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Mecanismos de resistencia a antibiéticos de Streptococcus pyogenes

I. INTRODUCCION.

Streptococcus pyogenes, es una bacteria Gram positiva, con morfologia de
coco esférico, abarca un diametro comprendido entre 1 y 2 ym, no moaotil,
forma cadenas cortas en las muestras clinicas y cadenas de mayor longitud
cuando crece en medios de cultivo. Su crecimiento 6ptimo es en agar sangre
enriquecido, se inhibe cuando contiene una concentracion elevada de

glucosa, catalasa negativo - hemolitico, grupo A de Lancefield.

Es uno de los patégenos humanos mas importantes ya que se ha
asociado con infecciones no invasivas, tales como faringitis aguda e
infecciones invasivas, como celulitis, fascitis necrosante, bacteremia, y

sindrome del shock tdxico estreptocdccico.

Granizo y col. mencionan que la primera descripcion de resistencia a
antibiéticos de S. pyogenes fue a la eritromicina en 1955, varios informes han
demostrado un aumento progresivo en la prevalencia de la resistencia a la
eritromicina en todo el mundo; este incremento se ha atribuido al uso de

macrolidos en la poblacion. (Granizo 2000)

Los mecanismos de resistencia que ha desarrollado se atribuyen a la
presencia de genes “mef”’ y “erm” los cuales permiten que se desarrolle una
bomba efflux en la cual disminuye la concentracion del antibiético
intracelularmente, asi como por una metilasa que media la modificacion del

sitio de unién ribosomal a los macroélidos.

Otro autor menciona, que esta especie sigue siendo muy sensible a la
penicilina in vitro, y éste antibiético es el farmaco de eleccion en el
tratamiento de la mayoria de las infecciones estreptocdccicas debido a su

amplio espectro, seguridad, y bajo costo, asi como su eficacia en la
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prevencion de la fiebre reumatica. (Del Grosso 2011). Para los pacientes
alérgicos a la penicilina, la eritromicina y otros macrdlidos se utilizan. Para los
aquellos con graves infecciones de los tejidos blandos, clindamicina es el
tratamiento preferido debido a su capacidad para inhibir la produccién de
factores de virulencia de estreptococos, incluyendo capsula, la proteina M, y
exotoxinas tales como la DNAsa y exotoxina pirogénica A (SPEA). Desde la
década de 1990, la resistencia a los macrolidos se ha incrementado en todo

el mundo.

En el 2004 se reportd una correlacion entre el uso indiscriminado de
antibioticos y el desarrollo de mecanismos de resistencia de S. pyogenes en

infecciones, fendmeno corroborado en varios paises. (Albrich 2004)

En los casos de resistencia a macrolidos y lincosamidas empeora el
prondstico de las infecciones, S. pyogenes produce diversas enfermedades
infecciosas entre las que destaca la faringitis. Esta enfermedad en nuestro
pais permanece dentro de las tres primeras causas de mortalidad de acuerdo
con los datos de la Organizacibn Mundial de la Salud, asimismo las
enfermedades infecciosas ocupan un segundo lugar de mortalidad a nivel
mundial. Dado que son éstos los antibidticos de eleccidn, por esta razon la
vigilancia en los mecanismos de resistencia de S. pyogenes es de gran

importancia.

La problematica que conlleva afecta en un nivel biopsicosocial, con el
desarrollo de infecciones mas fuertes e invasivas, afectando el estado
psicolégico del paciente haciendo que adquiera una actitud de desanimo y
abandono al tratamiento farmacoldgico, ademas de repercutir en la economia
del paciente asi como limitaciones en la atencién de la salud por parte del

ambito médico, ya que se agotan las opciones de tratamiento.



Mecanismos de resistencia a antibiéticos de Streptococcus pyogenes

Il. PROPOSITO.

Streptococcus pyogenes es una bacteria Gram positiva que coloniza
comensalmente vias aéreas y piel. Sin embargo, produce diversas
enfermedades infecciosas, entre las cuales destacan: faringitis, escarlatina,
impétigo, erisipela, fascitis necrosante, neumonia, bacteremia, Sindrome del

shock toxico estreptocdoccico, fiebre reumatica y glomerulonefritis aguda.

Particularmente la faringitis en nuestro pais, es una de las
enfermedades respiratorias que permanecen dentro de las tres primeras
causas de mortalidad de acuerdo con los datos de la Organizacién Mundial
de la Salud. Asimismo, las enfermedades infecciosas ocupan un segundo
lugar de mortalidad a nivel mundial. Debido a esto y al alto consumo de
antibioticos automedicados, se tiene como resultado, una alta prevalencia de
cepas resistentes a antibidticos como la eritromicina, que han sido aisladas
desde 1999 hasta el 2010, manteniéndose en 4.9% de prevalencia en la

poblacion mexicana. (Villasefior 2012)

Por lo tanto, el propdsito de este trabajo es identificar los mecanismos
de resistencia bacteriana de S. pyogenes, como un problema de impacto
biopsicosocial en nuestro pais, ya que de acuerdo con una revision de
(Barriga 2008) las tendencias en el consumo de antibiéticos en ocho paises
de América Latina, México ocupa el quinto lugar en el consumo de

macrolidos, lincosamidas y estreptograminas en el periodo de 1997 al 2007.

Por esta razén, es importante conocer los mecanismos de resistencia a
antibidticos que presenta S. pyogenes ya que ellos influyen directamente en
la resolucién de que prevalezcan infecciones por dicho microorganismo,

dentro de las primeras causas de mortalidad en nuestro pais.
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lll. OBJETIVO.

Presentar una revision actualizada de los mecanismos de resistencia a
antibidticos de Streptococcus pyogenes y asimismo mencionar el impacto de
las complicaciones bioldgicas, sociales y psicologicas que conllevan a la alta
prevalencia de infecciones por dicho microorganismo, como una

problematica actual en nuestro pais.
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IV. CONTENIDO.

Capitulo 1. Streptococcus pyogenes.

1.1. Generalidades.

Es una bacteria Gram positiva, con morfologia de coco esférico, abarca un
diametro comprendido entre 1 y 2 ym, no motil, forma cadenas cortas en las
muestras clinicas y cadenas de mayor longitud cuando crecen en medios de

cultivo (Figura 1, 2y 3).

Su crecimiento optimo es en agar sangre enriquecida, se inhibe
cuando contiene una concentracion elevada de glucosa, catalasa negativo
B-hemolitico, grupo A de Lancefield. Figura 4. Anexo 1.Existe un manual en

el cual se describen a detalle las caracteristicas y ubicacion.

El marco estructural basico de la pared celular es la capa de
peptidoglucano, la cual, contiene una composicion parecida a la de otras
bacterias Gram positivas. En el interior de la pared celular se encuentran los

antigenos especificos de grupo y de tipo (Figura 5).

El carbohidrato especifico del grupo, el cual constituye el 10% del
peso seco de la célula (antigeno del grupo A de Lancefield) (Figura 6). Es un
dimero de N-acetilglucosamina y de ramosa. Este antigeno se usa para
clasificar a los estreptococos. La proteina M es la principal proteina
especifica de tipo que se asocia a los estreptococos virulentos. Se compone
de dos cadenas polipeptidicas que forman una hélice a. La proteina se ancla
a la membrana citoplasmatica, se extiende a través de la pared celular y
sobresale por encima de la superficie celular. El extremo carboxilo esta

anclado en la membrana citoplasmatica y la porcion de la molécula incluida
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en la pared celular esta muy conservada en todos los estreptococos del
grupo A. El extremo amino, que se extiende sobre la superficie celular,
origina la variedad antigena observada entre los mas de cien serotipos de

proteinas M.

Las proteinas tipo M estan codificadas por un complejo de mas de 20
genes que componen la superfamilia de genes emm., sobre el analisis de la

secuencia de éstos se basa la clasificacion epidemioldgica.

Ademas de la proteina M, en la pared celular se localiza el acido
lipoteicoico y la proteina F. El acido lipoteicoico y la proteina F facilitan la
unién a las células del organismo anfitrién, al formar un complejo con la
fibronectina que se encuentra presente en la superficie de las células del

organismo anfitrion.

Algunas cepas de S. pyogenes forman una capsula externa de acido
hialurénico, no se diferencia a nivel antigeno del acido hialurénico presente

en los tejidos conjuntivos de mamifero (Figura 7).
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Figura 1. Streptococcus pyogenes.
dermapixel.com

Figura 3. Tincion Gram positivo
de Streptococcus pyogenes, por
el Dr. William
Schwanbioweb.uwlax.edu

Figura 2. Streptococcus
pyogenes.
http://sitemaker.umich.edu/mc7/fil
es/streptococcus_pyogenes.jpg

Figura 4. Archivo: Streptococcus
pyogenes agar sangre.jpg
es.wikipedia.org
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Figura 5. Estructura de la superficie celular de Streptococcus
pyogenes y productos secretados. Textbookofbacteriology.net

Figura 6. Microfotografia electrénica de Streptococcus pyogenes (estreptococos
del grupo A) por Maria Fazio, textbookofbacteriology.net
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Figura 7. Esquema de la estructura de S. pyogenes.
phttp://www.drscope.com/privados/pac/pediatria/pa5/agencaus.ht

1.2. Inmunidad.

La capsula de acido hialurénico es poco inmunogénica e interfiere con la
fagocitosis. La region conservada de la proteina M se puede unir a una -
globulina sérica, el factor H, la cual constituye una proteina reguladora de la

ruta alternativa del complemento.

El componente C3b del complemento, un importante mediador de la
fagocitosis, se ve desestabilizado por el factor H. Por ello cuando C3b se
une a la superficie celular en la region de la proteina M es degradado por el

factor H, con lo que se evita la fagocitosis.

El efecto solo se ve superado cuando el paciente produce anticuerpos
opsonicos especificos de tipo frente a la proteina M especifica. La union del

fibrinbgeno a la superficie de la proteina M inhibe también la activacion del


http://www.drscope.com/privados/pac/pediatria/pa5/agencaus.htm
http://www.drscope.com/privados/pac/pediatria/pa5/agencaus.htm
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complemento por la ruta alternativa y reduce la cantidad de C3b unido. Las

proteinas tipo M interfieren en el proceso de fagocitosis.

Por ultimo todas las cepas de S. pyogenes son capaces de producir
una peptidasa de C5a, una serina proteasa que inactiva este componente.
C5a es wuna molécula quimioatrayente de neutrofilos y fagocitos
mononucleares; de este modo se inhibe la formacién de abscesos hasta que
el paciente logra neutralizar la peptidasa por medio de anticuerpos

especificos.

Se ha demostrado que en la adherencia a las células del organismo
anfitrion, median mas de 10 antigenos bacterianos distintos, siendo los mas
importantes el acido lipoteicoico, las proteinas M y la proteina F. La
adherencia inicial es una interaccion débil entre el acido lipoteicoico y los

sitios de union de los acidos grasos en la fibronectina y las células epiteliales.
La adherencia posterior implica a la proteina M, la proteina F y otras
adhesinas que interaccionan con los receptores especificos de las células del

organismo anfitrion.

1.3. Patogenia.

La virulencia de los estreptococos del grupo A esta determinada por la
capacidad de las bacterias de adherirse a la superficie de las células del
organismo anfitriéon (Figura 8), invadir las células epiteliales y producir una
variedad de toxinas y de enzimas. S. pyogenes dispone ademas de otros
mecanismos para evitar la opsonizacion y la fagocitosis, puede invadir las
células epiteliales, se considera que esta internalizacion es importante tanto
para el mantenimiento de las infecciones persistentes (por ejemplo faringitis

estreptocdcica recurrente) como para la invasién de los tejidos profundos.

10
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La hidrofobicidad es un atributo importante de bacterias que contribuye a la
adhesidn y la formacion de biopeliculas. La hidrofobicidad de Streptococcus
pyogenes se debe principalmente al acido lipoteicoico (LTA) en la superficie
estreptocdcica pero el mecanismo por el cual LTA se retiene en la superficie
es dificil de entender. (Harry 2009)

Figura 8. La invasion de estreptococos del grupo A (Streptococcus pyogenes, rojo) en
la célula epitelial humano (marrén) mediante un proceso llamado "membrana fruncido"
.DSM982 Géminis, 5 kV, Inlens:.. Everhart 50:50 Cortesia del Prof. Dr. Rohde, HZI
Braunschweig www.helmholtz-hzi.de/en

1.4. Mecanismos de resistencia de Streptococcus pyogenes a los antibidticos

*Resistencia bacteriana.

Muchas especies de bacterias se conoce que han desarrollado
medios de defensa contra antibidticos, y tales habilidades se han
manifestado como mecanismos de resistencia. Una cepa resistente se define
como aquella que es capaz de multiplicarse en presencia de concentraciones

mayores que las alcanzadas con dosis terapéuticas (Figura 9).

La evolucién en el desarrollo de antibidticos ha sido un proceso

relativamente sencillo y facil de comprender comparado con los sistemas

11
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complejos que poseen las bacterias para desalojarlos de su interior. (Piddock
2006, Putman 2000), (Figura 10).

Varios factores influyen en el surgimiento de cepas resistentes, pero la
presion selectiva ejercida por el uso indiscriminado de antibiéticos es uno de
los mas importantes. Se ha reportado una correlacion entre el consumo de
antibidticos y resistencia de S. pyogenes en infecciones, fenémeno
corroborado en varios paises. (Albrich 2004). En los casos de resistencia a
macrolidos y lincosamidas empeora el prondstico de las infecciones, dado
que son estos los antibidticos de eleccion y por esta razén la vigilancia de la

resistencia en S. pyogenes es de gran importancia.

El antibiotico de primera eleccidn para el tratamiento de infecciones
por S. pyogenes es la penicilina, indicandose los macrélidos y lincosamidas
en los pacientes alérgicos a antibidticos R-lactamicos. Adicionalmente, en
infecciones invasoras se administra clindamicina pues la monoterapia con

penicilina no es absolutamente eficaz. (Mandell 2005)

Las cepas de S. pyogenes Grupo A de Lancefield mantienen
sensibilidad total a la penicilina. En cambio la eficacia de macrdlidos y
azalidos (azitromicina, claritromicina) se ve perjudicada por los mecanismos
de resistencia a macrdlidos, lincosamidas, estreptogramina tipo b, con un
fenotipo MLSB constitutivo o inducible y por eflujo, o que dificulta su uso

empirico. (Casellas 2011)

El mecanismo de resistencia que presenta S. pyogenes hacia los
macrolidos especificamente hacia la eritromicina es mediado por la alteracién
de la entrada de la droga “Efflux”. (Del Grosso 2011). Las cepas que lo
adquieren son resistentes solamente a macrolidos y poseen el fenotipo M.
(Weisblum 1995, Seppala 1998, Weisblum 1995, Clancy 1996)

12
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Este mecanismo consiste en la adquisicién de un gen llamado “mef’ que
codifica para una bomba de expulsion que transporta los macrolidos fuera de
la célula bacteriana. Es importante ya que logra evitar que el antibidtico se
incorpore a la célula bacteriana y lo exporte activamente al medio
extracelular, sin permitir el alcance de la molécula blanco por el farmaco

(alteracion en la entrada de la droga efflux).

En las bacterias, los genes que codifican las bombas efflux se
localizan en el cromosoma o los plasmidos. Existen cinco superfamilias de

proteinas en la bomba de excresion:

1) Familia de casete de union al ATP (ABC, por sus siglas en inglés, ATP
binding cassette).

2) Superfamilia del facilitador mayor (MFS, major facilitator superfamily).

3) Familia de extrusiéon de multifarmacos y toxicos (MATE, multidrug and
toxic-compound extrusion).

4) Familia de resistencia pequefa a multifarmacos (SMR, small multidrug
resistance).

5) Familia de resistencia a division por nodulacion (RND, resistance

nodulation division). (Becerra 2009).

La resistencia a los antimicrobianos individuales o multiples mediada
por la Bomba de “efflux” no sélo ha causado serias preocupaciones, también
tiene restringido las opciones de tratamiento contra las infecciones

bacterianas.
Las bombas de “efflux” reducen la acumulacién de antibiéticos en el

interior de las células bacterianas, y da lugar a una fase lenta en la que el
proceso de flujo de salida de los antibidticos, proporciona tiempo suficiente

13
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para que la bacteria se adapte a los antibidticos y se vuelva resistente a

través de mutaciones o alteraciones de blancos de antibioticos. (Li 2009)

Ademas presenta otro mecanismo de resistencia en el cual se inhibe

la sintesis proteica especificamente en el RNAr en la subunidad 23S.

S. pyogenes adquirio resistencia a estos antibiéticos por la adquisicidon
de un gen que codifica una metilasa en el RNAr bloqueando la unién del
antibidtico. S. pyogenes posee la metilasa por el gen “ermB” la cual confiere
resistencia constitutiva ante macrdlidos, lincosamidas y estreptogramina B,
con el fenotipo MLSB. (Rodriguez 2011)

También puede poseer la metilasa codificada por el gen “ermA”. Las

cepas portadoras de esta metilasa poseen resistencia constitutiva e

inducible a eritromicina y lincosamidas.

14
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Figura 9. Esquema de resistencia bacteriana.
http://mvc.bioweb.dcccd.edu/weblinks/0398levybox2.html

Figura 10. Esquema mecanismos de resistencia bacteriana.
www. lacienciaysusdemonios.com
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1.4.1. Genes de resistencia.

1.4.1.1. Gen mef.

El gen “mef”, es representado principalmente por la subclase A, “mef (A)”,
aunque una pequefa parte de las cepas también puede llevar diferentes

subclases “mef”.

El mecanismo de salida consiste en una bomba codificada por los
genes mef (A) y mef (E), y una proteina de casete de union a ATP, lo que
reduce la concentracion de antibidtico intracelular a niveles subtdxicos, se

asocia con el fenotipo M. (Zhong 2000).

En S. pyogenes, las subclases mef diferentes de mef (A) estan
asociados especificamente con genes de resistencia de otros estreptococos
y estan encerrados en compuestos de elementos genéticos similares a los ya
identificados por S. pyogenes. Es bastante sorprendente que los genes muy
similares estan asociados con diferentes elementos genéticos, de tal forma
especifica. Esto sugiere un origen diferente y o una ruta evolutiva diferente

para las subclases mef.

Es importante distinguir entre las subclases mef asi como sobre la

base del elemento genético que los contiene.

1.4.1.2. Gen erm.

En Streptococcus pyogenes, la resistencia inducible a eritromicina es
debido a la metilacidon postranscripcional de un residuo de adenina en el
RNAr subunidad 23S. (Brenciani 2011). Principalmente por el gen erm

subclase B, “ermB”.
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El mecanismo de resistencia a los macrolidos se da por una metilasa que
media la modificacion del sitio de union ribosomal a los macrolidos y esta
codificada por los genes erm. Esta metilasa se encuentra situada en

transposones conjugativos tales como Tn1545 y TN2010.

Otros mecanismos incluyen mutaciones en el dominio V del RNAr
subunidad 23S, asi como modificaciones de las proteinas ribosomales L4 y
L22, que estan situados en la proximidad inmediata del sitio de union a
macrolidos. El fenotipo de resistencia adquirida por los microorganismos se
define como proteina M. (Seppala 2009). Algunos elementos son

transferibles por conjugacion. (Varaldo 2009)

1.4.2. Fenotipos vy genotipos de cepas resistentes de S. pyogenes.

En México se estudiaron cepas de S. pyogenes, las cuales fueron
identificadas por morfologia de las colonias, y presencia de B-hemdlisis, con
siembra en agar al 5% enriquecido con sangre de oveja al 5%. (Seppala

1993). Se realizaron pruebas de susceptibilidad ante antimicrobianos.

Todas las cepas resistentes a la eritromicina se cribaron para la
presencia de genes relacionados con la resistencia, los productos de

amplificacion se realizaron en geles de agarosa.

Las cepas de S. pyogenes fueron de seis estados (Jalisco, Durango,
Aguascalientes, Morelos, Colima y Nuevo Ledn), se aislaron durante el
periodo 1999-2009 a partir de pacientes con edades comprendidas entre los
1y 82 anos (media de 8 anos). Los sitios de aislamiento fueron de pacientes

con faringitis aguda, y de otros sitios normalmente estériles.
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Los fenotipos de las cepas resistentes a eritromicina identificados en México
fueron de proteina M (vinculado a mefA) 95%, asi como del fenotipo CMLS

(vinculado a ermB) 5%.

Los genes detectados en cepas resistentes a la eritromicina de México
fueron mefA (95%) y ermB (5%). En México, todas las cepas resistentes a
eritromicina pertenecian al grupo no invasivo, es decir a paciente con

faringitis persistentes.

Desde la primera descripcion de resistencia a la eritromicina en 1955,
varios informes han demostrado un aumento progresivo en la prevalencia de
la resistencia a la eritromicina en todo el mundo; este incremento se ha
atribuido al uso de la eritromicina y otros macrolidos en la poblacion. (Granizo
2000, Gagliotti 2006, Malhotra 2007)

De acuerdo con una revision de las tendencias en el consumo de
antibidticos en ocho paises de América Latina, México ocupa el quinto lugar
en el consumo de macrolidos, lincosamidas y estreptograminas durante
1997-2007. La prevalencia de las cepas resistentes a eritromicina aisladas
desde 1999 hasta 2010 se ha mantenido en 4,9%. (Green 2006)

En los fenotipos de las cepas aisladas de S. pyogenes de México, el
fenotipo M fue predominante con el 95%. Se mostr6 que el gen mefA
(asociado con el fenotipo M) el mas frecuentemente asociado con las cepas
resistentes a eritromicina aisladas de pacientes con infecciones no invasivas.
(Villasenor 2012), (Figura 11y 12)
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México

USA

Total of GAS strains
Period of isolates

Patients age range (years)

Invasive
Erythromycin resistance

Phenotypes

Erythromycin resistance-related

genes

467
1999-2009

1-82 (median 8

years)
89/467 (19%)
23/467 (4.9%)

M (95%); cMLS
(5%)

mefA (95%); ermB
(5%)

174
1999-2010

5-91 (median 41 years)

148/174 (85%)
9/174 (5.2%)

iMLS (33.3%); iMLS-D (33.3%); M
(33.3%)

ermTR (56%); mefA (33%); none
(11%)

Figura 11.Demografia y caracteristicas generales de cepas de S. pyogenes estudiadas de
pacientes con infecciones invasivas y no invasivas en México y USA. (Villasefior 2012)

Figura 12. Analisis de pruebas de PCR en cepas
resistentes a la eritromicina usando primers

especificos para la deteccion de mefA (linea1), ermB 19
(linea 2). (Villasefior 2012)
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1.5. Factores de virulencia.

1.5.1. Toxinas.

Exotoxinas pirégenas estreptococicas (Spe) .Conocidas inicialmente como
toxinas eritrogénicas, son fabricadas por las cepas lisogénicas de los
estreptococos. Se han descrito 4 toxinas termolabiles inmunolégicamente
distintas (Spe A, Spe B, Spe C, Spe F), estas toxinas actuan como
superantigenos e interaccionan tanto con macrofagos como con los linfocitos
T cooperadores con un aumento en la liberacibn de citocinas
proinflamatorias. Se cree que esta familia de exotoxinas es responsable de
muchas de las manifestaciones clinicas de las enfermedades graves por
estreptococos, incluida la fascitis necrosante y el sindrome del shock téxico
estreptococico, ademas del exantema observado en pacientes con

escarlatina.

1.5.2. Enzimas.

Estreptolisina S es una hemolisina estable en presencia de oxigeno,
no inmunogénica y ligada a la célula que puede lisar eritrocitos, leucocitos y
plaquetas. La estreptolisina S puede estimular también la liberacién de los
contenidos lisosémicos después de ser englobada por este organulo y
provoca la subsiguiente destruccion de la célula fagocitica. La estreptolisina
S se produce en presencia del suero (la s indica soluble en suero) y es
responsable de la B- hemolisis caracteristica que se observa en el medio de

agar sangre.
Estreptolisina O es una hemolisina labil al oxigeno capaz de lisar los

eritrocitos, leucocitos plaquetas y células en cultivo. Se forman anticuerpos

con facilidad frente a la estreptolisina O (ASO), una caracteristica que los
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distingue de la estreptolisina S, y sirven para demostrar una infeccion
reciente por estreptococos del grupo A (prueba anti -ASO). La estreptolisina
O se inhibe de forma irreversible por colesterol de los lipidos cutaneos, de
manera que los pacientes con éstas infecciones no desarrollan anticuerpos
frente a ASO.

Estreptocinasa 6 fibrolisina (A y B). Estas enzimas intervienen en la
degradacion del plasmindgeno, con la consiguiente liberacion de la proteina
plasmina, que a su vez se encarga de la degradacién de la fibrina y el
fibrindgeno con la lisis de los coagulos y depdsitos de fibrina. Por tanto estas
enzimas pueden lisar los coagulos de sangre y los depésitos de fibrina y
facilitar la rapida diseminacion de S. pyogenes por los tejidos infectados. Los
anticuerpos frente a estas enzimas (anticuerpos frente a estreptocinasa) son

un marcador util de infeccion.

Desoxirribonucleasas (DNAasas A-D). Estas enzimas no son citoliticas
pero pueden despolimerizar el acido desoxirribonucleico existente en el pus
(DNA). Este proceso reduce la viscosidad del material del absceso y facilita
la diseminacion de los microorganismos. Los anticuerpos desarrollados frente
a la DNAasa B son un marcador importante de las infecciones (prueba anti
DNAasa B), sobre todo en pacientes con infecciones cutaneas porque no

elaboran anticuerpos frente a la estreptolisina O.

El componente C5a del complemento media en la inflamacion
reclutanto y activando las células fagociticas. La C5a peptidasa interrumpe
este proceso porque degrada el C5a. Se han descrito otras enzimas, incluida

la hialuronidasa y la difosforidina nucleotidasa. (Murray 2009)
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Capitulo 2. Enfermedades producidas por S. pyogenes.

2.1. Faringitis.

La faringitis bacteriana aguda es causada de manera tipica, por S. pyogenes,
que abarca en promedio 5 a 15% de todos los casos de faringitis aguda en

adultos; las cifras varian con la estacién del afio (Figura 13).

Los signos y sintomas que acompafan a la faringitis aguda no son
elementos fiables para entrever cual es el agente causal; sin embargo el

cuadro causal puede sugerir mayor probabilidad de una causa que la otra.

Los signos clinicos de faringitis aguda por S. pyogenes van desde un
cuadro relativamente benigno o leve son muchos de los sintomas
recurrentes, hasta un trastorno clinicamente grave con dolor faringeo
profundo, fiebre escalofrios y dolor abdominal. Por lo comun se detecta
hiperemia de la membrana faringea con hipertrofia amigdalina y exudado,
junto con dolor a la palpacién de los ganglios cervicales anteriores. Por lo
regular no se advierten las manifestaciones como la tos y en caso de

haberla, sugieren que un virus es un agente patogeno.

La complicacion mas conocida es la fiebre reumatica, pero sigue
siendo pequefio el riesgo de que surja después de una infeccién aguda.
Otras complicaciones sugieren glomerulonefritis aguda e innumerables
cuadros supurados como absceso periamigdalino, otitis media, mastoiditis,
sinusitis, bacteremia y neumonia, cuadros que presentan frecuencias muy
bajas. Con la antibioticoterapia se evita la aparicion de fiebre reumatica; sin
embargo no hay pruebas de que se evite glomerulonefritis aguda. Algunos
datos respaldan el uso de antibidticos para impedir el absceso

periamigdalino. Los abscesos por lo comun conllevan dolor faringeo intenso,
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disfagia, fiebre y deshidratacion, a menudo con desplazamiento medial de la

amigdala en la exploracion.

2.2. Escarlatina.

La escarlatina es a menudo una faringitis, acompafada de un
exantema caracteristico. El exantema aparece por los efectos de una de las
tres toxinas denominadas en la actualidad exotoxinas pirdgenas
estreptococicas A, B y C, que antiguamente recibian el nombre de toxinas
eritrogenas o de la escarlatina. En el pasado se creia que la escarlatina
reflejaba la infeccion de una persona que carecia de inmunidad especifica.
Hay estudios que dicen que la aparicion de la escarlatina refleja una reaccion

de hipersensibilidad tras una exposicion previa a la toxina (Figura 14).

Los sintomas de la escarlatina son los de la faringitis sola. El
exantema aparece de ordinario el primer o segundo dia de la enfermedad en
la parte superior del tronco y se extiende hasta las extremidades, aunque
respetando las palmas de las manos y las plantas de los pies. El exantema
esta formado por papulas minusculas que confieren a la piel un tacto

caracteristico de “papel de lija”.

Los signos asociados consisten en palidez peribucal, “lengua en
frambuesa” (aumento de tamafo de las papilas en una lengua cubierta que
mas tarde se descarna) y acentuacion del exantema en los pliegues
cutaneos. El exantema remite en seis a nueve dias y algun tiempo después

las palmas y las plantas se descaman.
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2.3. Impétigo (piodermia).

El impétigo es una infeccion superficial de la piel, afecta sobre todo a nifios
pequenos, suele producirse durante los meses calidos y es mas comun en
los paises semitropicales O tropicales que en las regiones mas frias. La
infeccion es mas frecuente en los niflos que viven rodeados de falta de
higiene. En los estudios prospectivos se ha comprobado que la colonizacion
de la piel intacta por S. pyogenes precede a la infeccién clinica. Un
traumatismo leve, como un arafazo o la picadura de un insecto, basta para
inocular los microorganismos en la piel. Por consiguiente, la mejor forma de

evitar el impétigo consiste en mantener una higiene adecuada (Figura 15).

Las zonas que suelen resultar afectadas son la cara (particularmente
alrededor de la nariz y de la boca), y las extremidades inferiores, aunque
también se detectan lesiones en otras partes del cuerpo. Cada lesion
comienza como un grupo de papulas rojas que pronto se convierten en
vesiculas y pustulas que se rompen y se funden formando las caracteristicas
costras con forma de panal. De ordinario, las lesiones son indoloras y los

pacientes no parecen enfermos.
La fiebre no es una de las caracteristicas del impétigo y, si aparece,
indica que la infeccion se ha extendido a los tejidos profundos o un

diagndstico alternativo.

2.4. Erisipela.

Es una de las formas de celulitis se caracteriza por la tonalidad rojo
oscura de la piel afectada, que forma una meseta, claramente limitada por la
piel normal circundante. La lesién es calida al tacto, a veces resulta dolorosa

con la palpacién y presenta una apariencia brillante y tumefacto (Figura 16).
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La piel tiene a menudo una textura de piel de naranja que se atribuye a la
afeccion de vasos linfaticos superficiales. A veces se forman vesiculas o
ampollas superficiales, de ordinario tras dos o tres dias. Por lo general la

lesion aparece en algunas horas y se vincula con fiebre y escalofrios.

La erisipela suele afectar a determinadas regiones. La zona malar del
rostro (que a menudo se extiende sobre el puente de la nariz, o a la region
malar contralateral) y las extremidades inferiores. La inoculacién de
microorganismos en la piel ocasiona una infeccion en la piel y los tejidos
subcutaneos, llamada también celulitis. La via de acceso puede ser una
herida traumatica o quirurgica, la picadura de un insecto o cualquier otra

herida cutanea. La via de acceso casi nunca resulta evidente.

Suele aparecer en las regiones que han sufrido una alteracion del
drenaje linfatico normal: lugares afectados por un episodio previo de celulitis,
el brazo homolateral a una mastectomia y a la diseccion del ganglio linfatico
axilar, una extremidad inferior que haya sufrido venosis trombosa profunda o
linfoedema crénico o tras la extraccidon de la vena safena. EI microorganismo
puede penetrar por una rotura de la barrera dérmica situada a cierta distancia

del punto en el que aparecera la celulitis clinica.
Estas infecciones de heridas suelen incluir un exudado ligero y se
propagan con rapidez, en forma de celulitis de la piel y los tejidos

subcutaneos o como una infeccion de los tejidos mas profundos.

2.5. Fascitis necrosante.

Denominada también gangrena, se define como una infeccion de las
fascias superficiales o profundas que recubren los musculos de una

extremidad del cuerpo. La fuente de la infeccidbn puede ser la piel (los
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microorganismos se introducen en el tejido debido a un traumatismo) o la
microflora intestinal; en este caso, los patégenos se liberan durante una
intervencién quirurgica abdominal o a partir de una fuente intestinal oculta,

como un absceso del apéndice (Figura 17).

El lugar de la inoculacion, puede no ser evidente y, a menudo, se
encuentra a cierta distancia del punto de afeccién clinica; la introduccion de
microbios a través de un traumatismo leve de la mano puede asociarse con

la infeccidn clinica de los tejidos que recubren el hombro y el torax.

En general, S. pyogenes participa en casi 60 % de los casos de
fascitis necrosante; el inicio de los sintomas suele ser bastante aguda y esta
caracterizado con dolor intenso, malestar general, fiebre, escalofrios vy
postracion general, a medida que avanza la infeccion (a menudo en cuestién

de horas).

La magnitud de los sintomas se agravan, las lesiones secundarias se
tornan mas evidentes y aparece un eritema oscuro o moteado y edema., el
notable dolor con la palpacién de la zona afectada evoluciona hasta la
anestesia y la propagacion del proceso inflamatorio produce el infarto de los

nervios cutaneos.

2.6. Neumonia.

En ocasiones S. pyogenes provoca neumonia, por lo general de
personas previamente sanas. Los sintomas aparecen de forma subita o
gradual y suelen consistir en dolor precordial pleuritico, fiebre, escalofrios y

disnea.
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Casi siempre se observa tos aunque no suele ser un rasgo destacado,
alrededor del 50% de los pacientes sufren un derrame pleural asociado, al
principio de la enfermedad se detecta en la radiografia de térax la presencia

de liquido del cuyo tamafno aumenta rapidamente.
Estas acumulaciones pleurales deben drenarse ya que tienden a
enclaustrarse pronto, lo que se traduce en una reaccion fibrética cronica que

debe eliminarse mediante toracotomia (Figura 18).

2.7. Bacteremia.

La bacteremia por S. pyogenes se vincula a menudo con una infeccion
local identificable: aparece de forma excepcional con faringitis no complicada
en ocasiones con celulitis 0 neumonia, con relativa frecuencia, con fascitis
necrosante. La bacteremia sin una fuente identificada eleva la probabilidad

de endocarditis, un absceso oculto u osteomielitis (Figura 19).

2.8. Sindrome del shock téxico estreptocdccico.

Aunque la incidencia de enfermedad grave por S. pyogenes ha
disminuido, la tendencia se modifico mucho a finales de los afnos 80 cuando
se describieron infecciones con toxicidad multisistémica. Los pacientes
afectados por este sindrome, presentaban al principio una inflamacién de
tejidos blandos en el lugar de la infeccién y sintomas inespecificos como

fiebre, escalofrios, malestar general, nauseas, vomitos y diarrea (Figura 20).

El dolor se intensifica segun la enfermedad progresa hasta provocar
shock e insuficiencia multiorganica (por ejemplo rindn, pulmones, higado y
corazon), los pacientes con enfermedades estreptocécicas sufren bacteremia

y la mayoria tiene fascitis necrosante.
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Aunque los sujetos de cualquier edad son susceptibles a padecer el
sindrome del shock toxico estreptocécico, los pacientes con ciertas entidades
presentan un riesgo mas elevado, como aquellos con infeccién por VIH,
cancer, diabetes, enfermedad pulmonar cardiaca, infeccion por el virus de la
varicela zoster, asi como los adictos a drogas por via parenteral y los

alcoholicos.

Las cepas de S. pyogenes responsables de este sindrome son
diferentes de las cepas que producen faringitis, ya que la mayoria de las
primeras corresponde a los serotipos N1 6 3 y muchas de ellas se rodean de
prominentes capsulas mucopolisacaridas de acido hialurénico (cepas

mucoides).

2.9. Fiebre reumatica.

La fiebre reumatica es una complicacion no supurativa de la
enfermedad asociada a S. pyogenes. Se caracteriza por la aparicion de
alteraciones inflamatorias que afectan al corazén, a las articulaciones, los
vasos sanguineos y los tejidos subcutaneos. La afectacién cardiaca se
manifiesta con una pancarditis (endocarditis, pericarditis, miocarditis) y se
asocia a menudo a la presencia de nédulos subcutaneos. Puede producir
una lesion crénica y progresiva de las valvulas cardiacas. Las
manifestaciones articulares pueden abarcar desde artralgias hasta una
artritis manifiesta con alteracion de numerosas articulaciones con un patrén

migratorio (es decir, la afectacion pasa de una articulacion a otra) (Figura 21).

La fiebre reumatica se asocia a la faringitis estreptocécica, pero no a
las infecciones cutaneas estreptocécicas. Como cabria esperar las
caracteristicas epidemioldgicas de esta entidad remedian a las de la faringitis

estreptococica. Es mas frecuente en escolares de corta edad, sin
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predileccion por el sexo y se registra principalmente durante el otofio y el
invierno. Aunque esta enfermedad afecta con mayor frecuencia a pacientes
con faringitis estreptococicas graves hasta un tercio de estos presenta una

infeccion leve o asintomatica.

Las cepas reumatogenas inducen una enérgica respuesta de
anticuerpos de todos los pacientes con faringitis. La fiebre reumatica puede
recurrir debido a infecciones estreptocécicas posteriores en ausencia de

profilaxis antibiotica. El riesgo de recidiva disminuye con el tiempo.

Debido a que no hay una prueba diagndstica especifica para
identificar a los pacientes con fiebre reumatica, el diagnostico se hace sobre
la base de los hallazgos clinicos y la evidencia documentada de una

infeccion reciente por S. pyogenes como son:
-Los resultados de los cultivos
-La deteccién del antigeno de grupo A

-Una elevacion de los cuerpos anti-ASO anti-DNAasa B ¢ anti-hialuronidasa

La ausencia de un titulo de anticuerpos elevado o en ascenso deberia

ser una importante evidencia en contra del diagnostico de fiebre reumatica.

2.10. Glomerulonefritis aguda.

La segunda complicacion no supurativa de la enfermedad
estreptocdcica es la glomerulonefritis aguda, la cual se caracteriza por una
inflamacion aguda de los glomérulos renales, hipertensién, hematuria y

proteinuria.
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A diferencia de la fiebre reumatica la glomerulonefritis aguda es una secuela
de las infecciones estreptococicas piodérmicas y faringeas; sin embargo, los
serotipos N nefrogénicos son distintos en las dos enfermedades primarias.
Las caracteristicas epidemioldgicas son semejantes a las de la infeccidn
estreptococica inicial. El diagnostico se basa en las manifestaciones clinicas

y el hallazgo de una infeccion reciente (Figura 22).

Los pacientes jévenes acostumbran a disfrutar de una recuperacion
sin complicaciones, pero en los adultos no se ha definido adecuadamente el
prondstico a largo plazo. En este grupo de pacientes se han observado

perdidas progresivas e irreversibles de la funciéon renal. (Harrison 2009)

Figura 14. Escarlatina.

Figura 13. Faringitis. cuidatusaludcondiane.com

www.umm.edu
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Figura 15. Impétigo.
igb.es

Figura 16. Erisipela.
umm.edu

Figura 17. Fascitis necrosante.
artroimagen.com

Figura 18. Neumonia.
mbeneumologia.org

Figura 19. Bacteremia.
http://www.noticiassalud.com/518

3/bacteriemia.html

Figura 20. Sindrome de shock
téxico estreptocdccico.
pediatroblastos.com
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Figura 21. Fiebre reumética. Figura 22. Glomerulonefritis

lookfordiagnosis.com aguda.
http://www.noticiassalud.com/5242
[5242 .html

2.11. Diagnostico vy tratamiento de las infecciones producidas por

S. pyogenes.

2.11.1. Pruebas de laboratorio.

*Microscopia.

La tincion de Gram de las muestras de los tejidos afectados se puede utilizar
con el fin de elaborar un diagnéstico rapido y preliminar de la infeccién del
tejido blando o del piodermia producido por S. pyogenes. La deteccién de
cocos Gram positivos agrupados en parejas o en cadenas asociados a
leucocitos es relevante debido a que los estreptococos no suelen colonizar la

superficie cutanea.
Por el contrario los estreptococos forman parte de la microflora

bucofaringea normal, por lo que su presencia en una muestra respiratoria de

un paciente aquejado de faringitis tiene escaso valor pronéstico.
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*Deteccion de antigenos.

Se pueden emplear muchas pruebas inmunoldgicas que utilizan anticuerpos
que reaccionan con los carbohidratos especificos de grupo de la pared de la
célula bacteriana para identificar los estreptococos del grupo A en frotis de
faringe de manera directa. Se trata de pruebas rapidas, econdémicas y
especificas, pero su sensibilidad es baja (posiblemente no superior al 90%).
Todos los resultados negativos se deben confirmar con un cultivo de faringe.
Las pruebas de antigenos no se emplean en enfermedades cutaneas o no

supurativas.

*Pruebas basadas en los acidos nucléicos.

Consiste en una prueba con sonda de acidos nucléicos y otra de
amplificacion de los mismos comercializados para detectar S. pyogenes en
las muestras de faringe. Aunque la sensibilidad de la prueba con sonda
equivale a los estudios inmunolégicos y resulta menos sensible que el
cultivo, la prueba de amplificacion tiene la misma sensibilidad que este y no

se necesitan pruebas de confirmacion cuando el resultado es negativo.

*Cultivo.

Se deben tomar muestras de la bucofaringe posterior (por ejemplo las
amigdalas) a pesar de la dificultad que implica la obtencion de exudados
faringeos en la poblacion pediatrica. La densidad bacteriana es menor en las
zonas anteriores de la boca y la cavidad bucal (particularmente la saliva) se
encuentra colonizada por bacterias que inhiben el crecimiento de S.

pyogenes.
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Por tanto la contaminacidén de una muestra bien recogida puede enmascarar
o inhibir el crecimiento. El aislamiento de S. pyogenes en las infecciones

cutaneas no entrafia ninguna dificultad.

Se levanta la costra y se cultivan el material purulento y la base de la
lesién. Las muestras para cultivo no se deben obtener a partir de pustulas
cutdaneas abiertas en fase de drenaje, ya que podrian presentar una
sobreinfeccién. Estos microorganismos se recuperan con facilidad a partir de
cultivos tisulares y hemocultivos procedentes de pacientes aquejados de
erisipela o celulitis puede existir un numero relativamente bajo de bacterias.

Los estreptococos son exigentes desde el punto de vista nutricional.

*|dentificacion.

Los estreptococos del grupo A se identifican de forma definitiva
mediante la demostracion del carbohidrato especifico del grupo, una técnica
que no era practica hasta que se introdujeron las pruebas de deteccion de

antigeno directas.

La distincion entre S. pyogenes y otras especies de estreptococos
mediante el antigeno A especifico de grupo se puede determinar por su
susceptibilidad a bacitracina o por la presencia de la enzima L-pirrolidonil-
arilamidasa (PYR).

La susceptibilidad a la bacitracina se analiza colocando un disco
saturado de bacitracina dentro de una placa inoculada con estreptococos del
grupo A; tras una noche de incubacion, las cepas que se inhiben por la

bacitracina se consideran estreptococos del grupo A.
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La prueba PYR mide la hidrélisis de L-pirrolidonil-B-naftilamida y la liberacién
de B-naftilamina, que en presencia de p-dimetilaminocinnamaldehido da
lugar a un compuesto rojo. La ventaja de esta prueba especifica es que se
tarda menos de un minuto en determinar si la reaccion es positiva (S.

pyogenes) o negativa (todos los demas estreptococos).

*Deteccion de anticuerpos.

Los pacientes con enfermedad por S. pyogenes tienen anticuerpos
frente a varias enzimas especificas. Aunque los anticuerpos que se generan
frente a la proteina M desempefian una destacada funcién para mantener la
inmunidad, estos anticuerpos aparecen tardiamente en la evolucién clinica

de la enfermedad y son especificos de tipo.

Al contrario, la determinacién de los anticuerpos frente a la
estreptolisina O (prueba de ASLO) es util para confirmar el diagndéstico de
fiebre reumatica o glomerulonefritis aguda derivadas de una faringitis

estreptocdcica reciente.

Estos anticuerpos aparecen entre tres y cuatro semanas tras la
exposicion inicial al microorganismo y luego persisten. L aprueba de la anti-
DNAasa B se debe realizar en caso de sospecha de glomerulonefritis

estreptocdcica.

2.11.2. Tratamiento.

S. pyogenes es muy sensible a la penicilina. En los pacientes con
antecedentes de alergia a la penicilina se puede usar eritromicina o0 una

cefalosporina oral.
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Capitulo 3. Métodos de laboratorio para determinar susceptibilidad a

los antibioticos.

3.1. Deteccidon molecular de resistencia antimicrobiana.

3.1.1. Introduccién.

La determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de una muestra clinica
es a menudo crucial para una 6ptima terapia antimicrobiana de los pacientes
infectados. Esta necesidad aumenta con el incremento de la resistencia y la

aparicion de microorganismos multirresistentes.

Las pruebas son necesarias no solo para la terapia sino también para
controlar la propagacion de microorganismos resistentes. Procedimientos
estandar y puntos de interrupcion se han definido para predecir
terapéuticamente la resistencia, tanto en el tiempo asi como en diferentes

ubicaciones geograficas.

Sin embargo, la presencia de un gen de resistencia no conduce
necesariamente al fallo del tratamiento porque el nivel de expresion puede

ser bajo.

La resistencia puede ser causada por una variedad de mecanismos:

1. La presencia de una enzima que inactiva el agente antimicrobiano.

2. La presencia de una enzima alternativa para la enzima que es inhibida por
el agente antimicrobiano.

3. Una mutacion en el blanco terapéutico del agente microbiano.

4 Modificacion postranscripcional.

5. Reducir la captacion del agente antimicrobiano.
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6. Una salida activa del agente antimicrobiano.

7. La sobreproduccion de la meta del agente antimicrobiano.

Ademas, la resistencia puede ser causada por un mecanismo no
reconocido previamente. Por otro lado un gen que no se expresa in vitro se
puede expresar in vivo. Existen métodos basados en sistemas de deteccion
de acidos nucléicos, que detectan la presencia de genes de resistencia y
desempefian un papel critico en la elucidacion de los mecanismos de

resistencia.

Estos métodos se han ampliado enormemente y son cada vez mas
accesibles para laboratorios de microbiologia clinica. Esta accesibilidad no
se limita a la deteccion e identificacion de microorganismos
sino que se extiende a la deteccion de propiedades de estos
microorganismos, tales como factores de virulencia y resistencia a
antimicrobianos. Las técnicas moleculares han estado en desarrollo durante
los ultimos 30 afios, pero el progreso a lo largo de la ultima década ha sido

particularmente rapido.

La aplicacion de la tecnologia basada en acidos nucléicos es
particularmente util para microorganismos de crecimiento lento o no
cultivable y para la deteccién de mutaciones puntuales o ciertos genotipos.
Figura 26. (Fluit 2001)

3.1.2. PCR.
*Definicion:
Es un método no dependiente del cultivo bacteriano para la identificacion de

especies; mediante la amplificacion de porciones especificas de DNA en una

muestra (templete).
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*Aplicacion:
Identificacion de microorganismos predeterminados a partir de muestras

clinicas o cultivos puros.

*Ventajas:
En comparacién al resto de las pruebas de identificacion:
*Mayor sensibilidad.
En comparacion a la identificacion fenotipica:
*Menor tiempo y costo.
*Facil manejo de muestras bucales y de otros sitios con proporciones
elevadas de especies fastidiosas.

*Permite la identificacion de especies no-cultivables.

*Desventajas:

En comparacién a la identificacion fenotipica:
*No permite la realizacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en
paralelo a la identificacion.

En comparacion a la identificacion fenotipica e hibridaciones DNA-DNA:
*No permite la cuantificacion de especies (excepto PCR en tiempo real).

En comparacién a hibridaciones DNA-DNA:

*Bajo numero de especies evaluadas.

La técnica de diagnéstico de PCR, (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) es ampliamente utilizada después de la introduccién de una
DNA polimerasa termoestable de Thermus aquaticus (Taq polimerasa de
DNA) asi como el desarrollo de la sintesis automatizada de oligonucleétidos

y los termocicladores.
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Implica ciclos repetitivos de desnaturalizacion, alineamiento de primers y
extension para producir multiples amplificaciones de una secuencia

determinada de DNA. Sus caracteristicas son:

*Especificidad: determinada por el disefio de los primers.

*Sensibilidad: hipotéticamente 1 célula.

En especifico para genes de resistencia de S. pyogenes los primers
que se utilizan son los siguientes: para mefA, 5-AGT ATC ATT AAT CAC
TAG TGC-3 'y 5-TTC TTC TGG TAC TAA AAG TGG-3'; y para ermB, 5'-
GTG CGA AAA AAG TAC TCA ACC-3 'y 5-AGT AAC TAA ATT GGT ACT
GTT TAC-3'.

PCR implica ciclos de calentamiento de la muestra para la
desnaturalizacion, hibridacion de los primers, y elongacion de los primers
por una DNA polimerasa termoestable. En teoria, cada ronda
de amplificacion da una duplicaciéon del numero de DNA de las
moléculas blanco, pero el proceso es muy pocas veces eficaz al 100%
debido a la presencia de inhibidores, y en las ultimas rondas de amplificacion
la DNA polimerasa puede ser limitada. Sin embargo, durante los ultimos
afos, los nuevos desarrollos en esta tecnologia han ampliado la aplicabilidad
de PCR (Figura 23 y 24).
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Figura 23. PCR.
es.wikipedia.ora

Figura 24. PCR
foodsafetvwatch.com
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3.2. Antibiogramas.

Los antibiogramas son estudios que se realizan in vitro y nos permiten
determinar la resistencia o el grado de sensibilidad de los microorganismos
frente a los diferentes antimicrobianos; en lo posible tratan de reproducir las
condiciones en que se encuentra el agente infeccioso dentro de los tejidos o

los liquidos organicos.

En la actualidad no se justifica implementar tratamiento con
antimicrobianos selectivos en ausencia de un diagndstico clinico y de
estudios bacterioldgicos previos, excepto que se trate de infecciones agudas
de origen desconocido que requieran un tratamiento de emergencia, porque

amenazan la vida del paciente.

En esos casos, debe suministrarse un antimicrobiano selectivo en
forma empirica hasta que se obtenga el resultado del antibiograma, que nos

indicara si debe continuarse o no con el antimicrobiano elegido.

El antibiograma es necesario en las siguientes situaciones:

*Cuando no se puede prever o se desconoce la sensibilidad a los
antimicrobianos de uso frecuente de un microorganismo aislado.

*Como vigilancia epidemiolégica, para detectar la emergencia de patégenos
resistentes e informar sobre la evolucién de las resistencias conocidas.

*En infecciones microbianas graves que comprometen seriamente la vida del
paciente.

*Cuando el cuadro clinico no responde al tratamiento antimicrobiano clasico
para esa enfermedad. En este caso, es conveniente suspender el tratamiento
al menos 72 horas antes de tomar la muestra y siempre que el cuadro clinico

lo permita.
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En cambio el antibiograma no es necesario cuando:

*Se trata de microorganismos en los que no se han informado resistencias,
microbianas.

*Se trata de gérmenes que han conservado su susceptibilidad a un
antimicrobiano selectivo.

*El cultivo del microorganismo presenta demasiadas dificultades técnicas.

Los métodos mas conocidos de antibiogramas para bacterias, en

general son:

*Dilucion en caldo.
+Difusién en agar.

*Dilucion en agar.

Los mas utilizados son los dos primeros. El método de dilucién en
caldo es el mas exacto y el que posee mayor valor clinico, pero también es
complicado, costoso y prolongado; por estos motivos solo se usa para casos

especiales.

El método de difusién en agar no es tan exacto como el anterior pero
resulta menos costoso, mas practico, sencillo y satisfactorio para la practica

clinica (Figura 26).
El método de dilucion en agar se utiliza poco, porque es lento y

costoso, ademas no permite el desarrollo de todos los microorganismos para

estudiarlos (Figura 27).
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*Método de difusidon en agar.

Fue estandarizado por Kerry-Bauer en los Estados Unidos en 1966,
representa la prueba de susceptibilidad mas ampliamente utilizada en
bacteriologia clinica, porque permite obtener resultados bastante exactos
mediante un método estandarizado, sencillo, de ejecucién rapida, econdmica

y facil de reproducir (Figura 25 y 28).

Puede realizarse como método cuantitativo, semicuantitativo o
cualitativo, éste ultimo es el mas utilizado. El comité de expertos de la OMS
(NCCLS EN SU DOCUMENTO M7-T) publico las normas para efectuar
algunas modificaciones el descrito por Bauer de manera que los resultados
sean comparables en todas partes del mundo. Estas normas tienen en

cuenta:

*Condiciones de la cepa.

*Debe aislarse el material en estudio.

*Debe obtenerse en forma de cultivo puro.

*Debe ser el agente etioldgico del proceso infeccioso.

*Podran utilizarse cepas de referencia cuando existan dudas en el material

que se usa.

*Cualidades de los discos de papel.

*Deben tener un tamafio de 5 a7 mm y un espesor de 0,02 mm.

*Deben cargarse con una concentracion de antimicrobiano selectivo de
manera que se obtenga una zona de inhibicidn no mayor de 40 mm.

*La cantidad del antimicrobiano selectivo que contiene cada disco debe ser

justa, porque una sobrecarga falsearia los resultados.
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*Deben mantenerse almacenados a temperaturas de 4° C o, segun las
Instrucciones del fabricante, para que no haya deterioro en la potencia de la
droga.

*Tiene que estar en un ambiente con sustancias desecadoras para evitar los

vapores de condensacion al almacenarlos en el refrigerador.

*Requisitos del medio de cultivo.

Se propone el empleo del agar de Muller-Hinton porque:

*Da resultados satisfactorios con las cepas de referencia.

*Permite el desarrollo de la mayoria de los microorganismos patégenos.

*No antagoniza con ninguno de los antimicrobianos selectivos con los que se
realiza la prueba.

*PoseeunpHde 7,2a7/4.

*Indicaciones para la preparacion de las placas.
*El medio debera distribuirse uniformemente en la caja.
*La altura del medio debe ser de 4 mm para que pueda estandarizarse la
difusion de la droga, porque si se disminuyera el espesor de la capa de agar
se obtendrian halos de inhibicién mas amplios.

*Control de calidad.

Cada vez que se utiliza un nuevo lote de discos o agar deben

probarse con las siguientes cepas de referencia: Staphylococcus aureus,

Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa.
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*Técnica.

*A partir de un cultivo puro del microorganismo que se va a estudiar, con un
desarrollo de 18 horas en placa de agar, se toman 4 a 5 colonias y se las
suspende en caldo Muller-Hinton o en un hidrolizado de soja y caseina.

*Se incuba entre 2 y 5 horas.

*Inmediatamente se sembrara una placa con agar de Muller-Hinton segun la
siguiente técnica, se embebe un hisopo de algodon estéril en el inoculo, se
elimina el exceso de liquido contra las paredes del tubo y se aplica sobre la
superficie del agar estriandolo tres veces.

*Se deja secar entre 3 y 5 minutos.

*Con una pinza estéril de puntas finas se colocan, sobre la superficie del agar
sembrado con discos individuales; éstos llevan impresa la abreviatura del
antimicrobiano selectivo en el cual se encuentran embebidos y la serie a la
cual pertenecen.

*Se deja la placa no menos de media hora a temperatura ambiente para que
el disco absorba agua del medio de cultivo y asi permita la difusion radial del
antimicrobiano selectivo, lo que produce un gradiente de concentracion.

*Luego se incuba durante 12 a 18 horas a 37° C. (Negroni 2009)

Figura 25. Técnica de difusion en agar.
cuencarural.com
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Figura 26. Prueba epsilométrica o E-test. apcontinuada.com

Figura 27. Métodos de difusion en agar. apcontinuada.com

Figura 28. Halo de inhibicion.
2abiotecno.blogspot.com
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Capitulo 4. Impacto biopsicosocial de la resistencia a los

antibiéticos de S. pyogenes.

4.1. Impacto social.

Resistencia a los antibioticos ha aumentado, al mismo tiempo, el desarrollo
en el suministro de medicamentos nuevos para reemplazar a los que son
ineficientes ha ido disminuyendo, lo que lleva a la preocupacion de que
pronto se puede carecer de medios eficaces para tratar las infecciones

bacterianas.

Se ha dicho que el descubrimiento de antibiéticos ha cambiado la
medicina de un diagnostico para convertirla en una disciplina terapéutica. El

acceso a antibidticos eficaces es de valor fundamental para la sociedad.

Es dificil presentar un panorama completo de la magnitud del
problema que sea evaluable a expertos clinicos. La resistencia es un
fendmeno mundial que afecta a muchos tipos de infecciones, particularmente
en los paises en desarrollo. A pesar de algunas variaciones de un afo a otro,

la resistencia a antibioticos ha sido bastante constante en el tiempo.

Los costos sociales son directos hacia la atencion de la salud y el
valor de la productividad (Figura 29). Otro motivo de preocupacién es el
hecho de que las empresas farmacéuticas parecen haber reducido la
inversion en la investigacion de nuevos antibidticos por falta de incentivos

economicos mas prometedores.

La preservacion de la eficacia de las sustancias presentes implica la

restriccion del uso, La condiciéon de todo el uso de antibidticos es con receta
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meédica, y hacer hincapié en la importancia de escoger la terapia éptima con

respecto a la sustancia.

La administracion, la dosis, la duracion, y la eleccion del tratamiento
optimo requieren el acceso a medios de diagndstico rapidos y fiables que

pueden ser un problema fuera del ambito hospitalario.

Frente a los pacientes afectados que presentan sintomas de dificil
diagndstico, los médicos requieren prescribir antibiéticos de amplio espectro
que causen efectos adversos sobre la resistencia, con el inconveniente que
ciertos sectores de la poblacion no cuentan con incentivos econdmicos

suficientes para cubrir los gastos.

Esta situacion aumenta la preocupacion en relacion con el acceso a
los antibidticos para los pacientes menos préosperos y, por tanto, se limita el
acceso, asimismo aumentan los costos de desarrollo en la investigacion,

afectando la propiedad de las empresas farmacéuticas.

La oferta de nuevos antibioticos depende de la investigacion y el
desarrollo para descubrirlos y comercializarlos. El resultado de este proceso
depende de lo dificil que resulte para los investigadores identificar las

sustancias con las caracteristicas deseadas.

Cada vez son mas rigurosos los requisitos para la aprobacion, mas
recursos se necesitan para satisfacer dichas normas. En cuanto a los
antibidticos, nuestra comprension de los mecanismos biolégicos es
imperfecta (no menos con respecto a los mecanismos que causan la
resistencia), por lo que los costos de la investigacion y desarrollo pueden ser
sustanciales. La mayor parte del trabajo de se lleva a cabo por las empresas
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farmacéuticas que dependen de los ingresos de ventas para financiar su

funcionamiento.

En consecuencia, parece que la insuficiencia de incentivos financieros
para que inviertan es una importante razén para la escasez de nuevas

sustancias antibi6ticas.

La falta de incentivos y el conocimiento de éstas causas son
importantes razones por las cuales el problema de la resistencia a los
antibidticos es dificil de superar. EI aumento de los incentivos para el
suministro de nuevos antibidticos requiere fondos para subsidiar los costos
de investigacion y desarrollo. Para aumentar la concientizacion, se requiere
financiacion para difundir mas informacién sobre el alcance del problema.
(Hojgard 2012)

Figura 29. Limitaciones en la atencién a la salud, costos econémicos.
eleccioneseltabo.blogspot.com
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4.1.1. Uso indiscriminado de antibidticos.

El fendmeno de la resistencia bacteriana en muy dinamico: tiene multiples
causas donde la mas importante ha sido el uso y abuso de los agentes
antimicrobianos (File 1999), (Figura 30). Por tal razén se implemento una ley

que restringe la venta de antibidticos que cita lo siguiente:

“ACUERDO POR EL QUE SE DETERMINAN LOS LINEAMIENTOS A LOS
QUE ESTARA SUJETA LAVENTA'Y DISPENSACION DE ANTIBIOTICOS”

PRIMERO.- Para efectos de lo dispuesto en los articulos 226 fraccion IV y
ultimo parrafo y, 227 de la Ley General de Salud, la venta y dispensacion de
antibidticos debera llevarse a cabo unica y exclusivamente contra la
exhibicion de la receta médica correspondiente, la cual debera elaborarse de
conformidad con lo dispuesto en los articulos 31 y 32 del Reglamento de
Insumos para la Salud, conforme a lo siguiente:

.- Cuando se trate de medicamentos genéricos debera anotar Ila
denominacion genérica y, si lo desea, podra indicar la denominacion
distintiva de su preferencia;

.- En los demas casos podra expresar la denominacién distintiva o
conjuntamente las denominaciones genérica y distintiva, y

lll.- La prescripcion en las instituciones publicas se ajustara a lo que en cada
una de ella se sefiale debiéndose utilizar en todos los casos unicamente las
denominaciones genéricas de los antibidticos incluidos en el cuadro basico
de insumos para el primer nivel de atencion o en el catalogo de insumos para
el segundo y tercer nivel. Por excepcion, y con la autorizacién que

corresponda, podran prescribirse otros antibiéticos.

Lo anterior con independencia de que se deberan observar las demas

disposiciones aplicables.
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SEGUNDO.- A efecto de garantizar lo dispuesto en el parrafo anterior, todo
establecimiento que venda o dispense antibidticos al menudeo a usuarios y

al publico en general, debera:

l. Llevar un registro en el que se asienten todos y cada uno de los
siguientes datos:

a. Lafecha de adquisicion.

b. La fecha de venta, dispensacion o desechamiento del antibidtico.

c. La denominacién distintiva del antibiético del que se trate y/o
denominacion genérica en caso necesario.

d. La presentacion del antibidtico.

e. La cantidad adquirida, vendida, dispensada o desechada.

f. Nombre del que prescribe la receta, numero de cédula profesional y
domicilio, esto aplicara cuando no sea retenida la receta, en caso de
retencion de la misma, puede prescindirse de estos tres datos pero debera
hacerse referencia a la receta retenida, mediante un niumero consecutivo que
correlacione el registro y la receta respectiva, (Figura 31).

II.  Toda receta retenida y su registro correspondiente deberan conservarse
por un periodo de 365 dias naturales.

lll. Cada vez que se surta el antibidtico, debera sellarse la receta indicando
en ella la cantidad vendida y la fecha de la venta. Al momento de agotarse la
cantidad de antibidtico prescrita, debera retenerse la receta por el
establecimiento, y

IV. La receta debera surtirse unicamente dentro del tiempo de duracién del
tratamiento indicado como lo ordena el articulo 30 del Reglamento de

Insumos para la Salud.
TERCERO.- La Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos

Sanitarios, publicara y mantendra actualizada la lista de antibidticos por

denominacion genérica, o distintiva y genérica correspondiente, que estaran
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sujetos a este control, para consulta publica en su portal electrénico de

Internet.

CUARTO.- Se instruye a la Comisién Federal para la Proteccion contra
Riesgos Sanitarios, para que en coordinacion con las autoridades sanitarias
de las entidades federativas y en el ambito de sus respectivas competencias,
lleven a cabo la vigilancia de las disposiciones previstas en el presente

Acuerdo.

TRANSITORIO

UNICO. EIl presente Acuerdo entrara en vigor 90 dias después de su
publicacién en el Diario Oficial de la Federacion.

En México, Distrito Federal, a los diecisiete dias del mes de mayo de dos mil
diez.- El Secretario de Salud, José Angel Cérdova Villalobos.- Rubrica. (Ley
General de Salud 2010).

Figura 30.Uso indiscriminado de Figura 31. Restriccion en la venta
antibiéticos. msc.es de antibidticos. salud.df.gob.mx
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4.2. Bioldgico.

S. pyogenes produce diversas enfermedades infecciosas entre las que
destaca la faringitis en nuestro pais, asimismo la fiebre reumatica se asocia

como una respuesta autoinmune retardada de la faringitis.

Fiebre reumatica es una enfermedad inflamatoria, aguda o subaguda,
no supurativa, sistémica del tejido conectivo, que aparece como una secuela
retardada de una infeccion faringitis, en personas con predisposicidon
genética a la enfermedad. La puerta de entrada se reconoce en un alto
porcentaje en los casos con antecedentes de enfermedad estreptocdcica,

bajo la forma de faringoamigdalitis y/o piodermitis.

De los individuos afectados por una faringitis estreptocécica desarrolla
fiebre reumatica el 0.3% en condiciones endémicas, que aumenta a 3%
durante epidemias. Aparece tras un intervalo libre de sintomas de 1 a 3
semanas, después de una faringitis o amigdalitis, cuando a menudo ya no
quedan estreptococos patdgenos ni en la faringe ni en ningun otro 6rgano.
Por esto se la considera una enfermedad meta-estreptococica de patogenia
inmunoldgica. Afecta las articulaciones, el cerebro, el tejido celular
subcutaneo, la piel, y el corazén. En este ultimo, puede afectar el pericardio
(pericarditis), el miocardio (miocarditis), o el endocardio (endocarditis) por lo
que en la fase aguda produce una pancarditis que deja secuelas en las

valvulas cardiacas (valvulopatia reumatica) en la fase cronica.
Aunque la denominacion “reumatica” (del griego, rheo: correr) se

refiere a la afectacién articular, que es la mas llamativa, la gravedad de la

enfermedad depende, sin duda, de la frecuente afectacion cardiaca.
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Es una patologia muy comun a nivel mundial, responsable de muchos casos
de dafo en las valvulas cardiacas. El saber reconocer y tratar una Fiebre
Reumatica en sus estados iniciales es importante para evitar estas secuelas

posteriores. (Caceres 2009)

4.3. Impacto Psicolégico.

Los mecanismos de resistencia a antibidticos que presenta S.
pyogenes repercuten en el estado psicologico de los pacientes ya que ellos
en varias ocasiones optan por abandonar el tratamiento, la no adherencia a
los tratamientos meédicos es un problema muy importante en nuestras

sociedades que afecta a mas de la mitad de los pacientes, (Figura 32 y 33).

Existe una desmotivacion por la terapia farmacologica resultado de la
tardanza en observar mejoria en el estado de salud. Otra de las causas de
abandono en el tratamiento es por una dosificacion demasiado complicada
para el paciente, ademas que el costo econdmico aumenta cuando las

alternativas de tratamiento habituales no funcionan. (Sirvent 2009)

Figura 32. Desanimo.

. . Figura 33. Abandono del tratamiento.
aestionolis.com

salud180.com
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4 4. Impacto Médico.

Desafortunadamente, el espectro de agentes que puedan ser eficaces
contra S. pyogenes es limitada, (Figura 34), por los mecanismos de
resistencia que presenta a macrdélidos. Infecciones causadas por S.
pyogenes son una amenaza para la salud y como tal, los nuevos antibidticos
que tratan estas infecciones se necesitan de manera critica. Se esta dando
un enfoque basado en la estructura de la bacteria, eligiendo una serie de
propargilos, (Figura 35), vinculados a antifolatos. Se disefian y sintetizan

demostrando que poseen actividad antibacteriana muy potente.

Estos antifolatos caracterizados por un enlazador unico propargilico
muestran actividad frente a un amplio grupo de enzimas, sin embargo aun se
sigue estudiando su eficacia y seguridad. Los mecanismos de resistencia
que presenta S. pyogenes limitan las opciones de tratamiento para los

médicos, lo cual representa un problema. (Viswanathan 2012)

Figura 34. Limitaciones en opciones de Figura 35. Propargilo.
tratamiento. es.wikipedia.org
almenaradeninto wordnress com
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V. CONCLUSIONES.

Streptococcus pyogenes es una bacteria Gram positiva, con morfologia de
coco esférico, abarca un diametro entre 1 y 2 ym, no motil, con crecimiento
optimo en agar sangre enriquecido, se inhibe con una concentracién elevada
de glucosa, catalasa negativo, B- hemolitico, grupo A de Lancefield. Es
responsable de enfermedades relativamente comunes como es faringitis,
hasta enfermedades invasivas como lo es sindrome de shock toxico

estreptococcico.

Su virulencia esta determinada por la capacidad de adherirse a la superficie
de las células epiteliales y producir una variedad de toxinas y de enzimas,
como exotoxinas pirdgenas estreptococicas (Spe), estreptolisina S,
estreptolisina O, estreptocinasa ¢ fibrolisina, desoxirribonucleasas y

hialuronidasa.

Produce diversas enfermedades infecciosas, entre las cuales destacan:
faringitis, escarlatina, impétigo, erisipela, fascitis necrosante, neumonia,
bacteremia, sindrome del shock téxico estreptocdccico, fiebre reumatica y

glomerulonefritis aguda.

El antibidtico de eleccion para el tratamiento de infecciones por S. pyogenes
es la penicilina, indicandose los macrolidos y lincosamidas en los pacientes
alérgicos a antibidticos R-lactamicos. Adicionalmente, en infecciones
invasoras se administra clindamicina pues la monoterapia con penicilina no

es absolutamente eficaz.
Actualmente se ha reportado que ha desarrollado mecanismos de resistencia
a antibidticos principalmente a eritromicina, por los genes “mefA” y “ermB”,

especificamente por una alteracién en la entrada de la droga “efflux’, asi
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como por una metilasa que media la modificacion del sitio de union ribosomal

a los macrolidos en la subunidad 23S.

Los métodos que se utilizan para la deteccion de resistencia a antibidticos
son moleculares, como lo es PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
mediante la amplificacion de porciones especificas de DNA con ciclos
repetitivos de desnaturalizacion, alineamiento de primers y extensidon para
producir multiples amplificaciones de una secuencia determinada de DNA,
especificamente de los genes de resistencia implicados en la resistencia

mefA y ermB.

Asi como antibiogramas que son estudios que se realizan in vitro y nos
permiten determinar la resistencia o el grado de sensibilidad de los
microorganismos frente a los diferentes antimicrobianos; en lo posible tratan
de reproducir las condiciones en que se encuentra el agente infeccioso

dentro de los tejidos o los liquidos organicos.

Dichos mecanismos de resistencia se atribuyen principalmente al uso
indiscriminado de antibidticos. Estos mecanismos tienen un impacto en
diversos niveles. A nivel bioldgico, el retraso en la resolucion de la
enfermedad promueve la evolucion de enfermedades mas invasivas. Bajo
ciertas condiciones inmunolégicas una faringitis es el antecedente de
desarrollar fiebre reumatica, ésta, es una patologia muy comun a nivel
mundial, responsable de muchos casos de dafo en las valvulas cardiacas. El

conocer esta relacion es importante para evitar secuelas posteriores.
En nivel psicolégico, los pacientes presentan repercusiones, ya que al

no observar mejoria rapida en su estado de salud, optan por abandonar el

tratamiento. La no adherencia a los tratamientos médicos es un problema

57



Mecanismos de resistencia a antibiéticos de Streptococcus pyogenes

muy importante en nuestras sociedades que afecta a mas de la mitad de los

pacientes. Existe una desmotivacion por la terapia farmacologica.

Social y econdémicamente, la problematica radica en que los
mecanismos de resistencia representan gastos para los laboratorios
farmacéuticos, se ha reducido la inversion financiera en el area de la
investigacion. Ademas para el paciente también tiene un costo econdmico y
desafortunadamente no todos cuentan con los recursos necesarios para

solventar los gastos. Socialmente la atencién a la Salud se ve limitada.

En el ambito médico se reducen las opciones de tratamiento pues los
antibiéticos de primera eleccién ya no resultan eficaces, el médico tiene el
conflicto de cdmo erradicar la enfermedad, los nuevos antibidticos que tratan
estas infecciones se necesitan de manera critica. Se esta dando un enfoque
basado en la estructura de la bacteria, eligiendo una serie de propargilos,
vinculados a antifolatos. Se disefian y sintetizan demostrando que poseen

actividad antibacteriana muy potente.

Estos antifolatos caracterizados por un enlazador unico propargilico
muestran actividad frente a un amplio grupo de enzimas, sin embargo aun se
sigue estudiando su eficacia y seguridad. Los mecanismos de resistencia
que presenta S. pyogenes limitan las opciones de tratamiento para los

meédicos, lo cual representa un problema para su tratamiento.
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VII. ANEXOS.

ANEXO 1.Esquema del manual de Determinantes Bacterioldgicos Bergey's
para Streptococcus pyogenes.
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