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Resumen

Objetivo. Evaluar la actividad in vitro de 13 antibi6ticos
contra 47 Streptococcus pyogenes grupo A (SGA). Deter-
minar la presencia de genes que codifican para exotoxina
pirogénica estreptococcica A (SpeA) y serotipos con base
en proteina M. Material y métodos. Estudio transversal
hecho en el Centro de Salud Dr.José Castro Villagrana so-
bre un brote de escarlatina en el Colegio Espiritu de América,
entre diciembre de 1999 y enero de 2000. El nimero de
nifios estudiados fue 137. Se extrajeron porcentajes de sen-
sibilidad. La concentracidn inhibitoria minima (CIM) se ob-
tuvo por microdilucion semiautomatizada. Se utilizé un
secuenciador automatizado de DNA para el andlisis de var-
iacion de secuencias en los genes que codifican para protei-
na My SpeA. Resultados.Todas las cepas fueron sensibles
a beta-lactamicos y clindamicina; 12.7% fueron resistentes a
eritromicina. El serotipo M2 fue el mas frecuente, 27 del
total. Practicamente todas las bacterias (96%) con el gen
SpeA tienen el gen que codifica para el serotipo M2. Con-
clusiones. Debido a la reciente reaparicion de infecciones
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Abstract

Objective.To evaluate the in vitro activities of 13 antimi-
crobial agents against 47 group A Streptococcus pyogenes
(GAS) strains, and to determine the presence of genes en-
coding streptococcal pyrogenic exotoxin A (SpeA) and the
M-protein serotypes. Materials and Methods. A cross-
sectional study was conducted at Centro de Salud Dr. José
Castro Villagrana, during a scarlet fever outbreak occurring
between December 1999 and January 2000, among 137
children at Colegio Espiritu de América. Minimum Inhibito-
ry Concentrations (MICs) were obtained by the semiauto-
mated microdilution method. Automated DNA sequencing
was used for analysis of sequence variation in genes encod-
ing the M protein, and SpeA. Results. All strains were sen-
sitive to betalactams and clindamycin. Six (12.7%) were
resistant to erythromycin. The M2 type was the most fre-
quently isolated GAS (27); almost all (96%) bacteria with
the SpeA gene had the gene encoding the M2 protein. Con-
clusions.The recent resurgence of GAS infections calls for
molecular epidemiology research and studies on the sensi-
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por SGA se sugiere realizar estudios tanto de sensibilidad a
macrolidos y beta-lactamicos, como de epidemiologia mo-
lecular. EI texto completo en inglés de este articulo esta
disponible en: http://www.insp.mx/salud/index.html
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e reconoce al Streptococcus beta hemolitico grupo

A (SGA) (Streptococcus pyogenes) como el prin-
cipal agente etiol6gico de la faringoamigdalitis aguda.
También se asocia con una variedad de procesos in-
fecciosos de localizacién diversa, entre los que des-
tacan, por su frecuencia, otitis, celulitis, sinusitis,
infecciones cutdneas, bacteremia, etcétera; y por su
gravedad, fascitis necrozante y choque téxico, ademéds
de producir indirectamente fiebre reumatica y glome-
rulonefritis. En las tltimas dos décadas se ha reporta-
do un incremento de las infecciones tanto leves como
graves debidas a esta bacteria.'” Segun diversos estu-
dios, lo anterior estd en relacién con la emergencia de
serotipos como M1, M3 y M18 con un mayor potencial
invasivo y un aumento en los factores de virulencia,
en particular de los proteasas y exotoxinas pirogéni-
cas (Spe,s),** asi como de la exotoxina pirogénica es-
treptocdccica tipo A, una proteina de 25 800 KD que
acttia como superantigeno y que se asocia con sindrome
de choque téxico, celulitis, fascitis necrozante y es-
carlatina.’ Ademads, se observa un menor nimero de
aislamientos de serotipos M4 y M12 que no se asocian
con enfermedades invasivas.

Aunque SGA sigue siendo marcadamente sensi-
ble a la penicilina, se ha detectado un ntimero cada
vez més importante de fallas en el tratamiento con este
antibidtico.®” Existe un aumento en la resistencia frente
a los macrélidos y a la clindamicina, utilizados en ca-
sos de fallas, alergia e infecciones invasivas, con va-
lores de resistencia a eritromicina que varian desde
12% en cepas aisladas en Berlin,® hasta 78% en las
de Taiwan.” A su vez, la literatura reporta variantes en
la actividad in vitro del SGA contra otros antibiéticos
beta-lactdmicos utilizados también como alternativas
de tratamiento.!

Con base en un brote de escarlatina presentado
en un internado del sur de la Ciudad de México, los
objetivos del estudio fueron determinar la presencia
de SGA, la sensibilidad antimicrobiana por el método
Bauer-Kirby de los SGA aislados, la concentracién in-
hibitoria minima (CIM) por microdilucién automati-
zada, su serotipo con base en proteina M y, finalmente,
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la presencia de la exotoxina pirogénica estreptococci-
ca A (SpeA) asociada con la aparicién de escarlatina.

Material y métodos

Se presentaron cuatro casos de escarlatina en un inter-
nado del sur de la Ciudad de México, dandose tra-
tamiento curativo a éstos y tratamiento preventivo a
16 contactos directos. El tratamiento consistid, en los
casos de escarlatina, en penicilina procainica 800 000
U/dia por 10 dias, més una sola dosis de bencetazil
y, para los contactos, bencetazil, una dosis tnica de
600 000 U. A pesar de esto, se desarrollaron ocho
nuevos casos, cuatro de ellos fueron nifios con trata-
miento preventivo, por lo que se procedié a tomar
cultivo de exudado faringeo a 137 nifios de entre tres y
17 anos, 12 de ellos con cuadro clinico de escarlatina;
se aislaron 47 SGA, nueve de casos de escarlatina y 38
de contactos.

Identificacién. Esta se hizo con base en la morfologia
colonial y beta hemolisis en gelosa sangre de borrego
a 5%, prueba de catalasa y sensibilidad a la bacitra-
cina a 0.04%, y se confirmé por la presencia del anti-
geno de grupo A de Lancefield con la técnica comercial
de aglutinacion en latex Slidex Strepto-Kit (Biomériux,
Francia).
Pruebas de sensibilidad. Para la determinacién de la
concentracién inhibitoria minima (CIM) se utiliz6 el
método de microdilucién en caldo, Microscan dried
gram positive (Dade Behring) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Al mismo tiempo, se
determiné la sensibilidad de las mismas cepas por
difusion en agar con disco de Bauer-Kirby, segtin
recomendaciones del National Commitee for Clinical
Laboratory Standars (NCCLS).!1? El medio utilizado
fue agar de Mueller-Hinton (BBL, México) suple-
mentado con 5% de sangre de borrego (Microlab). Las
placas se incubaron a 35 °-37 °C por 24 horas en
atmosfera de 5% de CO,,

Se utilizaron como cepas control las tipo Staphy-
lococcus aureus ATCC 29 213, Escherichia coli ATCC
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25922 y Streptococcus pyogenes ATCC 10 389. La CIM
se definié como la mds baja concentracién que inhibe
el crecimiento visible del microrganismo.

Amplificacién y secuenciacién del gen emm. Esta se
realiz6 en el Departamento de Salud Ptblica de la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad Nacional Au-
tonoma de México, en el laboratorio de Patologia
Molecular. El DNA cromosomal de cada cepa fue obte-
nido mediante la técnica de extraccién con fenol-cloro-
formo." El gen emm (proteina M) fue amplificado
utilizando los iniciadores descritos por Whatmore.!*!°
Reaccion en cadena de la polimerasa. Se realizé en un
termociclador Perkin-Elmer, Modelo 9 700, bajo las si-
guientes condiciones: desnaturalizacion 94 °C/90s,
alineamiento 55 °C/90s y extensién 72 °C/120s durante
30 ciclos. Las estrategias para el andlisis de la varia-
cién de la secuencia del gen emm han sido previamente
descritas."*!° A partir del amplificado del gen emm, la
secuencia de nucle6tidos del extremo 5” fue determi-
nada mediante la técnica de dideoxiterminal (Sanger).
Las secuencias fueron obtenidas en un secuenciador
automatizado de DNA Applied Biosystems, Modelo
310. Un fragmento de la region hipervariable de apro-
ximadamente 150 nucleétidos fue analizado electréni-
camente con los programas EDITSEQ, y MEGALING
(DNASTAR, Madison, Wis), y comparados con las se-
cuencias descritas para la proteina M.1415

Resultados

Los resultados de sensibilidad antimicrobiana se pre-
sentan en los cuadros I y II; no hubo diferencias sig-
nificativas entre las dos técnicas utilizadas. No se
presentaron resistencias a beta-lactdmicos; se presen-
taron seis cepas (12.7%) resistentes a eritromicina y el
mismo niimero con sensibilidad intermedia a clinda-
micina, asi como cuatro (8.5%) y dos (4.2%) con sensibi-
lidad intermedia a la tetraciclina y al cloranfenicol,
respectivamente.

De los 47 aislamientos de SGA sélo se tipificaron
40; en 27 se present? el serotipo M2 y todas estas cepas
presentaron la secuencia de genes que codifica para
SpeA. En este grupo se encontraron ocho de las nue-
ve cepas de SGA aisladas de nifios con escarlatina.
Nueve cepas presentaron el serotipo 10/12; de éstas
ninguna fue positiva para SpeA y sélo una cepa M89
fue también SpeA positiva (figura 1).

Discusion
Al parecer el brote fue dado por una cepa M2. En el

Reino Unido se ha asociado la fiebre escarlatina con
los tipos M 1,34 y 6.1 En Estados Unidos de América
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Cuadro |
CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS
Y SUSCEPTIBILIDAD DE 47 AISLAMIENTOS
DE STREPTOCOCCUS PYOGENES OBTENIDOS DE EXUDADO
FARINGEO. MExico, D.F., México, 1999-2000

Antimicrobiano  CIM.;  CIMy, Rango de CIM # (%) Cepas
(mcg/ml) (mcg/ml)  (mcg/ml)  Susceptible Intermedio Resistente

Penicilina 0.03 0125 0.03-0.125 47(100)  0(0) 0(0)
Ampicilina 025 025 025-05 47(100)  0(0) 0(0)
Eritromicina 025 40  0.25-4.0 30(63.8)11(23.4) 6(12.8)
Clindamicina 025 0.5  0.25-05 41(87.2) 6(12.8)  0(0)
Cefalotin 20 20 2.0-40  47(100)  0(0) 0(0)
Cefuroxima 2.0 4.0 2.0-40  47(100)  0(0) 0(0)
Cefotaxima 4.0 4.0 40- 47(100)  0(0) 0(0)
Ceftriazona 4.0 4.0 4.0- 47(100)  0(0) 0(0)
Gentamicina 1.0 40  1.0-16.0 44(93.6) 2(42) 1(2.1)
Tetraciclina 20 2.0 2.0-40 43(91.5) 4(85) 0(0)
Amikacina 160 16.0 16.0- 47(100)  0(0) 0(0)
Rifampicina 1.0 1.0 1.0- 47(100)  0(0) 0(0)
Cloranfenicol 4.0 4.0 4.0-8.0 45(95.8) 2(4.2) 0(0)

* CIM: Concentracién inhibitoria minima

Numero de casos
=
[¢2]
|

i =P tr17—
0 T T 1
1 2 10/12 22 89
Serotipo M de Streptococcus pyogenes grupo A
[ Serotipo M [0 speA(+) [] cCaso de escarlatina

Spe A x Exotoxina pirogénica estreptocdccica A

FicURA 1. DISTRIBUCION DE SEROTIPOS Y PRESENCIA DE
EXOTOXINA PIROGENICA ESTREPTOCOCCICA A DE 40
AISLAMIENTOS DE STREPTOCOCCUS PYOGENES, MEXICO,
D.F., Mgxico, 1999-2000

(EUA) el tipo M2 se ha asociado con 9% de los casos
de faringitis no complicada y en menor porcentaje con
infeccion severa y fiebre reumatica.”” En México, Es-
pinoza de los Monteros y colaboradores® describie-
ron también la caracterizacién de SGA aislados de un
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brote de escarlatina en una guarderia pero con base
en el serotipo T. Identificar un serotipo asociado con
algtin padecimiento producido por SGA no es facil,
principalmente porque los reportes a menudo son de
brotes y no de estudios de poblacién. En este caso, a
pesar de lo anterior, 100% de las cepas M2 presentaron
SpeA, la principal toxina asociada con la aparicion de
escarlatina’ y s6lo una cepa M89 también la presento;
ademds, ocho de nueve cepas de casos correspondie-
ron a este serotipo. El que no todos los nifios con cepa
M2 desarrollaran el proceso se debi6, como lo explica
Stevens,” a la condicién inmunoldgica de cada pacien-
te, aunado a la presencia de anticuerpos especificos.

A pesar del tratamiento a los cuatro casos inicia-
les y a 16 contactos directos, se presentaron ocho casos
mas de escarlatina y un total de 47 aislamientos de
SGA. Se desconoce el porqué de los fallos, ya que no
se identificaron cepas resistentes a la penicilina ni a
ningtin beta lactdmico, lo que concuerda con todo lo
reportado en la literatura hasta ahora y que reconoce
que SGA sigue siendo altamente sensible a la penicili-
na y sus derivados.??2

Respecto a los otros antibidticos, utilizados fre-
cuentemente como alternativa de tratamiento, aunque
el ntimero estudiado es pequefio, los resultados son
similares a los reportados con anterioridad por nuestro
equipo tanto para beta lactdmicos como para eri-
tromicina.?® Respecto de esta ultima se tuvieron seis
(12.7%) de cepas resistentes; la literatura reporta datos
tan variados que van de 1% de Henning,* 9.6% por
nosotros,?*12.7% de Arvand,® 16% de Rodriguez,* 27%
de Baquero® y hasta 35.8% de Melo Cristino® y 78%
de Po-Ren Hsueh.” Las diferencias muy probablemente
estén dadas por la frecuencia en el uso del antibiético,
por lo que creemos que sélo debe usarse cuando no
esté indicada la penicilina, como en el caso de los pa-
cientes alérgicos, ademds de realizar antibiograma en
estos casos.

Cinco de las seis cepas resistentes a eritromicina
correspondieron al serotipo 2. Murayama y colabora-
dores” refieren que la mayoria de las cepas resistentes
a eritromicina pertenecen a un ndmero limitado de
serotipos M, ademas, las seis cepas fueron sensibles a
todos los otros antibiéticos probados.

No se presentaron cepas resistentes a clindamicina,
sin embargo, seis (12.7%) tuvieron sensibilidad inter-
media. Gene y colaboradores? tampoco encontraron
cepas resistentes excepto una, al igual que Kataja.?8
Respecto al analisis en conjunto de penicilina, clinda-
micina y eritromicina, los patrones de sensibilidad son
similares a los reportados por Espinoza de los Mon-
teros y colaboradores,'® y por Rodriguez y colabora-
dores,? quienes informan 100% de cepas sensibles a
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penicilina y clindamicina, pero constantemente resis-
tentes a eritromicina, lo que se describe como fenotipo
M.? Consideramos importante hacer un seguimiento
periddico a la sensibilidad del SGA contra clindami-
cina, debido a que se ha documentado una mayor
efectividad de éste que la misma penicilina en las in-
fecciones invasivas por SGA.

Respecto al andlisis de la CIM de los otros anti-
bidticos beta-lactdmicos, la totalidad de las cepas fue-
ron sensibles, sin embargo, el valor de la CIM90 es el
doble para la ampicilina y bastante mas alto para los
otros que lo requerido para la penicilina, datos que
concuerdan con autores como Connan y colabora-
dores!’y Rodriguez y colaboradores,? aunque sus va-
lores de la CIM90 son menores, lo que comprueba las
variantes de la actividad in vitro de estos antibidticos.

La clasificacién del Streptococcus pyogenes ha
evolucionado desde pruebas de aglutinacion y
caracterizacién fenotipica, hasta métodos mads
sofisticados de tipificacién genética. Debido a que la
especificidad bioldgica de la proteina M es codificada
por una regién del gen emm de menos de 400 pares de
bases,'! técnicas como la utilizada en este trabajo
permiten caracterizar tipos M no tipificables
serol6gicamente que pueden representar hasta 20% del
total de cepas estudiadas en una poblacién, como lo
refieren Johnson y colaboradores.!*
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