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RESUMEN

Introduccidén: en infecciones por Streptococcus beta hemoliticos los del grupo A de
Lancefield son el principal causante de faringitis en nifios, y entre los no A los del
Grupo C ocupan un lugar importante.

Objetivo: tipificar molecularmente las cepas que participaron en un brote de faringitis
en niflos y demostrar la utilidad de la técnica de electroforesis de campos pulsantes en
la identificacion de las cepas circulantes.

Métodos: se caracterizaron mediante electroforesis de campos pulsantes 12 aislados
de Streptococcusbeta hemoliticos pertenecientes a nifios atendidos en el Hospital Juan
Manuel Marquez durante un brote de faringitis aguda en los meses de enero a marzo
de 2008.



Resultados: mediante el test de seroagrupamiento se encontré que 6 de los aislados,
correspondiente al primer periodo del brote, eran Streptococcus del grupo C y los otros
6 aislados clasificaron como Streptococcuspyogenes, con una mayor presencia en la
segunda etapa del brote. La subtipificacion mediante la macrorrestriccion con Smal y
electroforesis de campos pulsantes mostré la existencia de dos poblaciones clonales
consecutivas durante el brote.

Conclusiones: los resultados obtenidos demuestran la utilidad que pudiera tener la
subtipificacion de aislados mediante electroforesis de campos pulsantes durante un
brote o una reemergencia facilitando el control epidemiolégico, la localizacion de la
fuente y la toma de decisiones cuando esta fuera necesaria.

Palabras clave: electroforesis de campos pulsantes, subtipacion,
macrorrestriccion, Streptococcusbeta hemoliticos, clones, brote de faringitis,
seroagrupamiento.

ABSTRACT

Introduction: in the context of infection by beta hemolytic Streptococci, Lancefield
group A is the main cause of pharyngitis in children, whereas Streptococci C play an
important role in the non group A.

Aims: the purpose of the study was to molecularly typify the strains involved in a
pharyngitis outbreak in children, and show the usefulness of pulsed field gel
electrophoresis technique for identification of circulating strains.

Methods: twelve beta hemolytic Streptococcus isolates from children cared for at Juan
Manual Marquez hospital were characterized by pulsed field gel electrophoresis during
an acute pharyngitis outbreak from January to March 2008.

Results: the serogrouping test found that six of the isolates, corresponding to the first
stage of the outbreak, were group C Streptococci, whereas the other six classified as
Streptococcus pyogenes, with a greater presence in the second stage. Subtyping by
Sma | macrorestriction and pulsed field gel electrophoresis revealed the presence of
two consecutive clonal populations during the outbreak.

Conclusions: results show the potential usefulness of subtyping isolates with pulsed
field gel electrophoresis during an outbreak or an instance of re-emergence, thus
facilitating epidemiological control, location of the source, and decision making when
required.

Keywords: pulsed field gel electrophoresis, subtyping, macrorestriction, beta
hemolytic Streptococcus, clones, pharyngitis outbreak, serogrouping



INTRODUCCION

Un brote epidémico puede definirse como la ocurrencia de un nidmero
significativamente anormal de casos en un periodo corto, en un sector geografico bien
delimitado, ya sea provincia, ciudad o instituciéon. Su demarcacion estara dada por las
circunstancias epidemiolégicas: consumo de determinado alimento, red de agua o
caracteristicas de la poblacion respecto a la propagacién de la enfermedad que
impligue exposicion a un riesgo comudn.*-3

Tradicionalmente se ha establecido que el Streptococcus del grupo A de Lancefieldes el
patégeno causante de las faringitis agudas en la poblacién infantil. Sin embargo,
existen reportes de brotes epidémicos de faringitis en nifios en los que el agente
etiolégico ha sido Streptococcusdysagalactiae subespecies equisimilis (SDSE),
conocidos con el nombre de Streptococcus beta hemoliticos de los grupos Cy G. 45

El Streptococcus del grupo C ha sido reconocido como un importante patégeno
bacteriano, con un espectro clinico de enfermedades asociadas muy semejantes a las
infecciones por Streptococcuspyogenes, incluyendo la ocurrencia de secuelas
postestreptococicas. 4613 Las epidemias de faringitis por Streptococcus del grupo C se
han asociado con la ingesta de productos contaminados, incluyendo huevos y leche.”8

Las faringoamigdalitis por estreptococos beta hemoliticos tiene una incidencia variable
en distintos paises. Zuazo, Nordet, Perez Amarillo y colaboradores realizaron estudios
clinicos, epidemiolégicos y bacteriolégicos en diferentes provincias de Cuba, hallando
que la mayoria de los aislados obtenidos de exudados faringeos de nifios se clasificaron
como grupos A, C, G y B. El mayor porcentaje correspondi6 al grupo A y el menor al
B.°

Solamente unos pocos laboratorios identifican a los Streptococcus de los grupos Cy G
a nivel de especie; por ello no se conoce el niumero exacto de infecciones por SDSE en
seres humanos.

Los métodos de subtipificacion molecular de microorganismos son la base de los
programas de vigilancia epidemiolégica actuales.'® Estos métodos comprenden una
gran variedad de técnicas que tienen como objeto comparar la composicion de los
acidos nucleicos de dos 0 mas microorganismos patdégenos, lo cual facilita su control y
la toma de medidas para evitar su diseminacion. La Electroforesis de Campos
Pulsantes (ECP) constituye el estandar de oro para la subtipificaciéon molecular
bacteriana porque permite analizar el genoma completo de las bacterias en un Unico
experimento.!! Mediante la ECP es posible separar en forma de un patron de bandas
los macrofragmentos de restricciéon del ADN gendmico de las bacterias. La comparaciéon
de los patrones de bandas de diferentes aislados de una misma especie permite
determinar las diferencias genéticas entre ellos y clasificarlos en subtipos,*? asi como
reconocer la relacion epidemiolégica entre aislados y, por tanto, si son derivados
recientes de un microorganismo ancestral comudn. A la vez debe diferenciar aislados no
relacionados, independientemente de que pertenezcan a la misma especie
microbioldgica o taxén. Esta técnica explora la organizacién del ADN cromosémico
bacteriano, dando informacién general sobre el genotipo bacteriano y sus cambios mas
recientes. Streptococcus beta hemolitico del grupo A (BHGA) es un patégeno humano
de interés epidemiolégico que es tipificado cominmente por ECP.%3



En el presente estudio se hace un analisis del genotipo en una pequefia muestra de
bacterias aisladas en nifios atendidos en el hospital pediatrico Juan Manuel Marquez de
La Habana durante un brote de faringitis durante los meses de enero a marzo del afio
2008. La muestra se tomo al azar entre los cultivos del exudado faringeo que
mostraron ser sensibles a la Bacitracina y presuntivamente clasificados

como Streptococcus del grupo A.

METODOS

Se estudiaron 12 cultivos procedentes de nifios que fueron atendidos en consulta de
otorrinolaringologia y en urgencias por presentar una sintomatologia que incluyera
dolor de garganta u odinofagia y fiebre. Al examen fisico presentaban los signos de
una faringitis causada por Streptococcuspyogenes.

Las muestras fueron tomadas por hisopado de ambas amigdalas y pared posterior de
la orofaringe y fueron sembradas directamente en placas de agar sangre de carnero al
5% e incubadas a 37°C durante 24 horas. Las colonias beta hemoliticas fueron aisladas
y resembradas en igual medio y sometidas a la prueba diagndstica de sensibilidad al
disco de bacitracina en concentracion de 0.04U. Aquellos cultivos que mostraron ser
sensibles a la bacitracina se clasificaron presuntivamente como Streptococcus
pyogenes.'4 De estos cultivos se tomo6 una asada y se conservé en caldo corazén
cerebro con glicerol al 20 % a - 70° C.

Para el estudio del genoma y serotipado se tomaron 100 microlitros de cada cultivo
crioconservado, resuspendidos en 5 ml de caldo corazén cerebro y puestas a cultivar
durante 18 horas a 37° C. Posteriormente se tom6 una asada de este cultivo y se
sembré en placa con agar corazén cerebro y sangre de carnero al 5 %, y se
comprobaron la hemdlisis de tipo beta y las caracteristicas morfolégicas de las
colonias.

Seleccidén de la muestra: se tomaron al azar 12 muestras de las cepas
crioconservadas pertenecientes al 2008que mostraban viabilidad (Tabla). Se
adicionaron al estudio otras cepas de Streptococcuspyogenes para la comparacion;
entre ellas, una del afio 2006, otra del 2007 y la cepa de referencia ATCC 315.

Seroagrupamiento de las muestras: todos los cultivos fueron probados con el kit
SLIDE Strepto Plus de la marca bioMerieux para clasificar serolégicamente a las cepas
mediante aglutinacidon con antisueros especificos a Streptococcus de los grupos A, B,
C, D y G de Lancefield.

Preparaciéon de las muestras de ADN para ECP: se utilizé el tratamiento
semienzimatico descrito previamente para la liberacion del ADN 1517 modificada en
algunos pasos. Una vez solidificada la agarosa con las células enteras, los insertos
fueron sometidos a incubacidén durante 4 h a 37 °C en disoluciéon de lisis compuesta
por disoluciéon 5 del BacKit (Neuronic S.A.) y lisozima (Sigma) 1 mg/mL.
Posteriormente, los minibloques se lavaron dos veces con agua destilada estéril y se
incubaron durante 2 h con disolucion 4 del BacKit para su desproteinizacion.El ADN
contenido en los insertos se sometid a digestiéon con 10U de enzima de restriccion de
baja frecuencia de corte Sma | (Sigma) durante 2 horas a 25° C.



Corrida electroforética de las muestras: los fragmentos de restriccion se
resolvieron en un gel de agarosa 1,5 %, disoluciéon reguladora TBE 0,5X (Tris 44,5
mmol/L, acido boérico 44,5 mmol/L y EDTA 1 mmol/L pH 8,3) a 20° C y aplicando en la
minicamara CHEF del Guefast-06 (Neuronic S.A.)18-2° 10 V/cm y una rampa de tiempos
de pulsos discontinua desde 25 hasta 3 seg con una duracién total de 4 h 30 min.
Finalmente, el gel conteniendo las bandas de ADN fue tefiido con Bromuro de etidio 0,5
Hg/mL durante 30 min y fotografiado digitalmente.

Procesamiento de los datos: las fotos digitales de las corridas fueron introducidas
en el programa informatico GuefastScan?! y sus perfiles moleculares fueron
comparados mediante el coeficiente de similitud DICE.®?2 El agrupamiento de las
diferentes muestras fue realizado utilizando el algoritmo

UPGMA 23(“unweighedpairgroupmatching analisis”) contenido en el programa
GuefastScan.

RESULTADOS

Las cepas crioconservadas se mantuvieron puras y crecieron bien en los medios
enriquecidos, formando colonias mayores de 0,5 mm y mostrando la beta hemdlisis
caracteristica. La prueba serolégica para la identificacion de las diferentes cepas
identific6 a 8 muestras como pertenecientes al grupo A (6 pertenecientes al brote y las
2 controles) y a 6 muestras como pertenecientes al grupo C de Lancefield (Tabla).

Tipificacion de Strepto Beta Hemolitico mediante ECP

La restriccion con Sma | del ADN bacteriano generd patrones con 7 bandas para

los Streptococcus A y 6 bandas para los Streptococcus C. Para analizar la relacion
clonal entre los aislados mediante el uso de Sma | y los patrones obtenidos mediante
electroforesis de campos pulsados, se generé un dendrograma empleando el algoritmo
UPGMA con el coeficiente DICE.

Se formaron 2 clusters distintivos (grupo 1 y grupo 2) con 9 de las 12 cepas
provenientes del brote, con un coeficiente de similitud de 100 % cada uno. De los 8
aislados de Streptococcus del grupo A analizados, 3 compartian el mismo patrén
(Figura 1, lineas 3, 6 y 8) conformando el grupo 2 (Figura 2), los 5 aislados restantes,
incluyendo a los 2 controles de los afios 2006 y 2007, diferian de este grupo y eran
ademas diferentes entre si. Los 6 aislados de Streptococcus del grupo C mostraron un
patréon dnico (Figura 1, lineas 1, 5y 7) para todas las muestras, conformando el grupo

1 (Figura 2).

El rango de los pesos moleculares de las bandas generadas por la Smal estuvo entre
48 y 436 Kpb lo que permitié que todas las bandas quedaran dentro del gel y se
tomaran en su totalidad para el andlisis clonal.



DISCUSION

El propdsito del presente trabajo fue la identificacion y subtipificacion molecular
retrospectiva mediante electroforesis de campos pulsantes de las cepas

de Streptococcus beta hemoliticos implicados en un brote de faringitis en nifios
atendidos en los servicios médicos del Hospital Pediatrico Juan M. Marquez en los
meses de enero a marzo de 2008. Si bien es importante clinicamente detectar el
microorganismo patégeno que esta causando un cuadro de faringitis para la eleccion
del tratamiento, no menos importante es conocer qué cepas estan circulando en un
momento determinado cuando surge un brote en una poblacién o ante la sospecha de
infecciones nosocomiales en los servicios hospitalarios.

Todos los pacientes incluidos en esta muestra fueron clasificados clinicamente como
faringitis causada por S. pyogenes, pero durante este estudio se pudo constatar la
presencia de S.pyogenes y S. disgalacteae. Existen multiples agentes causales de
faringitis, fundamentalmente relacionados con Streptococcus beta hemoliticos y dentro
de ellos S..pyogenes, pero cada vez se acumulan mas evidencias de la participacion
de Streptococcus del grupo C en esta dolencia.?*?> Streptococcus del grupo C es un
anaerobio facultativo, capnofilico, catalasa negativo y con propiedades muy similares a
otras especies de Streptococcus, puede ser bacitracina sensible 2627 y eleva los niveles
de antiestreptolisina O en sangre,?® por lo que sumado a la semejanza del cuadro
clinico ocasionado suele confundirse el diagndstico sino se clasifican en grupos por
estudios seroldgicos.

Cuando se sospecha la presencia de Streptococcussp es de utilidad disponer de un test
seroldgico para identificar rapidamente con confiabilidad y especificidad aceptables el
agente etioldgico;pero ello no basta si se desea hacer un estudio epidemiolégico de un
brote infeccioso o se necesita conocer las cepas circulantes de una especie. Los brotes
de enfermedades infecciosas casi siempre resultan de la exposicion a una fuente
comun. Generalmente, el agente etiolégico causante del brote se deriva de una sola
célula cuya progenie es genéticamente idéntica o esta estrechamente relacionada al
organismo fuente. En términos epidemioldgicos, los organismos involucrados en el
brote estan clonalmente relacionados o, simplemente, tienen un origen comun. En
nuestro estudio, mediante electroforesis de campos pulsantes y enzima Smal, la
similitud encontrada intragrupo es del 100 % en cada uno de los dos grupos
identificados, lo cual habla de clones de una misma cepa.

Los dos grupos identificados en la muestra estudiada son parentales muy distantes (2
% de similitud). La diferencia encontrada se justifica por pertenecer ambos a grupos
de Lancefield diferentes (Streptococcus grupos A y C). Las otras 3 cepas del grupo A,
no coincidentes entre ellas o con los controles, ni con los grupos 1 y 2 procedieron
posiblemente a casos aislados ocasionados por cepas que estaban circulando en esa
poblacién antes del brote, sumandose a la estadistica del brote.

Partiendo de una pequefia muestra resulta riesgoso emitir aseveraciones categadricas;
sin embargo, puede asumirse que nuestros resultados moleculares sefialan la
existencia de dos brotes secuenciales que comenzaron en el mes de enero con una
cepa de Streptococcus del grupo C a la que se adiciond posteriormente el brote
relacionado a Streptococcuspyogenes (ver Tabla). Los hallazgos de este trabajo
demuestran que brotes epidémicos pueden ser ocasionados por diferentes clones
bacterianos circulantes que difieren en sus rasgos patogénicos. La ECP en mini CHEF
de los fragmentos de restriccion con Sma | del ADN de Streptococcusgenera



fragmentos de ADN con un gran poder discriminatorio,?® brindando informacién acerca
del origen clonal de las muestras que no es posible obtener mediante los métodos
fenotipicos disponibles en los laboratorios clinicos de microbiologia.

La informacioén obtenida del brote del 2008 fue retrospectiva; pero, de haberse
realizado en el momento de su aparicién, se habria podido detectar la fuente
contaminante del StreptococcusC (posiblemente en algun alimento), en el territorio
afectado, y la toma de medidas para su control y erradicacion.
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