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LISTA DE ABREVIATURAS

DNA (ADN) Acido Desoxirribonucleico

tRNA Acido Ribonucleico de transferencia

AE Buffer de Elusion

AW1 Buffer de lavado 1

AW2 Buffer de lavado 2

AL Buffer de Lisis

TBE Buffer de Tris-Boratos-EDTA

CDC Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades

CENAVECE Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y Control de
Enfermedades

dNTP’s Desoxinucleotidos trifosfato

CO2 Diéxido de carbono

°C Grados Celsius

BHI Infusion Cerebro Corazon

CLSI Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio

ISSSTE Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los

Trabajadores del Estado
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1. INTRODUCCION

El género Streptococcus esta conformado por un grupo muy numeroso y heterogéneo de
bacterias que se hallan ampliamente distribuidas en la naturaleza. En él encontramos algunas
especies que son patdgenos para el ser humano, siendo la mayoria comensales, miembros de
la microbiota de piel y mucosa. Streptococcus pyogenes es la especie mas importante del
género debido al gran numero de infecciones atribuibles a esta bacteria que incluye
enfermedades comunes como faringitis, impétigo, celulitis, y fiebre escarlatina. Ademas de que
puede producir fiebre puerperal, fiebre reumatica, glomerulonefritis, fascitis necrotizante,
meningitis y sindrome de choque toxico estreptocdccico (SSTE). La eritromicina (macrélido)
es el tratamiento de segunda eleccion cuando el paciente es alérgico a la penicilina, farmaco

de primera eleccion para el tratamiento de infecciones por estreptococos.

Actualmente se conocen tres genes asociados con la resistencia a macroélidos en S. pyogenes,
denominados como mefA, ermA 'y ermB. Cada uno de ellos expresa un mecanismo especifico
de resistencia, mientras que el gen mefA se relaciona con el mecanismo de resistencia basado
en la expulsién selectiva de macrolidos con anillos de 14 y 15 miembros, la familia de los genes

erm participan en el mecanismo de modificacion del sitio blanco a través de una RNA metilasa.

Por otro lado, la proteina M es el factor de virulencia mas importante de S. pyogenes,
responsable de varios mecanismos antifagociticos. Se ha observado que es mas probable que
la infeccion con un tipo M especifico lleve a un resultado clinico especifico. Por ejemplo, los
tipos M de S. pyogenes asociados epidemiolégicamente a enfermedades invasivas son los
tipos M1, M3, M11, M12 y M28 siendo los M1 y M3 los mas comunes.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar las cepas de S. pyogenes resistentes a eritromicina
seleccionadas de mas de 2800 aislamientos clinicos provenientes de distintas instituciones de
salud, durante el ano 2001-2013. Se determiné el fenotipo de resistencia y genotipo (genes
mefA, ermA y ermB) y se correlacion6 con el tipo M. Encontramos que el 92.1% de las cepas
de S. pyogenes resistentes a eritromicina esta asociada al gen mefA y que 34 de las 38 cepas
presentan el tipo M75. La reduccién en el numero de cepas de S. pyogenes resistentes a
eritromicina se observa relacionada con la disminucién de las cepas de S. pyogenes tipo M75

en el periodo de estudio.



2. ANTECEDENTES

2.1 Estreptococos

Los estreptococos fueron descritos por primera vez en 1879 por Louis Pasteur como una
‘cadena de cuencas” en una muestra vista al microscopio proveniente de un paciente que
murié por sepsis puerperal; En 1903 fueron denominados genéricamente por Schottmduller

como Streptococcus haemolyticus ).

El nombre del género Streptococcus proviene del latin Strep=cadena y coccus=cocos y
comprende un grupo heterélogo de bacterias grampositivas. Varios estreptococos tienen
importancia como parte de la microbiota normal en animales y humanos; algunos pueden

causar un amplio espectro de enfermedades desde subagudas a agudas o cronicas (%8,

Asimismo los estreptococos han sido descritos en el Manual Bergey de Bacteriologia
Sistematica como bacterias de forma ovoide o esférica, de menos de 2 ym de diametro, no
esporuladas, grampositivas, catalasa negativas, anaerobias facultativas, con tendencia a
formar cadenas o pareja. Son bacterias inmoviles que fermentan la glucosa produciendo acido
lactico. El contenido de guanina y citosina (G + C) del ADN gendmico esta entre 34 a 46 mol%.
Las distintas especies del genero Streptococcus, excepto S. thermophilus, crecen bien en
medios enriquecidos con sangre de carnero, suero o carbohidratos, a 35-37°C, especialmente
si son incubados en una atmdsfera con didéxido de carbono (CO2) al 5-7% ©". Algunas
especies, incluso necesitan CO2 para crecer, como S. pneumoniae y ciertos estreptococos de
grupo viridans. En general, en agar sangre las colonias de los estreptococos no son
pigmentadas. Algunas especies forman colonias grandes, mientras que otras forman colonias

pequefias (colonias puntiformes, menores de 0.5 mm de diametro) (%0
Clasificacion

Tradicionalmente los estreptococos son clasificados por su morfologia colonial, tipo de
hemodlisis, reacciones bioquimicas y por la especificidad serolégica de los carbohidratos de su
pared celular ¢9. Con el desarrollo de la biologia molecular se ha desarrollado una clasificacion

basada en la secuencia del gen 16SrRNA de los estreptococos.



Clasificacion por hemalisis

Una caracteristica relevante utilizada para la clasificacion de los estreptococos esta basada en
su comportamiento hemolitico observado alrededor de las colonias cuando estos son crecidos
en placas de agar sangre. Esta clasificacion propuesta por Brown en 1919 establece la
denominacion de “B-hemdlisis” cuando se observa una lisis completa de los eritrocitos
alrededor de la colonia bacteriana, mientras que de “a-hemodlisis” se refiere a una hemdlisis
parcial que confiere una apariencia verdosa alrededor del crecimiento bacteriano (asociado
con la reduccion de la hemoglobina eritrocitaria), mientras que otros estreptococos no

muestran reaccion hemolitica denominandose no hemoliticos ©9),
Clasificacion por pruebas bioquimicas

Una vez identificada la hemdlisis, la reactividad negativa de la catalasa y su morfologia
microscopica ®°). Los estreptococos pueden clasificarse por especie mediante el uso de
pruebas bioquimicas. Las siguientes pruebas resultan ser especificas para las especies de

mayor importancia clinica.

X4

Susceptibilidad a la bacitracina 0.04 U: sélo Streptococcus pyogenes es incapaz de

L)

desarrollar a esta concentracion del antibiotico “44).

s Sensibilidad a la optoquina: util para la identificaciéon de Streptococcus pneumoniae

pues en presencia de esta quinina el microorganismo no desarrolla #4).

% Solubilidad en bilis: sélo Streptococcus pneumoniae presenta una ectoenzima autolitica
(L-alanina muramilamidasa) que se activa en presencia de soluciones de sales biliares
al 10%, causando la destruccion de las células neumocdcicas, y la pérdida de turbidez

de los cultivos liquidos puros de este microorganismo “4).

X/

» Prueba de CAMP: sdlo Streptococcus agalactiae produce una proteina extracelular
(factor de CAMP) que actua sinérgicamente con la B-hemolisina de Staphylococcus

aureus acentuando la zona de hemdlisis producida por esta enzima “4).

X/
°e

Hidrdlisis de hipurato de sodio: prueba que determina la actividad de la enzima

hipuricasa producida sélo por Streptococcus agalactiae entre los estreptococos 4.



Clasificacion serolégica

Asimismo los estreptococos son agrupados seroldgicamente con base a las diferencias
antigénicas expresadas en el “carbohidrato C” de grupo (localizado en la pared celular),
Lancefield establecio esta clasificacion en 1938, acturalmente se cuenta con al menos 18
grupos (del grupo A al V). La especificidad seroldgica del carbohidrato esta determinada por

un aminoglusido ®9 (Tabla 1).

Tabla 1. Aminoglusidos presentes en el “carbohidrato C” de cada grupo seroldgico (2,

Grupo Aminoglusido
A Ramnosa — N — acetilglucosamina
B Polisacarido de ramnosa — glucosamina
C Ramnosa — N- acetilgalactosamina
D Acido teicoico del glicerol (contiene D — alanina y glucosa)
F Glucopiranosil — N — acetilgalactosamina
G Ramnosa

Clasificacion por secuencia del gen 16S rRNA

Con base a la secuencia del gen 16SrRNA, los estreptococos se clasifican en 5 grandes grupos
(50):

1) Grupo piogénico. Formado principalmente por especies B-hemoliticas, de colonias
grandes, y que incluye especies que son patdégenos importantes para el ser humano: S.
pyogenesy S. agalactiae.

2) Grupos mitis. Incluye al patégeno neumococo (S. pneumoniae) y a otros estreptococos

habituales de la cavidad oral, que producen a-hemdlisis en agar sangre.

3) Grupo anginosus o milleri. Formado por especies que se encuentran en la cavidad
oral humana, en el tracto genital y gastrointestinal, forman colonias de tamafo pequefio

y caracteristico olor a caramelo: S. anginosus y S. constellatus



4) Grupo salivarius. Incluye 3 especies de estreptococos genotipicamente relacionados,
gue normalmente se encuentran en la cavidad oral humana: S. vestibularis, S. salivarius
y S. thermophilus. El ultimo de ellos se relaciona con productos lacteos. Todos los
miembros del grupo son Voges-Proskeuer positivos y no fermentan la arginina, el

manitol ni el sorbitol.

5) Grupo bovis. Formado por especies que principalmente habitan en el canal intestinal
de los animales y que en ocasiones, infectan al humano. Pertenecen al grupo D de
Lancefield: S. equinus 'y S. alactolyticus.

Ademas de estos cinco grupos, existe otro denominado “Grupo mutans” que engloba 8
especies que no estan incluidas en los grupos mencionados anteriormente, y que son
genéticamente diversas, aunque fenotipicamente similares. En este grupo hay especies
relacionadas con la produccién de caries dental. También existen estreptococos no incluidos
en las denominaciones anteriores y poco conocidos por su escasa participacion en infecciones

en humanos como S. hyovaginalis (),

2.2 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes también conocido como estreptococo del grupo A (EGA) causa
infecciones en el humano que van desde leves, como faringitis e impétigo, hasta infecciones
graves que comprometen la salud del paciente como fascitis necrotizante y sindrome de
choque toxico estreptococico. Ademas infecciones recurrentes de este microorganismo
pueden desencadenar enfermedades autoinmunes como: glomerulonefritis aguda post-
estreptococica, fiebre reumatica aguda y cardiopatia reumatica. En conjunto estas

enfermedades representan mas de medio millén de muertes por afio a nivel mundial (€2),

2.2.1. Epidemiologia

Streptococcus pyogenes coloniza superficies epiteliales, principalmente en garganta y piel,
pero también coloniza otras superficies, como la vagina y el recto, desde donde puede causar

una amplia gama de enfermedades superficiales, invasivas y autoinmunes (82),

Las enfermedades mas severas como sindrome de shock toxico estreptocdcico (SSTE) y
fascitis necrotizante, cada una equivale del 6 al 7% de casos por S. pyogenes; en el mundo se

calcula que causan aproximadamente 500, 000 muertes cada afio (23,



Con fines epidemioldgicos las cepas de S. pyogenes son ahora comunmente tipificadas
mediante el analisis de la secuencia de la region variable del gen emm que codifica la proteina
M, de la que hay mas de 200 tipos emm. Estudios epidemioldégicos a gran escala han
demostrado una marcada diferencia geografica y socioeconémica en la distribucion de los tipos
emm. En las sociedades industrializadas, un porcentaje significativo de aislamientos estan
restringidos a pocos tipos emm, los tipos emm 1, 3, 12 'y 28 representan aproximadamente el
40% de los aislamientos clinicos; del mismo modo estos tipos emm son comunmente aislados
en portadores asintomaticos. Dichos tipos se aislan con menos frecuencia en casos de
enfermedad en Africa y rara vez se aislan de las poblaciones indigenas en la regién del Pacifico
y en la India ©2), En México los tipos M predominantes son el M12 (19.7%), M1 (18.5 %) y M75
(13.9 %) segun estudios realizados previamente en el Laboratorio de Epidemiologia Molecular
en el 2006 (©0),

2.2.2. Asociacién del tipo M con el cuadro clinico presentado

Para la tipificacion de la proteina M, se utiliza como auxiliares la amplificacion del gen sic (factor
de estreptococos que inhibe la lisis mediada por complemento) y del gen sof (factor de
opacidad) /7). La presencia del gen sic indica que la cepa presenta tipo M1 (), mientras que el
gen sof ha sido asociado a tipos M especificos (entre otros M2, M4, M11, M12, M22, M28,
M44, M48, M49, M75, M89, M90 y stGe) (@' 32. 67) Esta tipificacion ha permitido hacer
asociaciones significativas entre la frecuencia de aislamiento de cepas de S. pyogenes de
ciertos tipos M (emm) con diferentes enfermedades causadas por S. pyogenes *'). Por ejemplo
la asociacién de los tipo M 1, 3, y 49 con enfermedades invasivas y los tipo M 2, 4, 6, 12, y
44/61 con enfermedades superficiales. Ademas algunos tipos M, como 1, 3, 5, 6, 11, 12, 14,
17,18, 19, 24, 27, 29, 30, 32, y 41, han sido asociados con fiebre reumatica aguda; los tipos
M1, 4,12, 49, 55, 57, y 60 con glomerulonefritis aguda post-estreptocdcica y el tipo M 28 a

casos de sepsis puerperal “1).

2.2.3. Enfermedades asociadas a Streptococcus pyogenes.

Enfermedades superficiales asociadas a Streptococcus pyogenes. La gran mayoria de
las enfermedades de S. pyogenes son infecciones superficiales de garganta y piel, estas son
faringitis, fiebre escarlatina, impétigo y erisipela (Tabla 2). Las infecciones cutaneas por
estreptococos del grupo A suelen ser atribuibles a los tipos M 49, 57 y del 59 al 61 y pueden

anteceder a la glomerulonefritis y a veces a la fiebre reumatica. (")



Tabla 2. Principales caracteristicas y tipos M de S. pyogenes asociados a enfermedades

superficiales.

Enfermedades superficiales causadas por Streptococcus pyogenes

Caracteristicas
Faringitis

Sindrome inflamatorio
que involucra a la

faringe y/o amigdalas
(53).

Fiebre escarlatina

Enfermedad infecciosa
aguda, contagiosa %,

Impétigo

Dermatosis causada
principalmente por S.
pyogenesy, en
ocasiones, por otros
estreptococos o por

Staphylococcus aureus
(53)

Erisipela
Infeccion

dermoepidérmica de
rapido avance ©9,

Epidemiologia

Afecta a pacientes de

todas las edades “2). A
nivel mundial hay 600
millones de casos de

faringitis por S. pyogenes
(82).

Recientemente en Hong
Kong y China ha habido
brotes de fiebre
escarlatina ©?),

Afecta principalmente a
los nifos, durante los
meses calidos. Mas
comun en los paises

semitropicales o tropicales
“2) 111 millones de casos
Cada ario ®2),

Se observa en cualquier
edad y sexo %),

Sintomatologia y

Desarrollo de 48 a 96
horas después del

contacto con S. pyogenes

®9). Dolor de garganta,

fiebre ®V, presencia de

exudado purulento #2),

Erupcion de color rojo,
"lengua de fresa", con
faringitis exudativa 2.

Infeccion que afecta
principalmente a cara,
brazos y piernas 9.
Aparecen pustulas
cutaneas que maduran

en costras de color miel
(82)

Eritema en cara, piel

cabelluda y extremidades

(3), Lesiones de bordes
rosay rojo con
inflamacién de nédulos
linfoides 9.

Tipos M

cuadro clinico asociado | asociados

M1, M3,
M5, M6,
M12, M14,
M17, M19,
M24 ®2),

M2(60)

M33, M41,
M42, M52,

M53, M70
(82)

No hay
tipos M
asociados



Enfermedades invasivas asociadas a Streptococcus pyogenes. Las enfermedades
invasivas se derivan de la capacidad de Streptococcus pyogenes para migrar a sitios
normalmente estériles, tales como el torrente sanguineo y tejidos profundos. La interaccion
entre la respuesta inmune del huésped y el patdbgeno coordina la expresion de multiples
factores de virulencia de S. pyogenes que conduce a la destruccion del tejido, diseminacién
bacteriana e hiperinflamacion. Las enfermedades invasivas van desde la forma menos grave
(ejemplo celulitis) hasta enfermedades con altas tasas de mortalidad (fascitis necrotizante o
sindrome de choque toxico estreptococico) (Tabla 3) 2. Los serotipos de S. pyogenes
asociados epidemioldgicamente a enfermedades invasivas son los tipos M1, 3, 11, 12 y 28,
siendo los tipos M1 y M3 los mas comunes. Son caracteristicas las cepas muy mucoides con

la produccion de algunas exotoxinas pirogénicas (particularmente la A) (49,

Tabla 3. Principales caracteristicas y tipos M de S. pyogenes asociados a enfermedades
invasivas.

Enfermedades invasivas causadas por Streptococcus pyogenes

. : . : intomatologi Ti M
Caracteristicas Epidemiologia Sinto . gto cgiay Pos
cuadro clinico asociado | asociados
Bacteremia
Fiebre alta, nauseas,
Es la presencia de S. Representa del 20 a vomitos @2, Pacientes No hav tinos
pyogenes en el torrente 40% de los casos de con fascitis necrotizante o M aso)c/:iadpos
sanguineo 2, enfermedad invasora ©2). SCTE desarrollan
bacteriemia, ©9.
Celulitis
Infeccion aguda de piel Representa del 20 a . Se preggpta dolor,
N o hipersensibilidad, edema
y tejido celular 40% de los casos de eritema. La lesion no
subcutaneo originada | enfermedad invasora ©2). Zsté eIevéda 0 esta No hay tipos
por Staphylococcus Se caracteriza por bien definida Ia)I/inea entre M asociados
aureus o S. pyogenes. enrojecimiento y la -
(3, inflacion de la piel @2, | © telido afectado yel

tejido sano "),



Tabla 4. Principales caracteristicas y tipos M de S. pyogenes asociados a enfermedades
invasivas. (Continuacion)

Enfermedades invasivas causadas por Streptococcus pyogenes

Sintomatologia y Tipos M

Caracteristicas Epidemiologia " . :
cuadro clinico asociado | asociados

Fascitis necrotizante

. . Destruccion masiva del
Infeccion de fascias

. Debido a la naturaleza musculo y grasa a lo
superficiales o . )
rapidamente progresiva largo de los planos
profundas que . ; (59)
, las tasas de mortalidad faciales ©°. Provoca M1. M3. M28
recubren los musculos 82) Iy e o N2,
. son altas °¢. Excede al | toxicidad sistémica, falla (82)
de una extremidad o o/ (59) . - -
50% ©°. multi-organica y muerte

42
del tronco “2). (59)

Sindrome de choque toxico estreptococico (SCTE)

Semejante al causado Tasa de mortalidad Fiebre alta, hipotension
por Staphylococcus mayor al 30%, la mayor de inicio rapido ®¥. La
aureus. En el SCTE se parte de los enfermedad progresa a
presenta bacteremia y fallecimientos son choque y falla multi- M1, M3 @1,
la mayoria de los secundarios a choque e organica (rifidn,
pacientes desarrolla insuficiencia respiratoria pulmones, higado,
fascitis necrotizante 9, “2), corazon) €2),

Enfermedades como secuelas inmunes por infecciones de Streptococcus pyogenes

La infeccion por S. pyogenes se asocia con varias afecciones inmunolégicas que afectan a un
conjunto diverso de 6rganos y tejidos, incluyendo el corazén, los rifiones, las articulaciones, el

cerebro, los ojos y la piel (Tabla 4) ©2),



Tabla 5. Principales caracteristicas y tipos M de S. pyogenes asociados a secuelas
inmunes.

Enfermedades inmunes como secuelas por infecciones de Streptococcus

pyogenes
Caracteristicas Epidemiologia S'”torT‘?‘tO'Og'a y cuadro Tlpgs M
clinico asociado asociados
Fiebre reumatica
Enfermedad Se puede manifestar como | M1, M3, M5, M6,
inflamatoria, no Afecta una inflamacion de las M11, M12, M14,
supurativa, es una principalmente a articulaciones, corazoén, M17, M18, M19,
complicacion nifos en paises en sistema nerviosos central, M24, M27, M29,
infecciones faringeas desarrollo ¢4, piel y/o nddulos M30, M32, M41
8 subcutaneos ), )

Glomerulonefritis aguda post estreptocdcica

. . . Se presenta en la . .,
Lesiones proliferativas | . p_ . Edema, hipertension,
infancia comienza 1

difusas de los a4 semanas de alteraciones del sedimento M1, M4, M12,
glomérulos ®°. La urinario, deficiencia del M49, M55, M57,

severidad varia desde una faringitis o de 3 complemento. Lesiones M60 2.
. i a 6 semanas de . . .
la forma asintomatica proliferativas difusas de los

una infeccion .
a falla renal aguda ©°. cutanea 9 glomérulos ©8).

2.2.4. Patogénesis

Caracteristicas de la superficie celular de Streptococcus pyogenes

La superficie celular de S. pyogenes es muy compleja. La pared celular estda compuesta de
unidades de repeticion de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico, que componen el
peptidoglicano; acido lipoteicdico; el carbohidrato C de grupo (N-acetil-B-D-glucosamina unido
a ramnosa) y una variedad de proteinas de superficie, que incluyen a la proteina M; proteinas
semejantes a M. Algunas cepas poseen una capsula de acido hialurénico. Algunos de los
componentes superficiales como el carbohidrato C y la proteina M sirven para la identificacion
clinica y epidemiolégica de la bacteria. Los diferentes serotipos M de S. pyogenes se basan
en las diferencias antigénicas de la proteina M, sirviendo como un marcador epidemiolégico

de las infecciones (79,
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Adhesion: Para poder actuar como patdégenos los estreptococos se deben adherir, colonizar
e invadir tejido blanco. Para lograr una colonizacién eficaz, las bacterias unen sus adhesinas
a los receptores localizados sobre las células blanco (hospedero), seguido de la estimulacion
de las vias de sefalizacion intracelular para inducir la adherencia, colonizacién e invasion de
las células epiteliales. La adhesién de los microorganismos al huésped representa la fase
inicial en el desarrollo de una infeccidn, regularmente comienza con la unién de la bacteria a
componentes de la matriz extracelular de las células del tejido blanco (1% 56). Asi pues entre los
factores de virulencia que utiliza la bacteria se encuentran: estructuras de adhesioén que inician
el proceso de infeccion (Tabla 5), antifagociticos que ayudan a la bacteria a evadir el sistema
inmune del hospedero, aquellos que estan implicados en la diseminacién de la bacteria a
través de los tejidos y los que se unen especificamente a componentes del huésped para

degradarlo o danarlo (),

Tabla 6. Estructuras de adhesion de Streptococcus pyogenes.
Estructura Funcion

Adhesién a la superficie celular del hospedero. Establece

Acido lipoteicoico interacciones hidrofébicas entre la bacteria y el hospedero
(82)

Estructura proteica adhesién a epitelio de las amigdalas y

Pili o L, . ) . .
queratinocitos, formacién de microcolonias y biopeliculas @2,
, Unién a fibronectina, adhesion a queratinocitos y células
Proteina M s (81)
epiteliales ©".
, Unidén a fibronectina, principal adhesina que se une a
Proteina F P P 9

células epiteliales de la faringe y la piel ©9.

La unidbn a componentes de la matriz extracelular es una estrategia comun utilizada por
numerosos agentes patdgenos para la colonizacion. Las adhesinas de la superficie celular
pueden interactuar directamente con la fibronectina, colageno y laminina ©2). La fibronectina
es uno de los componentes de la matriz extracelular que es blanco comun para los cocos Gram
positivos, por si misma es responsable de la adhesion de sustratos en células eucariontes
mediante factores especificos de superficie que forman parte de la familia de las integrinas.

Interacciona con otros componentes de la matriz extracelular como colageno y fibrina ('6),
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Factores de virulencia de S. pyogenes para diseminacion de la bacteria.

La desoxirribonucleasas (DNAsa) de estreptococo han sido identificadas en cuatro variantes
inmunogénicas (A-D) no son enzimas citoliticas, pero pueden despolimerizar DNA libre
presente en el pus reduciendo la viscosidad del material en el absceso y facilitando su

diseminacion (59,

La estreptocinasa o fibrolisina: promueve la degradacién de los coagulos al convertir

plasminogeno a plasmina (9),
Tropismo tisular de Streptococcus pyogenes

La produccion de adhesinas por S. pyogenes con funciones similares puede considerarse
como un mecanismo de adaptacion en diferentes entornos que permite a las bacterias
colonizar con éxito diversos tejidos y sobrevivir durante el proceso de infeccion €2). Numerosos
estudios epidemioldgicos apoyan la existencia de cepas de S. pyogenes que son trépicas de
la garganta o de la piel, es decir ciertos serotipos M tienen una fuerte tendencia a causar
infeccion de la garganta pero no infeccion superficial de la piel, mientras que otros serotipos M

que a menudo se aislan de casos de impétigo, rara vez se aislan de casos de faringitis (¢2),
Resistencia a los sistemas de defensa inmune del hospedero

Como un patogeno adaptado al humano, S. pyogenes es protegido por una variedad de
factores de virulencia que se encuentran en su superficie celular o son secretados por la
bacteria alterando las defensas del hospedero. Estos factores incrementan la resistencia a la
fagocitosis, la deposicion del complemento, opsonizacion de anticuerpos y a los mecanismos
fagociticos de los neutrofilos 2. Con el fin de facilitar la invasion local y la diseminacion
sistémica S. pyogenes debe resistir los ataques opsonofagociticos de los neutrdfilos, que
representan el principal mecanismo de defensa contra patégenos extracelulares. Este
patégeno posee un amplio repertorio de factores de virulencia que juegan un papel crucial en
la resistencia a la opsonofagocitosis, incluyendo: inhibidores del complemento (proteina M,
capsula de acido hialurénico, y la proteina SIC), toxinas leucocidinas (estreptolisina O y S),
enzimas que degradan inmunoglobulinas (IdeS, EndoS, y SpeB) 2; Neutralizacion de los
mecanismos de los neutrdfilos, C5a peptidasa; y factores extracelulares como estreptolisinas
y exotoxinas (Tabla 6).
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Tabla 7. Factores de virulencia de S. pyogenes para evasion del sistema inmune del

Clasificacién por
funcion

Inhibidores de la
activacion del

complemento

Leucocidinas

Enzimas que
degradan ala

inmunoglobulinas

Degradacion de

guimioatrayentes

Exotoxinas

Exotoxinas
pirogénicas

estreptocoécicas

hospedero.

RESISTENCIA A LA DEFENSA DEL SISTEMA INMUNE

Proteinas Funciones

Resistencia a la opsonofagocitosis

Capsula Recubre a la bacteria bloquea el acceso de anticuerpos®").
Proteina M Impide la deposicion de C3b 1),
Inhibe la formacion del complejo de ataque a la membrana
Proteina SIC

(MAC) del complemento &),

Estreptolisina O
Lisis de eritrocitos, plaquetas y leucocitos 6.
Estreptolisina S

] Se une al receptor CD16 de los neutrdfilos, rompe la
Proteina |deS i ) )
porcion Fc de la inmunoglobulina G @),

EndoS Hidroliza inmunoglobulina G @),
SpeB Degrada inmunoglobulinas Ay G ).

Neutralizacion de los mecanismos de los neutrofilos

. Serin-proteasa que rompe del factor del complemento
Cba peptidasa o .
Cba, quimiotrayente de polimorfonucleres.

Factores extracelulares
Estreptolisina O Exotoxinas pirogénicas

Estreptolisina S Inactivacion de péptidos antimicrobianos

SpeA

SpeC Actuan como superantigenos. Causan estados
SpeG hiperinflamatorios en el hospedero.

SpeM
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Proteina M

La proteina M localizada en la superficie celular es considerada el principal factor de virulencia
S. pyogenes 4. La proteina M esta compuesta de dos cadenas polipeptidicas con
configuracion alfa-hélice, anclada en la membrana celular, atravesando la pared celular y
apareciendo como fibras en la superficie celular (Figura 1) (1°. Las cadenas estan conformadas
de bloques repetitivos de aminoacidos (nombrados A-D), cada uno difiere en tamafio y en la
secuencia de los mismos. Esta periodicidad es caracteristica de las proteinas con estructura
secundaria tipo alfa-hélice como la tropomiosina de los mamiferos (9. La estructura del
extremo carboxilo terminal (COOH-) de la proteina, esta localizada entre la pared y la
membrana celular, este extremo se encuentra altamente conservado entre las cepas de S.
pyogenes. La porcion amino terminal (-NH2) de la proteina se extiende al ambiente terminando
en aproximadamente 11 aminoacidos, dicha secuencia varia entre los diferentes aislamientos
clinicos. Esta porcidn junto con el segmento de la region adyacente A, constituye la region
hipervariable de la proteina M (19, Asi la region amino terminal, es la mas lejana a la célula y
la mas propensa a la union de los anticuerpos, este dominio hipervariable se encuentra
asociado con la identificacion del serotipo M “8), La principal defensa que tiene el humano en
contra de una infeccion invasiva por S. pyogenes es la fagocitosis mediada por leucocitos
polimorfonucleares (PMN), es por esto que la proteina M representa un factor de virulencia
importante de S. pyogenes, ya que es un constituyente antifagocitico que impide la accién de

los fagocitos y los PMN ©4),

La proteina M impide la opsonizacién, mediante su interferencia con la via alterna del
complemento (19, La proteina M se une al factor H, un componente regulatorio del sistema de
control del complemento. Esta interaccion puede favorecer la degradacion del factor C3b
impidiendo la union del fragmento opsoénico a la superficie bacteriana 7). Los anticuerpos
opsonicos dirigidos en contra de la porcidn hipervariable de la proteina M anula el mecanismo
protector de la proteina, activando la via clasica del complemento. Tales anticuerpos confieren
inmunidad especifica contra el tipo M bacteriano. Asi un individuo que produce anticuerpos
contra la proteina M tipo 1, puede permanecer suceptible a otros tipos M de S. pyogenes. Asi
la proteina M ofrece proteccion a la bacteria a través de la diversidad antigénica, ya que provee
de superficies inmunoldgicamente diferentes para cada tipo M, evitando que S. pyogenes sea

reconocido por anticuerpos generados contra un tipo M especifico 2,
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Figura 1. Estructura de la proteina M6 de S. pyogenes. Los bloques A, B, C, y D sefalan el
lugar de secuencias repetitivas. Los bloques sombreados indican aquellos en los cuales la
secuencia diverge de la secuencia consenso. Pro/Gly denota las regiones ricas en prolina y
glicina probablemente localizadas en el peptidoglucano. La prolina en la posicion 288
identifica la posicion del sitio sensible a pepsina (19).
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2. 3 Tratamiento de infecciones por Streptococcus pyogenes

La penicilina es el farmaco de primera eleccion para el tratamiento de infecciones por S.

pyogenes y como segunda eleccion esta la eritromicina y otros macrélidos para pacientes que
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son alérgicos a los B-lactamicos 8). La clindamicina, es la lincosamida mas utilizada para el

tratamiento en pacientes con infecciones en tejidos blandos ©8),

2. 4 Macrolidos

El termino macrolido incluye a los antibiéticos que tienen un anillo lacténico multisustituido °),
Su denominacion como macrolidos proviene de su estructura, un anillo de lactosa macrociclico,
al que se van a unir uno o mas desoxiazucares. Podemos distinguir dos estructuras quimicas

comunes en ellos:

% Un anillo lactonico multisustituido, que posee generalmente un numero par de atomos

de carbono (12, 14, 16) cuyo sustituyentes son grupos metilos o hidroxilo.

0,

% La presencia de uno a tres azucares.

Comunmente son utilizados contra especies de Streptococcus, Staphylococcus, Chlamydia,
Haemophilus, Legionella y algunas especies de Corynebacterium (/®). Se clasifican de acuerdo

al nimero de carbonos que componen el anillo lacténico (Tabla 7) (78,

Tabla 8. Clasificacién de los macrolidos de acuerdo al nUmero de carbonos que
componen el anillo lacténico.

14 carbonos 15 carbonos 16 carbonos
Eritromicina Espiramicina
Oleandomicina Josamicina
Azitromicina
Roxitromicina Rokitamicina
Fluritromicina Tlosina

2.4.1. Eritromicina

La eritromicina fue descubierta en 1952 por McGuire, en los productos metabdlicos de una
cepa bacteriana de Streptomyces erythreus. La claritromicina y la azitromicina son nuevos
derivados semisintéticos de la eritromicina (Figura 2). La eritromicina es el antibidtico
representativo del grupo de los macrélidos (12),
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Figura 2. Estructura quimica de la eritromicina

OH

Los macrdlidos son antibidticos bacteriostaticos que inhiben la sintesis de proteinas al unirse
de manera reversible a las subunidades ribosémicas 50S de los microorganismos. La
eritromicina inhibe el paso de la translocacion en el que una molécula nueva de peptidil tRNA
se desplaza del sitio aceptor del ribosoma al sitio donador en el ribosoma. Por lo tanto el
proceso de elongacién del péptido es interrumpido, deteniendo de forma reversible la sintesis

de proteinas (12)

2.5 Resistencia a macroélidos en Streptococcus pyogenes

La susceptibilidad a la penicilina de S. pyogenes practicamente se ha conservado por mas de
50 afios de su uso como tratamiento para la infeccidén por S. pyogenes ®2). Sin embargo la
resistencia a macroélidos ha ido incrementando en el mundo 9, Este aumento que ha sido
documentado en varios paises, cuya incidencia varia ampliamente desde un 5% hasta un 60%

de acuerdo con el pais 6" (Tabla 8).

Tabla 9. Frecuencia de la resistencia a macrélidos en aislamientos de Streptococcus
pyogenes en diferentes regiones del mundo @),

ALTA BAJA AUSENTE
Polonia 42 % Estados Unidos 6.9% Indonesia
Hong Kong 28 % Australia 4% Austria
Italia 25% Suecia 4% Bélgica
Portugal 24% Suiza 26% Reino Unido
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2.5.1. Aspectos bioquimicos de laresistencia a macrolidos, licosamidas y

estreptogramina B (MLS) en Streptococcus pyogenes.

En cocos Gram positivos, la expresion de la resistencia a macrolidos, lincosamidas vy
estreptogramina B (MLS) puede ser constitutiva o inducible. Cuando es constitutiva, la cepa
es resistente a todos los macrdlidos, lincosamidas y estreptogramina B (cMLS); si es inducible,

la cepa es resistente solo a macrdlidos de 14 y 15 miembros (iMLS) “9),

Para la resistencia a macrolidos MLS, se han identificado tres mecanismos:
1) Modificacion enzimatica del antibiotico codificada por genes ere, mph, lin y sat.
2) Modificacion del sitio blanco codificada por genes erm.
3) Activacion de un sistema de expulsion de macrdélidos codificada por el gen mefA.

En S. pyogenes las modificaciones enzimaticas del antibiético no se han reportado como un
mecanismo de resistencia en esta bacteria ©®4). Mientras que los otros dos mecanismos de
resistencia si se han descrito para S. pyogenes son: 1) Modificacién del sitio blanco mediado
por una metilasa resistente a la eritromicina (genes erm) que reduce la union de los macrélidos,
lincosamidas y estreptogramina B (MLS) a la subunidad ribosomal 50S “9). Los genes erm
frecuentemente confieren resistencia constitutiva (fenotipo de resistencia cMLS) pero también
pueden codificar para resistencia inducible (fenotipo iMLS) "y 2) El segundo mecanismo es
una bomba de expulsion selectiva de antibioticos conocidas también como transportadores
Efflux (codificada por el gen mefA), el transportador Efflux M consiste en la formacion de una
proteina integral hidrofébica de 44.2 KDa, cuya funcidon es transportar y expulsar
selectivamente macrolidos de 14 y 15 miembros @9, Asimismo este genotipo es asociado con

el fenotipo de resistencia M ¢1),

2.5.2. Importancia clinica de la resistencia a eritromicina en Streptococcus pyogenes

La resistencia a macrélidos en el mundo y su relacién con el tipo M de S. pyogenes

Un programa de vigilancia a nivel mundial llevado a cabo de 1999 al 2000 revel6 la
heterogeneidad geografica en la resistencia a los macrdlidos 2. Estudios realizados en
Finlandia, Espafna e Italia han mostrado una fuerte correlacién entre el uso de macrélidos y la
resistencia de S. pyogenes. Un rapido aumento en el porcentaje de cepas resistentes a

macrélidos también puede deberse a la expansién clonal de una unica cepa resistente. Muchos
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paises han instituido un uso mas restrictivo de los macrélidos en respuesta a datos alarmantes

de la alta resistencia a los macrdlidos entre cepas de S. pyogenes ©2)

Estudios de resistencia en algunos paises muestran una proporcion alta de aislamientos que
son positivos al gen mefA mientras que en otros paises, los genes erm predominan, lo que
lleva a los niveles mas altos de resistencia a clindamicina. También hay variaciones temporales
en la distribucion de los fenotipos M, codificados por mefA, y los fenotipos codificados por los
genes erm (iMLS y cMLS) dentro de la misma region geografica ©2), situacion que se ha

presentado en China 1), Esparia ¢4y Portugal (¢9),

Asimismo estudios sobre la resistencia han mostrado que a pesar de que los elementos de
resistencia a antibiéticos en S. pyogenes son de origen diverso y de alta movilidad, (muchos
son transferidos de cepa a cepa y a veces de otras especies diferentes de S. pyogenes por
medio de recombinacion de fagos), se ha observado relacién entre el tipo M de las cepas y su

resistencia a determinados antibioticos, como la resistencia a los macrolidos (79).

Un ejemplo es la gran asociacion entre la resistencia a eritromicina (y otros macrélidos) y los
tipos M4, M5, M6 y M12, ya que estos serotipos son responsables de la alta incidencia en

resistencia a macrolidos observada en EUA (34.45.47)

También estudios que se hacen a través del tiempo han mostrado que la disminucion de la
resistencia va correlacionada con la disminucion de la prevalencia de un serotipo M en
particular. En Korea se observé que en el afio 2002 la resistencia a eritromicina erade 51 % y
disminuy6 a 9.8% en el 2004, paralelamente en estos mismos afos la presencia del serotipo
M12 bajo del 34.4% al 6.4%, siendo el 81% de los aislamientos de S. pyogenes resistentes a
eritromicina del tipo M12, mostrando una relacién directa del tipo M con la resistencia a los
macrolidos (38, Otro estudio de la resistencia a macrolidos en Korea indica que esta era del
44.8% en el 2002 disminuyendo posteriormente a 4.6% en el 2009, observando también un
cambio en la distribucion del serotipo M12, el cual disminuyd en esos mismos periodos del
28% al 3.4% 9, relacionando asi la disminucion en la resistencia a eritromicina con la
disminucidn de prevalencia del serotipo M en esa region. En México se ha reportado al
genotipo emm 75 (M75) asociado a la resistencia a eritromicina en un 55% de aislamientos

de este tipo M 1),
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3. HIPOTESIS

En cepas clinicas de Streptococcus pyogenes se espera que la incidencia de la resistencia a
eritromicina se encuentre mayoritariamente asociada a la presencia del gen mefA y asociada
al tipo M75. La disminucion del numero de cepas resistentes a eritromicina esta relacionada

directamente con la disminucion en el niumero del cepas de S. pyogenes tipo M75.

4. OBJETIVO
Analizar el comportamiento de la resistencia a eritromicina en cepas de Streptococcus

pyogenes de origen clinico en México.
Objetivos particulares

% Evaluar la susceptibilidad antimicrobiana en 38 cepas de Streptococcus pyogenes

resistentes a eritromicina a 9 antibidticos mediante la técnica de Kirby-Bauer.

% Determinar el alelo del gen emm mediante el analisis del RFLP en cepas de S. pyogenes

resistentes a eritromicina.

% Determinar por PCR la presencia de los genes speA y speC en las cepas de S.

pyogenes resistentes a eritromicina.

% Identificar los fenotipos de resistencia a eritromicina asociados a las cepas de S.

pyogenes.

% lIdentificar los genes de resistencia a macrélidos que prevalecen en cepas clinicas de S.

pyogenes.

% Asociacién del fenotipo y genotipo de resistencia a eritromicina con el tipo M de S.

pyogenes.

% Analizar los cambios en la resistencia a eritromicina en cuanto a su distribucién de los
genes de resistencia y el tipo M en cepas clinicas de S. pyogenes en el periodo de 2001-
2013.
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5. METODOLOGIA

5.1 Origen de las cepas

A partir de una coleccién de mas 2800 aislamientos clinicos de estreptococos B-hemoliticos
provenientes de diferentes Hospitales e Instituciones de Salud Publica, se seleccionaron 38

cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina (Tabla 9).

Tabla 10. Instituciones de salud donde se aislaron las cepas de S. pyogenes
resistentes a eritromicina.

INSTITUCION Numero de cepas
Hospital General de México, SS 1
Hospital General Gonzalo Castafieda, 15
ISSSTE
Instituto de Diagndstico y Referencia 3
Epidemioldgicos (INDRE) hoy CENAVECE
Centro Médico Nacional 20 Noviembre, ’
ISSSTE
Centro de Apoyo Diagndstico San Rafael, ’
ISSSTE
Instituto Nacional de Pediatria 5
Hospital Médica Sur 1
Instituto Nacional de Enfermedades ’
Respiratorias, SS
Hospital Gabriel Mancera, IMSS 7
Hospital Adolfo LOopez Mateos, ISSSTE 3

Adicionalmente se utilizaron como controles positivos 3 cepas de S. pyogenes resistentes a
eritromicina, donadas por el Laboratorio de Mount Sinai Hospital, Toronto, Canada cada una

con el correspondiente gen de resistencia (Tabla 10).
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Tabla 11. Clave asignada por el laboratorio de las cepas control donadas por el
laboratorio de Mount Sinai Hospital.

Clave origen Gen de resistencia Clave de la cepa
TIBDN 1005 mefA 502
TIBDN 3025 ermA 503
TIBDN 3328 ermB 504

Todas las cepas se mantienen conservadas en viales con 2 mL de caldo BHI y glicerol al 15%
en ultracongelador (Revco®) a -70 °C. Las cepas seleccionadas se descongelaron y se
sembraron en placas de gelosa sangre de carnero al 5% por estria de agotamiento,
posteriormente se incubd de 18 a 24 horas a 37°C en un ambiente de velobiosis. Transcurrido
el tiempo de incubacion, se verificod la pureza de cada cepa, asi como la beta-hemdlisis para

continuar con las pruebas de identificacion.

5.2 Pruebas de identificacion

Confirmada la pureza de las cepas, se realizo la prueba de la bacitracina con cultivos puros de
24 horas. Sembrandose en placas de gelosa sangre colocando un disco de 0.04 U de
bacitracina TIPIBACT A® (BIO-RAD®), se incubo de 18 a 24 horas a 37°C en un ambiente de
velobiosis La prueba se considerd positiva al observar un halo de inhibicién del crecimiento
bacteriano alrededor del disco de bacitracina ya que S. pyogenes es el unico estreptococo [3-

hemolitico sensible a dicha concentracidén de bacitracina (Figura 3).

Figura 3. Prueba de la bacitracina para la identificacion de Streptococcus pyogenes
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La determinacion del grupo de Lancefield se realiz6 mediante una prueba comercial de
coaglutinacion con particulas de latex (PASTOREX® STREP de BIO-RAD®). Un resultado

positivo se manifiesta por la aparicion de aglutinados rojos sobre un fondo verde después de

un minuto de incubacion (Figura 4).

Figura 4. Prueba positiva de coaglutinacion para el grupo seroldgico A en cepas de
Streptococcus pyogenes.
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5.3 Prueba de susceptibilidad a diversos antibiéticos

Cada una de las cepas de S. pyogenes se sembro en placas de agar sangre de carnero al 5%
y se incubaron de 18 a 24 horas a 37°C en un ambiente de velobiosis. Posteriormente se
realizé una suspension bacteriana en tubos con solucion salina al 0.9% a una concentracion
de 1.5x108 UFC/ml equivalente al 0.5 en la escala de McFarland ajustada en un nefelémetro
(BioMerieux®). La suspension bacteriana fue sembrada en forma masiva con un hisopo estéril
en placas de agar Mueller Hinton suplementado con sangre de carnero al 5%. Después se
colocd el disco comercial (Oxo0id®) impregnado con el antibidtico a probar siguiendo los
lineamientos establecidos por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinicas and
Laboratory Standars Institute, CLSI). Las placas se incubaron de 18 a 24 horas a 37°C en un
ambiente de velobiosis. La lectura del antibiograma se realiz6 midiendo con un vernier el
diametro del halo de inhibicion (en milimetros) de crecimiento bacteriano alrededor del disco

con antibiotico, clasificandolas como resistente o sensible de acuerdo a la especificacion para
cada antibiotico (Tabla 11).
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Tabla 12. Concentracion y criterios para determinar la susceptibilidad (CLSI) de los

antibidticos utilizados para el antibiograma de las cepas de S. pyogenes.

Ceftibuteno 30 ug 220"
Ceftizoxima 30 ug 229*
Cloranfenicol 30 pg <17 18-20 221
Eritromicina 15 ug <15 16-20 =221
Levofloxacina 5 g <13 14-16 217
Oxacilina 1 ug 217*
Penicilina 10U 24
Quinupristina/dalfopristina 15 ug <15 16-18 =19
Tetraciclina 30 pg <18 19-22 =223
Vancomicina 30 ug 217

*Valores arbitrarios 37,

5.4 Determinacion del fenotipo de resistencia

Para la determinacion del fenotipo de resistencia a eritromicina de las cepas de S. pyogenes
se utilizé el método de difusidbn en agar establecido por el CLSI. Se realiz6 el mismo
procedimiento del antibiograma con la diferencia de que sélo se utilizaron discos de
clindamicina de 2ug (OXOID®) y de eritromicina de 15ug (OXOID®) separados a una distancia
de 15 a 20 mm de borde a borde. Se buscaron los tres fenotipos de resistencia a eritromicina
establecidos (M, iMLS y cMLS).

El fenotipo de resistencia tipo M muestra sensibilidad a clindamicina y su halo de inhibiciéon no
se ve interrumpido por la presencia de la eritromicina. En el fenotipo de resistencia inducible
(IMLS) se observo un corte en el halo de inhibicion de la clindamicina en la parte cercana al
disco de la eritromicina (fendmeno en “D”). El fenotipo de resistencia constitutivo (cMLS)

mostro resistencia a ambos antibidticos 68.73),
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5.5 Extraccion de DNA de cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina.

Para la extraccion del DNA bacteriano se utilizo el kit comercial DNeasy® Tissue (QIAGEN®)

con la siguiente metodologia:

A partir de cultivos en Agar Sangre de 24 horas de las cepas de S. pyogenes, se inoculé de 2
a 3 colonias en caldo Todd-Hewitt incubando de 18 a 24 horas a 37°C en agitacion. La

suspension bacteriana fue ajustada a una concentracion de 2x10° células/mL.

De la suspension bacteriana se transfiri6 1mL a tubos eppendorf de 1.5 mL, los cuales se
centrifugaron a 7,500 rpm durante 10 minutos en la microcentrifuga (SIGMA®), descartando el

sobrenadante y obteniendo un concentrado celular para la extraccion de DNA cromosomal.

El concentrado bacteriano se resuspendié en 180 pL de buffer de lisis con 20mg/mL de
lisozima (Research Organics®) agitando vigorosamente y se incub6 30 minutos a 37°C. Se
adiciono 25 L de proteinasa K (20 mg/mL) y 200 uL de buffer AL se mezclé y se incubd en un
bafo seco (Multi-block Heater) a 70°C 30 minutos. Posteriormente se agregd 200 pL de etanol
absoluto frio y se mezclé en un vértex GENIE-2 (Scientific Industries). El contenido del tubo se
transfirid a una columna de extraccion y se centrifugd a 8,000 rpm por un minuto, eliminando
el sobrenadante del tubo de colecta. Se adicioné a la columna 500 pL de buffer de lavado AWA1,
y se centrifugé a 8,000 rpm durante un minuto, eliminando el liquido del tubo de colecta. Para
un segundo lavado se le agrego a la columna 500 pL de buffer AW2 y se centrifugd a 13,500
rom durante 3 minutos, eliminando el liquido del tubo de colecta. Finalmente la mini columna
se puso sobre un tubo eppendorf nuevo adicionando 200 pL de buffer de elucion, incubando 1
minuto aproximadamente, y se centrifugd a 8000rpm durante 1 minuto para eluir el DNA; el

DNA obtenido se almacené en refrigeracion para su posterior evaluacion.

5.5.1. Evaluacion del DNA extraido

Para evaluar la calidad del ADN extraido se realizé una electroforesis, preparando un gel de
agarosa al 1.0% (Research Organics®) usando como revelador bromuro de etidio 10 mg/mL
(Research Organics®). Se cargd 4 uL de muestra con 4 pL colorante en el gel de agarosa al
1% sumergido en buffer 0.5X de Tris-Boratos-EDTA (TBE). El gel se corrié en una camara de
electroforesis (Bio-Rad®) usando una fuente de poder (Bio-Rad® Power 300). Para visualizar
las bandas de ADN se utilizd un transluminador de luz ultravioleta MacroVue UVis-20,

capturando la imagen con una camara digital DC290 Kodak y un Software Kodak 1D 3.5V.
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5.6 Amplificacion del gen emm

La amplificacion del gen emm se llevé a cabo mediante la técnica de Reaccion en Cadena de

la Polimerasa (PCR) utilizando como blanco el ADN extraido de cada cepa en estudio.
% Primers:

Tabla 13. Secuencia de los primers utilizados en la PCR para determinar el gen emm
asociado a la proteina M.

Gen Primer Secuencia referencia | pb
emm1A* . .
5-GGA ATT CTATTS GCT TAG AAA ATTAA-3" | Whatmore
(forward) "1 700
emm 1995.
hasta
1B Beall. 1 4600
emm 5- GCA AGT TCT TCA GCT TGT TT-3 1996
(reverse)

pb = tamano esperado del gen en pares de bases

Nota: emm1A* es un primer degenerado, (S es un 50% de C y 50% de G)

0,

++ Reactivos

Las condiciones, volumenes, concentraciones de reactivos y las temperaturas utilizadas en la
PCR para el gen emm se tomaron de estandarizaciones previas realizadas en el laboratorio

(28), Para la mezcla de reaccion se utilizaron los siguientes reactivos:
e Buffer 10X (Roche®) (Tris-HCI 100 mM, pH= 8.3, KCI 500 mM, MgCl2 15 mM)
e Desoxinucleotidos trifosfato 1.25 mM (dNTP’s, Roche®)
e H20 ultrapura estéril
e Taq DNA polimerasa 5 U/uL (Roche®)
e Dimetilsulfoxido (DMSO Pharmacia Biotech®)

e Iniciadores 10 mM (emm1A*, emm1B)
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Tabla 14. Composicion de la mezcla de reaccion para la PCR del gen emm
volumenrinaL=50 pL

Reactivo Volumen
Buffer 10X (Roche®) 5uL
dNTP’s 1.25 mM (Roche®) 8 uL
Primer emm1A* 10 mM 1L
Primer emmB 10 mM 1L
Taq polimerasa 5 U/uL (Roche®) 0.2 uL
DMSO (Pharmacia Biotech®) 0.2 uL
Agua Ultrapura 33.6 uL
DNAmuestra 1L

La PCR consta de 30 ciclos de reaccion, un ciclo de denaturalizacion a 94°C por 5 minutos,
con tres etapas: desnaturalizacion, alineamiento y elongacion, y un ciclo de extensién a 72°C
por 5 minutos. La reaccion se realizd en un temociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems®). Los 30 ciclos de reaccion fue la etapa de desnaturalizacion, a 94°C por
un minuto; alineamiento a 47°C por un minuto y finalmente en la etapa de elongacién se uso6
una temperatura a 72°C por 1:20 minutos. Una vez completado los ciclos de reaccion, la
temperatura se bajé a 4°C para detener la reaccion. El producto de la amplificacién se evalué

mediante una electroforesis.

Revelado: La amplificacion del gen se confirmé mediante un gel de agarosa al 1.5% en buffer
TBE 0.5X. Se corrieron las muestras usando 4 uL de cada una, asi como 0.5 ug de marcador
de Peso Molecular 100 pb (Gene Ruler® 100bp Ladder Plus, Fermentas®) a 90 volts durante
40 minutos, en camara de electroforesis (BioRad®). Como revelador se utilizé bromuro de etidio
10 mg/mL (Research Organics®) utilizando una fuente de poder para electroforesis (Bio-Rad®
Power 300) Los amplificados se visualizaron de la misma manera en que se observaron los

productos de la extraccion de DNA.

5. 7 Amplificaciéon de los genes sic y sof

Adicional a la amplificacién del gen emm se realizé una amplificacion de los genes sic y sof

con el objetivo de realizar un tamizaje en la identificacion del tipo M, agrupando los pesos
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moleculares del gen emm en orden creciente y considerando la presencia o no de los genotipos

sic y sof.

s Primers

Tabla 15. Secuencia de los primers utilizados en la PCR dual para determinar los genes

sic y sof.
Gen Primer Secuencia referencia | pb
sict 5"-TAA GGA GAG GTC ACA AAC TA-3" Perea-
: (forward) >
sic sic2 Mejia et al. | 1200
5-TAA CGT TGC TGATGG TGT AT-3’ 1997
(reverse)
Soft 5-GTA TAA ACT TAG AAAGTT ATC TGT
sof (forward) AGG-3’ Beall et al. 700
sof2 5’-GGC CAT AAC ATC GGC ACC TTC GTC 1996
(reverse) AAT T-3°

pb = tamafo esperado del gen en pares de bases

+ Reactivos
Las condiciones, volumenes y concentraciones de reactivos ademas de las temperaturas
utilizadas en la PCR dual de los genes sic y sof se tomaron de estandarizaciones previas

realizadas en el laboratorio siendo igual que las utilizadas en la PCR del gen emm ©3),

Tabla 16. Composicidn de la mezcla de reaccion para la PCR dual de los genes sic y sof
volumenrinaL=15 pL

Reactivo Volumen
Buffer 10X (Vivantis®) 1.5 uL
dNTP’s 1.25 mM (Roche®) 3L
Primer sic 1 10uM 0.4 uL
Primer sic 2 10uM 0.4 pL
Primer sof 1 10uM 0.4 L
Primer sof 2 10uM 0.4 uL
Taq 5 U/uL Vivantis® 0.07 pL
MgCl, 50 mM Vivantis® 1.0 uL
Agua Ultrapura 7.03 yL
DNAmuyestra 0.8 uL
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+ Revelado

La amplificacién de los genes se confirmé mediante un gel de agarosa al 1.7% en buffer TBE

0.5X utilizando el mismo procedimiento de revelado que para el PCR del gen emm.

5.8 Digestidon enzimatica de los productos de PCR del gen emm de cepas de S.

pyogenes resistentes a eritromicina.

% Clasificacion preliminar de las cepas

Para llevar a cabo la digestion enzimatica del gen emm se clasificaron de acuerdo al resultado

de la amplificacion de los genes sic y sof.

Las cepas sic (+) se agruparon para confirmar el tipo M. Asimismo las sic (-) se agruparon con

los siguientes criterios:
a) De acuerdo a su genotipo si presentan el gen sof o no.
b) Por orden creciente de peso molecular del gen emm.

Para obtener los pesos moleculares del gen emm de las cepas se utilizo el software Kodak®

1D 3.5v, con el que se analizé la fotografia digital de los amplificados del gen emm.
% Digestion de los amplificados del gen emm

Para la caracterizacion del gen emm se utilizo la enzima Ddel (Fermentas®), enzima de
restriccidon que corta el DNA cuando reconoce la secuencia 5"CWTNAG-3" (donde N puede ser

cualquiera de los cuatro nucledtidos A, C, G, o T).

Tabla 17. Composicién de la mezcla de reaccion para la digestion de los
amplificados del gen emm volumenginaL = 40 L

Reactivo Volumen
Buffer Tango 10X (Fermentas®) 4.0 L
Enzima Ddel 10 U/uL (Fermentas®) 0.2 uL
Amplificado del gen emm 35.8 pL

Los tubos con la mezcla de reaccién (Tabla 16) para el corte enzimatico se incubaron 37 °C
toda la noche. El producto del corte de cada muestra se corrié en geles al 2% de agarosa 1000

(Ultra-pure, Invitrogen®) a 90 volts por 70 minutos, utilizando la misma fuente de poder,
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marcador de peso molecular y revelador para los productos de PCR. Se utilizé la camara de
electroforesis (Bio-rad®), la camara digital y el software utilizado para la visualizacién de los

amplificados del gen emm.
+ Clasificacion de los patrones de restriccion

Una vez obtenido el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP) del
gen emm, o patron de restriccion resultante de la digestion enzimatica se tomo6 una fotografia
digital clasificando los patrones de restriccidon obtenidos comparando con los patrones
realizados en el laboratorio de cepas de referencia proporcionadas por los CDC y de cepas

clinicas tipificadas con anterioridad 8 71),
5.9 Amplificacion de los genes speA y speC

Para la caracterizacion de las cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina se
realizé la busqueda de los genes que codifican para las toxinas pirogénicas SpeA y SpeC para
ello se utilizd6 una PCR dual para la amplificacion de estos genes con condiciones ya
estandarizadas previamente en el laboratorio 62). Los primers utilizados para la reaccion se

muestran a continuacion:

Tabla 18. Secuencia de los primers utilizados en la PCR dual para la amplificacion de los
genes speAy speC.

Gen Primer Secuencia referencia | pb
SpeA 1 5°-ATG GAA AAC AAT AAA GTA TTG-3°
spea | (forward) Musser 700
speA 2 5 TTA CTT GGT GTT AGG TAG CTT C-3’ 1993
reverse
speC 1 5°-ACC TAT CAT CAA AGT GAC TAT AAG AAA
(forward) GAC -3
speC Benssen 550
speC 2 5-CCC TTC ATT TGG TGA GTC AAA TAA GTC 1999
(reverse) TATTTG A-3°

pb = tamafo esperado del gen en pares de bases
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Tabla 19. Composicion de la mezcla de reaccion para la PCR dual de los genes speA 'y
speC volumenrina=15 uL

Reactivo Volumen

Buffer 10X (Vivantis®) 1.5 uL
dNTP’s 1.25 mM (Roche®) 3.0 uL
Primer speA 1 10uM 0.15 uL
Primer speA 2 10uM 0.15 uL
Primer speC 1 10uM 0.15 uL
Primer speC 2 10uM 0.15 uL
Taq 5 U/uL (Vivantis®) 0.06uL
MgCl> 50 mM (Vivantis®) 1.0 uL
Agua Ultrapura 8.14 uL
DNAmuestra 0.7 L

+ Revelado

La amplificacion de los genes se confirm6 mediante un gel de agarosa al 1.7% en buffer TBE

0.5X con el mismo procedimiento de revelado utilizado para el PCR del gen emm.

5.10 Amplificaciéon de los genes asociados a la resistencia a macrolidos: ermA, ermB y

mefA.

La presencia de los genes ermA, ermB y mefA asociados a resistencia a macrolidos fue
evaluada en las cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina mediante la
técnica de PCR. Para ello se utilizaron volumenes, concentraciones y temperaturas en la PCR
que fueron estandarizadas previamente en el laboratorio, en las cuales se encontré que no
habia interferencias entre los productos de los genes mefA y ermB por lo que se realizé una

PCR dual y una PCR individual para el gen ermA (68.86),

Se utilizaron cepas de referencia de cada uno de los genes asociados a la resistencia que

fueron donadas por el Laboratorio de Mount Sinai Hospital, Toronto, Canada (Tabla 19).
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Tabla 20. Cepas de referencia de S. pyogenes para los genes asociados a la resistencia a

macrolidos (18.80)

Clave de la cepa Gen de resistencia PM de producto de PCR
502 mefA 1500 pb
503 ermA 208 pb
504 ermB 639 pb

s Primers

Tabla 21. Secuencia de los primers utilizados en la PCR para determinar los genes mefA,
ermBy ermA.

Gen Primer Secuencia referencia pb
mefA mefAr 5-CTA TGA CAG CCT CAATGC G-3° Clansy, 1500
(forward) 1996
mefAr 5-ACC GAT TCT ATC AGC AAA G-3°
(reverse)
ermB ermBr 5°-GAA AAA GRA CTC AAC CAA ATA -3° Sutcliffe, 639
(forward) 1996
ermBr 5-AGT AAC GGT ACT TAA ATT GTT TAC -3’
(reverse)
ermA ermA+ 5-AGG TTA TAA TGA AAC AGA-3° Seppala, 208
(forward) 1992
ermAz 5-GCA TGA CAT AAACCT TCA -3’
(reverse)

pb = tamafo esperado del gen en pares de bases
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Tabla 22. Composicion de la mezcla de reaccion para la PCR dual de los genes

mefA/lermB volumenrinaL=30 uL

Reactivo Volumen
Buffer 10X (Roche®) 3uL
dNTP’s 1.25 mM (Roche®) 5uL
Primer mefAs 10mM 1 uL
Primer mefAgr 10mM 1uL
Primer ermBr 10mM 1L
Primer ermBgr 10mM 1L
Taq 5U/uL (Roche®) 0.15 uL
Agua Ultrapura 16.85 uL
DNAmuestra 1L

Tabla 23. Composicién de la mezcla de reaccion para la PCR individual del gen ermA

volumenrinac=30 pL

Reactivo Volumen
Buffer 10X (Roche®) 3uL
dNTP’s 1.25 mM (Roche®) 5L
Primer ermA; 10uM 1L
Primer ermA; 10uM 1uL
Taq 5U/uL (Roche®) 0.15 uL
Agua Ultrapura 18.85 uL
DNAmuyestra 1L

Para el revelado de los productos se utilizé el mismo equipo y metodologia de revelado, para
la PCR dual de los genes mefA/ermB |la concentracion de agarosa fue de 1.5% y para la PCR

del gen ermA fue de 1.7%.
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5.11 Asociacion del fenotipo y genotipo de resistencia con el tipo M

Finalmente se correlacionaron los resultados de la fenotipificacion de la resistencia y la
determinacion de los genes de resistencia a macrolidos con los tipos M determinados en las
cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina. Asi como se obtuvo informacion

del comportamiento de la resistencia a eritromicina en S. pyogenes del afio 2001 al 2013.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 Origen de las cepas

Se analizaron 38 cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina provenientes de
diferentes fuentes hospitalarias del periodo 2001-2013. El origen clinico predominante de las
cepas resistentes fue el exudado faringeo (81.6%), seguido por el uretral (7.9%), otros
aislamientos (10.5%) de los cuales algunos fueron obtenidos de secreciones abdominales y
unos cuantos de cuyo origen se desconoce. Una situacidon similar se presenté en Espafia,

donde el 82.1% de las cepas resistentes a eritromicina son exudados faringeos “9),

6.2 Susceptibilidad antimicrobiana

La resistencia evaluada a 10 antibidticos mostro que las cepas S. pyogenes resistentes a
eritromicina son susceptibles a los antibioticos evaluados a excepcidén de 3 cepas 7.9 % (3/38)
que presentaron resistencia a tetraciclina, las cepas fueron la 185, 1033 y 2847. En S.
pyogenes la resistencia a tetraciclina es conferida por los genes tetM o tetO ?°. Se ha
reportado que los genes erm y mef asociados a la resistencia a eritromicina son acarreados
con los genes tet por elementos maviles ?9). En nuestro estudio las cepas 185y 1033 presentan
el gen ermA mientras que la cepa 2847 presenta el gen ermB, todas resistentes a tetraciclina
presentan el gen tetO, trabajo previo en el laboratorio ??), se ha visto que el gen de resistencia
a eritromicina ermA 'y el gen de resistencia a tetraciclina gen tetO frecuentemente se
encuentran en aislamientos que presentan resistencia a ambos antibidticos esto ha sido

documentado en lItalia y Noruega (%)

6.3 Aislamiento de DNA y amplificacion del gen emm.
En la figura 5 se presenta un ejemplo de como se observaron los DNA's extraidos mediante el

kit de QIAGEN®.

Figura 5. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1% de la extraccion de DNA
en cepas de S. pyogenes resistentes a eritromicina.

Extraccion DNA QIAGEN
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En la amplificacion del gen emm se observaron productos de PCR cuyo tamafio molecular
varia de 800 a 1400 pb. Esta variacion en el tamafio molecular esta relacionada con las
diferencias en el numero y tamafno de las unidades de repeticion en la porcion del gen emm

que codifica para la region A de la proteina M se asocia con el tipo de proteina M.

En la figura 6 se muestra un ejemplo de los amplificados del gen emm donde ademas de
determinar el tamafo molecular se evalué la calidad del amplificado para la realizacion de la
digestion enzimatica con la enzima de restriccion Ddel y determinar por el analisis del alelo del

gen emm (tipo M) por RFLP.

Figura 6. Electroforesis de los productos de PCR del gen emm de S. pyogenes en gel de
agarosa al 1.5%.

PCR gen emm
Strep. pyogenes
resistentes a Eritromicina

PM= Marcador de Peso Molecular de 100 pb (Fermentas®). En los carriles del 2 al 9 el niUmero asignado a
cada cepa por el laboratorio.

6.4 Amplificaciéon de los genes sic y sof

Para la identificacién del tipo M se realiz6 una amplificacion de los genes sic y sof con el
objetivo de realizar un primer filtro ordenando de forma creciente los tamafios moleculares del
gen emm y considerado la presencia del gen sic las cuales pertenecen al tipo M1 ademas de
la presencia o no del gen sof. En la figura 7 se observa un ejemplo de las PCR’s realizadas
para la identificacion de los amplificados de los genes sic y sof por el peso molecular que
presentaban de acuerdo a los controles positivos utilizados en el laboratorio para cada gen.
Ninguna cepa dio positivo para el gen sic, lo cual se confirmé posteriormente cuando se

demostrdé que ninguna cepa pertenece al tipo M1. Todas las cepas resistentes presentaron el
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gen sof con excepcion de la cepa 2748 que dio negativo para ambos genes y que por medio
del RLFP se clasific6 como M6.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1.7% para los genes sic/sof en cepas de S.
pyogenes resistentes a eritromicina.

PCR dual sic/sof
. pyogenes resist. a eritro.

En los dos primeros carriles se observan los controles positivos para cada gen y en el ultimo carril se
encuentra el marcador de Peso Molecular de 100 pb (Fermentas). Arriba en la imagen el nUmero asignado a
cada cepa por el laboratorio.

6.5 Analisis de la digestion de los productos de PCR del gen emm

A partir de la digestién enzimatica de los productos de PCR del gen emm se llevé a cabo el
analisis de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) utilizando los
patrones obtenidos de cepas de referencia de los diferentes tipos M. El agrupamiento de las
cepas resistentes con base al peso molecular del gen emm amplificado y el genotipo sof facilité
obtener el patron de restriccidn, en la figura 8 se observan los diferentes patrones obtenidos.
En la tabla 23 se observa que el 89.5% (34/38) de las cepas son M75 asi como los otros tipos

M encontrados en las cepas resistentes.
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Figura 8. Gel de agarosa al 2.5% donde se muestran algunos RFLP’s del gen emm. Se
indican los tipos M identificados. Las cepas 502C, 503C y 504C son cepas controles para
los genes de resistencia a eritromicina; PM= marcador de peso molecular de 100 pb
(Fermentas®)

1000 pb . : M75

M75 =
500 pb — LA —— m2m12m4 M6 L

——

1000 pb
500 pb

Y — S— S e e
. L—

Corte gen emm/Ddel
S. pyogenes resist. a eritro

Tabla 24. Frecuencia de tipos M de cepas de S. pyogenes resistentes a eritromicina.

Tipo M % de cepas resistentes
M75 89.5% (34/38)
M4 2.5% (1/38)
M6 2.5% (1/38)
M12 2.5% (1/38)
M63 2.5% (1/38)

6.6 Amplificacion de los genes asociados a la resistencia a macroélidos

Para determinar el mecanismo de resistencia a macrolidos en las cepas de S. pyogenes se
realizé la PCR en la busqueda de los genes mefA, ermA y ermB. En la figura 9 se muestra un

ejemplo de la amplificacion de cada gen.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.7% de los productos de PCR individual
del gen ermA y el PCR dual mefAlermB.

1000 pb

ermA

PCR gen ermA

Strep. pyogenes PCR dual mefA/ermB
resistentes a entro S. pyogenes resist. a Eritro

Cepa 502 control del gen mefA, cepa 503 control del gen ermA, cepa 504 control del gen ermB

PM=marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas®). Arriba en la imagen se encuentra el nimero

asianado a cada ceba por el laboratorio.
En la tabla 24 se muestra que 35 de las 38 cepa presentan el gen mefA que resulté ser el
genotipo de resistencia con mayor presencia con el 92%, otro estudio en México muestra un
95% @) para este gen. La predominancia del mecanismo de resistencia a eritromicina de S.
pyogenes (identificado por el genotipo) varia en diferentes areas geograficas ('"). Estudios
realizados en Espafa y Taiwan encontraron al gen mefA asociado en un 90% (@ 'y 53% (")

respectivamente. Asimismo en Alemania ninglin genotipo es predominante (?6),

Tabla 25. Genes de resistencia a eritromicina en cepas de S. pyogenes.

Gen de resistencia Porcentaje
mefA 92%(35/38)
ermA 5% (2/38)
ermB 3% (1/38)

6.7 Determinacién de fenotipo de resistencia a macroélidos

El fenotipo de resistencia a macrdlidos (eritromicina-clindamicina) de las cepas de S. pyogenes
se determiné por el método Kirby-Bauer de acuerdo con el CLSI, en la figura 10 se presentan
ejemplos de los fenotipos de resistencia iIMLS , M y cMLS, en el fenotipo de resistencia
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inducible (iMLS) (Figura 10A) se observa un corte en la zona de inhibicién de la clindamicina
por la presencia de la eritromicina y en el fenotipo de resistencia M (Figura 10B) muestra
sensibilidad a clindamicina y su halo no se vio interrumpido por la presencia de la eritromicina.
El fenotipo constitutivo (cMLS) encontrado en la cepa 2847 tiene resistencia a eritromicina y

clindamicina (Figura 10C).

Figura 10. Determinacion del fenotipo de resistencia a eritromicina en Agar Mueller-
Hinton con 5% de sangre para la determinacion del fenotipo de resistencia. A) fenotipo
inducido (iMLS) , B) fenotipo M y C) fenotipo constitutivo (CMLS).

S A
E=Eritromicina; DA= Clindamicina |

La tabla 25 muestra la distribucion del fenotipos de resistencia en la cual el fenotipo
predominante fue el fenotipo M; este predominio también se ha encontrado en algunos
paises como Chile con 80% (79, Espafia con 58.9% 4y en Italia con 63% ®) por el contrario
en Corea se muestra al fenotipo cMLS con 87.5% ©8) mientras que en Alemania los fenotipos
son similares ?8), La distribucion de fenotipos macrolidos de S. pyogenes puede esta

influenciada por la variacién geografica (8).
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Tabla 26. Fenotipo de resistencia a eritromicina en cepas de S. pyogenes.

Gen de resistencia Porcentaje
M 92%(35/38)

iMLS 5% (2/38)

cMLS 3% (1/38)

6.8 Relacion entre fenotipos y genotipos de resistencia a eritromicina en cepas de

Streptococcus pyogenes.

La tabla 26 muestra el fenotipo de resistencia encontrado por la prueba de doble disco y el gen
asociado determinado por PCR en las 38 cepas resistentes. Todas las cepas poseen el gen
de resistencia concordante al fenotipo, ya que el fenotipo de resistencia M esta asociado al
gen mefA, en tanto que el fenotipo cMLS se asocia al gen ermB y el fenotipo iIMLS esta

asociado a la presencia del gen ermA (33),

Tabla 27. Relacion entre fenotipos y genotipos de resistencia a eritromicina en cepas de S.
pyogenes.

ermB

iIMLS

cMLS

6.9 Comparacion entre fenotipos y genotipos de resistencia con el tipo M de las cepas

de Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina.

La importancia de relacionar el tipo M con los resultados del fenotipo y del genotipo de las
cepas resistentes a eritromicina esta en el establecimiento de un patron de resistencia dentro
de las cepas clinicas de nuestra poblacion, generando criterios sobre el tipo de cepa que se
asocia con los genes de resistencia a macrdlidos. En la tabla 27 se muestra el fenotipo y
genotipo de resistencia a eritromicina asociado a cada cepa de S. pyogenes asi como el tipo

M de la cepa resistente.
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Tabla 28. Asociacion entre el fenotipo y genotipo de resistencia a macrdlidos y el tipo M
determinado en cepas de S. pyogenes resistentes a eritromicina utilizadas en el estudio.

Gen de resistencia

Clave Fenotipo Tipo M
mefA ermA ermB

502* M + - - M12
503* iMLS - + - M22
504* cMLS - - + M11
151 M + - - M75
181 M + - - M75
183 M + - - M75
185 iMLS - + - M4

199 M + - - M75
203 M + - - M75
204 M + - - M75
222 M + - - M75
223 M + - - M75
225 M + - - M75
227 M + - - M75
259 M + - - M75
270 M + - - M75
289 M + - - M75
567 M + - - M75
569 M + - - M75
572 M + - - M75
597 M + - - M75
603 M + - - M75
605 M + - - M75
612 M + - - M75
633 M + - - M75

*cepas de referencia para los genes mefA, ermA'y ermB



Tabla 27. Asociacion entre el fenotipo y genotipo de resistencia a macrolidos y el tipo M
determinado en cepas de S. pyogenes resistentes a eritromicina. (Continuacion)

Gen de resistencia

Clave | FENOTIPO Tipo M
mefA ermA ermB
653 M + - - M75
665 M + - - M75
723 M + - - M75
793 M + - - M75
732 M + - - M75
750 M + - - M75
774 M + - - M75
826 M + - - M12
916 M + - - M75
917 M + - - M75
970 M + - - M75
1033 iMLS - + - M63
1140 M + - - M75
1147 M + - - M75
1374 M + - - M4
2847 cMLS - - + M6

En diversos estudios se ha visto que el genotipo de resistencia a eritromicina y el tipo emm
estan estrechamente relacionados 8); la mayoria de estos estudios han demostrado una
distribucion de la resistencia asociada a ciertos tipos emm de S. pyogenes ©V). La tabla 27
muestra que la mayoria de las cepas de S. pyogenes resistentes a eritromicina tienen el tipo
M75 (89.5%), los tipos M que también estan relacionados con la resistencia a eritromicina son
M4, M6, M12 y M63 con 2.5%; la tabla 23 esta ordenada de acuerdo al numero asignado por
el laboratorio al momento de la recepcién de la cepa, por lo cual las ultimas dos cepas
resistentes son del tipo M4 y M6 que nos da un indicio de que las cepas con el tipo M75 y que
son resistentes a eritromicina han disminuido su aparicién conforme ha ido transcurriendo los

afos. Por otra parte la tabla 23 nos muestra que el mecanismo de resistencia a eritromicina
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mas comun en nuestras cepas de S. pyogenes es el mecanismo de expulsion a través del
transportador efflux M, codificado por el gen mefA (92.1%), el mecanismo de modificacién
ribosomal, codificado por los genes ermA y ermB, solo esta en el 7.9% (3/38) de las cepas

estudiadas asi la cepa mas reciente (cepa 2847) presenta este mecanismo.

Igualmente en la tabla 28 se muestra que de las 38 cepas resistentes a eritromicina el 92%
(35/38) resultaron positivas el gen mefA y de ese grupo 34 de 35 (97%) tienen el tipo M75. En
Espana los tipos M asociados a cepas resistentes a eritromicina son los tipos M4, st1815 y
M75 @),

Tabla 29. Distribucion de los tipos M de S. pyogenes resistentes a eritromicina y su
asociacion con el genotipo y el fenotipo de resistencia observado.

tipo M (# cepas) mefA ermA ermB  fenotipo
M75 (34) + — — M
M12 (1) + - - M
M4 (1) - + - iMLS
M63 (1) - + - iMLS
M6 (1) - - + cMLS
Total 92.1% 5.2% 2.7%

A diferencia de nuestro estudio, donde la asociacion principal entre la resistencia a macrolidos
y el tipo M de S. pyogenes esta dada por el tipo M75 con el gen mefA, en otros paises como
en Corea las cepas resistentes a eritromicina estan principalmente relacionadas con los tipos
M12 y M77 con un 81% y 60%, respectivamente, todas con el genotipo ermB y fenotipo cMLS
(38). En Japdn los aislamientos resistentes a eritromicina tiene el tipo M12; estos aislamientos
presentan el gen ermB V). En Francia las cepas de S. pyogenes tipo emm28 y emm11
resistentes a macrolidos presentan el gen ermB ©). En Portugal se encontraron los tipos M12

y M28 ligados a la resistencia a la eritromicina (79
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6.10 Comportamiento de la resistencia a eritromicina en cepas de Streptococcus

pyogenes aislados en México del 2001-20013.

Se realiz6 un analisis de las cepas recibidas en el laboratorio a lo largo de 13 afios para analizar
la frecuencia de resistencia a eritromicina, las cepas se agrupan por periodos de dos afios
para observar mejor el comportamiento. En la tabla 29 se muestra el numero de cepas de S.
pyogenes recibidas en cada periodo y el numero de cepas resistentes a eritromicina,
obsevandose una disminucién gradual del porcentaje de cepas resistentes a través del periodo
2001-2013.

Tabla 30. Distribucion de cepas de S. pyogenes resistentes a eritromicina durante el
periodo 2001-2013 en México.

Periodo ie B i BERES SIS Porcentaje
S. pyogenes a eritromicina
2001-2003 304 27 8.9%
2004-2006 321 9 2.8%
2007-2009 111 1 0.9%
2010-2013 345 1 0.3%

A continuacion en la figura 11 se observa de manera grafica la disminucion de la resistencia a
eritromicina en cepas de S. pyogenes analizadas desde el afio 2001-2013, los tipos M de las
cepas resistentes a eritromicina se distribuyen de la siguientes frecuencias: del afio 2001- 2006
se aislaron cepas M75, M12 y M63 y en el periodo 2007-2013 solo se aislaron cepas de tipo
M4 y M6.
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Figura 11. Porcentaje de cepas de S. pyogenes resistentes a eritromicina durante el
periodo 2001-2013

10

Porcentaje de cepas
Resistentes a Eritromicina

2001-2003 2004-2006 2007-2009 2010-2013

En nuestro estudio se observa una disminucion de la resistencia a eritromicina, esta tendencia
se ha observado en otros paises como en Chile con 3.5% (7, Corea con 4.6% ©"), en los
Estados Unidos 6.9% ©2), Australia con 4% ®2), Turquia con 1.9% ®2), Suecia con 4% ), Suiza
con 2,6% ®2), en Serbia con 6.8% ®2) y Romania con 5% ©2). En contraste con altos niveles de
resistencia reportados en China con 96.8% (2, Polonia con un 42%, Portugal con 24% ©2), en
Hong Kong ®2), con 28% e lItalia con 25% (13

Estas diferencias pueden deberse a las distintas tendencias en el consumo de antibidticos ©6°),
hay estudios que demuestran correlacion entre el consumo de antibiéticos y los niveles de
resistencia ®). Muchos paises han instituido un uso mas restrictivo de los macrdlidos en
respuesta a informes alarmantes de las altas tasas de resistencia a los macrélidos entre cepas
de S. pyogenes ®2). En México en el afio de 2010 la Secretaria de Salud dispuso la venta y
dispensacién de antibidticos con receta médica ademas de que la tendencia en el uso a
macrolidos en especial a la eritromicina va a la baja “). En paises como Espafa, Francia y
Chile se propone que la disminucion de la resistencia en S. pyogenes a la eritromicina se debe

a las restricciones implementadas para su venta (24 49.70),
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En nuestro caso de estudio la resistencia a eritromicina disminuye de la misma manera que la
presencia de cepas tipo M75, similar al reportado en Corea del Sur, donde la prevalencia de
cepas de S. pyogenes resistentes a macrolidos se redujo de 44.8% en 2002 a sélo 4,6% en
2009, y en donde la disminucién fue probablemente por la reduccién en la prevalencia de una

cepa resistente de S. pyogenes tipo M12 y no a la disminucion en el uso de macrdlidos (82

Realizamos un analisis de la frecuencia de los 3 principales tipos M reportados en el periodo
2001-2003 que fueron M1, M12 y M75 que juntos suman mas del 50% de los aislamientos de
S. pyogenes. En la tabla 30 y la figura 12 se observa la tendencia de los tres principales tipos
M, los tipos M1 y M12 han mantenido una tendencia constante durante el periodo 2001-2013

en contraste con M75 donde se observa una disminucidn en el numero de cepas.

Tabla 31. Distribucion y porcentaje de los tipos M1, M12 y M75 de S. pyogenes
determinados durante el periodo 2001-2013 en México.

Period #cepas #icepas | %cepas | #cepas | %cepas | #cepas | %cepas

eriodo
tipificadas M75 M75 M1 M1 M12 M12

2001-
278 39 14.0% 54 19.4% 60 21.6%

2003

2004-
302 29 9.6% 58 19.2% 62 20.5%

2006

2004-
74 0 0.0% 20 27.0% 23 31.1%

2006

2010-
249 3 1.2% 57 22.9% 54 21.7%

2013
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Figura 12. Porcentaje de frecuencia de cepas de S. pyogenes de los tipos M1, M12 y M75
durante el periodo 2001-2013
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En nuestro estudio la disminucion en el numero de cepas de S. pyogenes resistentes a
eritromicina puede relacionarse con la disminucién en la frecuencia de aislamientos del tipo
M75 observada durante el mismo periodo de estudio, en donde los tipos M1 y M12 se
mantienen con las frecuencias mas elevadas en este periodo, en contraste con M75 que en
los afios 2001-2003 se encontraba en el tercer lugar de frecuencia (Figura 11). Se ha
documentado una asociacion entre ciertos tipos M y la resistencia a los macrélidos (/3. En
Espafa se ha asociado cepas de S. pyogenes resistentes a eritromicina con los tipo M4,
st1815, M12 y M75 @), En Portugal se asocia a los tipos M12, M77 y M4 “8), En ltalia los tipos
M asociados a cepas resistentes a macroélidos son M4, M22 y M89 @3). En Corea del Sur al tipo
M12 ®2)_ En nuestro estudio se muestra que la disminucion en la resistencia a eritromicina en
S. pyogenes esta relacionado con la baja frecuencia de aislamiento de cepas del tipo M75 y
esta resistencia es asociada con la presencia del gen mefA como principal mecanismo de
resistencia. Estos datos podrian indicar que la proteina M funciona, directa o indirectamente,
como barrera para el intercambio horizontal de genes 9. Una vinculacién fenotipica entre la
resistencia a la infeccion por bacteriéfagos y la expresion de proteinas de superficie ha sido

reconocida por mas de 20 afios, pero todavia es poco comprendida 9.
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7. CONCLUSIONES

X/
°e

El mecanismo de expulsion selectiva del antibiotico representa el principal mecanismo

de resistencia a eritromicina en las cepas de Streptococcus pyogenes.

Mas del 90 % de las cepas resistentes tienen el gen mefA, asociado con el fenotipo de
resistencia M.

El mecanismo de metilacion ribosomal, asociado con los genes ermA y ermB y
los fenotipos MLS inducido y constitutivo, representa el 8% de los aislamientos.

El tipo M75 de S. pyogenes esta asociado a las cepas resistentes a eritromicina y con
presencia del gen mefA.

Otros tipos M presentes en las cepas de S. pyogenes resistentes son el M4, M6, M12 y
M63.

Se observa una disminucion en los aislamientos resistentes a eritromicina del 9 al 0.3%
en el periodo 2001-2013. Con un porcentaje promedio de resistencia a eritromicina del
4% en el periodo.

El decremento en la resistencia a eritromicina esta relacionada a la disminuciéon de
aislamientos del tipo M75 observada en el mismo periodo de estudio.

Los tipos M1 y M12 se han mantenido en frecuencia como los principales tipos M
identificados en el laboratorio durante el periodo de estudio.

La determinacion de los tipos M y los mecanismos de resistencia involucrados

contribuyen a mantener una vigilancia en el comportamiento epidemiolégico de las
cepas de Streptococcus pyogenes aisladas en nuestra poblacion.
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ANEXO |. Caracterizacién de cepas de Streptococus pyogenes resistentes a eritromicina: fenotipo,

genotipo, tipo M, gen sic y gen sof, y exotoxinas speA 'y speC.

Clave Fenotipo

502* M

503* iMLS
504* cMLS
151 M

181 M

183 M

185 iMLS
199
203
204
222
223
225
227
259
270
289
567
569
572
597
603
605
612
633

= £ £ L 2 £ £ £ 25K £ £ £ £ £

<

*cepas de referencia

Gen de resistencia

mefA
+

ermA

+

ermB

+

Tipo
M
M12
M22
M11

M75
M75
M75
M4
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75
M75

sic/sof

exotoxinas

sic sof speA speC

+

=+

+

+
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Clave

FENOTIPO

Gen de resistencia

653

723

732

774

916

970

1140

1374

sic/sof

exotoxinas

6
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