ahl su Importancia epidemiológica <15> 

Tomando ~.en:·. cuenta : úrlicamente los datos de las cepas tipificadas, 

podemos decir' q:;,;,_'', .:;~, nuéstrá p'oblación', además de M 1 , los serotipos M2, 
~ ~~,·';, ~·· '"•~:.s;:,'.• L,..,':" ~ .< : ~ ~··v''.~: 

M3, M4, M6;:M12 y M75,son m'ás'c'ómunes y en la tabla 10 podemos notar que 
.·. · ··.:.:: .:·~J{:~~ Y-/.~~:·~~,~;[.~t~..,i·~}~rt_:~:::-'.21t~r~:) .. ~:./ - . : ~.·· 

se als~·~·n.'.~n.J~.·"!:'~~º~.l~_~t!~' .. '?~~·hospitales y representan, junto con M1, cerca 

del 90 ,% ~.:~,~~Q,;~\~7~~~~'::;~< •, ·· 
Dent~Ó d~Í',1o'o/~''resi~'.ite están algunos serotlpos, como el M11, M41, 

M49 y, MS9, q·J~/~;.:i~~:f~ff~¡~~~~ :¡;'.;[' cuadros no faríngeos (Tabla 11 ), por lo 

que son ldentlfic~clcis:prlri'clpalh;ent~· en las cepas provenientes del INP y del 

INC. 
/~·· ~ .-:/ ~· :,. 'f;<< ; .. ~~-~:~-·\~.-,,-.. . 

Las c0pas que aún no han sido tipificadas se encuentran distribuidas en 

Jos difererJles hospitales y de manera proporcional al número de cepas que 

cada hospital donó, por lo que no alterará la esladlstlca de este estudio. 

5.6Relación de serotipos M de S. pyogenes con el origen cllnico de las 

cepas (faringeas y no faringeas) 

Aunque las cepas clinicas fueron tipificadas previamente por M. no se 

ha realizado un análisis de la prevalencia de los serotipos de acuerdo al origen 

cllnico de las cepas. 
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En la tabla 11 los aislamientos de S. pyogenes fueron agrupados de 

acuerdo a su serotipo y origen clinico con la finalidad de comparar la 

prevalencia de los serotipás en enfermedades faringeas y no faringeas. 

De acuerdo a .~.Sta· clasificación los serotipos aislados mayoritariamente 

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

M1 (18%) y M75 .. : (1 S%), como se puede observar en la Tabla 11. En la 

mayoría de laS· eStúdios epidemiqlógicos realizados se h::' observado que el 

serolipo ca~· .. ·mayor prevalencia es M1l0 >. sin embargo, de acuerdo a este 

estudio, en México también el serollpo M12 y M75 presentan importancia 

epldemlológlca como principales serotipos causales de faringitis. 

En lo que respecta a las cepas provenientes de cuadros no faringeos 

observamos que el serotipo con mayor prevalencia en México es M1 (40º/o). lo 

que concuerda con .los estudios epidemiológicos realizados en otras partes del 

mundo donde este s~rcilip? ~s el más frecuente en enfermedades invasivas<ª>. 

Otros serou'P~S~·-có·n menor frecuencia en cuadros no faringeos fueron 
-- -- ---::·:,,•··' 

M2 (13%), M6 (10%{.Mis (10%) y M11 (7%), los cuales también han sido 

descritos en cu~dro~ ¡-~:Ja~1vos<0>. 
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Scrotipo Aislu1nicntos Aisln1nicntos Relación de % 

(No. cepns) Fnringeos 'X, No Fnringeos 'Yo Fnringeo I No faríngeo 

e11i111J (46) 3'1 18.6 12 40 74 / 26 

enznz2 (14) 10 5.5 4 13.4 71/29 

e11i11z3(13) 13 7.1 100 I O 

emm4 (22) 21 11.5 3.3 95/ 5 

crnni6(20) 17 9.3 3 10 85 / 15 

emml J (2) 2 6.7 0/ 100 

emm/2 (40) 39 21.3 3.3 98/ 2 

emm22 (5) 5 2.7 100 I o 

emm28 (9) 9 4.9 100 I O 

emm41 (1) 3.3 0/ 100 

Cflllll49 (2) 2 6.7 . o/ 100 

emm59 (1) 3.3 0/ 100 

emm 75 (32) 29 15.9 3 10 91/9 

emm77(3) 3 1.6 100 'º 
Clll/1189 (3) 3 1.6 100/0 

S / T (35) 24 11 69/ 31 

Total (248) 207 41 83/ 17 

Tnbln 11. Prcvnlcnciu de los ·serotipos M de· S.· pyogeries en relación al 

origen clínico de lns cepas 
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5.7Análisis de las frecuencias de serolipos dependiendo del origen de la 

cepa 

Este anélisis tiene por objeto definir los porcentajes de cada serolipo de 

S. pyogenes para las enfermedades faringeas y no faríngeas. Los serotipos 

encontrados en faringitis comprendieron el 73% de los serotipos reportados 

(11/15), observando que Jos serotipos M3, M22, M28, M77 y M89 fueron 

identificados únicamente en este tipo de .e~fermedades. 

ª'% .. ~-:,;::;:~iil~*lll~::•::: :::::re:::: 
únicamente en aislami.entos''de'erirerm:~i:l~des no raringeas (Tabla 11 ) . 

. ·;-_~~~, . .:.-
- :·:';.·:.'·'·.,. 

s·~~:::~;~~81~'1cia reportados en la literatura. Jos 
··-' .,,:::··.· '. - -·:e ~ ~·' . .Z[:.;'_.~·~,i,Ó ·: 

serotipos M1. M3 Y. M6 están. asoci.ados a faringitis, mientras que M49 y M59 

están asociados a cuadros de pioderma y glomerulonefritis aguda. Los 

se ro tipos M 1. M3, M 11, M 12 y M28 pueden provocar cuadros invasivos como 

consecuencia de una faringit1s<R>. Estas evidencias resaltan la importancia del 

control epidemiológico de S. pyogenes en cuadros como la faringitis 

rstreptococica. Aunque en este estudio M3 solo fue identificado en cepas 

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

pyogenes 

La distribución de los aislamientos de S. pyogenes con respecto a su 

origen clfnico no es homogénea. La tabla 12 muestra las diferentes cepas 

clfnicas que se estudiaron de acuerdo a su origen clfnico. 

En esta tabla podemos ver que la mayorla de las cepas provenientes de 

faringitis fueron aisladas de los hospitales del ISSSTE y del IMSS. mientras 

que las cepas provenientes de cuadros no faríngeos fueron obtenidas 

principalmente de los 3 institutos de salud (88%), con ello podemos suponer 

que los laboratorios clfnicos de instituciones como el IMSS e ISSSTE procesan 

más muestras cllnlcas provenientes de exudados faringeos que los institutos 

de salud. Esta diferencia puede estar dada por el tipo de paciente que 

manejan los institutos. donde las faringitis no son cuadros comúnmente 

atendidos. 
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Hospital Aislamientos Aislamientos 

(No. cepns) Ji'uringcos 
(%) 

·No Fnringeos 
(%) 

CMN (16) 15 94 1 6 

HGM (16) 16 100 

HGC (75) 74 99 1 1 

HLM (19) 19 100 

JNC (6) 6 100 

INP (51) 25 49 26 51 

INER (JO) 5 50 5 50 

CSM (11) 11 100 

cscv (7) 7 100 

HMS (37) 35 95 2 5 

Tablo 12. Distribución de Jos cc¡>us de S. pyogencs de acuerdo a su origen 

clínico 

Este tipo de anélisls permite realizar una vigilancia epidemiológica de 

los serotipos de S. pyogenes que se aislan en Jos hospitales '!e la ciudad de 

México que colaboran en el proyecto. Además de conocer la prevalencia de 

los serotipos de S. pyogenes y su asociación con los cuadros clinicos de 

donde son aislados. La identificación de los genes asociados a la virulencia de 

la bacteria puede servir como marcadores epidemiológicos adicionales para el 

estudio de brotes intra y extrahospitalarios ocasionados por Streptococcus 

pyogenes. 

t'A TESIS NO S/U...r_ 
-~::~?:'. .!:OTECA 



Conclusiones 

Los genes de virulencia de S. pyogenes más prevalentes en la población 

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

La detección del. gen sic por P~R .es útil para la ldenllficaclón de cepas de 

S. pyogenes. del 's~ro'tiph M 1; ;¡lendo este el de mayor Importancia clinica 

por su p_reSenc¡~·~t;;;i··~dj~~-~~~~:-~·~;erm0dades. 
:>,~'·. _:'(·-: 

.·. ·-. .t,Z·• · 
:~: :_:;. 

La prevalencia''.def g;;;,· speA esta asociada a los serolipos M1 y M3. La 

frécuencl~ 'd0-~ste gen de virulencia en nuestra población es del 12o/o . 

. La detección de los genes de virulencia permite determinar patrones de 

prevalencia para cada serotipo, lo que puede facilitar la tipificación de 

cepas de S. pyogenes. 

La distribución de serotipos de S. pyogenes en las entidades de salud de la 

Cd. de México no es homogénea. 

Los sera tipos M 1. M 12 y M75 están asociados en más del 50º/o de las 

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

cuadros no faríngeos los serotipos asociados son M1 y M2. 
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Los serollpos de S. pyogenes M3, M22, M28, M77 y M89 fueron 

identificados exclusivamente en cepas provenientes de faringitis. mientras 

que los serotlpos M11, M41, M49 y M59 en cepas provenientes de cuadros 

no faringeos. 

El serollpo M1 de S. pyogenes es el más prevalente en la población 

mexicana. 

El CJso de técnicas moleculares aplicadas a la identificación y 

caracterización de genes de virulencia de S. pyogenes permite establecer 

una vigilancia epidemiológica de las cepas aisladas en los hospitales de la 

Ciudad de México. 

61 



Referencias 

1. Akesson P, Sjoholm AG, Bjorck L. Protein SIC, a novel extracellular protein 

of Streptococcus pyogenes interfering with complement function. J Biol 
.,. . 

cllem. 199s.'271(2):1oa1-8. 

2. Banks- DJ, -Seres se,' Musser JM. The fundamental contrlbution of phages 

to GAS evolullon, genoma dlverslficalion and strain emergence. Trends 

Microbio!. 2002;10(11):515-21. 

3. Beall ~· Facklam R, Thompson T. Sequenclng emm-specific PCR products 

far routine and accurate typing of group A streptococci. J Clln Microbio!. 

1996 Apr;34(4):953-8. 

4. Beall B, Gherardl G, Lovgren M, Facklam RR, Forwick BA, Tyrrell GJ. emm 

and sof gene sequence varlation in relation to serological typing of opaclty-

factor-posllive group A streptococcl. Microblology. 2000. 146:1195-209. 

5. Bares SB, Sylva GL, Barbian KD, Lei B, Hoff JS, Mammarella NO, Uu MY, 

Smoot JC, Porcella SF, Parkins LO, Campbell OS, Smllh TM, McCormlck 

JK, Leung OY, Schlievert PM, Musser JM. Genome sequence of a serotype 

M3 strain of group A Streptococcus: phage-encoded toxins, the hígh-

vlrulence phenolype, and clone emergence. Proc Nall Acad Sel U S A. 

2002;99(15):10078-83. 

6. Bessen DE, tzzo MW, Florentino TR, Caringal RM, Hollingshead SK, Beall 

B. Genelic linkage of exotoxin alleles and emm gene markers for tissue 

troplsm In group A streptococci. J lnfect Dls. 1999 Mar;179(3):627-36. 

62 



7. Bisno AL, Brilo MO, Colllns CM. Molecular basls of group A streptococcal 

vlrulence. Lance! lnfecl Dis. 2003. 3(4):1g1-200. 

8. Cunnlngham MW. Pathogenesis of group A streptococcal infections. Clin 

Microbio! Rev. 2000. 13(3):470-511. 

9. Fernie-Klng BA, SeiJly OJ, Oavies A, Lachmann PJ. Streptococcal inhibitor 

of complement inhibits two additional components of the mucosal innata 

immune system: secretory leukocyte protelnase lnhibitor and lysozyme. 

lnfect lm.mun. 2002. 70(9):4908-16. 

10.Figueroa F. Tipificación molecular del gen que codifica para la proteína M 

(en1mj en cepas de Streptococcus pyogenes de origen clfnico. Tesis Lic. 

Q.F.B. Facultad de Qulmica. UNAM. México. (En proceso) 

11.Flschetll V, Novlck R, Ferretti J, Portnoy O, Rood J. Gram-Positive 

Palhogens. ASM Press. 2000. Washington D.C. 

12.Frick IM, Akesson P, Rasmussen M, Schmldlchen A, Bjorck L. SIC, a 

secretad protein of Streptococcus pyogenes that inactivates anlibacterial 

peptides. J Blol Chem. 2003. 278(19):16561-6 

13.Haukness HA, Tanz RR, Thomson RB Jr, Pierry DK, Kaplan EL, Beall B, 

Johnson O, Hoe NP, Musser JM, Shulman ST. The helerogenelty of 

endemic community pediatric group a streplococcal pharyngeal isolates and 

their relalionship lo invasive lsolates. J lnfect Dis. 2002. 185(7):915-20. 

14.1-foe NP. lreland RM, DeLeo FR, Gowen BB, Dorward DW, Voylch JM, Liu 

M, Burns EH Jr, Culnan DM, Bretscher A, Musser JM lnsight into the 

molecular basis of pathogen abundance: group A Streptococcus inhibitor of 



complemenl inhibils bacterial adherence and internalizallon into human 

cells. Proc Natl Acad Sel U S A. 2002. 99(11 ):7646-51. 

15.Hoe NP, Kordarl P, Cole R, Llu M, Palzkill T, Huang W, McLellan D, Adams 

GJ, Hu M., Vuoplo-Varkila J, Cate TR, Plchichero ME, Edwards KM, Eskola 

J, .Low De. Musser JM. Human lmmune response to streptococcal inhibitor 

of complement, a serotype M1 group A Streptococcus extracellular proteln 

lnvolved In epldemics. J lnfect Dls. 2000. 182(5):1425-36. 

16.Hoe NP, Vuoplo-Varkila J, Vaara M, Grigsby D, De Lorenzo D, Fu YX, Dou 

SJ, Pan X, Nakashlma K, Musser JM. Dlslribution of streptococcal lnhibltor 

or complement variants In pharyngltis and invasiva lsolates In an epldemlc 

or serotype M1 group A Streptococcus infecllon. J lnfect Dls. 2001. 

183(4):633-9. 

17.Jawetz, Melnik, Adelberg. Microblologla médica. 17ª edición. Ed. El Manual 

Moderno. 2002. México. 

, 18.Jones D. Composltlon and differentlation of !he genus Streptococcus. Soc 

Appl Bacterlol Symp Ser. 1978. 7:1-49. 

19.Lancefield R.C. A micro precipitin-technlc for classifying hemolytic 

streptococci. and improve methods far producing anllsera. Proc. Soc. Exp. 

Biol. Med.1938. 38:473-8. 

20. McShan WM, Ferrettl JJ. Genetlc diversity In temperate bacteriophages of 

Streptococcus pyogenes: idenlificallon of a second attachment sita far 

phages carrying the erythrogenlc toxln A gene. J. Bacteriol. 1997. 

179:6509-11 

64 



21.Murray P, Rosenthal K, Kobayashl G, Praller M. Microbiologla médica. 4ª 

edición. Edil. Mosby. 2002. Espaf'ia 

22.Murray P, Baron E, Plaller M, Tenover F, Yolken R. Manual of clinlcal 

microblology. 7 1
" edllion. ASM Press. 1999 

23. Musser JM, Kapur V, Kanjilal S, Shah U, Musher DM, Barg NL, Johnston 

KH, Schllevert PM, Henrlchsen J, Gerlach D, el al. Geographic and 

temporal distributlon and molecular characterlzation of two highly 

pathogenic clones ar Streptococcus pyogenes expressing allellc variants of 

pyrogenlc exotoxin A (Scarlet rever toxin). J lnrect Dls. 19E'3. 167(2):337-46 

24.Natanson S, Sala S, Mases AE, Musser JM, Caparon MG, Hanskl E. 

Distrlbutlon ar fibronectin-binding proteins among group A streptococci ar 

dirrerent M types. J lnrect Dls. 1995. 171(4):871-8. 

25.Navarre WW, Schneewlnd O. Suñace protelns ar gram-positive bacteria 

and mechanlsms of thelr targeting to the cell wall envelope. Microbio! Mol 

Biol Rev. 1999. 63(1):174-229. 

26. orek 1, Doyle R. Bacteria! adheslon to cells and llssues. Chapman & Hall. 

1994. New York. 

27.Palomares JC, Torres MJ. Reacción en cadena de ·la polimerasa 

termorresistente. Aplicaciones en Microbiologla. Universidad de Sevilla. 

1992. España. 

28. Perea-Mejia LM, Stockbauer KE, Pan X. Cravloto A, Musser JM 

Characterizalion of group A Streptococcus strains recovered from Mexican 

children with pharyngitis by automated DNA sequenclng of virulence-related 

65 



genes: unexpecledly larga variation In lhe gene (sic) encoding a 

complement-lnhibiling protein. J Clln Microblol. 1997. 35(12):3220-4. 

29.Perea-Mejia LM, lnzunza-Monliel AE, Cravioto A. Molecular 

characterizalion of group A Streptococcus strains isolated during a scarlet 

rever outbreak. J Clln Mlcroblol. 2002. 40(1 ):278-80. 

30.QIAGEN. Product Guida. 2001 

31.Salyers A, Whitt D. Bacterlal Pathogenesls. A molecular Approach. 2 1
" 

editlon. ASM Press. 2002. Washington D. C. 

32. Whalmore AM, Kapur V, Sullivan DJ, Musser JM, Kehoe MA.Non

congruent relallonshlps between variatlon in emm gene sequences and the 

populallon genellc struclure ar group A slreptococcl. Mol Microbio!. 1994 

Nov;14(4):619-31. 

33. Yu CE, Ferrelll JJ. Frequency or the erylhrogenlc toxin B and C genes 

(speB and speC) among clinical isolales ar group A streplococcl. lnrect 

lmmun. 1991. 59(1):211-5. 

66 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	I. Marco Teórico
	II. Parte Experimental
	Conclusiones
	Referencias



