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INTRODUCCION

El género Streptococcus esta constituido por alrededor de 20 especies, siendo
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae 'y  Streptococcus

pneumoniae las mas importantes por su gran virulencia®.

La identificacién de las especies de estreptococos se realiza tomando en
cuenta tres propiedades®® >
e Propiedades hemoliticas en gelosa sangre de carnero al 5%.

e Propiedades antigénicas.

e Propiedades bioquimicas o fisiolégicas.

Streptococcus pyogenes puede causar enfermedades supurativas (faringitis,
escarlatina, pioderma, erisipela, fascitis necrosante y sindrome del shock

téxico) y no supurativas (fiebre reumatica y glomerulonefritis) ©'- 40 52 %9

; es
por ello que cuando se aisla a esta bacteria de un exudado faringeo de un
paciente con faringitis, es muy importante darle a éste un tratamiento

adecuado inmediatamente®?.

Streptococcus agalactiae puede causar infecciones genitourinarias,

corioamnionitis, endometritis posparto e infeccion de heridas quirdrgicas de la
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cesarea; ademas, es el principal causante de sepsis y meningitis en neonatos
que son infectados durante su paso por el canal de parto, por lo que es muy
importante administrar un tratamiento profildctico en mujeres que se
encuentren en las Ultimas semanas de embarazo las cuales pueden ser

portadoras“s’ 21, 34, 35, 52, 54, 63)

El tratamiento de eleccion para las infecciones causadas por Streptococcus
pyogenes 'y Streptococcus agalactiae sigue siendo la penicilina,

especificamente la penicilina G 2734 52.59),

La penicilina, antibiético B-lactdmico producido por hongos del género

4559 | a primera

Penicillium, fue descubierta por Alexander Fleming en 1928
penicilina usada en la clinica fue la penicilina G, que es una penicilina natural;
sin embargo, se ha dado la necesidad de crear penicilinas semisintéticas,
pues desde la introduccion de este antibidtico a la clinica se ha observado la

aparicion de cepas bacterianas resistentes® > %7,

Las penicilinas se clasifican segiin su espectro antimicrobiano en® °° %"

e Corto espectro. Potentes contra bacterias grampositivas. Dentro de
este grupo se encuentran las penicilinas resistentes a las pB-
lactamasas.

e Amplio espectro. Potentes contra bacterias grampositivas vy

gramnegativas.
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e Espectro extendido. Abarcan los géneros Pseudomonas, Enterobacter,

Proteus y Klebsiella.

Las penicilinas son antibi6ticos que actuan inhibiendo la sintesis de la pared
celular bacteriana, al unirse a las proteinas de unién a la penicilina (PBP por
sus siglas en inglés “Penicillin Binding Protein”), entre las que destacan las
transpeptidasas, que catalizan las reacciones de transpeptidaciéon en la
sintesis de peptidoglicano de la pared celular. Al unirse las penicilinas a estas
enzimas se bloquea la sintesis de la pared celular bacteriana provocando asi

la muerte de la bacteria®® 4% 52 55.57),

La mejor manera de medir la sensibilidad de un microorganismo a un
antimicrobiano es a través de la determinacién de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI), que actualmente se realiza en los laboratorios de
microbiologia por el método de microdilucion en caldo; sin embargo, esta
prueba es muy costosa y laboriosa comparada con la prueba de difusion en
placa (Método de Kirby — Bauer) y las 2 tienen el mismo objetivo, por lo que se

prefiere realizar esta Gltima'®®.

Dado el sobreuso de las penicilinas, algunas bacterias se han vuelto

resistentes. La resistencia a estos antibidticos se debe a 3 mecanismos

43,51, 52, 55, 64, 71).

diferentes!
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¢ Modificacién de la estructura de las PBPs. Las moléculas de penicilina ya
no se pueden unir a estas proteinas para inactivarlas.

e Produccién de B-lactamasas. Rompen el enlace C — N del anillo B-lactdmico
de las penicilinas, evitando asi que estas se unan a las PBPs.

¢ Inhibicion del paso del antibiético al interior de la célula. Muy comun en
bacterias gramnegativas. Las penicilinas no entran o entran mas
lentamente al espacio periplasmico, donde interactuarian con las PBPs que

se encuentran en la membrana interna de estas bacterias.

De los tres mecanismos de resistencia, el mas encontrado en bacterias

grampositivas es la modificacién de la estructura de las PBPs®“3 ®").

Hasta hoy, Streptococcus pyogenes no se ha reportado que sea resistente a
penicilina (sigue siendo sensible a penicilina in vitro)® ' °"; sin embargo, se
han descrito fracasos en los tratamientos con penicilina, para tratar la faringitis
causada por esta bacteria. Varios investigadores sugieren que este hallazgo
se puede deber a la presencia, en el tracto respiratorio superior, de flora
bacteriana productora de B-lactamasas, a reinfecciones por contacto con
personas portadoras o0 a la baja susceptibilidad de las cepas al B-lactdmico

1. 13.33) Se ha demostrado que la inactivacién del gen rgg que

(tolerancia)"’
codifica para glicosiltransferasa G esta involucrada en la tolerancia de

Streptococcus pyogenes a la penicilina'®.
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Varios investigadores han reportado cepas de Streptococcus agalactiae con

baja susceptibilidad a penicilina® > 29 3. 36. 49, 53, €9)

Dos grupos de
investigacion han demostrado que las mutaciones en el gen que codifica para
PBP 2X, son la causa mas importante de la baja susceptibilidad a penicilina
en cepas de Streptococcus agalactiae®™ *®; sin embargo, no se ha podido
demostrar si la existencia de estas cepas son la principal causa de las fallas

en el tratamiento con penicilina®®.
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Objetivo general:

Evaluar la susceptibilidad a penicilina G de aislamientos faringeos de

Streptococcus pyogenes 'y Streptococcus agalactiae provenientes de

diferentes hospitales de la Ciudad de México.

Objetivos especificos:

e Determinar la susceptibilidad a 10 U de penicilina G de los aislamientos

por el método de Kirby-Bauer.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria de penicilina G de los

aislamientos por el método de E-test.

e Comparar los resultados obtenidos por los dos métodos de

determinacién de susceptibilidad a penicilina G.

e Comparar la susceptibilidad a peniciina G de las cepas de
Streptococcus pyogenes con la susceptibilidad de las cepas de

Streptococcus agalactiae.
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Observar si existe alguna relacién entre los valores de susceptibilidad a
penicilina G y los tipos M de las cepas de Streptococcus pyogenes, asi

como los tipos capsulares de las cepas de Streptococcus agalactiae.

Comparar los resultados obtenidos con los resultados que se han

reportado en otros paises.
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1. Estreptococos

Los Estreptococos son un género de bacterias que pertenecen a la familia

Streptococcaceae que fue descrita por primera vez en 1874 por Billroth® %9,

Existen alrededor de 20 especies de Estreptococos, destacando por su mayor

virulencia Streptococcus pyogenes (grupo A de Lancefield), Streptococcus

agalactiae (grupo B) y Streptococcus pneumoniae®™®.

Los estreptococos (Strep, cadena; coccus, cocos) son cocos Gram positivos

®8.52.59) | a pared celular de estos mide de

agrupados en cadenas 0 en pares
20 a 40 nm y esta constituida por una capa gruesa de peptidoglicano, acido
lipoteicoico, carbohidratos especificos de grupo y algunos poseen proteinas

como antigenos M, T o R® %8,

El medio de cultivo utilizado para el aislamiento de estreptococos es gelosa
sangre de carnero al 5% el cual es un medio libre de azucares reductores,
caracteristicas importantes para el desarrollo de estas bacterias

18, 52, 59

nutricionalmente exigentes y fermentadoras de carbohidratos! ). Estas

bacterias son facultativas y algunas especies requieren de un ambiente con 5
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a 10% de CO.®?. La temperatura éptima de crecimiento de la mayoria de

ellas es de 37 °C®.

Las colonias de estreptococos son grisaceas, aunque pueden existir algunas
ligeramente rojizas, como algunas cepas de Streptococcus agalactiae. Su
consistencia puede ser butiracea o dura, pueden ser planas o convexas y su
tamano es variable ya que pueden observarse colonias de 1 a 4 mm de

diametro.

La diferenciacién de las especies de este género se logra tomando en cuenta

18, 52).

tres propiedades

e Propiedades hemoliticas en gelosa sangre de carnero al 5%.
e Propiedades antigénicas.

e Propiedades bioquimicas o fisioldgicas.

Propiedades hemoliticas. Los estreptococos producen una hemolisina

©® de la cual existen dos tipos, la

extracelular llamada estreptolisina
estreptolisina S que es no inmunogénica y estable en presencia de oxigeno, y
la estreptolisina O que es inmunogénica y labil al oxigeno®®. En funcién del
efecto que ejercen los estreptococos sobre los eritrocitos, Brown los clasifica

en ®2%9: g_hemoliticos (hemdlisis total) que producen tanto estreptolisina O
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como S, a-hemoliticos (hemdlisis parcial) que producen solo estreptolisina S, y

v 0 no hemoliticos que no producen ninguna estreptolisina.

Propiedades antigénicas. Los estreptococos poseen un carbohidrato C que
forma parte de su pared celular, el cual es especifico de grupo (grupo de
Lancefield) y se puede extraer enzimaticamente para detectar el grupo al que
pertenece un estreptococo a través de una prueba rapida de
inmunoaglutinacién. Anticuerpos de conejo unidos a particulas de latex estan
dirigidos en contra de esos carbohidratos, los mas utilizados actualmente son

los anticuerpos comerciales contra el grupo A, B, C, D, Fy G %4,

Otras propiedades antigénicas de los estreptococos que ayudan a su
clasificacion son los antigenos de la pared celular, como la proteina M de
Streptococcus pyogenes y el polisacarido capsular de Streptococcus

agalactiae® %?.

Propiedades fisiologicas. Incluyen reacciones bioquimicas de fermentacion de
azucares, pruebas para determinar la presencia de enzimas y pruebas de
susceptibilidad o resistencia a ciertos agentes quimicos. Estas pruebas se
realizan una vez que se han observado las caracteristicas de crecimiento y el

tipo de hemdlisis de los estreptococos®.

10
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1.1. Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes (pyus, pus; gennaio, producir = productor de pus)
pertenece al grupo A de Lancefield siendo su carbohidrato un dimero de N-
acetilglucosamina y de ramnosa; ademas, es p-hemolitico, por lo que también

es llamado Estreptococo B-hemolitico del grupo A®?)

1.1.1.Factores de virulencia

Streptococcus pyogenes posee numerosos factores de virulencia (Tabla No.

1, Figura No. 2) siendo el mas importante la proteina M.

Proteina M. Esta codificada por el gen emmy ayuda a la tipificacion de estas
bacterias, de las cuales existen mas de 200 tipos®". Esta compuesta por dos
cadenas polipeptidicas que forman una a-hélice, su extremo carboxilo esta
anclado a la membrana de los Streptococcus pyogenes y su extremo amino
se localiza en la parte externa de la bacteria. Esta conformada por 4 unidades
de repeticion (A a D); la subunidad A se encuentra en la parte variable de la
molécula y es la que da la especificidad de tipo; la subunidad C esta en una

1. 39 La proteina M

zona muy conservada de la molécula (Figura No. 1)
ayuda a la adhesion e internalizacion de la bacteria a las células epiteliales del
hospedero y se une, a través de su regidén conservada, al factor H sérico el

cual prepara para su degradacion al componente C3b del complemento,

evitando de esta manera la opsonofagocitosis de la bacteria®?.

11
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Figura No. 1. Estructura de la proteina M®".
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Acido lipoteicoico. Forma un complejo con la fibronectina de las células del

hospedero, participando asi en la unién de Streptococcus pyogenes a estas

células.

Proteina F. Forma un complejo con la fibronectina y, ademas de ayudar a la

union, también promueve la internalizacion del estreptococo a las células del

hospedero.

Cépsula. Esta constituida por acido hialuronico. Debido a que las células de
tejido conjuntivo del hospedero también contienen acido hialurénico, las

células fagociticas no reconocen a la bacteria como extrafia y por lo tanto no

la fagocitan.

12
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Cb5a peptidasa. Es una proteasa que degrada a la molécula C5a del

complemento, un quimioatrayente de células fagociticas; de esta manera, las

células fagociticas no son reclutadas y se reduce el proceso de inflamacion®?.

Exotoxinas pirdgenas estreptocécicas. Son superantigenos, 4 de ellos son:

Spe A, Spe B, Spe C y Spe F. Interactian con macréfagos y linfocitos T CD4*
que liberan IL-1, IL-2, IL6, TNF-a, TNF-B e IFN-y, los cuales provocan shock e
insuficiencia multiorganica en el sindrome del shock estreptocécico, y el

exantema en la escarlatina®? 4.

Estreptolisina S. Lisa eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Destruye las células

fagociticas al estimular la liberacién de su contenido lisosomal.

Estreptolisina Q. Lisa eritrocitos, leucocitos y plaguetas, ademas es

cardiotéxica. Durante una infeccidon faringea por Streptococcus pyogenes, se
producen anticuerpos Antiestreptolisina O (ASO) que ayudan a identificar una
infeccion reciente por esta bacteria. Cuando la infeccidon es cutanea no se
generan estos anticuerpos pues se inhiben con el colesterol de los lipidos

cutaneos.

Estreptocinasa. Convierte al plasmindégeno en plasmina (proteasa), que actua

degradando la fibrina y el fibrinégeno, evitando asi la formacidén de coagulos y

ayudando a la diseminacién de las bacterias®.

13
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ADNasa. Existen cuatro tipos, A a D. Despolimerizan el ADN de las células de
los abscesos, los cuales dejan de ser viscosos y ello favorece la movilidad y

diseminacion de las bacterias®? %9

Hialuronidasa. Desdobla el acido hialurénico que es la matriz que une a las

células del hospedero, lo cual favorece la diseminacién de las bacterias® 9.

Tabla No. 1. Participacion de los factores de virulencia de Streptococcus
p . P4 8,52, 59, 64 p
pyogenes en la invasién al hospedero® 2 % 64

Factor de virulencia Funcion
Ac. lipoteicoico,
Proteina M, Proteina F

Adherencia a las células del hospedero

, , Internalizacién de la bacteria a las células del
Proteina M, Proteina F

hospedero
Proteina M, Céapsula Interferencia de la fagocitosis
. Reduccién del roceso de
Cba peptidasa . ., P
inflamacioén
Estreptolisinas Sy O Accion citolitica Enzimas
Estreptocinasa Y
P ’ Promocion de la diseminacién toxinas

ADNasa, Hialuronidasa

Estimulacibn  de  pirogenicidad,

Spes hipersensibilidad e inmunosupresion

14



MARCO TEORICO

Figura No. 2. Representacion de la membrana y pared celular de
Streptococcus pyogenes con los factores de virulencia®*
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1.1.2.Epidemiologia y enfermedades

Enfermedades supurativas

Faringitis. Streptococcus pyogenes es el principal agente causal de faringitis
aguda®®, la cual es mas prevalente en pacientes de entre 5 y 15 afos de
edad®®®. Se caracteriza por un comienzo brusco de dolor de garganta, cefalea,

fiebore y amigdalas con microabscesos, enrojecidas y aumentadas de

40, 52, 59)

tamafio . Los nifios pueden presentar dolor abdominal, nauseas y

vomito0 2,

15



MARCO TEORICO

Escarlatina. Es provocada por cepas de Streptococcus pyogenes productoras
de exotoxina pirégena A y es una complicacién de la faringitis“® °?. Se
caracteriza por la aparicién de lesiones rojas (exantema eritematoso) en la
parte superior del torax que mdas tarde se disemina a las extremidades
dejando libres las palmas y la cara; los pliegues del cuerpo se observan
enrojecidos (lineas de Pastia) y la lengua se torna al principio blanca con las
papilas enrojecidas (lengua de fresa blanca) y después rojiza (lengua de fresa

roja)“?).

Pioderma. Es una infeccién cutdnea y es mas frecuente en nifios®* °9. La
bacteria entra a través de alguna cortada en la piel y forma vesiculas que
evolucionan a pustulas que se rompen dejando costras. La infeccién se

disemina facilmente®?.

Erisipela. Es mas comun en nifilos pequenos y ancianos y aparece después de
una faringitis o de alguna infeccién cutanea por Streptococcus pyogenes. Es
una infeccion cutanea que generalmente se observa en las piernas, se
caracteriza por inflamacién (eritema, calor y dolor), la piel se observa

sobreelevada y lustrosa®* 9.

Fascitis necrosante. Es una enfermedad de rapida evolucién que comienza

con la entrada de la bacteria a través de un traumatismo (ej. quemaduras o

cortadas); la bacteria destruye lipidos y musculo causando una infeccién
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profunda. Hay celulitis, después ampollas, después gangrena e insuficiencia

multiorganica, por lo que los pacientes generalmente no sobreviven.

Sindrome del shock téxico estreptocdcico. Generalmente lo padecen

pacientes que tienen otra enfermedad (ej. VIH o diabetes) que los hace
propensos. Se caracteriza por la presencia de dolor en las partes blandas
acompafnado de fiebre, conforme el sindrome avanza el dolor se agudiza

hasta causar shock, insuficiencia multiorganica y finalmente la muerte.
Bacteriemia. Casi todos los pacientes que padecen fascitis necrosante y
sindrome del shock toxico presentan bacteriemia, la cual no es tan comun en

pacientes con faringoamigdalitis, pioderma y erisipela®®?.

Enfermedades no supurativas

Fiebre reumatica. Es un sindrome autoinmune asociado a faringitis

estreptocécica®! °?

, aparece después de 2 a 3 semanas de la infeccién
faringea y es de muy baja incidencia en adultos®. Una persona con una
infeccién por Streptococcus pyogenes produce anticuerpos antiproteina M que
se unen a determinantes antigénicos de la proteina M, favoreciendo la
opsonizacién de la bacteria; sin embargo, pueden ocurrir reacciones cruzadas
al unirse la antiproteina M a moléculas del cuerpo como la miosina cardiaca,

tropomiosina, keratina y laminina (Figura No. 1). Consecuencia de estas

interacciones son las manifestaciones articulares, cardiacas y los nédulos
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subcutaneos®' %2 %°

). El diagnéstico de la enfermedad se logra a través de los
sintomas (Criterios de Jones), identificacién de Streptococcus pyogenes por

cultivo y el titulo de antiestreptolisina O > 250 unidades Todd®?.

Criterios de Jones para el diagnéstico de una fiebre reumatica

e Sintomas mayores: Carditis, poliartritis, eritema marginal, ndédulos

subcutaneos y corea de Sydenham®" 9.

e Sintomas menores: Fiebre, artralgias, aumento de la velocidad de

sedimentacién globular y aumento de la proteina C reactiva®' 9.

Glomerulonefritis. Es una enfermedad autoinmune consecuencia de una

faringitis o afeccion de la piel por Streptococcus pyogenes, la cual puede
aparecer de 2 a 3 semanas después de dicha afeccion y es mas frecuente en
ninos. La enfermedad sucede por un mecanismo similar al de la fiebre
reumatica, la antiproteina M en este caso se une a los glomérulos. Se
caracteriza por edema agudo, oliguria e hipertension. En la orina se observa
cilindruria, hematuria, proteinuria y leucocituria. Generalmente los adultos que

llegan a padecer esta enfermedad terminan con insuficiencia renal®®.
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1.1.3.Identificacion

A partir de muestras de exudado faringeo u otras, se realiza una tincion de
Gram asi como la inoculacion en una placa de gelosa sangre. Después de
incubar de 18 a 24 horas a 35 + 2 °C, se observan colonias B-hemoliticas que
deben aislarse para realizar las pruebas de identificacidén que a continuacion

se mencionan (Figura No. 3)©7.

Prueba de susceptibilidad a 0.04 U de Bacitracina. La mayoria de las cepas

de Streptococcus pyogenes (99.5%) son sensibles a esa concentracién de
Bacitracina. Después de la incubacién de la bacteria previamente inoculada
en gelosa sangre con el disco correspondiente, se observara un halo de

inhibicién del crecimiento, a partir de 1mm, alrededor de éste!'® 3* 2.

Se han reportado cepas de estreptococos del grupo B, D y del grupo Viridans
que también son sensibles, aproximadamente 6%, 1% y 8%,

respectivamente!'® 37,

Determinacion del grupo de Lancefield. Streptococcus pyogenes pertenece al

grupo A de Lancefield por lo que debe aglutinar con el suero anti A en la

prueba de inmunoaglutinacién ©7).
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Prueba de PYR. En esta prueba se detecta la enzima pirrolidonilarilamidasa

(PYR) y consiste en inocular el microorganismo en un medio liquido que

contiene L-pirrolidonil-B-naftilamida e incubarlo 4 horas a 35 °C; la PYR

hidroliza este sustrato liberando B-naftiiamida que se detecta agregando p-

dimetilaminocinamaldehido al medio con lo que se forma una base de Schiff

de color rojo®®+%2,

Pruebas serolégicas para la deteccidén de anticuerpos. La detecciéon de

anticuerpos ASO, Anti-DNasa B, antiestreptocinasa y antihialuronidasa

(21, 34)

ayudan a identificar una infeccién previa por Streptococcus pyogenes .

Figura No. 3. Diagrama de flujo que esquematiza los pasos a seguir en la
identificacion de Streptococcus pyogenes®”.

Toma de muestra faringea
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Observacion de cocos
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cadenas
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1.1.4.Tratamiento

El tratamiento de eleccion es la Penicilina G. Alternativas son otras penicilinas

6, 34, 59

(ampicilina o amoxicilina), las cefalosporinas y los macrélidos ). Para

pacientes alérgicos a la penicilina, los antibiéticos de eleccion son la

eritromicina y la vancomicina® 2.

Las infecciones graves de partes blandas se deben tratar con un drenaje y
debridamiento quirdrgico, ademas de la administracion de penicilina junto con

clindamicina®?.

Los pacientes con fiebre reumatica requieren de un
tratamiento largo del antibiético ya que la enfermedad puede volver a
presentarse, ademas se administra un anti-inflamatorio®. La evolucién de la
glomerulonefritis no es modificada por el tratamiento antibiético, por lo que el

tratamiento se basa en aliviar los sintomas®?.

Actualmente se encuentra en desarrollo una vacuna polivalente dirigida en
contra de las proteinas M de los Streptococcus pyogenes; sin embargo, es un
reto tomando en cuenta la gran cantidad de tipos M que se han encontrado

hasta la fecha®®.

1.2. Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae (agalactia = necesidad de leche) pertenece al grupo

B de Lancefield y su carbohidrato estd formado por ramnosa, N-
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acetilglucosamina y galactosa. Es un estreptococo B-hemolitico, también

llamado Estreptococo B-hemolitico del grupo B2

1.2.1.Factores de virulencia

A continuacién se mencionan los factores de virulencia de Streptococcus

agalactiae (Tabla No. 2):

Polisacaridos capsulares especificos de tipo. La mayoria de las cepas de

Streptococcus agalactiae son capsuladas, sus capsulas estan formadas por
polisacaridos, conformados a su vez por unidades de repeticidn que contienen
4 6 5 de los azucares siguientes: glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina,
ramnosa y acido sialico”. Hasta hoy han sido identificados 9 tipos capsulares
cuyas estructuras moleculares de su unidad de repeticion son diferentes;
estos son la, Ib y del Il al VIII. En afos recientes se ha propuesto la existencia

del tipo capsular IX®:6",

Los polisacéaridos capsulares de todos los tipos contienen acido sialico que es
importante en algunos de ellos para completar su antigenicidad“”, como en
los polisacaridos de tipo la, Ib y Il cuyo residuo terminal de acido sidlico se
une al factor H sérico; este ultimo promueve la inactivacion del componente
C3b de la via alterna del complemento, el cual ya no se deposita sobre el

microorganismo vy, por lo tanto, se evita la opsonofagocitosis de la bacteria

(34, 52)
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Cb5a-peptidasa. degrada a la molécula C5a del complemento y, por lo tanto, se

reduce el proceso de inflamacion.

Acido lipoteicoico. Participa en la unién de Streptococcus agalactiae a las

células del hospedero, de la misma manera que ocurre en Streptococcus

pyogenes.

Proteinas de superficie. Estas son las proteinas C, R y Rib cuya expresion

varia significantemente entre los tipos capsulares.

e Proteina C. Esta formada por dos componentes (a y ), evita la
opsonofagocitosis de la bacteria, ademas causa mayor mortalidad en
modelos de ratas infantes.

e Proteina R. Existen 4 (R1 — R4). Se ha observado que los sueros de
conejo con antiproteina R (de clase IgG) previenen enfermedades
invasivas en neonatos humanos, protegiéndolos contra cepas de
Streptococcus agalactiae del tipo Il y lll con proteina R.

e Proteina Rib. Los antisueros contra Rib confieren proteccion pasiva a
ratones contra infecciones letales causadas por cepas de

Streptococcus agalactiae con Rib.

Hialuronidasa. Degrada al acido hialurénico que une a las células de los

tejidos favoreciendo la invasion de la bacteria.
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Proteasas. Por ejemplo: Colagenasa que degrada al colageno que forma parte

de la piel y huesos de mamiferos.

Factor de CAMP. Es una proteina que lisa los eritrocitos de carnero

previamente tratados con la esfingomielinasa estafilocécica; por si sola no es

capaz de lisar a los eritrocitos.

Nucleasas. Actuan contra el ARN y el ADN, su actividad es diferente a la

ADNasa de Streptococccus pyogenesy ain no se ha estudiado®®.

Tabla No. 2. Factores de virulencia de Streptococcus agalactiae y su

funcion®?.

Factor de virulencia

Funcion

Acido lipoteicoico, proteina Ca, C5a
peptidasa.

Adherencia a la superficie del
epitelio

Proteina Ca, Cba peptidasa, B-
hemolisina/citolisina.

Invasién celular de barreras

epiteliales y endoteliales

B-hemolisina/citolisina,
colagenasa, factor
hialuronidasa.

proteasas,

de CAMP,

Dario directo a tejido

Polisacarido capsular, C5a peptidasa,
proteina Ca.

Evasién al sistema inmune

Peptidoglicano

Induccién de sepsis
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1.2.2.Epidemiologia y enfermedades

Streptococcus agalactiae reside en el aparato digestivo inferior y, por su
proximidad, coloniza el tracto genital femenino sin producir enfermedad (del

1652 Es mas comun que la bacteria

10 al 30% de las mujeres son portadoras)
cause infecciones en mujeres embarazadas que en mujeres no embarazadas

y hombres®?.

Infecciones en mujeres embarazadas. Streptococcus agalactiae causa

infecciones vaginales y de vias urinarias en estas pacientes; ademas pueden
padecer otras infecciones como corioamnionitis por la que pueden desarrollar
bacteriemia y parto prematuro, y endometritis posparto a través de la cual
desarrollan abscesos pelvianos y shock séptico. Esta bacteria también puede

provocar infeccion de la herida quirtrgica de la cesarea®®' 2.

Aproximadamente en el 60% de los casos una mujer embarazada colonizada

con Streptococcus agalactiae infecta al producto®* ).

Enfermedad neonatal. Streptococcus agalactiae es el principal causante de

30, 34, 35, 52, 61

sepsis y meningitis en neonatos' ). Dependiendo de la edad en la

que se presente la enfermedad, esta se clasifica como sigue®®* %2

e De comienzo precoz. Aparece en niflos menores a una semana de

edad los cuales adquirieron la bacteria en el Utero o durante el paso por
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el canal de parto. Se caracteriza por bacteriemia, neumonia o
meningitis®®?.

e De comienzo tardio. Aparece en nifios de una semana a 3 meses de
edad los cuales adquirieron la bacteria de forma exdgena por otros
ninos o por la madre. Se caracteriza por bacteriemia y son mas
frecuentes los casos de meningitis que en comienzo precoz; ademas,

se presentan infecciones locales de huesos y articulaciones® *?.

La tasa de mortalidad de los neonatos es del 5%, y los sobrevivientes sufren

secuelas neurolégicas como ceguera o retraso mental®? >4,

Infecciones en hombres y mujeres no embarazadas. Estos pacientes

generalmente presentan otra enfermedad que los predispone a padecer una
infeccién por Streptococcus agalactiae, como diabetes, cancer, alcoholismo o
edad avanzada y, debido a que tienen comprometido su sistema inmune, la
tasa de mortalidad es mayor que en mujeres gestantes (15 — 32%). Los
sintomas son bacteriemia, neumonia, infecciones cutdneas y de partes

blandas, asi como infecciones éseas y articulares®? 2.

Los pacientes que sufren una infeccién por Streptococcus agalactiae generan
anticuerpos IgG en contra del polisacarido capsular especifico del tipo de la
cepa que causo la infeccidn. Ello es de especial interés en el caso de mujeres
embarazadas, ya que pueden transmitir esos anticuerpos al feto y darle una

proteccién contra cepas de Streptococcus agalactiae de ese tipo capsular®?.
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1.2.3.Identificacion

Si se sospecha la presencia de Streptococcus agalactiae, sobre todo en
gestantes, la muestra vaginal debe inocularse en un medio selectivo para
estreptococos (caldo Lim o caldo Todd Hewitt con colistina y acido nalidixico),

7% Después de incubar (24 horas a 35

aparte de realizar la tincién de Gram'
+ 2 °C), se debe subcultivar en placas de gelosa sangre y proseguir con las

pruebas de identificacién que a continuacion se mencionan (Figura No. 4).

Prueba de CAMP. (Christie, Atkins, Munch-Peterson). Se requiere para esta

prueba, una cepa de Staphylococcus aureus productora de B-lisina

3. %8 Streptococcus agalactiae

(esfingomielinasa C) que lisa los eritrocitos
produce el factor de CAMP, una proteina termoestable y difusible codificada
por el gen cfb. Cuando se inoculan cercanas estas dos cepas, el factor CAMP
acentua la hemodlisis producida por la B-lisina, observandose una hemolisis en
forma de punta de flecha que apunta hacia la cepa de Staphylococcus

aureus®?.

Existen cepas de Streptococcus agalactiae que dan la prueba de CAMP
negativa (aproximadamente 2%) y también cepas de Streptococcus pyogenes

que son CAMP positivas (aproximadamente 10%)'®.
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Prueba de hidrdlisis del hipurato. Streptococcus agalactiae es capaz de

hidrolizar el hipurato en glicina y acido benzoico; por ello, para esta prueba se
requiere caldo BHI con 1% de hipurato de sodio. La bacteria se inocula en el
caldo, se incuba 20 horas a 35 °C y se centrifuga. El acido benzoico se pone
de manifiesto agregando a 0.8 mL del sobrenadante, 0.2 mL de FeCl;-6H,0 al
12% en HCI al 2%, apareciendo un precipitado denso de color café que dura
mas de 10 minutos. Adicionalmente, se puede detectar con ninhidrina a la

glicina libre, en cuyo caso aparecera un color azul'® 3",

Algunas cepas de Streptococcus pyogenes dan positiva la prueba de hidrdlisis

del hipurato (aproximadamente 3%)'®.

Determinacion del grupo de Lancefield. Ello puede confirmar la presencia de

Streptococcus agalactiae en una muestra clinica. Esta bacteria debe aglutinar

con el suero anti B®?.

Identificacion en medios especiales. Streptococcus agalactiae produce un

pigmento carotenoide de color rojo-naranja en el nuevo medio de granada y el
caldo zanahoria, ambos con un contenido similar. Después de 24 horas de
incubacién, preferentemente en una atmosfera con 5 a 10% de CO;, el medio
se torna de naranja a rojo. Aun se estd determinando si esta forma de
identificacion es equivalente a la utilizada comunmente sembrando en medio

Lim y subcultivando en placas de gelosa sangre®®”.
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Figura No. 4. Diagrama de flujo que resume los pasos a seguir durante la

identificacion de Streptococcus agalactiae

(7,18, 37, 52)
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v
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La identificaciébn de Streptococcus agalactiae, en mujeres embarazadas

portadoras, se debe realizar antes del nacimiento, durante la semana 35 — 37

de gestacion o durante la semana 30 en un embarazo multiple, para asi

administrar un tratamiento profilactico a la paciente'

1.2.4.Tratamiento

10, 16)

El tratamiento de eleccion es la penicilina, aunque algunos sugieren

acompanar este antibiético con un aminoglicésido (gentamicina o amikacina),

ya que existen cepas de Streptococcus agalactiae tolerantes a la penicilina.
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Para los pacientes alérgicos a la penicilina, el tratamiento de eleccion es

vancomicina.

En el caso de las pacientes gestantes portadoras de Streptococcus
agalactiae, el tratamiento es penicilina G intravenosa, al menos 4 horas antes

del parto; a las alérgicas se les administra clindamicina o cefazolina.

Se encuentra en proceso una vacuna pentavalente dirigida en contra de los

tipos capsulares mas frecuentes en la clinica, la, Ib, Il, il y V©®2.

2. Exudado faringeo

En un exudado faringeo, la principal bacteria que se busca es Streptococcus

pyogenes®.

Para la toma de muestra se utiliza un hisopo de rayén o dacrén estéril seco o
humedecido con medio de transporte Stuart o Amies, si es que no se va a

procesar rapidamente!'® 2",

El paciente debe estar en ayunas y sin aseo bucal para que la concentracion

de bacterias en la faringe sea mayor‘'®.

La forma correcta de tomar la muestra es pedirle al paciente que abra la boca

y diga “ah” lo cual ayuda a levantar la uvula ademas de disminuir el reflejo de
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arcadas; al mismo tiempo se hace presién sobre la lengua con ayuda de un

abatelenguas®”

y se frota el hisopo en la parte posterior de la garganta, asi
como en las amigdalas, sobre todo en donde se observen placas blancas. La
muestra se debe obtener de tal manera que se elimine la mayor cantidad de
microorganismos contaminantes que interfieran en la recuperacion de la
bacteria patdgena; es por ello que no se debe tocar la uvula, la lengua ni los

carrillos (Figura No. 5)(18 2137,

Figura No. 5. Toma de muestra de un exudado faringeo‘'®.

Uvula

Zona de las
&
amigdalas

Zona
posterior
de la garganta

Eajar la lengua para

fadlitarelacceso a

la parte pmsteror
de la faringe

Coldguese el hisopo contra la pared posterior de la garganta v
§ " el
muévase lo de arriba hacia abajo en la zona de la dvula.

Taquense las manchas blancas gue haya en la zona de las
amigdalas.

Después de tomada la muestra, ésta debe ser inoculada en un medio de

cultivo, siendo el de eleccidon la gelosa sangre®”, e incubada a 37 °C, 24
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horas; se buscan colonias B-hemoliticas sospechosas de ser Streptococcus

pyogenes o Streptococcus agalactiae''®.

3. Antibioticos

Los antibi6ticos son sustancias producidas por microorganismos que tienen la

capacidad de inhibir el desarrollo y/o ejercer una accién bactericida contra

otros microorganismos.

Los antibiéticos se clasifican comiunmente de acuerdo a su mecanismo de

accion (Tabla No. 3)®* %y pueden presentar diferente espectro

antimicrobiano asi como diferente actividad antimicrobiana (Tabla No. 4)®2),

(85)

Tabla No. 3. Clasificacion de los antibiéticos por su mecanismo de accién®™”.

Antibidticos

Mecanismo de accion

Penicilinas, Vancomicina, Isoniacida,

Inhibicién de la sintesis de la pared

Etambutol, Cicloserina, Bacitracina,
celular
etc.
Aminoglucésidos, Tetraciclina, G g L ]
. . Inhibicién de la sintesis de proteinas
Oxazolidona, Macrdélidos.
Quinolonas, Rifampicina, | Inhibicion de la sintesis de acidos

Metronidazol.

nucleicos

Sulfonamidas, Trimetoprim.

Antimetabolitos
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Tabla No. 4. Clasificacion de los antibiéticos por espectro y actividad
antimicrobiana®?.

Clasificacién Descripcidn
Actlan sobre una gran variedad de
Amplio espectro bacterias, Gram positivas y Gram
Espectro negativas.

antimicrobiano , , ) .
Actuan contra ciertos microorganismos

Corto espectro e
en especifico.

Actividad ) . . .
bacteriostat Inhiben el crecimiento microbiano.
Actividad acteriostatica
antimicrobiana Actividad . .
o Destruyen a los microorganismos.
bactericida

La actividad bacteriostatica de un antibiético se determina con la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI), que es la concentracién mas baja que
puede inhibir el crecimiento de un microorganismo. La actividad bactericida se
mide con la Concentracion Minima Bactericida (CMB), que es la concentracion

més baja que destruye al 99.9% de los microorganismos®?.

La determinacion de la CMI es la prueba fundamental para determinar la
sensibilidad de una bacteria a un antibiético y actualmente se realiza en los
laboratorios de microbiologia por el método de microdilucién en caldo; sin
embargo, es mas cara y laboriosa que la prueba de susceptibilidad con discos
(Kirby — Bauer) y ambas se realizan con el mismo propdésito; por lo tanto, se

prefiere realizar esta Gltima'®®.
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Estas pruebas de susceptibilidad a los antibidticos se realizan e interpretan de
acuerdo a lo establecido por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) ya que esta institucién ha tratado de disminuir la variabilidad de los

resultados''?.

4. Penicilinas

Las penicilinas son antibiéticos B-lactdmicos producidos por los hongos
Penicillium glaucum, Penicillium notatum y Penicillium chrysogenum, aunque

la produccién a nivel industrial se realiza con esta Gltima especie'®.

4.1. Estructura molecular

La estructura molecular basica de las penicilinas consta de un anillo de
tiazolidina unido a un anillo B-lactamico. En la posicion 2 se encuentra un
grupo carboxilo que le confiere solubilidad a las moléculas de penicilina
sodica, potésica o procainica. En la posicién 6 hay un grupo amino con un
grupo acilo y, unido a este, se encuentra una cadena lateral que varia de
acuerdo al tipo de penicilina, que le confiere a la molécula las caracteristicas

antibiéticas al igual que el anillo B-lactamico (Figura No. 6)!'7:4% %9
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Figura No. 6. Estructura quimica de las penicilinas y el producto de la hidrdlisis
con B-lactamasa®®.
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4.2. Clasificacion

Las penicilinas se clasifican de acuerdo a su espectro antimicrobiano (Tabla

No. 5) 557,

Existen penicilinas naturales que se obtienen directamente del medio de
fermentacién por hongos del género Penicillium, y penicilinas semisintéticas
que se obtienen por modificacion de la molécula al adicionar enzimas o
sustancias quimicas a este medio. Con la aparicion de cepas resistentes a las
penicilinas naturales o a las penicilinas semisintéticas ya existentes, se ha
presentado la necesidad de producir otras penicilinas semisintéticas eficaces

contra microorganismos®® 43
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Tabla No. 5. Clasificacién de las penicilinas por su espectro antimicrobiano ©*
57)

Penicilina Espectro antimicrobiano
Penicilina G Penicilinas de corto espectro, potentes contra cocos Gram
- positivos. Staphylococcus aureus es resistente a estas
Penicilina V . ,
penicilinas debido a que es productor de B-lactamasas.
Meticilina - .
Nafcilina Penicilinas de corto espectro resistentes a las B-lactamasas
Oxacilina y, por lo tanto, dutiles para tratar infecciones por
Cloxacilina Staphylococcus aureus y por cepas de Staphylococcus
. . epidermidis no resistentes a meticilina.
Dicloxacilina
Penicilinas de amplio espectro. Ademas de actuar contra
Ampicilina | microorganismos Gram positivos, su espectro se ha ampliado
Amoxicilina | para ser eficaces contra Gram negativos como Escherichia

Bacampicilina

coli, Proteus mirabilis o Haemophilus influenzae; sin embargo,
algunas de estas cepas producen B-lactamasas.

Carbenicilina

Carbenicilina | Penicilinas de espectro extendido, que abarcan a los
Indanil géneros Pseudomonas, Enterobactery Proteus.

Ticarcilina

Mezlocilina | Penicilinas de espectro extendido. Actian contra
Azlocilina Pseudomonas, Klebsiella y algunas otras bacterias Gram

Piperacilina | negativas.

4.3. Mecanismo de accion

Las penicilinas son antibiéticos bactericidas que actuan inhibiendo la sintesis

del peptidoglicano de la pared celular de bacterias en fase de crecimiento

45, 55, 57)

36




MARCO TEORICO

Peptidoglicano o mureina. Esta formado por unidades de muropéptidos. Un

muropéptido esta constituido por una molécula de N-acetilglucosamina

(GlcNAc) unido a una de &cido N-acetilmuramico (MurNAc) por un enlace

glicosidico B-1,4; unido al MurNAc hay un péptido de 5 aminoéacidos; los dos

primeros son variables, el tercero es un diaminoacido (ej. lisina), y el cuarto y

quinto son D-alanina. Entre el grupo amino libre del diaminoacido de un

muropéptido y

el grupo carboxilo de la D-alanina en posicion 4 de otro, se

forma un enlace cruzado y se libera la D-alanina en posicién 5. Algunas

bacterias tienen aqui otro péptido (Figura No. 7

)(12, 23, 57, 58, 62)

Figura No. 7. A. Unidad bésica del peptidoglicano (muropéptido).
B. Representacion de la estructura de pePtldogllcano en bacterias Gram

posmvas
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La sintesis del peptidoglicano ocurre en 3 etapas®®® *®):

a) Se inicia la sintesis del muropéptido dentro de la célula.

b) Se une el muropéptido en sintesis al transportador bactoprenol y se
finaliza la sintesis de este.

c) El muropéptido es transportado al exterior de la célula y unido a la

pared celular en crecimiento.

En esta ultima etapa participan las proteinas de unién a la penicilina que son
las transglucosilasas, transpeptidasas y DD-carboxipeptidasas que son los
“blancos” de las penicilinas. El disacarido GIcNAc — MurNAc de la unidad
estructural (muropéptido) recién sintetizada se une al polisacarido de la
molécula de peptidoglicano en crecimiento por accion de las
transglucosilasas, liberandose pirofosfato de bactoprenol. Después ocurre la
reaccidn de transpeptidacion en la que se forma un puente peptidico cruzado
entre el diaminoacido (en posicién 3) del muropéptido nuevo y la D-alanina (en
posicion 4) de la molécula aceptora, reaccién catalizada por las
transpeptidasas (Figura No. 8). Por ultimo, se libera la D-alanina de la posicién

5 de la molécula aceptora por accion de las DD-carboxipeptidasas.
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Figura No. 8. Reaccion de transpeptidacion blanco de los antibiéticos
B-lactamicos®?.
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Las penicilinas se unen a las PBPs con actividad de DD-carboxipeptidasas y
transpeptidasas, inactivandolas’"; de manera que la reaccién de
transpeptidacion catalizada por estas ultimas, esencial para la sintesis de

peptidoglicano, no se lleva a cabo (Figura No. 7 y 8)@3 45 92.:95.57)

Las penicilinas tienen una similitud conformacional con la D-Ala-D-Ala del
muropéptido. Debido a esta similitud, las transpeptidasas, en presencia de
penicilina, se unen a este farmaco en vez de unirse al muropéptido, formando
asi un complejo peniciloil en el que el nucléofilo de la serina de una
transpeptidasa se une covalentemente al grupo carboxilo o al sustituyente R

de la molécula de penicilina, quedando asi inactivada esta enzima‘'’: 7".

Durante la inhibicion de la sintesis del peptidoglicano por las penicilinas, se

inactiva la enzima que inhibe a las lisozimas, por lo que éstas actuan
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rompiendo el enlace B(1,4) entre el MurNAc y el GIcNAc del peptidoglicano,

causando asi la lisis y muerte celular (Figura No. 7)®% 45 92.%5.57)

La pared celular de las bacterias se encuentra en constante proceso de
sintesis por accién de las PBPs, y de degradacién por accién de las mureina
hidrolasas; estas ultimas participan en la separacién de células hijas, en el

52.%8) gg ha

crecimiento de la pared celular y en el reciclado de peptidoglicano’
propuesto la existencia de un complejo enzimatico, el de la holoenzima
mureina replicasa, estructurada por mureina hidrolasas, que quitarian una
unidad de muropéptido viejo a la pared celular; asi, las PBPs adicionarian dos
muropéptidos nuevos sin que hubiese lisis celular. La destruccion no litica de

las bacterias por las penicilinas podria comprender este mecanismo®® °®.

4.4. Efectos adversos

Las penicilinas pueden generar hipersensibilidad, ya que sus moléculas se
convierten facilmente en haptenos, en condiciones fisiolégicas. En el 95% de
los casos se forma el determinante antigénico mayor peniciloil al abrirse el
anillo B-lactamico de la molécula de penicilina y formar un enlace covalente
con las proteinas plasmaticas. En el 5% de los casos se forman determinantes
antigénicos menores como el peniciloato y el peniloato. Existen pruebas
cutaneas para determinar si una persona es alérgica a la penicilina; en ellas

se genera una reaccién de hipersensibilidad de tipo 128 48 €6,
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4.5. Penicilina G

La penicilina G, también llamada bencilpenicilina, es la Unica penicilina natural
que se utiliza en la clinica. Es un antibiético que actua contra bacterias Gram
positivas y unas pocas Gram negativas. Casi todos los estreptococos son

sensibles a ella.
La estructura quimica de la penicilina G tiene como grupo R un grupo bencilo

(Figura No. 9)®.

Figura No. 9. Estructura quimica de la penicilina G®°.
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4.5.1.Farmacocinética

Absorcion. La penicilina G es muy labil al pH acido del estdmago; por ello no
se administra por via oral, pues se absorberia s6lo una pequefa cantidad del

antibiotico®.
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Distribucién. Se distribuye muy bien por érganos y tejidos. Atraviesa las

45,9557 " La penicilina G puede ser

meninges sélo cuando estan inflamadas'
administrada en mujeres embarazadas y en periodo de lactancia, ya que el
riesgo para el producto es minimo comparado con el riesgo a otros

medicamentos''¥,

Metabolismo. Este antibiético no se metaboliza.

Excrecién. La penicilina G se excreta principalmente por el rindn, donde el
90% es via secrecion tubular. El tiempo de vida media de eliminacién es de 30
minutos aumentando en recién nacidos y en pacientes con insuficiencia

renal® %"

4.5.2.Formas farmacéuticas disponibles

Las formas disponibles de penicilina G son® 2”46

e Penicilina G sbdica o potasica (acuosas). Se administran por via
intravenosa o intramuscular. Por esta ultima via el antibidtico presenta
una vida media de 30 minutos que se puede alargar administrando
probenecid por via oral, ya que disminuye la excrecidén de penicilina por
el rindn.

e Penicilina G benzatinica y penicilina G procainica. Se administran por

via intramuscular y se almacenan en los tejidos por mucho tiempo. La
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penicilina G procainica actua por 24 horas, la benzatinica actua hasta

por 29 dias.

5. Resistencia a penicilina

5.1. Historia

Pocos afos después de la introduccion de la penicilina a la clinica en 1942 por
Florey y cols., aparecieron cepas de Staphylococcus aureus productoras de (-
lactamasas; se desarrollaron entonces penicilinas semisintéticas resistentes a
estas enzimas, como la meticilina; sin embargo, en 1960 se reportaron cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) cuyo mecanismo

era la modificacién en la estructura de las PBP 2a.

Mas adelante se desarrollaron penicilinas semisintéticas contra bacterias
Gram negativas (por ejemplo: ampicilina en 1963); sin embargo, aparecieron
bacilos Gram negativos como Escherichia coli productores de B-lactamasas.
De hecho, en 1963 se describié la primer B-lactamasa observada en Gram

negativos, la TEM-1“3),

La resistencia de Streptococcus pneumoniae a la penicilina se observo desde
los primeros afos de la introduccién del antibidtico a la clinica, pero no fue

sino hasta los afios 60’s que se le dio la importancia que requeria®.
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En 1978 se introdujeron a la clinica las penicilinas contra Pseudomonas. En
1984 se empezaron a usar los inhibidores de 3-lactamasas ya que, aunque las
B-lactamasas aparecieron gradualmente, fue en los afos 80’s cuando se
encontraron de manera alarmante; estos inhibidores hicieron posible el uso de

penicilinas que ya no eran Utiles para algunas infecciones?.

5.2 Mecanismos de resistencia a las penicilinas

Se conocen 3 mecanismos de resistencia bacteriana a los B-lactamicos®® #%

A) Modificacion de la estructura de las PBPs
B) Produccion de B-lactamasas

C) Inhibicién del paso del antibi6tico al interior de la célula

5.2.1.Modificacion de la estructura de las PBPs

Las PBPs son enzimas bacterianas que se clasifican de acuerdo a su peso

molecular®* 3271

e PBPs de bajo peso molecular (< 60 kDa). Con actividad de DD-
carboxipeptidasa, importantes pero no esenciales para el crecimiento

celular.
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e PBPs de peso molecular elevado (60 — 120 kDa). Son esenciales; la
clase A corresponde a PBPs bifuncionales con actividad de
transglicosilasas y transpeptidasas, la clase B corresponde a PBPs

monofuncionales con actividad de transpeptidasas.

Las PBPs han sido numeradas de acuerdo al valor decreciente de su peso

molecular; asi, las PBPs 1 tienen un peso molecular mayor que las PBPs 2%,

Se conocen 9 tipos de PBPs pero solo 4 son los blancos de los antibiéticos -

lactdmicos: PBP 1A, PBP 1B, PBP 2 y PBP 3, todas ellas de alto peso

molecular®* 3.

Este mecanismo de resistencia consiste en la aparicion de PBPs con baja

afinidad por los B-lactamicos y es comunmente encontrado en bacterias Gram

(43, 51)

positivas, como los MRSA y Streptococcus pneumoniae , aunque se ha

reportado en cepas de bacterias Gram negativas como Neisseria gonorrhoeae

y Haemophilus influenzae®.

Los MRSA son resistentes a los B-lactdmicos por poseer PBP 2A (también
llamado PBP 2’) que no se une a estos antibidticos; esta PBP es codificada
por el gen cromosdmico mecA, el cual es transferido a la bacteria por

transposicién(%, 52,55, 64)
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La resistencia de Streptococcus pneumoniae a los B-lactdmicos se debe a
procesos de transformacién con ADN de otros estreptococos de la cavidad
oral (grupo Viridans) que pueden tener genes que codifican para PBPs con

baja afinidad por los B-lactamicos®®.

5.2.2.Produccion de p-lactamasas

La principal causa de resistencia bacteriana a los 3-lactamicos consiste en la
produccidén de enzimas [-lactamasas. Las bacterias que utilizan este
mecanismo producen [(-lactamasas codificadas a nivel cromosémico o por
plasmidos, que rompen el enlace C — N del anillo B-lactamico de estos

antibiéticos (Figura No. 6)®@2 41:43.99)

A través de su grupo carboxilo, los B-lactamicos se unen a la serina del sitio
activo de las B-lactamasas clase A, C y D, produciendo un intermediario acil-
serina muy parecido al que se forma entre estos antibidticos y las PBPs. La
unién entre un B-lactdmico y una B-lactamasa clase B es mas compleja y
requiere de Zinc como cofactor. La unién B-lactamico - PBP es de corta
duracién y la enzima es inmovilizada; la unién B-lactamico - B-lactamasa es

mucho mas prolongada logrando asi la destruccién del antibiético® *".

Todas las bacterias Gram negativas producen B-lactamasas en poca cantidad

que se ubican en el espacio periplasmico. Algunas bacterias Gram positivas
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producen estas enzimas en gran cantidad liberandolas al exterior de la

célula® %9,

La expresion de B-lactamasas puede sert*': 43

a) Constitutiva, lo que implica su independencia a estimulos externos vy
suele mantenerse una cantidad basal de la enzima. Ej. B-lactamasas de
bacterias Gram negativas mediadas por pldsmidos.

b) Inducible, lo que significa que se producen después de la exposicion a
un B-lactamico inductor que promueve la produccion de B-lactamasas.
Ej. B-lactamasas de bacterias Gram negativas codificadas a nivel

cromosoémico.

Existen inhibidores de B-lactamasas que, por su estructura molecular, tienen
una mayor afinidad por estas enzimas que los B-lactdmicos; estos son el

Acido Clavulanico, el Sulbactam y el Tazobactam™':#3.

5.2.3.Inhibicién del paso del antibiético al interior de la célula

Este mecanismo algunas veces esta en conjuncion con los otros dos antes

vistos®". Es muy comun en bacterias Gram negativas y se puede deber a 2

situaciones*?:
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1)

Alteracidon de la estructura molecular de las porinas. Las porinas son
canales proteicos que se encuentran en la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, por las que pueden pasar al espacio
peripldsmico moléculas hidrofilicas de bajo peso molecular como los B-
lactdmicos. La penicilina G no es efectiva contra Gram negativos ya que
no es lo suficientemente polar para pasar por estos canales. Si se altera la
estructura de las porinas, cambia también la permeabilidad a los
antibiéticos, los cuales ya no pueden pasar o lo hacen mas lentamente
hacia el espacio periplasmico para unirse a las PBPs e inhibir asi la
sintesis del peptidoglicano. Ej. Escherichia coli con mutaciones en los
genes AmpF y/o mar, asi como Pseudomonas aeruginosa o Klebsiella

pneumoniae con mutaciones en el gen 1-Omp'*® %4

Mecanismos de eflujo. Se puede deber a la presencia de bombas de eflujo
en la membrana citoplasmica de bacterias Gram negativas que
transportan el farmaco al espacio periplasmico, o a complejos enzimaticos
formados por una proteina transportadora en la membrana citoplasmica y
un canal en la membrana externa, unidas por una proteina situada en el
espacio periplasmico. Se han reportado cepas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Neisseria gonorrhoeae resistentes a

carbenicilina y ticarcilina que utilizan bombas de eflujo®® *.

Aunque el mecanismo de resistencia a B-lactamicos mas importante es la

produccién de B-lactamasas, en una bacteria puede existir mas de un
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mecanismo y cualquiera puede ser la causa mas importante de resistencia a

estos antibioticos?.

5.2.4.Hallazgos en Streptococcus pyogenes

Aunque Streptococcus pyogenes sigue siendo muy sensible a la penicilina in

13, 51) si se

vitro y no se han reportado casos de resistencia a este antibiético'
han documentado desde 1980, fracasos en los tratamientos contra infecciones
faringeas causadas por esta bacteria; a tal respecto, diferentes investigadores
sugieren que se puede deber a la presencia, en el tracto respiratorio superior,
de flora bacteriana normal productora de p-lactamasas, a la baja
susceptibilidad de las cepas al B-lactdmico (tolerancia) o a reinfecciones con

personas portadoras!'! 1333,

Kaplan y Johnson, en 2001, realizaron un estudio con 271 pacientes con
faringitis por Streptococcus pyogenes, a quienes se les administrd penicilina G
benzatinica intramuscular. Ellos detectaron fracasos del tratamiento en el 25%
de los casos. Observaron también que la penicilina es pobremente efectiva
para erradicar a Streptococcus pyogenes de los portadores, a diferencia de lo
que ocurre en los casos de faringitis, lo cual sugiere que se debe a que las
cepas de portadores puede que no se dividan a la misma velocidad que las
otras, o bien, a la existencia de cepas intracelulares, ya que es dificil que la

penicilina penetre a las células hospederas®®.
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Casey y Pichichero, en 2004, realizaron un meta-analisis del éxito del
tratamiento con penicilinas y cefalosporinas en la erradicacién de
Streptococcus pyogenes causantes de tonsilofaringitis en personas menores
de 18 afos. Ellos encontraron mayor éxito en el tratamiento con
cefalosporinas orales que con penicilinas orales, y observaron que las fallas
en el tratamiento con penicilinas han aumentado con el tiempo. Estos autores
suponen que ello se puede deber a la presencia de flora normal productora de
B-lactamasas en la faringe, a la mayor biodisponibilidad de las cefalosporinas,
0 a que las penicilinas erradican mas efectivamente a los estreptococos del
grupo Viridans que las cefalosporinas, disminuyendo la poblacion de estos

competidores biolégicos!.

Chaussee y cols., en 2006, demostraron que la inactivacién del gen rgg en
cepas de Streptococcus pyogenes esta implicada en la tolerancia a la
penicilina. Este gen codifica para la glicosiltransferasa G, una enzima que
estimula la expresién de genes asociados a la virulencia, al catabolismo y a la
respuesta al estrés. La inactivacién del gen rgg provoca la disminucion en la
sintesis de la mureina hidrolasa Mur1.2, lo cual puede aumentar la tolerancia
de las bacterias a la penicilina. Ellos demostraron que la biosintesis de &cidos
grasos protege a la bacteria contra la muerte celular. La penicilina provoca
que el acido lipoteicoico de la pared celular de Streptococcus pyogenes se
libere al exterior; estos acidos, asi como todos los lipidos, inhiben a las
mureina hidrolasas y ello protege a la célula de la lisis, haciéndola tolerante a

la penicilina. Observaron también que Streptococcus pyogenes en fase
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estacionaria es tolerante a la penicilina y explican que durante esta fase ya no
hay division celular, lo cual promueve la excrecion de lipidos por parte de la

célula que la protege de la lisis!"®.

5.2.5.Hallazgos en Streptococcus agalactiae

Numerosos estudios han demostrado la existencia de cepas de Streptococcus
agalactiae con baja susceptibilidad a la penicilina. En la tabla No. 6 se
resumen los reportes de diferentes grupos de investigacion, quienes no
examinaron genéticamente las cepas de Streptococcus agalactiae con esta

caracteristica''® 8% 4929

Kimura y cols., recolectaron recientemente 14 cepas de Streptococcus
agalactiae con baja susceptibilidad a penicilina, encontrando en estas cepas,
poca sustitucién de aminoacidos en PBP 1A, PBP 1B, PBP 2A y PBP 2B. La
sustituciéon de aminoacidos en PBP 2X fue mayor y resultdé cerca de los sitios
activos de la enzima (SSN y KSG); la sustitucion de tipo V405A se encontré
cerca de SSN y la sustitucidon de tipo Q557E cerca de KSG. Observaron
también una menor cantidad de PBP 2X en las cepas con baja susceptibilidad,
comparada con la cantidad en las cepas control, de lo que se infiere que la
sustitucidon de aminoacidos provoca la inestabilidad de PBP 2X, la cual se
desintegra. Ellos concluyen que las alteraciones tipo V405A y Q557E en los
genes pbp2x son la causa mas importante de la baja susceptibilidad a

penicilina en cepas de Streptococcus agalactiae®.
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Nagano y cols., de un total de 442 cepas de Streptococcus agalactiae,
encontraron 8 con baja susceptibilidad a penicilina; éstas fueron separadas en

dos grupos: cepas con CMI de 0.25 — 0.5 pg/mL (grupo 1) y cepas con CMI de

1 ug/mL (grupo 2). Las cepas del grupo 2 presentaron mayor proporcién de
sustitucidon de aminodacidos, distribuida en un mayor tipo de PBPs de peso
molecular elevado (PBP 1A, PBP 2A, PBP 2B, y PBP 2X) que las cepas del
grupo 1; estas presentaron sustituciones de aminoéacidos sélo en PBP 2B y
PBP 2X. En las PBP 2X, las sustituciones fueron de tipo V405A y Q557E.
También encontraron una menor cantidad de PBPs en las cepas con baja

susceptibilidad a penicilina con respecto a las cepas susceptibles®?.

Kimura y cols. sugieren llevar a cabo el andlisis de cada caso clinico del que
se aislen cepas de Streptococcus agalactiae con baja susceptibilidad a
penicilina, para asi confirmar o descartar que la principal causa de las fallas
en el tratamiento de infecciones por esta bacteria tenga que ver con la

existencia de estas cepas®®.

Betriu y cols. encontraron 17 de 100 cepas (17%) tolerantes a penicilina en
Espafa, utilizando para ello curvas de tiempo-muerte bacteriana. Otros
investigadores han demostrado la existencia de este tipo de cepas y algunos
incluso han demostrado que esto contribuye a las fallas en el tratamiento con

penicilina®.
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Tabla No. 6. Resultados de estudios realizados por diferentes investigadores quienes han encontrado cepas de
Streptococcus agalactiae con baja susceptibilidad a penicilina.

Ano(s) de . No. cepas CMI* [ug/mL] .
No. de cepas - : Pais de . Informacion
Autor . aislamiento . con baja de cepas con -
en el estudio de las cepas estudio suscept. baja suscept. adicional
Betriu y cols.® 100 1992 Espania 2 (2%) 0.5 Metodo de microdilucion en
Aislada de un caso de
De Azevedo y i . o sepsis neonatal.
cols.!™ 279 1995 - 1999 Canada 1(0.4%) 0.25 Método de microdilucién en
caldo.
Aisladas de exudados
Vermillion y o i vaginales de mujeres en el
cols. 69+ 574 1998 EUA 10 (1.8%) 3%, trimestre de embarazo.
Método de E-test.
6 cepas del tipo capsular V,
6 NT,
Hsueh » . 0.25 (11 1,
cols. @ 266 1998 - 2000 Taiwan 15 (5.6%) cepas), 0.5 (3), 1
2(1) 111V
Método de dilucién en agar.
21 (18%), y 1
Morikawa y . cepa i . i
colg, 49xxx 117 2001 Japoén resistente Método de Walk-Away
(0.9%)**

*Algunas publicaciones no reportaron el valor de CMI de las cepas con baja susceptibilidad a penicilina.
**E| grupo de investigacion determinoé los criterios para considerar una cepa resistente.
***Sélo estos autores especificaron la utilizacién de penicilina G.
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1. Origen de las cepas

Se analizaron 293 cepas de Estreptococos B-hemoliticos aisladas de
exudados faringeos de diferentes hospitales; de estas, 222 fueron
Streptococcus pyogenesy 71 Streptococcus agalactiae. El tipo M de las cepas
de Streptococcus pyogenes y el tipo capsular de las cepas de Streptococcus
agalactiae, fue determinado previamente por la técnica de PCR en el

laboratorio de Biologia Molecular.

Las cepas de Streptococcus pyogenes fueron donadas por el Hospital General
Doctor Gonzalo Castafieda (ISSSTE) de la Ciudad de México entre los anos
2001 a 2006. Las cepas de Streptococcus agalactiae fueron donadas por
diferentes hospitales de la Ciudad de México entre los afios 2001 a 2009

(Tabla No. 7 y Gréfica No. 1).
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Tabla No. 7. Hospitales que donaron cepas de Streptococcus agalactiae.

Hospital No. de cepas

Hospital General Doctor Gonzalo Castafieda, ISSSTE 40
(HGGC)
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE (CMN

22
20 Nov)
Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégico 3
(InDRE)
Otras instituciones 3
Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo 5
XXI, IMSS (CMNSXXI)
Hospital Juarez de México (HJM) 1

Grafica No. 1. % de cepas donadas por cada hospital.

CMNSXXI HIM
Otras 3% 2%

O,
InDRE 7
4%
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2. Obtencion de los cultivos de las cepas analizadas

Todas las cepas se mantenian conservadas en un vial con 2 mL de caldo BHI

con Glicerol al 15%, en un ultracongelador (Marca Revco) a -70 °C.

Cada cepa se descongelé colocandola en un recipiente con hielo.
Posteriormente, se sembrd una asada en 2 mL de caldo Todd Hewitt y se
incubd de 18 a 24 horas, a 37 °C y a 100 rpm en la incubadora de agitacion
UNIMAX 1010 (Heidolph). Después, el caldo bacteriano se sembré en placas
de gelosa sangre de carnero al 5% por estria de agotamiento y se incubd de
18 a 24 horas a 37 °C en la incubadora Isotemp 750D (Fisher Scientific) y en
un ambiente con CO, (velobiosis). Transcurrido el tiempo de incubacién, se
observé la pureza de cada cepa, asi como el tipo de hemdlisis, a, B 0 no

hemolitica para proseguir con las pruebas de reidentificacion (Figura No. 10).
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Figura No.10. Observacion de la B-hemdlisis. A la izquierda una cepa de
Streptococcus agalactiae y a la derecha una cepa de Streptococcus
pyogenes.

Streptococcus
pyogenes

Streptococcus
agalactiae

3. Pruebas de reidentificacion

3.1. Prueba de Bacitracina

Confirmada la pureza de las cepas, se realizd la prueba de bacitracina con

cultivos puros de 24 horas. Se sembrd en placas de gelosa sangre cada una

de ellas por estria de agotamiento y se colocé un disco de 0.04 U de

bacitracina TIPIBACT A® (BIO-RAD®). Posteriormente, se incubé de 18 a 24

horas a 37 °C en un ambiente con CO,. La prueba se considerd positiva en

los casos en que se observd un halo de inhibicidn del crecimiento bacteriano

de cualquier diametro alrededor del disco de bacitracina (Figura No. 11).
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Figura No. 11. Prueba de bacitracina. A la izquierda se muestra una cepa de
Streptococcus agalactiae (bacitracina negativo) y a la derecha se muestra una
cepa de Streptococcus pyogenes (bacitracina positivo).

Halo de inhibicion del
crecimiento bacteriano

3.2. Prueba de CAMP

Junto con la prueba de Bacitracina, se realizé la prueba de CAMP en placas
de gelosa sangre, sembrando por estria recta una cepa de Staphylococcus
aureus productora de B-hemolisina, y de manera perpendicular a esta, previa
esterilizacion del asa y a una distancia aproximadamente de 7 mm, se sembro
la cepa control positivo de Streptococcus agalactiae (productora del factor de
CAMP) asi como cada una de las 293 cepas de estreptococos (maximo 5
cepas por placa). Posteriormente, se incub6 de 18 a 24 horas a 37 C y
transcurrido el tiempo de incubacién se ley6 la prueba. La prueba se

considerd positiva, en los casos en que se observdé una zona de mayor

58



METODOLOGIA

hemdlisis en forma de punta de flecha, apuntando a la estria de
Staphylococcus aureus, en el lugar donde confluyeron ésta y la cepa

problema (Figura No. 12).

Figura No. 12. Prueba de CAMP. Se muestran dos cepas de Streptococcus
pyogenes (CAMP negativas) y dos cepas de Streptococcus agalactiae (CAMP
positivas) alternadas.

Streptococcus
pvoagenes

Staphylococcus Streptococcus
aureus productora agalactiae

de B-hemolisina

3.3. Prueba seroldgica para determinar el grupo de Lancefield

Para esta prueba se utilizé un kit de aglutinacién rapida PASTOREX® STREP

(BIO-RAD®).

Se colocaron 150 uL de la solucion de enzima de extraccion en un tubo

eppendorf de 200 pL y se suspendieron de 5 a 10 colonias de cada cepa. Se

59



METODOLOGIA

incubé 30 minutos a temperatura ambiente o 15 minutos a 37 °C. Pasado el
tiempo de incubacién, la suspensién se homogeneizé de manera manual. Se
deposité una gota de cada antisuero de los grupos A, B, C, D, F y G en una
tarjeta de aglutinacién. Posteriormente, con ayuda de una micropipeta, se
anadié una gota de la suspension de extraccién de igual tamarno que la gota
de latex (aproximadamente 5 pL) en cada circulo de la tarjeta, cuidando de no
tocar la gota de latex. Con ayuda de aplicadores de plastico, se homogeneizé
el contenido de cada circulo (un aplicador por circulo) y, con movimiento
orbital, se agitd la tarjeta de aglutinacién por un minuto. Una reaccién positiva

se consider6 por la aparicibn de aglutinados rojos sobre un fondo verde

(Figura No. 13).

Figura No. 13. Prueba serolbgica realizada a una cepa de Streptococcus
agalactiae, se observa una reaccion positiva en el circulo con antisuero Anti B.
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4. Determinacion de la susceptibilidad a penicilina G por el método

de difusion en placa (Kirby — Bauer)

Una vez reidentificadas las cepas, se determind su susceptibilidad a penicilina
G por el método de difusion en placa, bajo las condiciones que recomienda el

CLSI™),

Se suspendieron colonias de los cultivos puros de 24 horas en solucion salina
0.9% estéril contenida en tubos de 13 X 100 mm, para ajustar una suspension
a 0.5 de la escala de McFarland (aproximadamente 1.5 x 10® UFC/mL),
utilizando para ello un nefelometro DENSIMAT (bioMérieux) y un vortex
GENIE-2 (Scientific Industries). Posteriormente, se sumergié un hisopo de
rayon estéril en cada una de las suspensiones realizadas; una vez
impregnado y eliminado el exceso de liquido en las paredes del tubo, se
sembrd en placas de agar Mueller Hinton al 5% de sangre de carnero, de
manera completa y uniforme en tres direcciones. Se colocé un disco de 10 U
de penicilina G (OXOID) con ayuda de una pinza previamente esterilizada. Se
incubdé de 18 a 24 horas a 37° C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
midi6 el halo de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor del disco de
penicilina G con ayuda de un vernier. La interpretacion se realizé de acuerdo

al criterio del CLSI (Tabla No. 8, Figura No. 14).
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Tabla No. 8. Criterio de susceptibilidad a penicilina G 10 U para Estreptococos
B-hemoliticos de acuerdo al CLSI.
Susceptible

Diametro de

>
inhibicion (mm) =24

Figura No. 14. Prueba de susceptibilidad a penicilina G (Método de Kirby —
Bauer) realizada a una cepa de Streptococcus agalactiae.

TR T S S Halo de inhibicion del
o crecimiento bacteriano

5. Determinacion de la susceptibilidad a penicilina G por el Método

de E-test.

El procedimiento seguido fue el mismo que el utilizado en el Método de Kirby -
Bauer. En este caso, en vez de colocar un disco de 10 U de penicilina G, se

colocd una tira E-test calibrada con una escala de concentracion de 0.002 a
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32 ug/mL de penicilina G (bioMérieux, Catalogo No. 2014-10-08) (Figura No.
15). La interpretacion de la prueba se realizé de acuerdo a las indicaciones del

fabricante y al criterio establecido por el CLSI (Tabla No. 9, Figura No. 16).

Figura No. 15. Escala de concentracién de las tiras E-test de penicilina G
calibradas 0.002 — 32 pg/mL (bioMérieux).

E

FG
[zfml]

o

T
Wi m ER
1

T
B el e o
|

Tabla No. 9. Criterio de susceptibilidad a penicilina G, segun el valor de CMI,
para Estreptococos B-hemoliticos de acuerdo al CLSI.
Susceptible

Concentracion

<0.12
[ng/mL]
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Figura No. 16. Determinacién de la CMI de penicilina G. A la izquierda una
cepa de Streptococcus agalactiae (CMI 0.094ug/mL), a la derecha una cepa

de Streptococcus pyogenes (CMI 0.012ug/mL). Las flechas indican la lectura
de la CMI.

Streptococcus agalactiae Streptococcus pyogenes
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Los pasos seguidos en la metodologia se resumen en la Figura No. 17.

Figura No. 17. Diagrama de flujo de la metodologia.

Obtencion de los cultivos de 24 horas a partir de las cepas

conservadas de Streptococcus pyogenes'y Streptococcus
agalactiae

Observacion de la hemdlisis { a, B o NH

Pruebas de Prueba de Bacitracina{ positiva o negativa

reidentificacion
Prueba de CAMP { positiva o negativa

Prueba serolbgica para determinar { AoB
el grupo de Lancefield

|

Determinacion de la susceptibilidad a penicilina G
por el método de difusién en placa.

l Determinacion de la susceptibilidad a
penicilina G por el Método de E-test
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1. Observacion de la hemolisis

Todas las cepas analizadas de Streptococcus pyogenes fueron B-hemoliticas,
mientras que el 90.2% de las cepas de Streptococcus agalactiae presentaron
esta caracteristica, observandose también algunas cepas a-hemoliticas y no

hemoliticas (NH) (Tabla No. 10).

Tabla No. 10. Resultados de la observacidon de la hemdlisis de las cepas de
Streptococcus agalactiae. No. cepas (% de cepas).

Tipo de hemdlisis Total
o 5 (7%)*
B 64 (90.2%)
NH 2 (2.8%)**
71 (100%)

*3 cepas pertenecen al tipo capsular la, 1 cepa al tipo Ib y 1 cepa es NT (no tipificable)
**Pertenecen al tipo capsular V' y NT.

2. Pruebas de Bacitracina y CAMP

De las 222 cepas de Streptococcus pyogenes, 218 dieron positiva la prueba
de sensibilidad a bacitracina y 4 (1.8%) fueron bacitracina negativa. Todas

ellas dieron positiva la prueba de CAMP (Tabla No. 11).
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Tabla No. 11. Resultados de las pruebas de Bacitracina y CAMP de las cepas
de Streptococcus pyogenes. No. de cepas (% de cepas).

Prueba Positivas Negativas Total
Bacitracina 218 (98.2%) 4 (1.8%)* 222 (100%)
CAMP - 222 (100%) 222 (100%)

*Corresponden a tipos M1, M2, M3y M12

De las 71 cepas de Streptococcus agalactiae, 66 dieron negativa la prueba de

Bacitracina y 5 (7%) fueron bacitracina positiva; 65 cepas dieron la prueba de

CAMP positiva y 6 (8.4%) la dieron negativa (Tabla No. 12).

Tabla No. 12. Resultados de las pruebas de Bacitracina y CAMP de las cepas
de Streptococcus agalactiae.

Prueba Positivas Negativas Total
Bacitracina 5 (7%)* 66 (93%) 71 (100%)
CAMP 65 (91.6%) 6 (8.4%)** 71 (100%)

*Una cepa pertenece al tipo capsular la, 2 al Ib, 1 al tipo capsularlly 1 al V.

**Dos cepas pertenecen al tipo capsular la, 2allb, 1 al Vy 1 es NT.

3. Prevalencia de los aislamientos de Sitreptococcus pyogenes y

Streptococcus agalactiae por sexo de los pacientes

La prevalencia de los aislamientos de Streptococcus pyogenes fue similar en

pacientes de ambos sexos. Los aislamientos de Streptococcus agalactiae
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fueron mas prevalentes en pacientes del sexo femenino, encontrandose el

doble de aislamientos en este, con un 66.2% (Tabla No. 13).

Tabla No. 13. Prevalencia de las cepas de Streptococcus pyogenesy
Streptococcus agalactiae, distribuidas por sexo de los pacientes. No. de cepas
(% de cepas).

Femenino Masculino Total
Streplococcls | 409 (49.1%) | 113 (50.9%) | 222 (100%)
pyogenes
Streptoco_ccus 47 (66.2%) 24 (33.8%) 71 (100%)
agalactiae

4. Prevalencia de los tipos M de Streptococcus pyogenes y los tipos

capsulares de Streptococcus agalactiae

Las cepas de Streptococcus pyogenes fueron ordenadas de acuerdo a la

prevalencia de los tipos M (Tabla No. 14, Grafica No. 2). Los tipos M12, M1,

M6 y M75 comprendieron mas del 60% de todos los aislamientos. Esta misma

prevalencia se observé en las cepas aisladas de pacientes del sexo femenino,

mientras que en las cepas aisladas de pacientes del sexo masculino,

disminuy6 a 54.9% (estos valores se calcularon considerando como 100%, las

109 cepas de pacientes femeninos o las 113 de masculinos). El tipo M12 fue

el mas comun con el 28.4%.
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Las cepas de Streptococcus pyogenes del tipo M1 fueron mas prevalentes en

pacientes femeninos, casi el doble comparado con la prevalencia en pacientes

masculinos; mientras que las cepas de los tipos M22 y M89, lo fueron en

pacientes masculinos (Tabla No. 14).

Tabla No. 14. Prevalencia de los tipos M de las cepas de Streptococcus

pyogenes, distribuidas por sexo de los pacientes.

61.3%

Tipo M |Femenino|Masculino| Total %
M12 33 30 63 28.4
M 19 = 10 # 29 13.1
M6 10 1 12 2 22 9.9
M75 12 10 22 9.9
M3 6 7 13 5.9
M28 5 7 12 5.4
M2 4 7 11 5.0
M4 5 5 10 4.5
M22 2 8 10 4.5
M77 6 4 10 4.5
M89 1 5 6 2.7
M78 2 3 5 2.3

M41-2 - 2 2 0.9
M48 - 1 1 0.5
M65 1 - 1 0.5
M111 - 1 1 0.5
stG6 1 - 1 0.5

stG245 - 1 1 0.5

stG485 1 - 1 0.5

stG4831 1 - 1 0.5
Total 109 113 222 100
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Grafica No. 2. Prevalencia de los tipos M de las cepas de Streptococcus
pyogenes.

Las cepas de Streptococcus agalactiae se ordenaron de acuerdo a la
prevalencia de los tipos capsulares (Tabla No. 15, Gréfica No. 3). Los tipos
capsulares la y V comprendieron mas del 70% de todos los aislamientos, se
observé la misma prevalencia en las cepas de pacientes del sexo masculino y
disminuyé a 68% en las cepas de pacientes del sexo femenino. El tipo
capsular mas prevalente fue el la, con mas del 50% de las cepas siendo de

ese tipo capsular.

Tomando en cuenta que casi el doble de los aislamientos de Streptococcus

agalactiae provinieron del sexo femenino, la prevalencia de los tipos
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capsulares fue proporcional entre los pacientes del sexo masculino y femenino

(Tabla No. 15).

Tabla No. 15. Prevalencia de los tipos capsulares de las cepas de
Streptococcus agalactiae, distribuidas por sexo de los pacientes

ca-:;lglflar Femenino | Masculino| Total %
la 24 = 13 .| 37 52.1 £
v g = 5 2] 13 183 | =
Ib 6 2 8 11.3
NT* 4 2 6 8.5
Il 3 1 4 5.6
ln 2 1 3 4.2
Total 47 24 71 100

*NT — No tipificable

Grafica No. 3. Prevalencia de los tipos capsulares de las cepas de
Streptococcus agalactiae.

] 1]
5.6% 4.2%
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5. Susceptibilidad a penicilina G por el Método de Kirby-Bauer y el

Método de E-test

5.1. Susceptibilidad a penicilina G (Método de Kirby — Bauer)

Los resultados de la susceptibilidad a peniciina G de las cepas de
Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae, obtenidos por el Método
de Kirby-Bauer (Tabla No. 16), se graficaron para poder hacer un comparativo
de los valores entre ambos grupos; se observé asi una distribucién gaussiana

en los dos casos (Gréfica No. 4).
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Tabla No. 16. Resultados de la susceptibilidad a penicilina G de las cepas de
Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae (Método de Kirby-

Bauer).

Halo de inhibicion

Streptococcus pyogenes

Streptococcus agalactiae

de cr(erﬁlmn;lento No. de cepas % No. de cepas %

24 - - 1 1.4
25 1 0.5 5 5.6
26 - - 3 4.2
27 1 0.5 7 9.9
28 2 0.9 9 12.7
29 3 1.4 7 9.9
30 13 5.9 8 11.3
31 19 8.6 6 8.5
32 18 8.1 5 7.0
33 24 10.8 5 7.0
34 28 12.6 4 5.6
35 28 12.6 4 5.6
36 19 8.6 - -
37 17 7.7 2 2.8
38 22 9.9 1 1.4
39 7 3.2 1 1.4
40 8 3.6 2 2.8
41 3 1.4 - -
42 2 0.9 - -
43 3 1.4 1 1.4
44 1 0.5 - -
45 1 0.5 - -
46 2 0.9 - -
47 - - 1 1.4

Total 222 100 71 100
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Grafica No. 4. Comparacion de la susceptibilidad a penicilina G de los aislamientos faringeos de Streptococcus pyogenes
y Streptococcus agalactiae (Método de Kirby-Bauer).
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Los dos grupos de bacterias presentaron un intervalo de halos de inhibicion

asi como un valor maximo de la curva, como se aprecia en la grafica No. 4

(Tabla No. 17).

Tabla No. 17. Intervalo de halos de inhibicidon y maximo de la curva de
Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae.

Intervalo (mm) Maximo de la curva (mm)
Streptococcus o5 _ 46 34— 35
pyogenes
Streptoco_ccus o4 — 47 57 - 30
agalactiae

Para Streptococcus agalactiae, se tomé como maximo de la curva, un

intervalo de 27 a 30 mm y no 28 mm de halo de inhibiciéon (como se observa

en la grafica), debido a la similitud en el numero de cepas con esos valores.

Los intervalos de halos de inhibicibn de ambos grupos de bacterias fueron

muy parecidos, no asi los maximos, donde observamos que las cepas de

Streptococcus pyogenes dan halos de inhibicibn mas grandes que las cepas

de Streptococcus agalactiae.
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5.2. Susceptibilidad a penicilina G (Método de E-test)

Los resultados de la CMI de penicilina G de las cepas de Streptococcus
pyogenes y Streptococcus agalactiae (Tabla No. 18), se graficaron para poder
comparar la susceptibilidad de ambos grupos de bacterias a este antibiotico

(Grafica No.5).

Tabla No. 18. Distribucién de los resultados de la CMI de penicilina G de las
cepas de Streptococcus pyogenesy Streptococcus agalactiae (Método de

E-test).
Streptococcus pyogenes ! Streptococcus agalactiae
CMI (n =222) (n=71)
[ug/mL]| No. de % Y% No. de % Y%
cepas acumulado| cepas acumulado

<0.002 - - - 1 1.41 1.41
0.003 - - - - - 1.41
0.004 1 0.45 0.45 - - 1.41
0.006 - - 0.45 - - 1.41
0.008 18 8.11 8.56 - - 1.41
0.012 118 53.15 61.71 - - 1.41
0.016 70 31.53 93.24 1 1.41 2.82
0.023 13 5.86 99.1 - ; 2.82
0.032 - - 99.1 3 4.23 7.05
0.047 1 0.45 99.55 18 25.35 32.4
0.064 1 0.45 100 33 46.48 78.88
0.094 - - - 14 19.72 98.6
0.125 - - - - - 98.6
0.19 - - - 1 1.41 100
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Grafica No. 5. Comparacion de la CMI de penicilina G de los aislamientos faringeos de Streptococcus pyogenes'y
Streptococcus agalactiae (Método de E-test).
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Por este método, se observé también una distribucion gaussiana de los

resultados.

Apoyandose en el % acumulado mostrado en la tabla No. 18, se calculd la
CMlso y CMlgy de penicilina G. También se obtuvo el intervalo de CMI para

ambos grupos de bacterias (Tabla No. 19).

Tabla No. 19. CMIso, CMlg € intervalo de CMI de penicilina G de las cepas de
Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae.

Streptococcus pyogenes | Streptococcus agalactiae
Intervalo [ug/mL] 0.004 — 0.064 <0.002-0.19
CMlso [ng/mL]* 0.012 0.064
CMlgg [png/mL]** 0.016 0.094

*CMI para el 50% de las cepas bacterianas
**CMI para el 90% de las cepas bacterianas

Los valores de la CMIso y CMIgo de Streptococcus pyogenes, son menores que
los de Streptococcus agalactiae. El intervalo de CMI de Streptococcus

pyogenes es mas estrecho que el de Streptococcus agalactiae (Tabla No. 19).

El punto de interseccion de las graficas de la CMI de las cepas de
Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae (Grafica No. 5), fue en

0.028 pg/mL. Se conté el numero de cepas con menos 0 mas de ese valor de
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CMI (Tabla No. 20), encontrdndose que méas del 99% de las cepas de
Streptococcus pyogenes presentaron una CMI menor al valor de la
interseccion, mientras que mas del 97% de las cepas de Streptococcus

agalactiae presentaron una CMI mayor a 0.028 pg/mL.

Tabla No. 20. Distribucién de las cepas de Streptococcus pyogenesy
Streptococcus agalactiae de acuerdo al punto de interseccion
de las gréaficas de CMI (0.028ug/mL).

CMI Streptococcus pyogenes Streptococcus agalactiae
<0.028 ng/mL 220 cepas (99.1%) 2 (2.8%)**
>0.028 pg/mL 2 (0.9%)* 69 (97.2%)

*Corresponden al tipo M12 y M75.
**Ambas cepas corresponden al tipo capsular Ib.

Mas del 50% de las cepas de Streptococcus pyogenes presentaron una CMI
de 0.012 ug/mL, mientras que cerca del 50% de las cepas de Streptococcus
agalactiae presentaron 0.064 ug/mL de CMI. Por este método se encontr6é una
cepa de Streptococcus agalactiae de baja susceptibilidad a penicilina G, cuya

CMl fue de 0.19 ug/mL (Tabla No. 18, Grafica No. 5).
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5.3. Comparacion de los resultados de la susceptibilidad a
penicilina G obtenidos por el Método de Kirby-Bauer con los

obtenidos por el Método de E-test

Basandose en los resultados mostrados en las Tablas No. 16 y No. 18, se
realizaron las graficas No. 6 y No. 7, que muestran la dispersién de los
resultados obtenidos por los dos métodos utilizados en este estudio, de las
cepas de Streptococcus pyogenes (Grafica No. 6) y Streptococcus agalactiae

(Grafica No. 7).
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Gréfica No. 6. Diagrama de dispersion de las CMI y de los diametros de inhibicion de crecimiento de las cepas de
Streptococcus pyogenes. Se muestra el nUmero de cepas en cada interseccion.

Baja susceptibilidad:
CMI > 0.12 pg/mL.
Suscept. <24 mm
de halo de inhibicién
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Gréfica No. 7. Diagrama de dispersion de las CMI y de los diametros de inhibicion de crecimiento de las cepas de
Streptococcus agalactiae. Se muestra el nimero de cepas en cada interseccion.

Baja susceptibilidad:
CMI > 0.12 pg/mL.
Suscept. <24 mm

-

de halo de inhibicion
R .

E 0.19 1

L)

=

+ 0.12

m

&0 0.094 1121432 1 1

(1K)

°  o064| 131 ]1]4ala]7]5 1141 1 1
]

§ 0.047 112 1 5|3 2 1] 1 1] 1
5 0.032 1 1 1

(L]

= 0.023

=

T 0016 1

(1K)

= <0.002 1
=

Q 23 124252627 282913031 |32[33|34[35|36]|3738[39]40]43]47]48

Diametraos de inhibicidn de crecimienta, Métodao de Kiry-Bauer (mm)

82



RESULTADOS

5.4. Susceptibilidad a penicilina G (Métodos de Kirby — Bauer y E-
test) de las cepas de Streptococcus pyogenes asociados al

tipoM

Los resultados de la susceptibilidad a peniciina G de las cepas de
Streptococcus pyogenes obtenidos por el Método de Kirby — Bauer, se
ordenaron por tipos M con la finalidad de ver alguna tendencia entre ellos
(Tabla No. 21). Tomando en cuenta que en la grafica No. 4 se observd un
maximo de la curva en 34 y 35 mm de halo de inhibicion, se contd el numero
de cepas de cada tipo M que cayeron antes y después de esos valores, los

cuales se ordenaron por sexo de los pacientes (Tabla No. 22).
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Tabla No. 21. Resultados de la susceptibilidad a penicilina G de las cepas de Streptococcus pyogenes (Método de Kirby —
Bauer) ordenados por tipos M. No. de cepas (% de cepas).

Tipo M Susceptibilidad a penicilina G (mm de halo de inhibicion) Total
25 | 27| 28 | 20 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39| 40 | a1 | 42 | 43 | 44 | 45 | 46 | (100)
M12 4 (6.3) | 9(14.3) | 8(12.7) | 7(11.1) | 10(15.9) | 6(9.5) | 1(1.6) | 4(6.3) | 6(9.5) | 1(1.6) | 3(4.8) | 2(3.2) | 1(1.6) | 1(1.6) 63
M1 1(3.4) 3(10.3) | 2(6.9) | 1(3.4) | 5(17.2) | 3(10.3) | 5(17.2) | 4(13.8) | 3(10.3) | 2(6.9) 29
M6 2(9.1) |3(13.6) | 1(4.5) |3(13.6) | 3(13.6) | 2(9.1) | 4(18.2) | 1(4.5) | 3(13.6) 22
M75 3(13.6) | 1(4.5) 4(18.2) | 3(13.6) | 1(4.5) | 1(4.5) | 2(9.1) | 2(9.1) | 2(9.1) 1(4.5) | 1(4.5) | 1(4.5) 22
M3 1(7.7) | 2(15.4) | 1(7.7) | 3(23.1) 4(30.8) | 1(7.7) | 1(7.7) 13
M28 |1(8.3) 1(8.3) 1(8.3) | 1(8.3) 2(16.7) | 1(8.3) | 1(8.3) | 2(16.7) | 1(8.3) 183)| 12
M2 1(9.1) 19.1) | 1(9.1) | 1(9.1) 1(9.1) | 2(18.2) | 3(27.3) | 1(9.1) 11
M4 1(10) | 2(20) | 1(10) | 1(10) | 1(10) | 3(30) 1(10) 10
M22 1(10) 1(10) | 2(20) 1(10) 3(30) | 2(20) 10
M77 3(30) 3(30) | 1(10) | 1(10) 1(10) 1(10) 10
M89 1(16.7) | 1(16.7) | 1(16.7) | 1(16.7) 1(16.7) 1(16.7) 6
M78 2(40) | 1(20) 1(20) | 1(20) 5
M41-2 2(100) 2
M48 1(100) 1
M65 1(100) 1
M111 1(100) !
stg6 1(100) 1
stg245 1(100) 1
stg485 1(100) 1
stg4831 1(100) 1
Total 1 1 2 3 13 19 18 24 28 28 19 17 22 7 8 3 2 3 1 1 2 222
(05) [ (05 | (09) | 1.4 | (59 | (86) | (81) | (10.8) | (12.6) | (12.6) | (86) | (7.7) | (99) | (32 | (36) | (1.4) | (0.9) | (1.4) | (0.5) | (0.5) | (0.9) | (100)
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Tabla No. 22. Resultados de la susceptibilidad a penicilina G de Streptococcus
pyogenes (Método de Kirby — Bauer) agrupados en No. de cepas con menos o
mas de 34 a 35 mm de halo de inhibicion (% cepas).

No. de cepas
TipoM < 34-35 mm > 34-35 mm
(menos susceptible) (mas susceptible)
FQ | MJ Total F | M Total
M12 12 16 28 (44.5%) 11 8 19 (30.1%)
M1 8 4 12 (41.4) 7 2 9 (31)
M6 3 2 5 (22.7) 6 7 13 (59.1)
M75 2 2 4 (18.2) 5 6 11 (50)
M3 4 0 4 (30.8) 34 1 5 6 (46.1)
M28 4 0 4 (33.3) ; 1 5 6 (50)
M2 2 1 3 (27.3) 35 3 4 7 (63.6)
M4 2 4 6 (60) mm g T 1 1 (10)
M22 0 4 4 (40) 1 1 2 (40)
M77 1 2 3 (30) 2 2 4 (40)
M89 1 4 5 (83.3) 0 1 1 (16.7)
M78 - 1 1 2 (40)
M41-2 - -
M48 - 1 1
M65 1 1 -
M111 - 1 1
stgb - 1 1
stg245 1 1 -
stg485 - 1 1
stg4831 1 1 -
Total 41 40 81 (36.5) 40 | 45 85 (38.3)

Para determinar los tipos M que tendieron a ser menos 0 mas susceptibles a
penicilina G, se tomo en cuenta el nimero de cepas con menos 0 mas de 34 a
35 mm de halo de inhibicion, que fue el maximo observado en la grafica No. 4,

descartandose los tipos M con un numero de cepas < 40% del total asociado

85



RESULTADOS

al tipo M (Tabla No. 22); después, se tomd en cuenta el intervalo de los
valores (Tabla No. 21), descartandose en este caso los tipos M3 y M28, por su
intervalo tan pequefio y tan grande respectivamente. De esta manera, se
encontré que los tipos M1, M4, M12 y M89 de Streptococcus pyogenes,
presentaron la tendencia a ser menos susceptibles a la penicilina G que los
otros tipos M; mientras que los tipos M2, M6 y M75 tendieron a ser mas

susceptibles (Tabla No. 26).

La susceptibilidad a penicilina G de las cepas aisladas en ambos sexos no

mostrd ninguna tendencia (Tabla No. 22).

Los resultados de la CMI de penicilina G de las cepas de Streptococcus
pyogenes, se ordenaron de la misma forma que los resultados de
susceptibilidad obtenidos por el Método de Kirby — Bauer (Tabla No. 23). En
este caso se tom6 como punto de referencia 0.012 ug/mL, que fue el valor
mas observado entre las cepas, para contar el nUmero de cepas con mas o
menos CMI que este valor (Tabla No. 24). Ademas, se obtuvo el intervalo asi
como la CMIsg y CMIg por tipo M (Tabla No. 25), todo ello para tratar de
observar alguna tendencia de susceptibilidad a penicilina G entre los tipos M

de Streptococcus pyogenes.
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Tabla No. 23. Resultados de la CMI de penicilina G de las cepas de

Streptococcus pyogenes ordenados por tipos M. No. de cepas (% de cepas).
Tipo M CMI [ug/mL] Total
0.004 | 0.008 | 0.012 0.016 | 0.023 | 0.047 | 0.064 | (100%)
M12 46.3) | 33(52.4) |20 (31.7)| 5(7.9) 1(1.6) 63
M1 26.9) | 18 (62.1) | 7 (24.1) | 2 (6.9) 29
M6 3(13.6) | 14 (63.6) | 5 (22.7) 22
M75 2(9.1) | 14 (63.6) | 5 (22.7) 1 (4.5 22
M3 6462 | 585 | 1(7.7) | 1(7.7) 13
M28 9 (75) 3 (25) 12
M2 1(9.1) 5 (45.5) | 5(45.5) 11
M4 4 (40) 6 (60) 10
M22 1 (10) 3 (30) 560) | 1(10) 10
M77 3 (30) 5(50) | 2(20) 10
M89 2 (33.3) 3(50) | 1(16.7) 6
M78 2 (40) 2 (40) 1 (20) 5
M41-2 2 (100) 2
M48 1 (100) 1
M65 1 (100) 1
M111 1 (100) 1
stg6 1 (100) 1
stg245 1 (100) 1
stg485 1 (100) 1
stg4831 1 (100) 1
Total | 1(0.5) |18 (8.1) | 118 (53.2)| 70 (31.5)| 13 (5.9) | 1(0.5) | 1(0.5) | 222 (100)
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Tabla No. 24. Resultados de la CMI de penicilina G de Streptococcus
pyogenes, agrupados en No. de cepas con menos o0 mas de 0.012 ug/mL de
CMI (% cepas).

No. de cepas
Tipo M <0.012 ug/mL > 0.012 ug/mL
(mas susceptible) (menos susceptible)
FQ | MJ Total F | M Total
M12 2 2 4 (6.3%) 13 | 13 | 26 (41.3%)
M1 2 0 2 (6.9) 6 3 9 (31)
M6 1 2 3 (13.6) 3 2 5 (22.7)
M75 2 0 2 (9.1) 3 3 6 (27.3)
M3 4 2 6 (46.1) 2 0 2 (15.4)
M28 - 1 2 3 (25)
M2 1 1 (9.1) 1 4 5 (45.5)
M4 - 0.012 2 4 6 (60)
M22 1 Tao | Mo/mL 4775 6 (60)
M77 - 4 3 7 (70)
M89 - 1 3 4 (66.7)
M78 - 1 2 3 (60)
M41-2 - -
M48 - -
M65 - -
M111 - 1 1
stgb - 1 1
stg245 - -
stg485 - 1 1
stg4831 - -
Total 12| 7 19 (8.6) 40 | 45 85 (38.3)
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Tabla No. 25. Intervalos de CMI y valores de CMIso y CMlg de las cepas de

cada tipo M.

Tipo M g‘;ﬁrﬁéfmﬁ CMiso [pg/mL] | CMlg [g/mL]
M12 | 0.008 - 0.064 0.012 0.016
M1 0.008 — 0.023 0.012 0.016
M6 0.008 —0.016 0.012 0.016
M75 | 0.008 —0.047 0.012 0.016
M3 0.008 — 0.023 0.012 0.016
M28 | 0.012-0.016 0.012 0.016
M2 0.004 —0.016 0.012 0.016
M4 0.012-0.016 0.016 0.016
M22 | 0.008 - 0.023 0.016 0.016
M77 | 0.012-0.023 0.016 0.023
M89 | 0.012-0.023 0.016 0.023
M78 | 0.012-0.023 0.016 0.016

M41-2 0.012 i i
M48 0.012 i i
M65 0.012 i i

M111 0.016 i i
stg6 0.016 i i
stg245 0.012 - -

stg485 0.016 i i

stg4831 0.012 - -

Para determinar las tendencias de mayor o menor susceptibilidad a penicilina
G, en este caso se tom6 en cuenta el nimero de cepas que fueron sensibles a
este antibidtico presentando una CMI < 6 > a 0.012 pug/mL por tipo M,
descartandose los tipos con un numero de cepas < 40% del total de cada tipo
M (Tabla No. 24); después, se tomo en cuenta el intervalo, descartandose los
tipos M2, M3 y M4 por su intervalo tan estrecho (Tabla No. 23). Los valores de

CMiso y CMlgo (Tabla No. 25) no resultaron Gtiles para hacer una seleccién,
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pues debido a la poca cantidad de cepas analizadas por tipo M, estos
parametros fueron muy parecidos entre si. De esta manera, se encontré6 que
los tipos M12, M22, M77, M78 y M89 tendieron a ser menos susceptibles a la
penicilina G y ningun tipo tendié a ser mas susceptible (Tabla No. 26). Por
este método tampoco se observo alguna tendencia de susceptibilidad de las

cepas obtenidas de pacientes del sexo masculino o femenino.

Tabla No. 26. Tipos M de Streptococcus pyogenes que resultaron ser menos o
mas susceptibles a penicilina G por los dos métodos realizados en este
estudio.
Método de Kirby —
Bauer

Tipo M1, M4, M12, M89

Método de E-test

M12, M22, M77, M78,
M89

M2, M6, M75 -

Criterio

Menos susceptible a
penicilina G
Mas suceptible a
penicilina G

5.5. Susceptibilidad a penicilina G (Método de Kirby — Bauer y E-
test) de las cepas de Streptococcus agalactiae asociados al

tipo capsular

Los resultados de la susceptibilidad a peniciina G de las cepas de
Streptococcus agalactiae, obtenidos por el Método de Kirby — Bauer, se
ordenaron por tipos capsulares (Tabla No. 27). De la tabla No. 27, se conto el
nuamero de cepas con mas o menos de 27 a 30 mm de halo de inhibicién y se

ordenaron por sexo de los pacientes (Tabla No. 28).
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Tabla No. 27. Resultados de la susceptibilidad a penicilina G (Método de Kirby — Bauer) de las cepas de Streptococcus
agalactiae ordenados por tipo capsular. No. de cepas (% de cepas).

Tipo Susceptibilidad a penicilina G (mm de inhibicion) Total
capsular| 24 | 25 |26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 37 | 38 |39 | 40 | 43 | 47

la 1 12| 3 3 4 5 2 5 5 1 4 1 1 37

(2.7) | (5.4)| (8.1) | (8.1) | (10.8)|(13.5)| (5.4) | (13.5)| (13.5)| (2.7) | (10.8)| (2.7) (2.7) (100)

v 1 3 |1 1 2 1 1 1 1 1 13

(7.7) | (23.1) | (7.7)| (7.7) |(15.4)| (7.7) | @.7) | (7.7) (7.7) (7.7) (100)

Ib 3 1 1 1 1 1 8

(37.5) | (12.5) (12.5) (12.5) (12.5) (12.5)| (100)

NT 1 2 1 1 1 6

(16.7)| (33.3) | (16.7) (16.7) (16.7) (100)

Il 2 2 4

(50) (50) (100)

I 1 1 1 3

(33.3) | (33.3) (33.3) (100)

Total | 1 4 | 3| 7 9 7 6 5 5 4 4 2 1 1 2 1 1 71

(1.4) | (5.6) [(4.2)] (9.9 |(12.7)] (9.9) |(11.3)| 85) | 7) | (7) | (5.6) | (5.6) | (2.8) | (1.4 | (1.9] (2.8) | (1.4) | (1.4) | (100)
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Tabla No. 28. Resultados de la susceptibilidad a penicilina G de Streptococcus
agalactiae agrupados en No. de cepas con mas o menos de 27 a 30 mm de
halo de inhibicion (% cepas).

No. de cepas
Tipo capsular | Menos de 27-30 mm Mas de 27-30 mm
(menos susceptible) (mas susceptible)
FQ | M& Total F| M Total
la 1] 2 3@1%) | 27-30 12| 7 | 19 (51.3%)
Vv 4 | 1 5 (38.5) Al 1] 2 3 (23.1)
Ib - 3| 1 4 (50)
NT - 2 1 3 (50)
I - 1 1 2 (50)
1} - 1 1 (33.3)
Total 5 3 8 (10.4) 20 | 12 | 32 (41.6)

Para determinar las tendencias de susceptibilidad, se tom6 en cuenta el
nuamero de cepas con menos o mas de 27 a 30 mm de halo de inhibicion, se
descartaron los tipos que tuvieron un numero de cepas < 35% del total por tipo
capsular (Tabla No. 28); posteriormente, se toméd en cuenta el intervalo (Tabla
No. 27), descartandose el tipo capsular Il por tener un intervalo pequefio. Asi,
se encontré que el tipo capsular V tendié a ser menos susceptible a la
penicilina G, mientras que los tipos capsulares la, Ib y NT tendieron a ser mas

susceptibles (Tabla No. 32).

No se observdé ninguna tendencia de susceptibilidad de las cepas de

pacientes femeninos o masculinos (Tabla No. 28).
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A partir de los resultados de la CMI de penicilina G de Streptococcus

agalactiae, ordenados por tipo capsular (Tabla No. 29), se contd el nimero de

cepas sensibles a penicilina G con mas o menos de 0.064 ng/mL, tomando en

cuenta que la mayoria de las cepas de Streptococcus agalactiae presentaron

ese valor de CMI (Tabla No. 30). También se obtuvo el intervalo, asi como el

valor de CMIso y CMlgg para cada tipo capsular (Tabla No. 31).

Tabla No. 29. Resultados de la CMI de penicilina G de las cepas de

Streptococcus agalactiae ordenados por tipo capsular. No. de cepas (% de

cepas).
ca-;r)lschl,Iar <002 | 0.016 | 0.032 | 0.047 | 0.064 | 0.094 | 0.19 | Total
la 3(81) |14 (37.8)| 15 (40.5)| 4 (10.8) | 1(2.7) | 37 (100)
Vv 1(77) | 7(53.8) | 5(38.5) 13 (100)
Ib 1 (125) | 1 (12.5) 1 (12.5) | 3(375) | 2 (25) 8 (100)
NT 1 (16.7) | 5 (83.3) 6 (100)
| 3 (75) 1 (25) 4 (100)
1] 1 (33.3) 2 (66.7) 3 (100)
Total 1(14) | 1(1.4) | 342 |18 (25.4)|33 (46.5) |14 (19.7)| 1(1.4) | 71 (100)
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Tabla No. 30. Resultados de la CMI de penicilina G de Streptococcus
agalactiae agrupados en No. de cepas con mas o menos de 0.064 ug/mL (%

cepas).
Tipo No. de cepas
capsular Menos de 0.064 pg/mL Mas de 0.064 pg/mL
(mas susceptible) (menos susceptible)
FQ | M& Total F | M Total
la 13 | 4 17 (45.9) 0.064 2 | 3 5 (13.5)
Vv 1 1(7.7) ng/mL 5o 5 (38.5)
Ib 2 1 3 (37.5) 2 0 2 (25)
NT 1 1 (16.7) -
Il - 1 1 (25)
i 1 1 (33.3) 1 2 (66.7)
Total 16 | 7 23 (29.9) 11| 4 15 (19.5)

Tabla No. 31. Intervalos de CMI de penicilina G, CMls, y CMlgy de cada tipo

capsular.
copraar | oo 222 | OMiofugimL] | OMbo[ugimi
la 0.032-0.19 0.064 0.094
\" 0.047 —0.094 0.064 0.094
Ib <0.002 - 0.094 0.064 0.094
NT 0.047 —0.064 0.064 0.064
| 0.064 — 0.094 0.064 0.094
]| 0.047 —0.094 0.094 0.094

Para los resultados obtenidos por el Método de E-test, se tomd en cuenta el
namero de cepas que fueron sensibles a penicilina G presentando una CMI <

6 > a 0.064 ug/mL (Tabla No. 30), y el criterio fue el mismo que para el
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Método de Kirby — Bauer (nUmero de cepas < 35%); no se descartdé ningun
tipo capsular por intervalo, y por ultimo, se tom6 en cuenta la cantidad de
cepas por tipo capsular, donde se descarté el tipo lll por existir sélo 3 cepas
de este (Tabla No. 29). En este caso tampoco se pudieron tomar en cuenta
los valores de CMIso y CMlgyy pues, a excepcion del tipo capsular lll, todos los
tipos capsulares presentaron los mismos valores (Tabla No. 31). Se encontré
asi que el tipo capsular V tendié a ser menos susceptible a la penicilina G,
mientras que los tipos capsulares la y Ib tendieron a ser mas susceptibles

(Tabla No. 32).

De las 13 cepas de Streptococcus agalactiae del tipo capsular V, 5 cepas
tuvieron una CMI > 0.064 pug/mL, esas 5 fueron aisladas de pacientes del sexo

femenino.

Tabla No. 32. Tipos capsulares que resultaron ser menos o0 mas susceptibles
a penicilina G por los dos métodos realizados en el estudio.

Criterio Meétodo de Kirby — Método de E-test

Bauer
Menos susceptible a .
penicilina G Tipo capsular V \'
Mas suceptible a la Ib v NT la. Ib
penicilina G 0y ’
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DISCUSION

La diferencia en el niumero de cepas de las dos especies de Estreptococos,
aisladas de exudados faringeos y analizadas en este estudio, se debe a que,
al ser el principal agente causal de faringitis aguda, Streptococcus pyogenes
es comun aislarlo de exudados faringeos, incluso se puede aislar esta
bacteria de personas portadoras; mientras que, Streptococcus agalactiae que
forma parte de la flora normal del intestino grueso, es mas comun aislarlo de
exudados vaginales por la proximidad que existe entre el ano y el aparato

genitourinario.

Observacion de la hemolisis

Todas las cepas de Streptococcus pyogenes fueron B-hemoliticas, no asi las
cepas de Streptococcus agalactiae, que aunque predominantemente fueron -
hemoliticas, también se observaron cepas a-hemoliticas (5 cepas) y no
hemoliticas (2 cepas) (Tabla No. 10), lo cual coincide con la literatura que

menciona que la hemdlisis de Streptococcus agalactiae puede ser variable®?.

La existencia de cepas de Streptococcus agalactiae no p-hemoliticas, podria
interferir en su identificacion, lo cual puede ser de importancia en los casos de
mujeres embarazadas portadoras. Por ello, es conveniente inocular la muestra

de un exudado vaginal en un caldo selectivo que ayude a la mayor
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recuperacion de Streptococcus agalactiae, como el caldo Lim, antes de

realizar todas las pruebas de identificacién.

Pruebas de Bacitracina y CAMP

De acuerdo a los resultados de las pruebas de bacitracina y CAMP,
mostrados en las tablas No. 11 y No. 12, se encontraron cepas de
Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae que salieron de sus
caracteristicas comunes de sensibilidad a bacitracina y expresién fenotipica
del Factor de CAMP. Por ello, se confirmé la presencia de estas bacterias con
la determinacion de su grupo de Lancefield a través de la prueba de
inmunoaglutinacion. Esta confirmacion se debe realizar de rutina en la
identificacion de Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae, ya que
diferentes estudios han reportado los mismos hallazgos. Uno de estos, es el
realizado por Facklam y cols. en 1975 con cepas aisladas en Estados Unidos,
ellos observaron que el 0.5% de sus cepas de Streptococcus pyogenes dieron
la prueba de Bacitracina negativa y el 10% fueron CAMP positivo, mientras
que el 6% de sus cepas de Streptococcus agalactiae fueron Bacitracina

positivas y el 2% fue CAMP negativo('®.

La diferencia mas notable entre los resultados reportados por Facklam y los
reportados en el presente trabajo, son que en este Ultimo no se encontraron
cepas de Streptococcus pyogenes CAMP positivo, mientras que en los

estudios de Facklam encontraron un 10% de cepas con esta caracteristica.
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El gen cfb, que codifica para el Factor de CAMP, habia sido amplificado
previamente en todas las cepas de Streptococcus agalactiae que forman parte
de este estudio, por la técnica de PCR; por lo que la existencia de 6 cepas
(8.4%) de Streptococcus agalactiae CAMP negativo, es indicativo de que ese
gen, aunque se encuentra presente en ellas, no se esta expresando

fenotipicamente.

Prevalencia de los aislamientos de Sireptococcus pyogenes y

Streptococcus agalactiae por sexo de los pacientes

Los aislamientos de Streptococcus pyogenes tuvieron una prevalencia similar
en los pacientes de ambos sexos, lo cual no sucedié en los aislamientos de
Streptococcus agalactiae, que fueron mas prevalentes en pacientes del sexo
femenino (Tabla No. 13). Esto puede estar relacionado a la alta incidencia de
esta bacteria en mujeres gestantes, quienes son portadoras o padecen
infecciones genitourinarias entre otras y, por una mala higiene de ellas,

Streptococcus agalactiae puede llegar a colonizar también la faringe.

El tipo M1 de Streptococcus pyogenes fue mas prevalente en pacientes del
sexo femenino, este tipo M estd asociado con enfermedades invasivas

42, 65) LOS

severas, como el sindrome del shock téxico o la fascitis necrosante!
tipos M22 y M89 fueron mas prevalentes en pacientes del sexo masculino, el
primero esta asociado a brotes de fiebre escarlatina® y el segundo se ha

asociado a enfermedades invasivas en Europa® ’? (Tabla No. 14).
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Prevalencia de los tipos M de Streptococcus pyogenes y los tipos

capsulares de Streptococcus agalactiae

El tipo M de Streptococcus pyogenes mas prevalente fue el M12 (28.4%),
seguido de los tipos M1 (13.1%), M6 (9.9%) y M75 (9.9%), que juntos
comprendieron mas del 60% de todos los aislamientos (Tabla No. 14 y Gréfica
No. 2). La prevalencia de los primeros dos tipos M coincide con la prevalencia

(65.68) donde los tipos M1 y M12 son

reportada en Canadéa y el sur de Taiwan
los mas frecuentemente aislados en casos de enfermedades no invasivas
como la faringitis; aunque en esos dos paises, al igual que en Estados Unidos
y Europa, los tipos M1 y M12 estan también asociados a enfermedades

invasivas®. El tipo M6 esta asociado a brotes de fiebre escarlatina®, y junto

con el tipo M75, son aislados con frecuencia en Canada®.

Los tipos M48, M65, M111, stG6, st(G245, stG485 y stG4831 fueron los menos
prevalentes, encontrandose so6lo un aislamiento de cada tipo M. Estos son
considerados tipos M de baja prevalencia en el laboratorio de Biologia

Molecular (Tabla No. 14 y Grafica No. 2).

El tipo capsular de Streptococcus agalactiae mas prevalente fue el la
(52.1%) seguido del V (18.3%) y juntos comprendieron mas del 70% de los
aislamientos (Tabla No. 15, Grafica No. 3). El tipo capsular la ha sido el mas
recuperado de enfermedades no invasivas en paises como Taiwan, Estados

29, 60)

Unidos y el oeste de Europa, lo cual coincide con nuestros hallazgos' ; NO
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asi el tipo capsular V, el cual es un tipo muy prevalente en infecciones
invasivas en adultos con factores predisponentes como VIH o diabetes™* %
de hecho, estudios realizados con cepas aisladas de pacientes en Hospitales
de la Ciudad de México, muestran que el tipo capsular V es el mas aislado de

urocultivos™”.

En menor medida se encontraron cepas del tipo Ib, Il y lll, los cuales son tipos
capsulares prevalentes en mujeres gestantes en Estados Unidos y el oeste de

Europa®?.

Se encontraron ademas 6 cepas (8.5%) no tipificables, estas cepas pueden

pertenecer al tipo capsular 1X(30; 67)

0 a variantes alélicos del tipo Ill o VII que
se han reportado en otros paises®. Dentro de las 6 cepas NT, se encuentran

las 3 cepas provenientes del INDRE.

No se encontré ninguna cepa de los tipos capsulares IV, VI, VIl y VIIl. Los
tipos capsulares IV y VII se han encontrado raramente causando
enfermedades en humanos. Los tipos capsulares VI y VIII se aislan con

4,50 en el laboratorio de

frecuencia de mujeres embarazadas en Japon'
Biologia Molecular se cuenta con una sola cepa del tipo capsular VI que fue

aislado de un exudado vaginal®”.
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Susceptibilidad a penicilina G

Susceptibilidad a penicilina G (Método de Kirby-Bauer)

De acuerdo a la tabla No. 16 y grafica No. 4, que muestran los resultados de
susceptibilidad a penicilina G por el Método de Kirby-Bauer, Streptococcus
pyogenes tendié a ser mas susceptible a la penicilina G que Streptococcus

agalactiae.

Los resultados de susceptibilidad mostraron una distribucién gaussiana, lo
cual permitié observar un maximo de la curva de Streptococcus pyogenes en
34 a 35 mm de halo de inhibicién y de Streptococcus agalactiae en 27 a 30
mm, existiendo una diferencia de susceptibilidad entre ellos de 4 a 8 mm de

halo de inhibicién.

La curva de Streptococcus pyogenes (color verde) muestra una distribucion
homogénea a ambos lados del méaximo, mientras que la curva de
Streptococcus agalactiae (color naranja) muestra una distribucion menos

homogénea.

Por este método, ninguna cepa de Streptococcus pyogenes y Streptococcus
agalactiae resultd ser de baja susceptibilidad a penicilina G. Se encontrd una

cepa de Streptococcus agalactiae en el limite del criterio de susceptibilidad a
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este antibiético para Estreptococos B-hemoliticos, es decir, con 24 mm de halo

de inhibicion.

Los intervalos de halos de inhibicién de las cepas de Streptococcus pyogenes

y Streptococcus agalactiae fueron muy semejantes (Tabla No. 17).

Existen pocos estudios epidemioldgicos de susceptibilidad a penicilina G de
Streptococcus pyogenes 'y Streptococcus agalactiae que utilizan el método de

26, 36, 56

Kirby — Bauer! ), algunos de ellos sélo presentan sus resultados como

26.%6) v no se conocen reportes que muestren cuan

No. de cepas susceptibles!
susceptible a penicilina G es Streptococcus pyogenes en comparacion con
Streptococcus agalactiae por este método, como se reporta en el presente

trabajo.

Susceptibilidad a penicilina G (Método de E-test)

De acuerdo a los resultados de las CMIs de penicilina G, mostrados en la
tabla No. 18 y grafica No. 5, Streptococcus pyogenes es mas susceptible a la
penicilina G que Streptococcus agalactiae. Con la finalidad de mostrar mas
claramente este hecho, se tomé en cuenta el punto de interseccion de las
graficas de ambas bacterias, que fue en 0.028 pug/mL. De esta manera, se
encontr6 que mas del 99% de las cepas de Streptococcus pyogenes

presentaron una CMI menor al punto de interseccion, mientras que mas del

102



DISCUSION

97% de las cepas de Streptococcus agalactiae presentaron una CMI mayor a
ese valor (Tabla No. 20). Las 2 cepas de Streptococcus pyogenes que
presentaron una CMI mayor a 0.028 ug/mL, es decir, menos susceptibles a
penicilina G que el resto, pertenecieron a los tipos M12 y M75, los cuales son
de los tipos M mas prevalentes entre las cepas de este estudio. Las 2 cepas
de Streptococcus agalactiae que presentaron una CMI menor al punto de
interseccion, fueron del tipo capsular Ib, del cual s6lo existen 8 cepas en este
estudio, por lo que el 25% de las cepas del tipo capsular Ib son mas sensibles

a la penicilina G que el resto de las cepas de Streptococcus agalactiae.

Los valores de la CMIsy y CMIgy, fueron mas bajos para Streptococcus
pyogenes (Tabla No. 19). La diferencia en la CMIs, de ambas bacterias fue de
0.052 pg/mL y la diferencia en la CMIlg fue de 0.078 ug/mL, ambas
equivalentes a 5 diluciones en el Método de E-test. Con ello se confirma la
diferencia de susceptibilidad a la penicilina G, entre las cepas de

Streptococcus pyogenes 'y Streptococcus agalactiae.

Las cepas de Streptococcus pyogenes presentaron un intervalo de CMI mas
estrecho que el de las cepas de Streptococcus agalactiae (Tabla No. 19), lo
cual quiere decir que la susceptibilidad a penicilina G de las primeras, es mas

homogénea.
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La susceptibilidad de las cepas de Streptococcus pyogenes que forman parte
de este estudio epidemioldgico, difiere con lo reportado por Gonzélez y cols.
en la Ciudad de México® y por Rajinder y cols. en la India®®. Las cepas de
este estudio son mas sensibles a la penicilina G que las de Gonzalez y cols.,
se esperaria que nuestros resultados fueran similares, tomando en cuenta que
sus cepas Yy las del presente estudio fueron aisladas de la poblacion de la
Ciudad de México; sin embargo, ellos utilizaron el método de microdilucion en
caldo, que les permiti6 determinar la CMI utilizando diluciones mas
espaciadas que las que presenta el Método de E-test. Nuestras cepas son
también mas sensibles a la penicilina G que las de Rajinder y cols., quienes
incluso encontraron cepas de baja susceptibilidad, este grupo de investigacion
utilizé el Método de E-test, por lo que la diferencia se puede deber al pais

donde se aislaron las cepas, la India.

Mas de la mitad (53.15%) de las cepas de Streptococcus pyogenes
presentaron una CMI de 0.012 ug/mL (Tabla No. 18, Gréafica No. 5), lo cual
concuerda con los reportes de Chausse y cols. de cepas aisladas en Estados
Unidos en 2006"®. El segundo valor de CMI mas observado, fue de 0.016
ug/mL con 31.53% de los aislamientos, este valor fue el mas reportado por
Kaplan y cols. entre sus cepas de Streptococcus pyogenes aisladas en
Estados Unidos entre 1994 — 1995©% y también fue el mas observado por

Rajinder y cols. en cepas aisladas en la India entre 2002 y 2003,
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La susceptibilidad a penicilina G de las cepas de Streptococcus agalactiae
que forman parte de este estudio, difiere con lo reportado por dos grupos de
investigacion diferentes. Las cepas de este estudio son mas sensibles a la
penicilina G que las de Hsueh y cols. en Taiwan®® y son menos susceptibles
a este antibiético que las de Martinez y cols. en Chile™?. Esto se puede deber
a la diferencia de areas geograficas donde se aislaron las cepas. El intervalo
de CMI obtenido en este estudio es mas amplio que el reportado por estos
dos autores, lo cual nos habla de que en la Ciudad de México, las cepas de
Streptococcus agalactiae presentan una susceptibilidad menos homogénea

que en Chile y Taiwan.

El valor de CMI méas observado entre las cepas de Streptococcus agalactiae,
fue de 0.064 pg/mL (46.48%) seguido de 0.047 ug/mL (25.35%) (Tabla No.
18, Gréfica No. 5). Esto concuerda con los reportes de Berkowitz y cols. en
cepas aisladas en Estados Unidos en 1990“, asi como los reportes de
Nagano y cols. con cepas aisladas en Japén entre 2003 y 2004°®, en ambos

estudios la CMI mas observada fue de 0.06 ug/mL.

Por este método (E-test) se encontré una cepa de baja susceptibilidad a
penicilina G, con una CMI de 0.19 ug/mL, que correspondié a un aislamiento
de Streptococcus agalactiae del tipo capsular la, que es el tipo mas prevalente

entre las cepas de estudio, mas adelante se discutira al respecto.
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Comparacion de los resultados de la susceptibilidad a penicilina G
obtenidos por el Método de Kirby-Bauer con los obtenidos por el Método

de E-test

En la Tabla No. 33 se resumen los hallazgos observados por los dos métodos

utilizados en este estudio, para la determinacién de la susceptibilidad a

penicilina G.

Tabla No. 33. Hallazgos y diferencias encontradas entre los dos métodos de
determinacién de la susceptibilidad a penicilina G.

Método Streptococcus Streptocopcus
pyogenes agalactiae
Valenes Ee 34 — 35 mm 27 — 30 mm
observados
Diferencia en 4-8mm
Kirby - susceptibilidad
Bauer Intervalo 25— 46 mm 24 — 47 mm
Cepas de baja 0 0
susceptibilidad
Valor mas
g 0.012 pg/mL 0.064 pug/mL
Diferencia en 5 diluciones
E-test susceptibilidad
0.004 — 0.064 <0.002 - 0.19
Intervalo
ug/mL ug/mL
Cepas de baja 0 1*
susceptibilidad

*Tipo capsular la
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Por ambos métodos se pudo determinar la diferencia en la susceptibilidad a
penicilina G existente entre las 2 especies de Estreptococos, por los dos
métodos Streptococcus pyogenes resultd ser mas sensible a la penicilina G
que Streptococcus agalactiae y, sélo por el Método de E-test, se identificd una

cepas de Streptococcus agalactiae con baja susceptibilidad a penicilina G.

Cepas de Streptococcus pyogenes con baja susceptibilidad a penicilina, han
sido reportadas por Rajinder y cols. en la India®® y por Cuevas y cols. en la
Ciudad de México!” (7 cepas con CMI de 0.19 — 0.25 ug/mL y 10 cepas con
CMI de 0.25 — 0.75 pg/mL respectivamente). Cepas de Streptococcus
agalactiae con esta caracteristica, cada vez son mas comunes y se han

reportado por muchos investigadores de diferentes paises!'® 3 36:53.69.49.29)

De acuerdo a las graficas No. 6 y No. 7, no se observé una relacion entre los
resultados obtenidos por el Método de Kirby — Bauer y los obtenidos por el
Método de E-test; por ejemplo, las cepas de Streptococcus pyogenes con una
CMI de 0.016 ug/mL, presentaron un halo de inhibicién de 27 hasta 46 mm y
asi para el resto de los resultados. Sélo las cepas de Streptococcus pyogenes
coincidieron en ser susceptibles a la penicilina G por los dos métodos, no asi
las cepas de Streptococcus agalactiae, donde se observd una cepa (1.4%)
susceptible por el Método de Kirby — Bauer (con 27 mm de halo de inhibicién)

y de baja susceptibilidad por el Método de E-test (con 0.19 ug/mL de CMI).
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Hallazgos similares han sido observados por diferentes investigadores,
quienes mencionan que los resultados de difusion en disco (Método de Kirby —

Bauer), no guardan una relacién con los valores de CMI®¢ %9

Rajinder y cols. utilizaron el Método de Kirby — Bauer y el Método de E-test,
para determinar la susceptibilidad a penicilina G de 34 aislamientos de
Streptococcus pyogenes. Por el Método de Kirby — Bauer, el 100% de las
cepas fue sensible al antibiético, mientras que por el Método de E-test, 7

cepas (20.6%) presentaron baja susceptibilidad al B-lactamico evaluado®®.

Kimura y cols. determinaron la susceptibilidad a penicilina G de 48 cepas de
Streptococcus agalactiae, por el Método de dilucién en agar (para conocer la
CMI) y por el Método de Kirby — Bauer, encontrando por el primer método, 16
cepas de baja susceptibilidad a penicilina G y confirmando genéticamente
esta caracteristica; 15 de ellas presentaron mutaciones en el gen pbp2x de
tipo V405A y Q557E y una cepa presenté multiples mutaciones en ese gen
diferentes a V405A y Q557E; sin embargo, por el Método de Kirby — Bauer,
esas 16 cepas cayeron en el criterio de susceptibles segun la CLSI, por lo que
ellos determinaron la susceptibilidad de esas 16 cepas a otros 3 antibibticos
por el Método de Kirby - Bauer, oxacilina (una penicilina), ceftizoxima vy
ceftibuten (ambas cefalosporinas de 32 generacién), con lo cual pudieron

hacer la distincién de todas las cepas de baja susceptibilidad a penicilina®®.

108



DISCUSION

Tomando en cuenta la gran variabilidad en los resultados obtenidos por el
Método de Kirby — Bauer, con respecto a los resultados obtenidos por el
Método de E-test, y también los hallazgos de Rajinder y Kimura, el Método de
E-test es mas confiable para identificar cepas de baja susceptibilidad a

penicilina G.

El haber encontrado una cepa de Streptococcus agalactiae que no coincidio
en tener baja susceptibilidad a penicilina G por los dos métodos, es grave
tomando en cuenta que el método mas utilizado, por su bajo costo en los
laboratorios de microbiologia, es el de Kirby — Bauer® y podrian no estarse
identificando algunos aislamientos con baja susceptibilidad a este antibiético.
Por lo anterior, se propone determinar la susceptibilidad a oxacilina,
ceftizoxima y ceftibuten (medicamentos utilizados por Kimura) aparte de la
penicilina G, para distinguir las cepas de baja susceptibilidad, si es que se va

a determinar ello por el Método de Kirby — Bauer.

Como se ha mencionado antes, varios investigadores han aislado cepas de
Streptococcus agalactiae de baja susceptibilidad a penicilina; sin embargo, no
se ha demostrado que estas sean las responsables de los fracasos en los
tratamientos con este antibiético®®. Si estas fueran las responsables podrian
convertirse en un problema de salud publica, tomando en cuenta que cada

vez son mas los aislamientos que se reportan.
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Susceptibilidad a penicilina G de las cepas de Sireptococcus pyogenes

asociados al tipo M

Los tipos M12 y M89 de Streptococcus pyogenes, coincidieron en ser menos
susceptibles a la penicilina G por ambos métodos, ningun tipo M coincidié en
ser mas susceptible a este antibidtico (Tabla No. 26). Las cepas que
mostraron ser menos susceptibles son las mas importantes, tomando en
cuenta que esos tipos podrian asociarse en un futuro con baja susceptibilidad
a este antibidtico. Por lo tanto, es importante seguir monitoreando la
susceptibilidad a penicilina G, sobre todo de los tipos M12 y M89, ya que
aparte de mostrar el comportamiento de menor susceptibilidad, ambos estan

asociados a enfermedades invasivas'® ",

Susceptibilidad a penicilina G de las cepas de Streptococcus agalactiae

asociadas al tipo capsular

Los tipos capsulares que coincidieron en ser mas susceptibles a la penicilina
G por los dos métodos, fueron el la y el b, mientras que el tipo capsular V
coincidié en ser menos susceptible (Tabla No. 32). Un estudio realizado en
Taiwan por Hsueh y cols. con 266 cepas de Streptococcus agalactiae,
aisladas entre 1998 — 2000, coincide con este hallazgo. Ellos encontraron 15
cepas de baja susceptibilidad a penicilina, perteneciendo 6 de ellas (40%) al
tipo capsular V®. Este tipo capsular puede estar asociado a baja

susceptibilidad a penicilina, o que resulta ser importante tomando en cuenta
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que es un tipo muy prevalente en infecciones invasivas en adultos con

44, 60

factores predisponentes' )'y que en los hospitales de la Ciudad de México

es el mas aislado de urocultivos*”.

Se propone realizar un andlisis molecular de las cepas que presenten baja
susceptibilidad a penicilina, a través de la amplificacién del gen pbp2x y
posterior secuenciacidén de este, para la busqueda de mutaciones asociadas a
esta caracteristica, lo cual ya ha sido reportado por Kimura y cols.® y
Nagano y cols.®®, llevando a cabo un seguimiento clinico de los pacientes
donde se aislen estas cepas, para asi poder demostrar si estan involucradas o

nd en las fallas en los tratamientos con penicilina.
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CONCLUSIONES:

El tipo M12 de Streptococcus pyogenes y el tipo capsular la de
Streptococcus agalactiae, fueron los mas prevalentes entre las cepas
aisladas de exudados faringeos. Estos tipos moleculares son aislados
mayoritariamente de enfermedades no invasivas en otras partes

geogréficas.

Las cepas de Streptococcus pyogenes son mas susceptibles a la

penicilina G que las de Streptococcus agalactiae.

La susceptibilidad de las cepas de Streptococcus pyogenes a la
penicilina G, es mas homogénea que la susceptibilidad de las cepas de
Streptococcus agalactiae, presentando un intervalo de CMI mas

estrecho.

El Método de E-test es mas adecuado para determinar la
susceptibilidad a penicilina G de Estreptococos (B-hemoliticos que el
Método de Kirby — Bauer, ya que s6lo por ese método se pudo detectar
una cepa de Streptococcus agalactiae con baja susceptibilidad a este

antibiético.

112



CONCLUSIONES

Los tipos M12 y M89 de Streptococcus pyogenes tendieron a ser
menos susceptibles a la penicilina G que el resto de los tipos M, el

presente trabajo es el primero en reportar estos hallazgos.

El tipo capsular V de Streptococcus agalactiae tendid a ser menos
susceptible a la penicilina G que el resto de los tipos capsulares,

coincidiendo nuestros hallazgos con los de otros investigadores.

La susceptibilidad a penicilina G de las cepas, asociadas al sexo de los

pacientes, no mostré ninguna tendencia.

Se propone demostrar genéticamente la caracteristica de baja
susceptibilidad a penicilina G de la cepa de Streptococcus agalactiae

encontrada en este estudio.

Se requiere continuar con la vigilancia epidemiolégica de la
susceptibilidad a penicilina G en aislamientos de Streptococcus

pyogenes y Streptococcus agalactiae.
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