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Resumen

Antecedentes: La produccién de antisueros para la identifi-
cacion de cepas de S. pyogenes serotipos M-1y M-3 es impor-
tante para la adecuada tipificacion de cepas aisladas de pacien-
tes con enfermedades invasivas severas en México. Méto-
dos: Se inmunizaron conejos de Nueva Zelanda con cepas
serotipos M-1y M-3 de S. pyogenes. Los antisueros obtenidos
fueron adsorbidos con cepas heterdlogas y retados con cepas
de serotipos homdlogos y heter6logos (B3264, M-No-
Tipificable, M-4, M-6 y M-12) mediante micro-precipitacién
en capilar, doble difusién de Ouchterlony o la prueba
bactericida indirecta para evaluar la serotipo-especificidad y
la actividad bactericida. Resultados: La evaluacién con
microprecipitacién capilar demostré el desarrollo de
anticuerpos serotipo especificos con titulos elevados. La acti-
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Abstract

Introduction: Development of antisera to identify M-1 and
M-3 S. pyogenes strain serotypes is important to identify those
isolated from patients with severe invasive infections in
Mexico. Methods: New Zealand rabbits were immunized
with M-1 and M-3 S. pyogenes strains. The immune sera was
adsorbed with heterologous serotypes and challenged against
homologous and heterologous strains (B3264, M-non-typeable,
M-4, M-6 and M-12) using capillary precipitation test, double
diffusion Ouchterlony test or indirect bactericidal test to
evaluate serotype specificity and bactericidal activity. Results:
The micro precipitin capillary test showed high level titers of
serotype specific antibodies. The bactericidal activity of antis-
era against homologous strains was elevated, but absent with
heterologous strains. The double diffusion Outcherlony test
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vidad bactericida de los antisueros fue muy elevada contra
cepas homélogas y ausente en heterélogas. La prueba de
Ouchterlony demostrd la presencia de doble banda de preci-
pitado al retar el antisuero homdlogo, reduciéndose a una
banda Unica al usar antisuero adsorbido con una cepa
heterdloga. No hubo reacciones cruzadas con cepas de
serotipos heterélogos y la potencia fue elevada. Conclusio-
nes: El modelo animal fue exitoso para la obtencion de
antisueros M-1 y M-3, serotipo-especificos, sin cruces
antigénicos con cepas de otros serotipos y de potencia eleva-
da, atiles para la identificacion de cepas de S. pyogenes asocia-
das a infecciones invasivas severas en nuestro pais.

Introduccioén

| Streptococcus pyogenes o Estreptococo (-

hemolitico del Grupo A (EBHGA) es un
coco Gram positivo que crece en cadenas y se
asocia a infecciones moderadas a severas tales
como faringitis, impétigo, fiebre escarlatina, neu-
monia, celulitis, sindrome de choque toxico y fas-
citis necrotizante.

Uno de los factores de virulencia mas impor-
tantes es la proteina M, que en ausencia de anti-
cuerpos especificos contra la regiéon N-terminal de
la misma en el hospedero evita su fagocitosis y su
posterior destruccion. La secuencia de aminoaci-
dos de la region N-terminal de esta proteina de-
termina ademas los serotipos, de los que hasta el
momento se conocen méas de 80 distintos, siendo
los serotipos M-1y M-3 los implicados con mayor
frecuencia (74%) a enfermedades invasivas seve-
ras tales como el sindrome de choque toxico y la
fascitis necrotizante® asi como en algunos pacien-
tes con amigdalitis, fiebre escarlatina y en portado-
res sanos.*® Los estreptococos asociados a sin-
drome de choque tdxico estan relacionados con la
habilidad de producir exotoxinas pirogénicas A y
B que actlian como superantigenos.®

La identificacion de cepas de S. pyogenes se
realiza mediante técnicas que utilizan antisueros
asi como técnicas moleculares.” La serotipifica-
cion M se realiza mediante la extraccion &cida de
su proteina M (extractos de Lancefield) y su pre-

first showed a double band of precipitation with the homolo-
gous antiserum, which was then reduced to a single band
when antisera was adsorbed against a heterologous sero-
type. There was no cross-reactive activity of antisera against
heterologous strains and the potency was high. Conclusions:
The animal model was successful for obtaining serotype spe-
cific antisera against M-1 and M-3 serotypes, without cross-
reactions against other serotypes, and was also highly potent.
It will be useful for identifying S. pyogenes serotypes associ-
ated with severe infections in our country.

cipitacion al ser reconocida por antisueros espe-
cificos utilizando microtécnicas en capilar o téc-
nicas de inmunodifusién en gel de agarosa
(Ouchterlony).®

En México a partir de 1983, el nimero de ca-
sos de sindrome de chogue toxico y fascitis ne-
crotizante se han reportado con la misma frecuen-
cia que en otras partes del mundo.® Sin embargo,
se desconoce si los serotipos M-1 y M-3 estan
implicados en estas infecciones severas y son tan
prevalentes como lo reportado por otros auto-
res fuera del pais. La serotipificacion no se realiza
en México debido a que no se cuenta con un ban-
co de antisueros por sus altos costos y por el
desconocimiento de su utilidad para tipificar las
cepas aisladas en nuestro pais. El presente pro-
yecto fue realizado con la finalidad de desarrollar
antisueros especificos para serotipos M-1 y M-3
de EBHGA en un modelo animal (conejo) y utili-
zarlos en estudios posteriores para identificar si
estos serotipos estan asociados a infecciones gra-
ves por S. pyogenes en nuestro pais.

Material y métodos

Lugar y periodo de estudio. El estudio se reali-
z6 en el Laboratorio de Microbiologia Molecular
del Centro de Investigacion Biomédica de Occi-
dente del Instituto Mexicano del Seguro Social y
en el Zooterio de la Facultad de Medicina Veteri-
naria de la Universidad de Guadalajara, durante el
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periodo de febrero a noviembre de 2003. El pro-
yecto fue aprobado por el Comité Local de In-
vestigacion de la Universidad Auténoma de Gua-
dalajara con el numero 706-02-054. Los
experimentos se manejaron con estricto apego a
las especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio descri-
tas en la Norma Oficial Mexicana (NOM-SSA062-
Z00-1999).%°

Cepas de S. pyogenes. Las cepas utilizadas
para la inmunizacion y produccién de antisueros
fueron aislamientos clinicos de pacientes mexica-
nos y caracterizadas como M-1y M-3 por E. Ka-
plan M.D. y D.R. Johnson Ph.D. del Laboratorio
de Referencia para Estreptococos de la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) de la Universi-
dad de Minnessota en Estados Unidos de Nor-
teamérica (EUA). La cepa del serotipo M-1 se
aisl6 de un hemocultivo de una recién nacida, cuya
madre padecia fascitis necrotizante; la cepa de se-
rotipo M-3 se aisl6 de un paciente con amigdalitis
aguda. Algunas cepas utilizadas como controles
(para evaluar posibles reacciones cruzadas de los
antisueros) de los serotipos M-B3264, M-No ti-
pificable, M-4, M-6 y M-12 fueron aisladas de pa-
cientes mexicanos con amigdalitis aguda.

Sueros control. Como control negativo se
utilizé un suero normal de conejo que carece de
anticuerpos contra cepas de S. pyogenes. Como
control positivo se utilizd un suero humano con
una actividad bactericida comparable al suero
control positivo de conejo utilizado por el Cen-
tro de Referencia para Estreptococos de la OMS
de la Universidad de Minnesota en EUA.

Preparacion de la vacuna. El protocolo para
la preparacién del in6culo bacteriano y el esque-
ma de inmunizacion de los conejos fue tomado
de E. Kaplan y cols.!* Brevemente, una colonia
aislada de cada una de las cepas M-1 y M-3 fue
colocada en tubos separados que contenian cal-
do Tood-Hewitt con neopeptona (Difco, Spar-
ks, EUA) e incubados a 37°C y en un ambiente
de 5% de CO, hasta llegar a la fase estacionaria

(18 horas). El boton de bacterias fue lavado en
dos ocasiones con solucidn salina estéril, centri-
fugado a 3,000 x g por 15 minutos a 4°C y disuel-
to en 5 mL de solucion salina estéril. Se tomo una
muestra para control de pureza y las bacterias
fueron muertas por calor en bafio maria a 56°C
durante 1 a 2 horas.

Animales de experimentacion e inocula-
cion. Para la produccion de los antisueros se uti-
lizaron cuatro conejos de Nueva Zelanda, machos
de 2.5 a 3.0 kg de peso. La aplicacion del material
para su inmunizacion se realizé via intravenosa con
una jeringa para insulina a través de una vena de la
oreja, iniciando con una dosis de sensibilizacion
de 0.5 mL, seguida de dos dosis semanales de
1.0 mL durante cinco semanas tanto de una cepa
serotipo M-1 y otra del serotipo M-3 (dos cone-
jos para cada una). Los animales fueron evaluados
diariamente y se anotaron los datos de tempera-
tura, peso y cualquier otra observacion respecto
a su comportamiento o estado de salud. Una vez
concluidas las inmunizaciones se obtuvieron mues-
tras de suero y se realizd primero una prueba de
precipitacion en capilar y luego una prueba bacte-
ricida indirecta para confirmar tanto el desarrollo
como el titulo de anticuerpos opsoénicos seroti-
po-especificos. Luego, de cada animal se obtuvo
la totalidad de la sangre por puncion cardiaca sien-
do sacrificado posterior al uso de un anestésico
inhalado.

Adsorcion de sueros. Con la finalidad de re-
mover anticuerpos inespecificos y evaluar la se-
rotipo-especificidad de los sueros obtenidos de
cada animal, una muestra de éstos fue sometida a
adsorcion con una cepa homéloga y otra con una
cepa heterdloga acorde con lo descrito por Lan-
cefield.*? Una parte de suero fue mezclada con
cuatro partes (w/w) de un botén de bacterias
muertas y lavadas de una cepa heteréloga y otra
parte con una homologa. Luego se incubé duran-
te 30 minutos a 37°C en bafio maria y fue centri-
fugado a 3,000 x g durante 10 minutos para sepa-
rar el suero adsorbido.
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Prueba bactericida indirecta. La actividad
bactericida de los antisueros de conejo fue eva-
luada con el procedimiento descrito por Todd®y
modificada por Lancefield* utilizando sueros sin
adsorber y adsorbidos. Se mezclan 120 uL de
suero con 120 uL de suspension bacteriana con-
teniendo —200 a 400 UFC y se incuba a 4°C du-
rante una hora con agitacion horizontal suave (100
RPM); después se agregan 100 uL de la mezcla
(suero-bacterias) a 300 uL de sangre fresca (ob-
tenida — 10 minutos previos a su uso) heparini-
zada de un donador conocido que carece de anti-
cuerpos contra cepas de los serotipos M-1 y M-3
y se incuba a 37°C durante tres horas con una
rotacién término-terminal a 8 RPM. Se realizan
cultivos de 100 ul de la suspension bacteriana en
tiempo cero y después de la incubacion de tres
horas se realizan cultivos de 100 uL de la mezcla
sin diluir y de dos diluciones 1:100 para el conteo
inicial y final de las UFC, con lo cual se calculan el
indice bactericida (IB) y su logaritmo base 2
(IBLog2). La interpretacion del indice bactericida
fue de acuerdo a la escala descrita por Stollerman
con un rango de 0 a ++++ en donde O corres-
ponde a sueros con un IB < 25y ++-++ a sue-
ros con un IB > 500.1

Precipitacién en capilar. Esta prueba tiene
el objetivo de visualizar la formacion de comple-
jos solubles antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) entre un
suero con anticuerpos opsonicos serotipo-espe-
cificos y el extracto &cido de la proteina M.%® En
un pedazo de parafilm se colocan en forma sepa-
rada 10 uL de extracto &cido y 10 uL del suero a
probar. Con un capilar no heparinizado, se toma
primero el extracto acido seguido del suero pro-
blema teniendo cuidado de no dejar formar bur-
bujas entre ambos. Luego se pone un tapén de
plastilina, se colocan a 90 grados y se dejan en
incubacion a 37°C por dos horas realizando en-
tonces la primera lectura de precipitacion. La se-
gunda y Ultima lectura se realiza a las 18 horas
después de haber dejado los capilares a 4°C. La
interpretacion del grado de precipitacion fue acor-

de a lo descrito por Lancefield'®!” con rango des-
de un precipitado apenas visible (%) hasta la for-
macién de columnas llenas de precipitado (+++
a++++).

Prueba de doble difusiéon de Ouchterlo-
ny. Con ella se detectan complejos antigeno-an-
ticuerpo al colocar en diferentes pozos de una
placa de agarosa al 1%, el antisuero y el extrac-
to de proteina M tanto homologo como heteré-
logo. La difusion del antigeno como del anticuer-
po en la agarosa forman precipitados visibles al
colocar la laminilla por encima de un fondo os-
curo.'® La agarosa se coloca en un porta- obje-
tos y al solidificarse se realizan siete perforacio-
nes (una central y seis periféricas) en donde se
colocan el extracto acido de proteina M (pozo
central) y los diversos antisueros M (en las peri-
féricas). Luego se colocan en una cdmara hume-
da sellada y se incuban a 37°C durante dos horas
realizando una lectura preliminar. Después se in-
cuba nuevamente a 4°C durante 18 horas y se
realiza la lectura definitiva.

Evaluacién de una posible precipitaciéon
cruzada de los antisueros M-1y M-3 con ex-
tracto acido de cepas heterdlogas. Con la fi-
nalidad de evaluar posibles reacciones cruzadas,
se realizé la prueba de precipitaciéon en capilar y
prueba de doble difusion de Ouchterlony utilizan-
do antisueros M-1y M-3 adsorbidos con una cepa
heterdloga y se retaron con extractos acidos de
proteina M de las cepas de los serotipos M-B3264,
M-no tipificable, M-4, M-6, M-12.

Resultados

Evaluacién de la presencia de anticuerpos
serotipo-especificos. La evaluacion preliminar, a
la quinta semana de inmunizacion y la final a la sex-
ta semana (figura 1), de la presencia de anticuer-
pos serotipo-especificos en una muestra de sue-
ro (no adsorbido) de los conejos inmunizados con
cepas M-1y M-3, se realiz6 con la prueba de pre-
cipitacién en capilar, retandolos con extractos
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especificidad se evalu6 ademas con la prueba de

Cuadro 1. Actividad bactericida de los sueros anti M-1y anti M-3 con y sin adsorcién vs cepas homélogas y heterélogas.
Suero anti indice Escala de Suero anti indice Escala de
M-1 vs Cepa bactericida Stollerman M-3 vs Cepa bactericida Stollerman
Sin adsorber M-1 1,657 ++++ Sin adsorber M-3 1,643 ++++
Sin adsorber M-3 5.34 0 Sin adsorber M-1 3.06 0
Adsorbido con
cepa homologa M-1 4.43 0 Adsorbido con cepahoméloga ~ M-3 1.20 0
Adsorbido con
cepa heteréloga M-1 2,230 +-+-++  Adsorbido con cepa heteréloga M-3 1,511 ++++
Sanach Extracto cido M-1 Extracto dcido M-3 no adsorbidos y adsorbidos con una cepa homo-

[—y loga y una heterologa (para demostrar que la ac-

(=] .. . . . .

g - tividad bactericida era dependiente de anticuer-

2 [+ . Lee .

8 pos serotipo-especificos) mediante la prueba
) bactericida indirecta, mostré un desarrollo de al-
e = : L= : tos niveles en contra de la cepa homdloga y mini-

2 3 3g33g3 3 3 3g33g3 ma para las heterdlogas (cuadro 1). La serotipo-
& % £§5 &5 & < % =%

Figura 1. Serotipo-especificidad de los sueros anti-M1 y anti-
M3 evaluada mediante la prueba de precipitacién capilar. En
el eje de las abscisas se muestra la cuantificacion de la preci-
pitacion en el capilar en un rango desde nula (%) hasta el
capilar lleno de precipitado (++-+++). En el eje de las orde-
nadas, la mitad izquierda representa en grafico de barras la
precipitacion intensa al retar un extracto acido de proteina
M-1 con el antisuero M-1 no adsorbido, con el antisuero M-3,
la desaparicion de la precipitacion al adsorber el suero con
una cepa homéloga M-1 y la también precipitacién intensa
con antisuero adsorbido con una cepa heteréloga. Del lado
derecho se muestra el mismo experimento utilizando ex-
tracto acido de proteina M-3 y el reto con antisueros
homologos con y sin adsorcién, asi como con un antisuero
heterélogo.

acidos de proteina M de cepas de los serotipos
M-1y M-3, mostrando un grado de precipitacion
importante (columna llena de precipitado) hacia
el extracto homdlogo (+-++).

Desarrollo de anticuerpos bactericidas
serotipo-especificos. Al término del periodo de
inmunizacion (seis semanas), la evaluacion de la
actividad bactericida de los antisueros M-1 'y M-3

doble difusién de Ouchterlony utilizando extrac-
to 4cido de proteina M-1 y M-3 retandolos con
antisueros homaologos con y sin adsorcion (vs cepa
homologa y heterdloga) y antisueros heterélo-
gos (figura 2).

Presencia de reacciones cruzadas de los
antisueros M-1 y M-3 adsorbidos al retarlos
con extractos acidos de cepas de cinco seroti-
pos heterdlogos. La evaluacion de los antisueros
M-1y M-3 previamente adsorbidos con cepas he-
ter6logas (M-3 y M-1 respectivamente) al retarlos
con extractos acidos de cepas de S. pyogenes de
cinco serotipos distintos no presentaron precipi-
tacién alguna en la prueba de microprecipitacion
capilar, ni presencia de bandas de precipitado en
la prueba de doble difusion de Ouchterlony (cua-
dro 1l) demostrando su serotipo-especificidad.

Potencia de los antisueros desarrollados.
Para evaluar la potencia de los antisueros se reali-
zaron diluciones 1:2 (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64) para cada uno de los antisueros (anti-M1 y
anti-M2), encontrando la presencia de precipita-
cion visible adn en la sexta dilucion.

Rev Mex Patol Clin, Vol. 53, Nim. 2, pp 93-99 = Abril - Junio, 2006



Marquez-Rosales MG y col. Antisueros para identificar serotipos de S. pyogenes

E—" 1‘ ‘2

ol ¥

Figura 2. Formacion de bandas de precipitado de sueros anti
M-1 y anti M-3 (con y sin adsorcion) al ser retados con ex-
tractos acidos homologos y heterélogos de cepas M-1y M-3
mediante la prueba de doble difusién de Ouchterlony. En el
Ouchterlony izquierdo: extracto &cido de proteina M-1
(en pozo central) contra: (1) anti M-1 no adsorbido; (2) anti
M-1 adsorbido vs una M-3; (3) anti M-1 adsorbido vs una M-1;
(4) control negativo (suero normal de conejo); (5) anti M-3
sin adsorber; (6) anti M-3 adsorbido vs una M-1. En el
Ouchterlony derecho: extracto acido de proteina M-3 (pozo
central) contra: (1) anti M-3 sin adsorber; (2) anti M-3
adsorbido vs una M-1; (3) anti M-3 adsorbido vs una M-3; (4)
control negativo (suero normal de conejo); (5) anti M-1 sin
adsorber; (6) anti M-1 adsorbido vs una M-3.

Discusion

La inoculacion seriada de cepas muertas y lavadas
de los serotipos M-1 y M-3 en conejos, resulto
en desarrollo de antisueros con capacidad de for-
mar complejos antigeno-anticuerpo y causar pre-
cipitacién en los capilares no heparinizados al
mezclarse con un extracto acido de cepas de se-
rotipo homélogo. Tanto para la cepa M-1 como
para la M-3, la dilucion seriada de los antisueros
mostrd precipitacion aun después de cinco dilu-
ciones demostrando una potencia apropiada.

La actividad bactericida del suero anti M-1 fue
elevada en contra de una cepa homologa M-1 'y
minima con una cepa heter6loga M-3 (posible-
mente relacionada con anticuerpos dirigidos con-
tra otras proteinas de superficie del estreptoco-
co). Asimismo, la actividad bactericida no
disminuyd al ser adsorbida con una cepa hetero-
loga M-3 y cay6 a un nivel basal al ser adsorbida
con una cepa homdloga M-1, demostrando la se-

Cuadro Il. Evaluacion de reacciones de precipitacion
cruzadas de antisueros M-1 y M-3 adsorbidos con
extractos acidos de 5 cepas de S. pyogenes heterdlogas.

Grado de precipitacion
mediante la prueba de  Formacion de bandas en
precipitacion en capilar la prueba de Ouchterlony

Antisuero  Antisuero  Antisuero  Antisuero

Extractos M-1 M-3 M-1 M-3
acidos adsorbido adsorbido adsorbido adsorbido
M-1 ++++ + (+) Unica )
M-3 + ++++ ) (+) Unica
M-B3264 =+ + ) )
M- NT + + ) )
M-4 + + ) )
M-6 + + ) )
M-12 + + ) )

rotipo-especificidad y la nula capacidad de opso-
nizar de manera cruzada a una cepa heteréloga.
De la misma manera, la actividad bactericida del
suero anti M-3 fue elevada en contra de una cepa
homologa M-3, nula con la cepa heter6loga M-1,
no disminuy6 al ser adsorbida con la cepa hete-
réloga M-1 y cay6 a niveles basales al ser adsorbi-
da con la cepa homologa M-3, demostrando de
igual manera la serotipo-especificidad y la nula op-
sonizacion cruzada con una cepa heteréloga.

La prueba de doble difusiébn de Ouchterlony
nos permitié demostrar que al retar los antisue-
ros M-1 y M-3 no adsorbidos de conejo contra
extractos acidos de proteina M de cepas de se-
rotipos homologos, la presencia de varias ban-
das de precipitado representan anticuerpos tan-
to en contra de la proteina M como en contra
de otras fracciones proteicas de la superficie del
estreptococo tales como la proteina R descrita
por Lancefield,* las que desaparecen (dejando
una banda unica) posterior a la adsorcién del sue-
ro (eliminando los anticuerpos contra fraccio-
nes proteicas distintas a la proteina M). Estos
resultados demuestran la importancia de la ad-
sorcion de los antisueros para evitar precipita-
cion inespecifica.
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Para finalizar, es importante mencionar que no
hubo reaccion cruzada al usar un antisuero adsor-
bido y retarlo con las cepas heterdlogas de los
serotipos B3264, NT, M-4, M-6 y M-12 por lo
que los antisueros desarrollados son especificos
para los serotipos disefiados.

Conclusiones

El modelo animal con inmunizacion intravenosa
seriada de cepas de S. pyogenes de serotipos M-1
y M-3 muertas por calor en conejos de Nueva
Zelanda, mostrd ser apropiado para la obtencion
de un antisuero de potencia elevada que una vez
adsorbido mostré ser altamente especifico y sin
evidencia de reacciones cruzadas con cepas de
cinco serotipos heterdlogos. Estos antisueros
podran ser utilizados para la identificacion de los
dos serotipos mas frecuentemente asociados a
infecciones invasivas severas en aislamientos de
pacientes de nuestro pais.
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