Angela Kelil et al.. Deteccion del gen rib en Streptococcus agalactiae

25

Rev. Cienc. Tecnol.
Af0 12/ N° 14 /2010 / 25-28

Deteccion del gen rib en cepas invasivas y colonizantes de
Streptococcus agalactiae en Misiones

Detection of the rib gen in invasive and colonizing Streptococcus agalactiae strains in
Misiones

Angela Keil, Margarita Laczeski, Patricia Oviedo, Eduardo Pegels, Marina Quiroga, Maria I. Fonseca,
Marta Vergara

Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar la distribucion de un gen asociado a la virulencia de Streptococcus
agalactiae (Streptococcus Grupo B, SGB) en aislamientos colonizantes recuperados de mujeres embarazadas y
aislamientos invasivos recuperados de neonatos, y de contribuir con datos Utiles para estudios epidemiolégicos y
para la formulacién de una vacuna regional. Un total de 34 aislamientos colonizantes y 7 aislamientos invasivos
fueron analizados para detectar el gen rib por PCR especifica. Se detecto la presencia del gen rib en el 87,8 % de
los aislamientos, sin diferencias significativas (p>0,05) entre colonizantes e invasivos.

Concluimos que en la poblacién estudiada, el gen rib en cepas de SGB se distribuye comparablemente en
aislamientos colonizantes recuperados de mujeres embarazadas y en aislamientos invasivos recuperados de
neonatos con enfermedad severa.
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Abstract

The aim of this work was to study the distribution of a gene associated with Streptococcus agalactiae (Group B
Streptococcus, GBS) virulence in colonizing isolates from pregnant women and invasive isolates from newborn
infants. We also aimed to contribute with useful data for epidemiological studies and formulation of a regional
vaccine. A total of 34 colonizing isolates and 7 invasive isolates was analyzed for detection of rib gene by specific
PCR. The rib gene was present in 87.8 % of the isolates, without significant differences (p>0.05) between colonizing
and invasive ones.

It was concluded that in the population studied, the rib gene in GBS strains was distributed comparably in colonizing

isolates from pregnant women and invasive isolates from newborn infants with severe disease.
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Introduccion

Streptococcus beta hemolitico del grupo B de Lancefield
(SGB) es reconocido como el principal causante de graves
enfermedades invasivas perinatologicas y desde Abril de
2008 “la obligatoriedad de la realizacion de la biisqueda
de SGB en todas las embarazadas con edad gestacional
entre las semanas 35 y 37, presenten o no condiciones de
riesgo” esta reglamentada por la Ley N° 26.369, para todo
el Territorio Nacional. [1]

Entre los factores predisponentes para adquirir la
infeccion se encuentran aquellos relacionados con un in-
cremento de la susceptibilidad en el huésped por los bajos
niveles de anticuerpos anticapsulares que genera el serotipo
infectante. Ademas bajos niveles de anticuerpos en la ma-
dre o adecuados niveles en la madre pero con nacimiento
pretérmino, agregado al reducido pasaje trasplacentario de

inmunoglobulina G, contribuyen al riesgo. [2, 3]

Factores como los asociados a un elevado in6culo del
microorganismo, situacion frecuente por la colonizacion
particularmente densa en la madre (agravada por manipu-
laciones obstétricas de monitoreo intrauterino o examenes
ginecologicos), posibilitan el ascenso de bacterias aumen-
tando la exposicion del feto. [2]

La colonizacién del recién nacido se puede producir du-
rante el parto (50-75 %) a partir del tracto genital materno
infectado o en el utero, por via ascendente, siendo la tasa
de transmision vertical mayor al 50 %. [4]

El 1-2 % de los colonizados desarrollara una infeccion
invasiva [4].

En la infeccion por SGB intervienen diversos factores
de virulencia para la prosecucién del dafio, destacando-
se: adherencia—invasion celular de epitelios y barreras
endoteliales—injuria directa de tejidos— bloqueo de meca-
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nismos inmunolégicos— induccion del sindrome séptico
[5,6,7,8,9].

La adherencia a las superficies epiteliales es mediada
por adhesinas proteicas o no proteicas que tienen avidez
por las células faringeas fetales. Entre ellas la mejor carac-
terizada es el Complejo Proteina C, integrado entre otras,
por la proteina Rib, codificada por el gen rib. [10, 11]

Es de trascendental importancia para la region, la
busqueda del gen rib en cepas de SGB aisladas en em-
barazadas a término y neonatos enfermos, debido a que
la expresion de la proteina Rib se encuentra relacionada
al serotipo mas frecuentemente asociado a enfermedad
perinatologica severa. [12, 13, 14]

Esta proteina Rib fue identificada y secuenciada en la
cepa BM 110, un miembro de elevada virulencia, clon de
tipo 111 [15, 16].

Dentro de sus caracteristicas se destaca su propiedad
antigénica que lo hace 1til en el desarrollo de estrategias
vacunales que protejan al ser humano de esta enfermedad
[12, 14].

Se destaca que los recién nacidos hijos de madres co-
lonizadas con SGB serotipo III tienen un riesgo 5,5 veces
mayor de presentar sepsis neonatal temprana. [17]

Con el proposito de investigar uno de los genes asocia-
dos a la virulencia en cepas de nuestra provincia y aportar
datos epidemiologicos regionales ttiles en estrategias
vacunales, se realizd este trabajo.

Materiales y métodos
Cepas bacterianas

Se estudiaron cepas de coleccién de la Catedra de
Bacteriologia recuperadas durante el periodo 2004-2006:
34 cepas de SGB provenientes de Posadas y del interior de
la provincia, recuperadas de hisopados vagino—rectales de
mujeres embarazadas con 35-37 semanas de edad gesta-
cional y 7 recuperadas de LCR o hemocultivo de neonatos
enfermos.

Las cepas de SGB fueron identificadas por métodos
bioquimicos convencionales [4]. La identificacion serolo-
gica se realizo por el método de aglutinacion de particulas
de latex especifica para el grupo B (Phadebact StrepB
Test—ETC Internacional, Bactus AB—Sweden), segun
instrucciones del fabricante. Las cepas fueron sembradas
y conservadas en caldo Todd—Hewitt, en freezer a -20°C
hasta la extraccion del ADN.

Extraccion de ADN

Se realizo siguiendo el protocolo de trabajo para la
extraccion de ADN procariota a partir de cultivo bacteriano
en medio liquido [18]. Mediante corridas electroforéticas

en geles de agarosa al 1 % tefiidas con bromuro de etidio
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se evaluo la calidad y cantidad de ADN extraido.
Amplificacion del ADN

Los fragmentos de ADN del gen rib (5"CAGGAAGTGC
TGTTACGTTAAAC3") Gene Bank U58333, fueron
amplificados por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

Sus secuencias fueron cotejadas con el GenBank [19] y
sintetizados por Operon Molecules for Life (USA).

Evaluacién de los productos de PCR

Se llevo a cabo con corridas electroforéticas en gel de
agarosa. al 2 %.

Secuenciacion del ADN

Con la finalidad de corroborar la especificidad de las
secuencias de los primers utilizados, se enviaron 3 produc-
tos de PCR purificados (segun el protocolo de purificacion
de ADN del Kit de purificacion WTZAR GEL AND PCR
CLEAN SYSTEM) al Servicio de Secuenciacion y Geno-
tipado de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de
la Universidad de Buenos Aires. La secuencia informada,
fue analizada con el programa Blast X [19].

Test estadistico

Los datos fueron comparados utilizando el test exacto
de Fisher [20]. Valores de p menores a 0,05 fueron consi-
derados estadisticamente significativos.

Resultados

El analisis por PCR revelo la presencia del gen rib en
el 87,8 % de todas las cepas estudiadas (36/41): 85,29 %
(29/34) de las colonizantes y el 100 % (7/7) de las invasi-
vas, (Figura 1) sin diferencias significativas (p>0,05).

Figura 1. Resultados de la amplificacion por PCR utilizando cebadores
especificos para el gen rib en cepas de SGB invasivas. Linea 1: Marcador
de peso molecular K562 DNA (PM 10 ng/ul, Promega Madison, Wi USA);
lineas 2 a 8: cepas de SGB invasivas; linea 9: control negativo.
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El resultado obtenido por secuenciacion del ADN, pre-
sent6 una similitud del 99 % con la secuencia original.

Discusion

SGB es reconocido como el principal causante de
graves enfermedades invasivas perinatologicas. [5]

Entre los factores de virulencia que intervienen para
la prosecucion del dafio, las proteinas de superficie, como
Rib (codificada por el gen rib), entre otras, cumplen un rol
importante. [11]

La proteina Rib se asocia al serotipo III, uno de los
mas agresivos y asociado a enfermedad neonatal severa.
Es antigénica y puede utilizarse en el desarrollo de vacunas
que protejan al ser humano de la infeccion [12]

El estudio de genes que codifican proteinas de superficie
es importante para el analisis epidemiologico de las cepas
circulantes en la provincia dado que el conocimiento de la
distribucién y frecuencia, como asi también de la emer-
gencia de nuevas cepas en una region, es un fundamental
requisito en la formulacion de estrategias vacunales.

En este estudio, el gen rib fue detectado con mayor
frecuencia (87,8 %) que en estudios de Estados Unidos
(28 %) [13] y Suecia (43 %) [21].

Estas diferencias podrian deberse a variaciones
geograficas o diferencias temporales en la distribucion
de los serotipos capsulares de las cepas de SGB, como
fuera ya descrito por diferentes investigadores, entre ellos
Fernandez y col. [22], Ko y col. [23], Matsubara y col.
[24] y Brimil y col. [25], entre otros.

Coincidimos con el estudio realizado en Estados Unidos
[13] y con Kong y col. [15] en que no encontramos diferen-
cias significativas en la frecuencia de deteccion del gen rib
en cepas colonizantes respecto a las invasivas (p>0.05).

Esto podria deberse, en los aislamientos estudiados, a la
presencia de otros genes involucrados en la virulencia, ya
que esta ha sido asociada a la expresion de multiples genes
[13], entre otros, bca, bac. hylB Imb que codifican,
respectivamente, las proteinas a— C asociada a la
adherencia a la célula epitelial, la B— C a la invasion,
la HyIB que colabora en la diseminacion a través de
los tejidos y la Lmb que media en la adherencia a la
laminina humana que juega un rol en la invasion y
dafio epitelial.

conclusiones

En este primer estudio:

» La portacion del gen rib en cepas de SGB se asocia,
en la poblacién estudiada, tanto a la colonizaciéon en
mujeres gestantes como a la enfermedad neonatal.
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