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Resumen

Introduccidn: Streptoccocus del Grupo A
(SGA) posee en la pared celular diversidad de
antigenos importantes como factores virulen-
tos. La proteina M se considera el antigeno
mayor de virulencia de SGA. Se han clasifica-
do mas de 90 serotipos de SGA basados en
las diferencias antigénicas de la proteina M,
varios asociados a fiebre reumatica y a infec-
ciones invasivas. Otros antigenos importantes
en la clasificacion epidemioldgica de SGA son
el Factor de Opacidad y la Proteina T. Objeti-
vo: tipificar cepas de SGA aisladas de cultivos
faringeos de nifios con amigdalitis. Métodos:
20 aislamientos faringeos de SGA fueron
tipificados para proteina M, proteina T y Fac-
tor de Opacidad. Resultados: dos cepas fue-
ron tipificadas como proteina M1, 2 M2, 1 M3,
2 M4, 1 M6, 1 M9, 3 M12, 4 M22, 1 M79, 1
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PT4854, 2 cepas no fueron tipificables para pro-
teina M. Siete cepas proteinaT12,2T1,2T2,1
T3,2T4,17T6,1T9,1T8/25/IMP19, 1 cepa que
no fue tipificable para M tampoco lo fue para T.
De las cepas estudiadas 45% tuvieron Factor
de Opacidad negativo. Conclusiones. La
tipificacion de SGA mostr6 que en Colombia se
encuentran serotipos similares a los encontra-
dos en otras regiones del mundo que se han
asociado a fiebre reuméatica e infecciones
invasivas severas. 10% de las cepas no fueron
tipificables para M, una de ellas tampoco para
T, la cual fue FO negativo. En Colombia existen
nuevos serotipos de SGA que deben tipificarse
y asociarse a los sindromes clinicos que produ-
cen. Palabras clave: SGA, Proteina M, Protei-
na T, Factor de opacidad.b
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TIPIFICACION DE STREPTOCOCCUS DEL GRUPO A (SGA) AISLADOS DE AMIGDALOFARINGITIS EN POBLACION INFANTIL

Introduccion

Durante la década de 1980 se incremento el
numero de casos reportados de infecciones por
SGA y complicaciones como fiebre reumatica
y glomerulonefritis en paises en desarrollo (1).
Se han encontrado diferencias en la inciden-
cia de infeccidn estreptocdccica entre grupos
étnicos y socio econdmicos, siendo los mas
pobres, los de méas alta incidencia (1,2). En
afos recientes se ha presentado un resurgi-
miento mundial de infecciones agudas severas
causadas por SGA asociadas con sindrome de
choque. En el departamento de Antioquia se
reportan aproximadamente en el afio 800 ca-
sos de fiebre reumatica (comunicacién verbal
DSSA), estos casos consultan por presentar
signos y signos compatibles con la entidad
dando como resultado un diagndstico adecua-
do. Existen casos cuya clinica es bizarra, pasan
desapercibidos y no reciben un manejo ade-
cuado agravando las secuelas. Es preocupante
el nimero de casos de fiebre reumética repor-
tados anualmente en nuestro medio y el
desconocimiento del nimero de infectados con
SGA enriesgo de desarrollar y presentar com-
plicaciones. La fiebre reumatica es una
complicacién no supurativa de la infeccion
amigdalo-faringea causada por SGA afectan-
do valvulas cardiacas, articulacionesy el sistema
nervioso central. Representa un problema de
salud publica que afecta principalmente a los
nifios de 6 a 15 afios, aunque toda la pobla-
cion es susceptible a adquirir esta enfermedad.
Por las caracteristicas de contagio persona a
persona, se ha asociado a hacinamiento en
grupos escolares y bases militares entre otras
(1,3,4).

Streptococcus es una bacteria compleja des-
de el punto de vista estructural, varias molé-
culas han sido relacionadas con virulencia. El
hialuronato capsular, producido por algunas
cepas, es aparentemente idéntico al encontra-
do en tejidos conectivos humanos, no es
antigénico y le sirve como factor de virulencia
retardando la fagocitosis por leucocitos
polimorfonucleares y macréfagos del hospede-
ro. La pared celular contiene varias sustancias

antigénicas, la mas estudiada de ellas, la protei-
na M se considera el principal antigeno de viru-
lencia de SGA. Las cepas ricas en esta protei-
na son también resistentes a la fagocitosis por
polimorfonucleares, se multiplican rApidamente
en sangre humana fresca y son capaces de ini-
ciar la enfermedad. Por el contrario, las cepas
gue carecen de proteina M son avirulentas (5,6).
Se han clasificado més de 90 serotipos de SGA
basados en las diferencias antigénicas de la pro-
teina M. La inmunidad en humanos es debida a
la presencia de anticuerpos dirigidos contra la
porcion antifagocitica de esta proteina, esta in-
munidad es especifica de cada tipo de proteina
My se ha demostrado activa por muchos afios
(6,7). Estos anticuerpos protegen contra infec-
cién subsecuente con microorganismos del mis-
mo tipo M, pero la persona permanece suscep-
tible a la infeccién por tipos heterélogos (8). Otro
antigeno proteico relacionado con la molécula
de la proteina M es el llamado factor de opaci-
dad del suero (FO), este factor es una
lipoproteinasa, la cual es detectada por su ca-
pacidad para opacificar el suero de caballo. La
propiedad de producir FO es estrictamente
especifica de tipo y es antigénica. Esta sus-
tancia es importante por su utilidad como mar-
cador epidemiolégico ya que ayuda a clasifi-
car los Streptococcus cuando no son tipificables
por proteina M. La respuesta inmune especifi-
ca de tipo y no especifica a la proteina M es
generalmente mas débil después de la infec-
cion faringea con cepas FO positivas que con
FO negativas (9). Las cepas de SGA no
tipificables con proteina M, pueden tipificarse
utilizando un sistema con aglutinacién basado
en reacciones antigénicas de la proteina T. La
proteina T ha probado ser un marcador
epidemiologico util, pero no se conoce su pa-
pel en la virulencia del Streptococcus (5).

El concepto de que SGA puede variar en su
potencial reumatolégico y de invasividad ha
sido apoyado por la observacion geogréfica y
temporal en la incidencia de fiebre reumatica
aguda y de sindromes invasivos (10,11,12).
Estudios de brotes de faringitis estreptococcica
revelan que ciertas cepas estan mas
frecuentemente asociadas con fiebre reumética (10,
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12, 13). Estudios de sindrome de choque en Tri-
nidad han revelado que cepas que causan esta
complicacién pertenecen a serotipos diferentes
a las que causan glomerulonefritis
postestreptocdccica en la misma poblacion
(11). Se ha sugerido que las cepas con factor
de opacidad negativo, las cuales producen al-
tos titulos de anticuerpos que reaccionan
cruzadamente con la proteina M en humanos
y en modelos animales experimentales, tienen
mayor potencial para desarrollar fiebre reuma-
tica (11). En Colombia como en la mayoria de
paises Latinoamericanos, poco se conoce acer-
ca de la infeccién por SGA y de su importancia
en Salud Publica. Es relevante averiguar cua-
les son los tipos de SGA que circulan en las
diferentes zonas geogréficas del pais y su va-
riacion en las diferentes estaciones climaticas
para poder prevenir y controlar las secuelas
que este tipo de infecciones producen.

Materiales y Métodos

Se obtuvieron 20 aislamientos de SGA de 20
nifos de 3 a 12 afios con amigdalitis. Los
hisopados faringeos fueron cultivados en agar
sangre de carnero al 5% en el Laboratorio de
Bacteriologia de la Corporacion para Investi-
gaciones Biolégicas CIB (Medellin, Colombia),
y las cepas fueron tipificadas para proteina M,
proteina T y Factor de Opacidad en el Labora-
torio de Referencia Central Public Health
Laboratory (Londres — Inglaterra).

Tipificacion de la proteina M

Las colonias de SGA se inocularon en 20 ml
de caldo Neopeptone Hewrtt, se incubé a 37°C
durante la noche, luego fue centrifugado a 3000
rpm. /5 minutos, 2 ml del sobrenadante fueron
reservados y el resto descartado. El depdsito
celular fue usado para realizar la extraccién
en &cido de la proteina M, se le agreg6 0.4 ml
de HCI 0.4N, se hirvié durante 10 minutos en
un bafio maria a 100°C. Cuando se enfrio la
mezcla, se le adiciond 1 gota de rojo fenol y se
procedié a neutralizar la soluciébn con NaOH
0.2N a pH 7, la solucién se coloreé roja. Luego
se centrifugd a 3000 rpm. / 5 minutos y el

sobrenadante fue utilizado para realizar pruebas
de difusion - precipitacion en gel con antisueros
obtenidos en conejo a los diferentes tipos de
proteina M (90 sueros antiproteina M disponi-
bles) (12).

Tipificacion de la proteina T

Se realiz6 siguiendo los protocolos del
Respiratory and Systemic Infection Laboratory
Public Health Laboratory Service (London, UK).
Varias colonias de SGA se inocularon en 2 tu-
bos con 5 ml de caldo Neopeptone Hewirtt, se
les adicion6 0.3 ml de tripsina al 10% y se in-
cubd a 30°C toda la noche. Los tubos se
centrifugaron a 3000 rpm. / 5 minutos y se des-
carto el sobrenadante. Se realizaron pruebas
de aglutinacidn en placa utilizando el depdsito
celular y antisueros obtenidos en conejos para
los tipos de proteina T que han sido identifica-
dos.

Factor de opacidad

Fue realizado siguiendo los protocolos del
Respiratory and Systemic Infection Laboratory
Public Health Laboratory Service (London, UK),
utilizando el sobrenadante reservado de la
tipificacion de la proteina M. Se mezclaron 1
ml de agarosa 2% p/v mas 1 ml de suero de
caballo y se procedid a cubrir una placa de vi-
drio. Cuando el agar-suero de caballo se en-
frid, 1 ml del sobrenadante fue puesto en con-
tacto con la superficie del agar. La propiedad
de precipitar proteinas del suero de caballo, se
visualizé con la formacion de una mancha opa-
ca en la superficie del agar. La formacion de
esta mancha, se consideré como factor de opa-
cidad positivo.

Resultados

Dos cepas de SGA fueron proteina M1, 2 M2,
1 M3, 2 M4, 1 M6, 1 M9, 3M12, 4 M22, 1 M79,
1 PT4854, 2 cepas no fueron tipificables para
proteina M, es decir este tipo de proteina M no
habia sido detectada anteriormente, por lo tanto
no existian antisueros disponibles. Siete cepas
se clasificaron como proteina T12,2T1,2T2,1



T3,2T4,17T6,1T9,1T8/25/IMP19, 1 cepa que
no fue tipificable para M tampoco lo fue para T.
De las cepas estudiadas 45% tuvieron Factor
de Opacidad negativo. La tabla 1 muestra los
resultados obtenidos al tipificar las cepas para
Proteina T, Proteina M y Factor de Opacidad.

Discusioén

Latipificacién de 20 cepas de SGA, mostré que
en Colombia existen serotipos similares a los
encontrados en Europa que tienen tropismo
cardiaco y que se han asociado a infecciones
invasivas (1,2,3,4,9,11,13,14). Dos de 20 ce-
pas (10%) no fueron tipificables para proteina
M con los antisueros disponibles en el momento
para realizar dicha clasificacion; es decir, es-
tas cepas tienen una proteina M desconocida.
De estas dos cepas proteina M desconocida, una
cepa tampoco fue tipificable para proteina T, su-
giriendo que en Colombia existen serotipos dife-
rentes que deben ser tipificados y estudiados.

Los tipos de proteina M 1, 3, 4, 12 que fueron
encontrados en este estudio, son similares a
los encontrados en Inglaterra, Escandinavia y
Estados Unidos y han sido asociados por pro-
ducir infecciones invasivas y fatales (4,9,13).
Los tipos de proteina M 1 y 3 también se han
observado en grupos de pacientes con fiebre
reumatica, estas cepas tienen aspecto mucoide
en el cultivo, caracteristica relacionada con la
produccién de &cido hialurénico (8). Esta ca-
racteristica fenotipica también ha sido repor-
tada en cepas que tienen los mismos tipos de
proteina M y que se han aislado de pacientes
con choque téxico por SGA o con infeccién
invasiva severa (9, 14). El 45% de las cepas
estudiadas fueron Factor de Opacidad negati-
VO, estas cepas como se menciond antes, pro-
ducen una respuesta inmune a la proteina M
mas fuerte que las cepas FO positivas. Se po-
dria concluir que estos pacientes con aislamien-
tos de SGA FO negativos, poseen una buena
respuesta inmune que probablemente los pro-
tegera por afios de la infeccidn por este tipo de
cepa proteina M especifico.

La clasificacion antigénica de las cepas aisla-
das de estos 20 pacientes, permite establecer

si fueron infectados con cepas con tropismo car-
diaco o productoras de infecciones invasivas
severas. Conocer estos serotipos en nuestro
medio, su circulacion en diferentes areas geo-
graficas del pais y su variacion en diferentes
estaciones climaticas, proporcionaria herra-
mientas epidemioldgicas validas para estable-
cer politicas de control y prevencion de la fie-
bre reumética y de las infecciones severas pro-
ducidas por SGA a través de medidas de sa-
lud publica y futuro desarrollo de vacunas
(15).b
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Abstract

TABLA 1

Tipificacion de Proteina M, Proteina Ty Factor de
Opacidad de las 20 cepas de SGA aisladas de 20 nifios
con amigdalitis

PROTEINA M PROTEINA T FACTOR DE
OPACIDAD
M1 T1 NEGATIVO
M1 T1 NEGATIVO
M2 T2 POSITIVO
M2 T2 POSITIVO
M3 T3 NEGATIVO
M4 T4 POSITIVO
M4 T4 POSITIVO
M6 T6 NEGATIVO
M9 T9 POSITIVO
M12 T12 NEGATIVO
M12 T12 NEGATIVO
M12 T12 NEGATIVO
M22 T12 POSITIVO
M22 T12 POSITIVO
M22 T12 POSITIVO
M22 T12 POSITIVO
M79 T8/25/IMP19 POSITIVO
PT4854 T3/13/B3264 NEGATIVO
NO TIPIFICABLE T5 POSITIVO

NO TIPIFICABLE NO TIPIFICABLE NEGATIVO
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Introduction: Group A Streptococcus (GAS) has in
the wall cell several antigens considered virulence
factors. Protein M is the main virulent antigen of
GAS. More than 90 serotypes of M had been
classified according the antigenic differences of M
protein. Some of them had been associated with
rheumatic fever and invasive infections. Protein T
and Opacity Factor are also important antigens in
the epidemiological classification of GAS.
Objective: To type GAS strains isolated from
cultures of children with throat infection. Methods:
20 GAS isolates were typed for M protein, T protein
and Opacity Factor. Results: Two strains typing M1,
2 M2, 1 M3, 2 M4, 1 M6, 1 M9, 3 M12, 4 M22, 1
M79, 1 PT4854, 2 strains were not typed for M.
Seven strains were protein T12,2 T1,2T2,1 T3, 2
T4, 1 T6, 1 T9, 1 T8/25/IMP19, 1 strain that was
not typed for M was not typed for T. 45% of the
strains were Opacity Factor negative. Conclusions:
This study shows that in Colombia there are GAS
protein M serotypes similar to the other world
regions that had been associated with rheumatic
fever and invasive disease. 10% of the strains were
not typed for M protein; one of them was not typed
for T protein. In Colombia exists new serotypes of
M protein GAS that have to be typed and study what
kind of disease are producing. Key words: GAS,
M Protein, T protein, Opacity Factor.
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