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1. RESUMEN

Las especies del género Streptococcus son cocaceas Gram positivo, catalasa negativo,
con una disposicion en pares o cadenas, anaerobios facultativos (algunos capnofilos).
Actualmente se subdividen en grupos mediante anticuerpos que reconocen a los antigenos
de superficie y las agrupaciones de estreptococos mas importantes son A, B, y D. Se renovo
el interés por el conocimiento de la patogenia, diagndstico y terapia de las infecciones
estreptocdcicas, especialmente por el incremento observado en las infecciones invasivas
productoras del llamado "shock toxico estreptocdcico” y de las complicaciones no
supurativas, a pesar que S. pyogenes es sensible a una variada gama de antimicrobianos, la
penicilina sigue siendo el tratamiento a eleccidn. Se analizo la susceptibilidad de las cepas
confirmadas de S. pyogenes a penicilina, clindamicina y eritromicina, donde se obtuvo un
100% de sensibilidad a penicilina, para clindamicina variaron entre un 97,8% y 100%,
mientras que para eritromicina la variacion fue entre un 93,3% vy 98,7%. S. agalactiae es
agente etioldégico de infecciones neonatales, perinatales y en pacientes inmuno-
comprometidos, se ha descrito resistencia a eritromicina, clindamicina y fluoroquinolona,
los resultados del andlisis de susceptibilidad en las cepas confirmadas de S. agalactiae, el
100% resulto sensible a penicilina y los valores de resistencia a clindamicina y eritromicina
variaron entre el 3% y 12%. S. pneumoniae es una de las causas mas comunes de
enfermedades adquiridas en la comunidad, como neumonia, otitis media, septicemia,
meningitis bacteriana. En casos de meningitis se observd un porcentaje de sensibilidad a
penicilina entre 68% y 82%, en cepas con diagndsticos distintos de meningitis el porcentaje
de sensibilidad oscilé entre 94% y 99,7%. La penicilina continta siendo universalmente
activa in vitro contra S. pyogenes, los aislamientos de S. agalactiae, son cruciales para la
seleccion adecuada de la profilaxis antibiotica en mujeres debido a que la resistencia a
clindamicina esta aumentando, y la incidencia de neumococos resistentes a la penicilina se
ha incrementado dramaticamente en todo el mundo, por lo cual existe una necesidad
urgente de nuevos agentes antimicrobianos que puedan superar los mecanismos de

resistencia desarrollados.



2. INTRODUCCION

El género Streptococcus estd formado por bacterias esféricas u ovoides que crecen en
pares o cadenas de longitud variable. La mayoria son anaerobios facultativos, existiendo
algunas especies anaerobios obligados(4). Son Gram positivo, no formadores de esporas,

catalasa negativo e inmoviles, tienen complejos y variables requerimientos nutricionales(s).

Este género ha sido objetivo de numerosas revisiones en la literatura cientifica, y su
nomenclatura ha sido modificada con frecuencia; son varias las especies que se han
transferido de un subgrupo a otro, se han afiadido o se han redefinido(4). En estos ultimos
afios, con la aplicacién de técnicas moleculares, la taxonomia y la clasificacion del género
han sufrido algunas modificaciones(6). Actualmente se subdividen en grupos mediante
anticuerpos que reconocen a los antigenos de superficie. Estos grupos incluyen una o mas

especies. Las agrupaciones de estreptococos mas importantes son A, B, y D(7).

El crecimiento de estreptococos en agar con sangre de carnero al 5% se pueden observan
tres tipos de reaccion de hemodlisis (alfa, beta, gamma)(4). La hemolisis alfa se refiere a una
lisis parcial de eritrocitos que produce una coloracion verde que se observa alrededor de las
colonias (debido a la liberacién de un producto de degradacién de la hemoglobina llamado
biliverdina); la hemdlisis beta se refiere a un halo de hemdlisis completamente claro y la
hemolisis gama se refiere a la ausencia de hemolisis(7). Los estreptococos del grupo Ay B
son beta hemoliticos, mientras que D es generalmente alfa 0 gamma y los Streptococcus
pneumoniae y Streptococcus viridans son alfa-hemoliticos(8). Por lo tanto, la reaccion de

hemolisis es importante para la clasificacion de los estreptococos(9).

La resistencia a los antimicrobianos es la facultad que tiene, genera o desarrolla un
microorganismo frente a uno o distintos tipos de medicamentos antimicrobianos al que
originalmente era vulnerable(5). Los organismos resistentes (bacterias, hongos, virus y

algunos parasitos) pueden resistir ataques de medicamentos antimicrobianos tales como
7



antibiodticos, fungicidas, antivirales y antipaltdicos, de tal forma que los tratamientos
convencionales se vuelven ineficaces y las infecciones persisten, lo que incrementa el
riesgo de propagacion(5). La evolucion de las cepas resistentes es un fendmeno natural que
ocurre cuando los microorganismos se ven expuestos a farmacos antimicrobianos, y es
posible un intercambio de caracteristicas de resistencia entre ciertos tipos de bacterias(10).
El uso inapropiado de medicamentos antimicrobianos acelera ese fenémeno natural. Las
practicas inapropiadas para el control de las infecciones propician la propagacion de la
resistencia a los antimicrobianos(4). Hay bacterias naturalmente resistentes a determinados
antibidticos, mientras que otras adquieren resistencia mediante mutaciones en algunos de
sus genes tras la exposicion a un antibidtico. Esta resistencia, natural o adquirida, puede
propagarse a otras especies bacterianas, ya que las bacterias intercambian facilmente

material genético entre ellas, incluso entre especies diferentes(11).

A partir de la década del '80 revivié el interés por el conocimiento de la patogenia,
diagnostico y terapia de las infecciones estreptocdcicas, especialmente por el incremento
observado en las infecciones invasivas productoras del llamado "shock toxico
estreptocdcico”, de elevada mortalidad(12). Hasta el momento no se han descritos
aislamientos de Streptococcus pyogenes resistentes ni con sensibilidad intermedia a
penicilina. La eritromicina ha sido ampliamente utilizada en el manejo de infecciones
pediatricas desde su descubrimiento en 1952(11). En un principio, se constituy6é en la
alternativa para casos de infecciones estreptococicas en pacientes alérgicos a penicilina o
para infecciones producidas por microorganismos  resistentes, especialmente
estafilococos(13). El uso de macrolidos aumenté en las Ultimas dos décadas por la
introduccion de compuestos que presentan mejores propiedades farmacocinéticas, mejor
tolerancia gastrointestinal y menor nimero de interacciones con otras drogas comiunmente
utilizadas(4). La resistencia a eritromicina primeramente fue descrita en cepas de
Staphylococcus aureus muy poco tiempo después de lanzada al mercado y unos afios mas
tarde fue detectada en Streptococcus pyogenes. La resistencia a macroélidos de S. pyogenes

posteriormente llegd a superar cifras del 10% en varios paises de distintos continentes(13).



El origen de este aumento en la resistencia parece haber estado relacionado al incremento
en la utilizacién de estos antibioticos(4).

Las infecciones producidas por Streptococcus agalactiae, beta-hemolitico grupo B
(SGB) representan una fuente significativa de morbimortalidad perinatal. SGB es el
principal agente causal de sepsis neonatal precoz y es responsable de las infecciones méas
graves y frecuentes que puede presentar un paciente en sus primeras horas de vida(14). Es
causa importante de infecciones durante el embarazo y el puerperio, causando
corioamnionitis, endometritis postparto, infeccion urinaria, infeccion de herida quirdrgica
post—cesarea y sepsis puerperal(7). Actualmente, se incrementa su asociacion con severas
infecciones invasivas en adultos. Se ha sefialado una fuerte asociacion entre colonizacion
vaginal y parto prematuro, rotura prematura de membrana, bajo peso al nacer, muerte intra-
Utero y aln con bacteriuria asintomatica o sintomatica durante el embarazo, proponiéndose

la elevada colonizacion materna como causante de ello(14).

Streptococcus pneumoniae sigue siendo el agente causal mas importante de las
infecciones bacterianas invasivas, particularmente neumonias, en nifios mayores de treinta
dias. Es el segundo agente etioldgico de las meningitis bacterianas en nifios menores de dos
afios (excepto cuando ocurren brotes epidémicos por Neisseria meningitidis) y el primero
en paises en donde se han implementado programas de vacunacion masiva anti-
Haemophilus influenzae b(15). El incremento de la prevalencia de Strectococcus
pneumoniae resistentes a penicilina (SpRP) ha provocado un renovado interés en la

epidemiologia de este microorganismo(16).

Esta resistencia de distintos microorganismos a variados antimicrobianos representa un
gran desafio para la Salud Pdblica, ya que la rapida expansion de este fenomeno a nivel
mundial y la aparicién de sofisticados mecanismos de resistencia con potencial epidémico
hacen del laboratorio de microbiologia un pilar fundamental para poder reconocer los
distintos tipos de mecanismos de resistencia que posee el género Streptococcus spp(13).

también para asi poder lograr una deteccion oportuna, un tratamiento adecuado y la
9



generacion de valiosa informacion epidemioldgica (5). Para esto es de mucha importancia
poder reconocer los distintos tipos de mecanismos de resistencia que posee el género
Streptococcus en el contexto y realidad de la epidemiologia nacional e internacional en el
plano actual.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Reconocer las diferentes clases de resistencia antimicrobiana que presenta y desarrolla el

género Streptococcus spp.

3.2. Objetivos Especificos

e Identificar los principales tipos de mecanismo de resistencia que presentan las
principales especies de Streptococcus spp.

e Evaluar el estado actual de los diferentes tipos de resistencia que presentan
S.pyogenes, S. agalactiae y S. pneumoniae.

e Conocer métodos de deteccion fenotipica para mecanismos de resistencia de

Streptococcus spp.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1- Género Streptococcus spp.

Los Streptococcus pertenecen a la familia Streptococcaceae, género Streptococcus. No
estdn bien definidas a nivel molecular, si a nivel fenotipico. Se agrupan en grupos
filogenéticos, los cuales son: piogénico, mitis, anginosus, salivarius, bovis, mutans y no

clasificable, este se basa en la agrupacién de bacterias por su ARN ribosomal 16s(4).

Clasificacion de las especies del género Streptococcus basandose en la
secuencia del gen 16S rRNA.

_Grl{p:_: Grupo mitis Gr_upc GT”F"’ Grupo bovis ST S
piogenico anginosus salivarus mutans estreptococos
5. pyogenes 5. pneumoniae 5. anginosus 5. =salivarus 5. equinus 5 mutans 5. suis
S.agalactiae 5. oralis 8. costellatus 5. vestibulanis 5. alactolyticus 5. sobrinus 5. intestinales

5. disgalactiae
sop. 5. mitis 5 intermedius 5 thermophilus 5 gallolyticus 5. ratus 5. entericus
dysgalactiae

5. disgalactiae 5

- . SANgUis 5. pasteurianus 5. cricefus 5. acidominicus
spp. eguisimilis
S. canis 5. gordonii 5. lutetiensis 5. downei 5. gallinaceus
5. equi spp. equi 5. parasanguis 5. infantarius 5. ferus 5. thoraltensis
5 2qui. spp. S. crista 5 macacae 5. pluranimalium
zooepidemicus
uberis 5. australis 5. orisratti 5. hyovaginalis

. parauberis 5. infantis 5. ovis

hyointestinalis 5. sinensis

. didelphis

8
s
g
5. inige
5
5. phocae
8

. porcinus

5. urinalis

Tabla 1: Clasificacion de especies del género Streptococcus basandose en la secuencia del
gen 16S rRNA. Imagen adaptada de Velazquez N. 2012.
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Dentro del grupo piogénico se encuentra Streptococcus pyogenes (exclusivo en
humanos) y el Streptococcus agalactiae (origen zoon6tico)(14). En el grupo mitis el
principal representante es Streptococcus pneumoniae; grupo salivarius, se encuentran
principalmente en la cavidad oral, no causando dafio en ser humano(4). El grupo bovis, se
asocian a enfermedades en animales con excepcion de Streptococcus bovis que se asocia a
enfermedades post operatorias, intestinales. Por Gltimo, esta el grupo mutans, siendo las
especies mas importantes el Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus, en especial S.

mutans es el causante de caries en humanos(7).

En 1933 la estadounidense Rebecca Lancefield detecté que muchos Streptococcus del
hombre tienen en su peptidoglican un carbohidrato C el cual presenta dependiendo del tipo
de Streptococcus una antigenicidad especifica. En base a ésta informacidn se clasifico en

los grupos de Lancefield(11).

Grupo de Lancefield
Designacion  Anfigeno Especie Infeccion principal en humanos
A Polisacarido de rhamnosa N-acefl glucosamina . pyogenes Faringtis, pioderma, infeccion heridas
B Polisacarido de hamnasa glucosaming 5. agaiactiae Septicemia neonatal, meningit
C Polisacarido de hamnosa N-acefil qalactosamina . equisimilis S. zoogpidemicus - Faringis, pioderma, endocardits
D Gliceral y &c. Teitoico mas D-alaninay glucosa . bovis . equinus Endocardts, [TU, septicemia neonatal y meningtis

Tabla 2: Grupo de Lancefield correspondiente a clasificacién de Streptococcus. Imagen

adaptada de Aracil B.

Las especies del género Streptococcus como caracteristicas generales son cocaceas
Gram positivo, con una disposicion en cadena (las cadenas se forman porque ocupan un
plano en el espacio)(13). Son bacterias facultativas (crecen en presencia o ausencia de O2).
Algunos son capnofilos, quiere decir que necesitan de CO2 para su crecimiento (Ej.: S.
pneumoniae, necesita 10% C0O2)(4). Son no esporulados, inmaviles, presentan capsula en
su mayoria, cuya composicion quimica varia entre especies. Crecen en medios

enriquecidos, fundamentalmente en sangre, formando colonias de reducido tamarfio y de

13



color blancas-crema la mayoria de ellas(7). El habitat de estas bacterias es ubicuo (medio
ambiente, aguas servidas, animales, vegetales, etc.). La mayor parte de este género se
localiza en boca e intestino grueso. La hemolisis es una importante caracteristica del
crecimiento en medios de cultivo de estas bacterias, ya que ayuda a la identificacion de ésta
especie(8). Los B-hemoliticos, donde destacan S. pyogenes y S. agalactiae(14), son de
importancia clinica y radica en la resistencia que han adquirido a algunos

antimicrobianos(4).

4.2-  Streptococcus pyogenes

Las enfermedades producida por el Streptococcus p-hemolitico grupo A (SGA) o S.
pyogenes contintan siendo un problema frecuente en Chile y el resto del mundo(4). A
comienzo de la década de los 80 se pensé que las complicaciones no supurativas de la
infeccion estreptocécica como la enfermedad reumatica y glomérulonefritis aguda(11), se
encontraban en retirada, pero la aparicion de brotes de estas enfermedades y el aumento en

la incidencia de enfermedades invasivas graves, ha renovado el interés en ente agente(12).

A pesar que S. pyogenes es sensible a una variada gama de antimicrobianos, la
penicilina sigue siendo el tratamiento a eleccion, ya que no se ha observado un cambio
importante en la susceptibilidad in vitro a ella. El uso indiscriminado de antimicrobianos

alternativos a la penicilina ha causado la aparicion de cepas resistentes(17).

Hasta la fecha no se descrito ninguna cepa resistencia a la penicilina. Por lo tanto si se
detecta una cepa resistente debe confirmarse el resultado, remitiéndolo a un centro de
referencia(18). En el caso de Chile, al Instituto de Salud Publica (ISP)(19).

En Chile los resultados de la vigilancia 2009-2014 indican que no existe resistencia a
penicilina y respecto a la eritromicina y clindamicina se observé un comportamiento estable

con bajo porcentaje de resistencia(6).
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a) Susceptibilidad antimicrobiana de S. pyogenes

Al analizar la susceptibilidad de las cepas confirmadas de S. pyogenes por grupos de
edad, se observd en los tres grupos de edad un alto porcentaje de sensibilidad a macrolidos
y lincosamidas(13). El fenotipo de resistencia M fue detectado en cada grupo de edad, el
fenotipo MLS. se detectd solo en el grupo de 16 0 mas afos, y el fenotipo MLS; se detect6
en los grupos de 1 a 15 afios y de 16 afios 0 mas. Se excluyeron del analisis 29 cepas sin

informacidn acerca de la edad(19).

ARo n %Penicilina %Clindamicina %Eritromicina
2009-2010 120 0 2 3
2011-2012 163 0 2 2
2013-2014 228 0 1 2

Total 211 0 1 3

Tabla 1: Resistencia antimicrobiana en Streptococcus pyogenes Vigilancia de laboratorio
ISP. Chile 2009-2014. Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia de Cocaceas Gram
Positivas. Departamento de Laboratorio Biomédico. Instituto de Salud Publica de Chile,
2013.

Vigilancia de laboratorio ISP, los resultados de esta vigilancia confirman que no existe
resistencia a penicilina en el periodo evaluado, respecto a eritromicina y clindamicina se
observO un comportamiento estable con bajo porcentaje de resistencia(19). Para S.
pyogenes se ha encontrado la presencia de resistencia a eritromicina y clindamicina, lo cual
permite identificar los fenotipos de resistencia M, MLS y L, que también han sido

identificados en Chile, siendo aun de baja frecuencia(9).
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b) Fenotipos de resistencia antimicrobiana

Fenotipo M: Resistencia a Eritromicina y Sensibilidad a Clindamicina, este mecanismo
se produce por la presencia de un gen mef (macrolide efflux)(20) que codifica la sintesis de
una bomba que media el eflujo en forma activa(9). Este flujo activo solo confiere
resistencia a macrolidos(21). Es el mecanismo de resistencia mas frecuentemente

descrito(22), lo que concuerda también con lo encontrado en cepas chilenas.

Fenotipo MLSp: este mecanismo se produce por la adquisicion de un gen erm
(erytromycin ribosome methylase) que codifica una enzima que n-dimetila un residuo
especifico de adenina en el 23S rARN(21), produciendo un cambio conformacional en el
ribosoma que disminuye la afinidad a macrdlidos, lincosamidas y estreptogramina B(23),
farmacos quimicamente distintos, pero con similar mecanismo y sitio de accion. Expresada
en forma constitutiva e inducible. En la cepa con fenotipo inducible (iMLSp), la
eritromicina induce la expresion del mecanismo de resistencia(24). La induccién se ha
relacionado con la presencia de cladinosa (desoxiazUcar de tipo hexosa presente en
varios antibiéticos unido al anillo macrélido) en los macrdélidos de 14 y 15 4&tomos(13). Los
macrélidos de 16 atomos clindamicina y telitromicina no inducen la actividad de la
metilasa porque carecen de este azlcar(22). La telitromicina es activa frente a cepas de S.
pyogenes con resistencia inducible, pero no lo es frente a cepas con resistencia
constitutiva(25).

En términos practicos, una vez adquirida la capacidad genética de producir la enzima

metilasa, todos los macrélidos deben considerarse como no activos.

Fenotipo L: Resistencia a Clindamicina y Sensibilidad a Eritromicina. Gen: Inu,

presencia de la enzima licosamida nucleotidil-transferasa, fenotipo menos frecuente(13).
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c) Epidemiologia

Susceptibilidad antimicrobiana de S. pyogenes: El estudio de la susceptibilidad

antimicrobiana fue realizado por el método de difusion en Agar (Kirby-Bauer), seguin

estandares del Clinical Laboratory Standards Institute (26).

Penicilina 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Clindamicina 75 98,7% 45| 97,8% 65 985% 98 98,0% 63 100% 346 98,6%
Eritromicina 98,70% 93,30% 98,50% 96,60% 96,80% 97,30%
Tetraciclina - 83 98,8% 63 100% 146 99,3%

Tabla 2: Porcentaje de sensibilidad antimicrobiana S. pyogenes, Chile 2009-2013. Fuente:
Laboratorio Nacional de Referencia de Cocéceas Gram Positivas. Departamento de

Laboratorio Biomédico. Instituto de Salud Publica de Chile, 2013.

Se analizé la susceptibilidad de las cepas confirmadas de S. pyogenes a penicilina,
clindamicina y eritromicina. Donde se obtuvo un 100% de sensibilidad a penicilina en el
periodo establecido, los porcentajes anuales de sensibilidad a clindamicina variaron entre

un 97,8% y 100%, mientras que para eritromicina la variacion fue entre un 93,3% vy 98,7%

durante el periodo establecido(27).

Penicilina 100% 100% 100%
Clindamicina 24 100% 133 99,2% 160 97,5%
Eritromicina 95,80% 97,70% 96,30%
Tetraciclina 10 10/10 64 100% 64 98,4%

Tabla 3: Porcentaje de sensibilidad antimicrobiana de S. pyogenes por grupo etario. Fuente:
Laboratorio Nacional de Referencia de Cocaceas Gram Positivas. Departamento de

Laboratorio Biomédico. Instituto de Salud Publica de Chile, 2013.
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Se analizd la susceptibilidad de las cepas confirmadas de S. pyogenes por grupos de
edad, donde se observé en los tres grupos de edad un alto porcentaje de sensibilidad a
macrolidos y lincosamidas. El fenotipo de resistencia M fue detectado en cada grupo de
edad, el fenotipo MLSc se detecto solo en el grupo de 16 o més arfios, y el fenotipo MLS; se

detectd en los grupos de 1 a 15 afios y de 16 afios 0 mas(27).

En el ambiente internacional la incidencia de S. pyogenes puede variar levemente
dependiendo de la region, en Estados Unidos se atienden anualmente cerca de 7,3 millones
de consultas médicas ambulatorias por dolor de garganta en nifios(28), y S. pyogenes es
responsable del 15% a 36% de los casos(29, 30); la prevalencia de S. pyogenes en

individuos sintomaticos es del 37% y en asintomaticos del 12%(31).

En Londres se observa una proporcion de nifios colonizados del 5,9%, mientras que en
Nepal(32) y Croacia informan una frecuencia del 10,9%(33), en cambio en Colombia la
frecuencia de la infeccidn por este agente es del 14,6%, la mayor frecuencia se encuentra en
el grupo etario de 4-7 afos; este porcentaje es similar a lo reportado en escolares de la
Habana, Cuba(34). La frecuencia de resistencia de S. pyogenes a los antibidticos es del
5,7% para clindamicina; 3,8% para eritromicina y 3,1% para azitromicina(29, 30), también

se observa sensibilidad a ceftriaxona y eritromicina en un 84,6%(35).

4.3-  Streptococcus agalactiae

El S. agalactiae o estreptococo B-hemolitico del grupo B (SGB), es una cocacea Gram
positivo, capsulado, anaerobio facultativo, beta hemolitico o gama hemolitico en agar
sangre de cordero, no esporulado, inmovil, catalasa y oxidasa negativo(4). Se presenta en
pares o formando cadenas cortas y se caracteriza por la presencia del antigeno polisacarido
B de Lancefield y antigenos proteicos, que permiten su clasificacion en serotipos(14). Su
importancia radica en gque es agente etiologico de infecciones neonatales, perinatales y en

pacientes inmuno-comprometidos(7).
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La tasa de incidencia mundial de infecciones invasoras producidas por S. agalactiae en
recién nacidos es de 0,6 a 1,7 casos por 1000 recién nacidos, una cifra similar para
Chile(36). Se ha descrito en el mundo resistencia a eritromicina, clindamicina y
fluoroquinolona, la resistencia a eritromicina y clindamicina nos permite identificar los
fenotipos de resistencia M, MLS y L(37), los cuales se han identificado en Chile en muy
baja frecuencia. En el Instituto de salud Publica de chile (ISP), se ha efectuado la
caracterizacion molecular de cepas aisladas en el pais, por electroforesis en campo pulsado

(PFGE) y por reaccién de polimerasa en cadena (PCR)(4).

a) Susceptibilidad antimicrobiana de S. agalactiae

En el periodo 2009 - 2014 se estudio la susceptibilidad a penicilina, clindamicina y
eritromicina de todas las cepas confirmadas de S. agalactiae. A fines del afio 2011, debido
al reporte internacional de cepas resistentes a levofloxacino y ofloxacino, el ISP lo

incorporé como parte de la caracterizacidn de este agente.

La tabla 1 muestra los resultados del analisis de susceptibilidad en las cepas confirmadas
de S. agalactiae durante los afios 2009 a 2014. Del total de cepas confirmadas, el 100%
resultd sensible a penicilina. Los valores de resistencia a clindamicina y eritromicina
variaron entre el 3% en el afio 2011 y 12% en el afio 2014(36).
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2009 121 100% 0% 92% 8% 92% 8%

2010 127 100% 0% 94% 6%  93% 7%

2011 109 100% 0% 97% 3% 97% 3% [100% 100%

2012 139 100% 0% 93% 7% 92% 8%  99% 1% | 99% 1%
2013 158 100% 0% 92% 8%  91% 9%  95% 5% | 95% 5%
2014 100 100% 0% 89% 11% 88% 12%  96% 4% | 96% 4%

Tabla 1: Susceptibilidad a antimicrobianos en cepas de S. agalactiae aislados de
enfermedad invasora, Chile 2009-2014. Fuente: Laboratorio Meningitis bacteriana.
Instituto de Salud Pudblica de Chile, 2014.

Se estudio la susceptibilidad a penicilina, clindamicina y eritromicina de todas las cepas
confirmadas de S. agalactiae. También se puede observar que a fines del afio 2011, debido
al reporte internacional de cepas resistentes a levofloxacino y ofloxacino(14), el ISP lo
incorpord como parte de la caracterizacion de este agente. Como anélisis final se muestran
los resultados de la susceptibilidad en las cepas confirmadas de S. agalactiae durante los
afios 2009 a 2014. Del total de cepas confirmadas, el 100% resulté sensible a penicilina.
Los valores de resistencia a clindamicina y eritromicina variaron entre el 3% en el afio 2011
y 12% en el afio 2014(36).

20



Resistencia antimicrobiana S. agalactiae aislado de enfermedad invasora
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Gréfico 1: Vigilancia de laboratorio ISP, resistencia antimicrobiana S. agalactiae. Fuente:

Laboratorio Meningitis bacteriana. Instituto de Salud Publica de Chile, 2015.

Los resultados de esta vigilancia confirman que en el periodo evaluado existe un 100%
de sensibilidad a penicilina. Los valores de resistencia a clindamicina y eritromicina
presentaron una tendencia ascendente a partir del afio 2012 llegando a cifras de 11 y 12%

respectivamente(19).

En la tabla 2, se presentan las cepas de S. agalactiae por serotipo y segun susceptibilidad

a eritromicina y clindamicina.
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Ib
Il

Il

Otros

NT

Total

182
58
55

338
38
13

754

95%
98%
87%
94%
75%

100%

92%

5%
2%
13%
6%
25%
0%
8%

98%
98%
87%
93%
77%
100%
93%

2%
2%
13%
7%
23%
0%
7%

Tabla 2: Fenotipos de resistencia de S.agalactiae aislados de enfermedad invasora

asociados a macrolidos y lincosamidas. Chile 2009-2014. Fuente: Laboratorio Meningitis
bacteriana. Instituto de Salud Publica de Chile, 2014.

En la Tabla 3, se presentan los distintos fenotipos de resistencia a eritromicina y

clindamicina. El 42,2% (27/64) de las cepas correspondié al fenotipo MLS y el 37,5%
(24/64) al MLS;(36).

Fenotipo| 2009 2010 2011 2012 2013 2014 Total
L 1 1] 0 0 1] 3 4
M 1 1 1] 1 2 4 9
MLSc 7 4 1 7 4 4 27
MLSi 2 4 2 3 3 4 24
Total 11 9 3 11 15 15 64

Tabla 3: Fenotipos de resistencias de S.agalactiae aislado de enfermedad invasora

asociados a macrolidos y lincosamidas. Chile 2009-2014. Fuente: Laboratorio Meningitis

bacteriana. Instituto de Salud Publica de Chile, 2014.
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Fenotipo Cepas |Porcentaje

M 3 7,90%

L 9 23,70%
MLSc 14 36,80%
MLSi 12 31,60%
Total 38 100%

Tabla 4: Cepas de S. agalactiae resistentes a eritromicina o clindamicina por fenotipo,
Chile 2009-2011. Fuente: Laboratorio Meningitis bacteriana. Instituto de Salud Publica de
Chile, 2014.

b) Resistencia antimicrobiana

La resistencia se debe generalmente a la modificacion del objetivo que implica el sitio
23S rRNA objetivo compartido con lincosamidas y estreptograminas (macrdlido-
lincosamida-estreptogramina, Fenotipo MLS)(23). Los fenotipos de la resistencia MLS en

los estreptococos pueden ser inducibles o constitutivos(37).

¢ Resistencia a Eritromicina y Clindamicina

Fenotipo L: Resistencia a lincosamidas es mediada por gen lunB que codifica a una

enzima llamada lincosamida nucleotidil transferasa(14).

e Resistencia a Quinolonas

Resistencia a levofloxacino y ofloxacino, producida por mutaciones en los genes parC y

gyrA, es de baja frecuencia.

Las penicilinas son los agentes de primera linea en el tratamiento de las infecciones por
S. agalactiae porque se ha considerado que todos los aislados clinicos son uniformemente

susceptibles a los B-lactdmicos, incluidas las penicilinas(14). Sin embargo, recientemente se
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ha identificado y caracterizado molecularmente varios aislados clinicos que demuestran una
susceptibilidad reducida a la penicilina (PRGBS) mediante la adquisicion de mutaciones

maultiples en el gen de la proteina de union a la penicilina 2X (PBP2x)(38).

La utilizacion de macrolidos como drogas de segunda linea en pacientes alérgicos a los
antibidticos betalactamicos debe basarse en los resultados de las pruebas de sensibilidad
debido a la presencia de resistencia(14). Otras alternativas incluyen a vancomicina ya que
no se han informado cepas resistentes y las fluoroquinolonas para infecciones en adultos
aungue la aparicion de resistencia fue detectada en diferentes partes del mundo(10). Esto
ultimo se encuentra asociado a la presencia de genes gyrA, parC y parE(39) que tienen

relacién con modificaciones en la girasa y topoisomerasa 1V (40).

c) Epidemiologia

El Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), es el Laboratorio Nacional y de Referencia
para Streptococcus agalactiae(5) y le corresponde segun lo establece el Reglamento sobre
Notificacion de Enfermedades Transmisibles de Declaracion Obligatoria (ENO) D.S.
N°158/2004, confirmar los aislamientos de Streptococcus agalactiae aislado de enfermedad

invasora realizados por los laboratorios clinicos publicos y privados del pais(13).

Resultados vigilancia de Streptococcus agalactiae 2009 — 2014. Entre enero de 2009 y
junio de 2014, se han confirmaron un total de 754 cepas de S. agalactiae aislado de
enfermedad invasora. Durante el afio 2014 (enero a junio) se han confirmado 100 cepas,
mientras que en el mismo periodo del afio 2013 se habian confirmado 75, lo que representa
un aumento del 33,3% de cepas respecto al afio anterior. El grafico 2, muestra el nimero de
cepas Yy la tasa por 100.000 habitantes de cepas confirmadas con S. agalactiae por afio del
periodo en estudio. El afio con el mayor niumero de cepas fue el 2013, con 0,9 cepas

confirmadas de S. agalactiae por 100.000 habitantes(36).
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Nuamero de cepas de S.agalactiae aislado de enfermedad invasora por tasa
de habitantes
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Gréafico 2: Numero de cepas de S.agalactiae aislado de enfermedad invasora y tasa por
100.000 habitantes, por afio. Chile 2009-2014. Fuente: Laboratorio Meningitis bacteriana.
Instituto de Salud Publica de Chile, 2014.

Dentro del panorama internacional de S. agalactiae en paises como Colombia, Uruguay,
México y otros, se han encontrado rangos de prevalencia similares. Entre 2004 y 2012 en
Colombia se identificaron 671 cepas y se reportaron 95 infecciones graves, de ellos 12,6%

eran recién nacidos y 82,2% eran adultos(41, 42).

Las tasas de colonizacion genital por S. agalactiae en general varian entre el 5y el 18%
de estudios provenientes de México, Argentina, Colombia y Brasil(41, 43, 44). En paises
industrializados(30, 45) las tasas de colonizacién varian entre el 5 y 25% dependiendo la
poblacion. En Estados Unidos e Inglaterra se informa una prevalencia cercana al 20%(43,
46), dentro de estos se informa un 28% de resistencia a clindamicina y eritromicina, en la

ciudad de Chicago se reporta un 100% de sensibilidad a vancomicina, ofloxacino,
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ampicilina, ciprofloxacino, nitrofurantoina y penicilina; 31% fueron resistentes
azitromicina y 19% a clindamicina(47). También se determindé una resistencia a
clindamicina y eritromicina del 28%, los mecanismos observados fueron: MLSg inducible
del 14.2% y un 85.8% MLSg constitutivo(30).

4.4-  Fenotipos de resistencia de S. pyogenes y S. agalactiae

| Flg 1Fenotip0 d resistencia M
E=Eritromicina CL/CC=Clindamicina Imagenadaptadade Saavedraetal., 2015, Alarcén,
2013y Velazquez, 2012(1-3).

Figura 2: Fenotipo de resistencia MLSc
E=EritromicinaCL/CC=Clindamicina Imagen adaptadade Saavedraetal., 2015, Alarcon,
2013y Velazquez,2012(1-3). 2



igua{ 3: Feoio resistencia MLSi
E=Eritromicina CL/CC=Clindamicina Imagenadaptadade Saavedraetal., 2015, Alarcén,
2013y Velazquez,2012(1-3).

Figura 4: Zona D del Fenotipo de resistencia MLS;.
E=EritromicinaCL/CC=Clindamicina Imagen adaptadade Saavedraetal., 2015, Alarcon,
2013y Velazquez,2012(1-3).
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| iura 5:entipo e resistencia L
E=Eritromicina CL/CC=Clindamicina Imagenadaptadade Saavedraetal., 2015, Alarcon,
2013y Velazquez, 2012(1-3).

45-  Streptococcus pneumoniae

Es un patégeno Gram-positivo y es una de las causas mas comunes de enfermedades
adquiridas en la comunidad, como neumonia, otitis media, septicemia, meningitis
bacteriana y otras(48). La morbilidad y la mortalidad de las infecciones causadas por S.
pneumoniae siguen siendo altas a pesar de la terapia antibidtica adecuada(49). Desde 1940,
la penicilina ha sido el farmaco de eleccion para el tratamiento de las infecciones
neumocécicas(16). El primer aislado clinico resistente a la penicilina fue descrito en 1967,
donde fue recuperado de un paciente en Papua Nueva Guinea(39). El tremendo aumento en
el uso de antibidticos en todo el mundo ha contribuido fuertemente a la aparicion de

neumococos resistentes a maltiples antimicrobianos(8).

El evento centinela en la epidemiologia de los neumococos resistentes a los antibioticos
fue el brote en 1977 en Sudéafrica de enfermedades neumococicas causadas por cepas
resistentes a multiples farmacos(15). Ademas de ser altamente resistentes a la penicilina (un
aumento de 1000 veces de la CIM), estas cepas se encontraron resistentes a la eritromicina,

clindamicina, tetraciclina y cloranfenicol(4). Existen diferentes mecanismos que ha
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empleado S. pneumoniae para desarrollar resistencia contra penicilinas, cefalosporinas,
fluoroguinolonas, macrolidos, tetraciclina, cloranfenicol y trimetoprim-sulfametoxazol(16).

a) Anadlisis de susceptibilidad antimicrobiana.

La Tabla 1 muestra el porcentaje de cepas sensibles, con resistencia intermedia, y
resistentes a penicilina y cefotaxima, para cada afio del periodo de estudio, segun
diagnostico (meningitis y no meningitis). En casos de meningitis se observd un porcentaje
de sensibilidad a penicilina entre 68% y 82%. En cepas con diagnoésticos distintos de
meningitis, el porcentaje de sensibilidad a penicilina oscil6 entre 94% y 99,7% en todo el
periodo(49, 50)

El porcentaje de cepas sensibles a cefotaxima aisladas de casos de meningitis alcanzo el
96% en el afio 2013. En cepas aisladas de diagndsticos distintos a meningitis, el porcentaje
de sensibilidad oscil6 entre 94% y 99,7% en el periodo de estudio(49).

%S 73% 75% 77% 68% 72% 82% 71%
Meningitis %R 28% 25% 23% 32% 28% 18% 29%
n 80 73 84 88 85 79 41
Penicilina %S 98% 98% 99% 94% 97% 99% 100%
%l 1% 2% 1% 5% 2% 1% 0%
No meningitis %R 1% 0% 0% 1% 1% 0% 0%
n 644 598 611 573 585 691 296
%S 86% 95% 96% 89% 89% 90% 85%
Meningitis %l 13% 5% 4% 8% 7% 10% 7%
%R 1% 0% 0% 3% 4% 0% 7%
Cefotaxima n 80 73 84 88 85 79 41
%S 98% 98% 99% 94% 97% 99% 100%
No meningitis %l 2% 2% 1% 6% 2% 1% 0%
%R 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
n 644 598 611 573 585 691 296

Tabla 1: Susceptibilidad in vitro a penicilina y cefotaxima en cepas de S. pneumoniae.
Chile, 2011 - 2017. Fuente: Laboratorio de Referencia de Meningitis Bacteriana.

Departamento de Laboratorio Biomédico. ISP. 2017.
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La Tabla 2 muestra la susceptibilidad a eritromicina, levofloxacino y vancomicina de las
cepas provenientes de casos de ENI, para cada afio del periodo de estudio. Los porcentajes
de sensibilidad se mantuvieron relativamente constantes a través del tiempo, para cada uno

de los antimicrobianos, con menores niveles de sensibilidad para eritromicina(49).

%S 64,4% 70,6% 74,5% 70,3% 71,2% 71,9% 71,8%
%I 0,6% 0,1% 1,3% 0,3% 0,0% 0,5% 0,0%
Eritromicina %R 35,0% 29,2% 24,2% 29,3% 28,8% 27,5% 28,2%
n 725 671 695 661 670 770 337
%S 99,0% 99,3% 99,4% 99,5% 99,9% 100,0% 100,0%
%l 0,8% 0,6% 0,4% 0,2% 0,0% 0,0% 0,0%
Levofloxacino %R 0,1% 0,1% 0,1% 0,3% 0,1% 0,0% 0,0%
n 725 671 695 661 670 770 337
Vancomicina %S 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
n 725 671 695 661 670 770 337

Tabla 2: Susceptibilidad in vitro a eritromicina, levofloxacino y vancomicina en cepas de S.
pneumoniae. Chile, 2011 - 2017. Fuente: Laboratorio de Referencia de Meningitis

Bacteriana. Departamento de Laboratorio Biomédico. ISP. 2017.

e Analisis de susceptibilidad antimicrobiana por grupos etarios.

La Tabla 3 muestra los resultados del andlisis de susceptibilidad a penicilina y

cefotaxima por grupos etarios. Se excluyeron del analisis las cepas sin informacion de la

edad del caso (104 cepas)(49).

En casos de meningitis se observo un porcentaje superior de resistencia a penicilina en
menores de 5 afios, al comparar con el resto de los grupos etarios. En casos
correspondientes a cuadros clinicos distintos de meningitis se observaron resultados
similares en cuanto a la susceptibilidad a penicilina entre los distintos grupos etarios. (50)
En casos de meningitis se observd un mayor porcentaje de resistencia a cefotaxima en

menores de 5 afios(49). En casos con otros diagnosticos se observO baja resistencia a

cefotaxima para todas las edades(51, 52).
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Meningitis
Penicilina

No meningitis

Meningitis
Cefotaxima

No meningitis

Tabla 3: Susceptibilidad in vitro a penicilina y cefotaxima en cepas de S. pneumoniae por
grupos etarios. Chile, 2011 - 2017. Fuente: Laboratorio de Referencia de Meningitis

Bacteriana. Departamento de Laboratorio Biomédico. ISP. 2017.

%S
%R
n
%S
%l
%R
n
%S
%l
%R
n
%S
%l
%R
n

55,1%
44,9%
69
95,5%
3,9%
0,6%
1002
81,2%
11,6%
7,2%
69
95,2%
4,7%
0,1%
1002

75,5%
24,5%
49
99,6%
0,4%
0,0%
261
97,8%
12,2%
0,0%
49
99,6%
0,4%
0,0%
261

77,3%
22,7%
401
98,6%
1,1%
0,3%
2643
92,0%
6,7%
1,2%
401
99,0%
0,9%
0,1%
2643

74,2%
25,8%
519
97,8%
1,8%
0,4%
3906
90,2%
7,9%
1,9%
519
98,1%
1,9%
0,1%
3906

La Tabla 4 muestra la susceptibilidad a eritromicina, levofloxacino y vancomicina de las

cepas provenientes de casos de ENI, por grupos etarios. Se observo un menor porcentaje de

cepas sensibles a eritromicina en menores de 5 afios, al comparar con el resto de los grupos

etarios. En cuanto a la susceptibilidad a levofloxacino, se observaron resultados similares

en todos los grupos, con porcentajes de sensibilidad sobre 99,5%(49).
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%S 51,4% 77,4% 76,7% 70,6%

%I 0,7% 0,3% 0,4% 0,4%
Eritromicina %R 48,0% 22,3% 22,9% 28,9%
n 1071 310 3044 4425
%S 99,6% 99,7% 99,5% 99,6%

%l 0,4% 0,0% 0,3% 0,3%

Levofloxacino %R 0,0% 0,3% 0,2% 0,1%
n 1071 310 3044 4425

Vancomicina %S 100% 100% 100% 100%
n 1071 310 3044 4425

Tabla 4: Susceptibilidad in vitro a eritromicina, levofloxacino y vancomicina en cepas de S.
pneumoniae por grupos etarios. Chile, 2011 - 2017. Fuente: Laboratorio de Referencia de

Meningitis Bacteriana. Departamento de Laboratorio Biomédico. ISP. 2017.

b) Mecanismos de resistencia a antibidticos en S. pneumoniae

e B-lactdmicos

El mecanismo de accion de las B-lactamasa se basa en la union del antibiético a las
enzimas sintetizadoras de la pared celular, las proteinas de unién a la penicilina (PBP)(15),
interfiriendo con la biosintesis y la remodelacion del péptidoglicano bacteriano. La union
de B-lactamasa a PBP conduce a un complejo desacilado covalentemente que elimina las

PBP del conjunto metabolicamente activo(16).

El mecanismo de resistencia a la penicilina en aislados clinicos de S. pneumoniae
implica la alteracion de las PBP a fin de reducir su afinidad por la molécula de antibidtico.
Las mutaciones que conducen a la resistencia a la penicilina generalmente estan presentes
en el dominio de unién a transpeptidasa-penicilina(8). Para llevar a una afinidad reducida a
la penicilina, un PBP tiene que adquirir mutaciones multiples de modo que se alcance
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resistencia de alto nivel mediante la adquisicion de mas de una variante de PBP de baja
afinidad. En el neumococo, se han descrito cinco PBP de alto peso molecular (PBP 1a, 1b,
2X, 2a 'y 2b) y una PBP de bajo peso molecular. Las alteraciones en PBP2x y PBP2b
confieren resistencia de bajo nivel y son el prerrequisito para la resistencia de alto nivel
mediada por mutaciones en otros PBP, como PBP1a(15). La resistencia en muchos aislados
clinicos neumocdcicos se debe a cambios en solo estos tres PBP. Ademas de su papel
central en conferir resistencia de alto nivel, PBP2b parece estar relacionado con la actividad
bacteriolitica de las penicilinas(51). La observacion de que las cefalosporinas de tercera
generacion, otro grupo de antibidticos B-lactamicos, inducen menos lisis en los neumococos
se basa en el hecho de que no interactian con PBP2b. Se han descrito neumococos mas
resistentes a las cefalosporinas de espectro extendido que a la penicilina G; este patron de

resistencia parece deberse a alteraciones Unicas en PBP tales como PBP2x y PBP1a(39).

En el neumococo, los genes que codifican las PBP alteradas se llaman genes de
mosaico. Esta caracteristica se refiere a la existencia de secuencias de nucleotidos largas y
contiguas dentro de los genes de PBP, que parecen ser divergentes, es decir, de origen no
neumocoécico(50). Los genes mosaicos han surgido en organismos naturalmente
transformables como Neisseriae y Streptococcus muy probablemente debido a la capacidad
de intercambiar material genético a través de la recombinacion homologa de alelos
distintos. La presencia de secuencias de ADN extendidas en los genes de PBP modifica no
solo el sitio activo de estas proteinas, sino también algunos dominios secundarios
implicados en el reconocimiento de la estructura muropéeptida que estas bacterias usan para
construir su péptidoglicano especifico de clon especifico(16). El origen de estos bloques de
mosaico parece ser atribuible a otras especies comensales de estreptococos, ya que se han
identificado bloques de secuencias estrechamente relacionados o incluso idénticos en cepas
resistentes de Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis y Streptococcus oralis(53). La
existencia de genes de PBP idénticos en clones genéticamente distintos de S. pneumoniae
resistente a la penicilina demuestra la dispersion horizontal de los determinantes de
resistencia dentro de una especie. Se ha propuesto un modelo para el origen de la

resistencia a la penicilina y el mecanismo por el cual aumentan los niveles de esta(15). La
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adquisicién de genes de mosaico puede ocurrir de manera gradual. La incorporacién de uno
de esos genes de PBP de baja afinidad alterados marca el comienzo de un clon resistente,
que luego se expande a través de la division celular hasta que uno de este linaje participe en
un segundo evento recombinatorio que da como resultado la modificacion de otros genes de
alto peso molecular de PBP en el neumococo receptor. La progenie de dicha célula (que
ahora tiene un aumento de MIC a penicilina) puede experimentar mas eventos de

recombinacion, cada uno de los cuales aumenta aun mas el nivel de resistencia(54).

Recientemente se han descrito dos mecanismos alternativos de resistencia a [3-lactamasa
in vitro en neumococo. Ambos mecanismos muy probablemente estarian involucrados en la
biosintesis de los componentes de la pared celular que actlan aguas arriba de la funcion
biosintética de las PBP(52). El primer mecanismo implica una glicosiltransferasa putativa,
CpoA, que parece actuar como el principal determinante. Se encontré en un mutante de
laboratorio obtenido tras la seleccion con piperacilina, una -lactamasa altamente litica que
tiene una gran afinidad con todas las PBP neumococicas. CpoA podria estar involucrado en
la biosintesis del acido teicoico transfiriendo carbohidratos al intermedio lipidico(55). El
segundo mecanismo se refiere a una supuesta histidina quinasa codificada por el gen ciaHe
identificado en un laboratorio mutante resistente a la cefotaxima, una cefalosporina de
tercera generacion que no induce mucha lisis. Se propuso que el sistema “cia” podria estar
implicado en detectar y contrarrestar el dafio a la pared celular inducido en el tratamiento
con B-lactamasa. Aun no se ha identificado ningun correlato clinico que implique estas vias
alternativas de resistencia a la penicilina(15). Hasta el momento, no se ha informado sobre
ningun mecanismo de resistencia a la penicilina que involucre PB-lactamasa en S.

pneumoniae.

e Macrdlido-lincosamida-estreptograminas (MLS)

Aunque los antibioticos MLS son quimicamente distintos, interactian competitivamente
cuando se unen a la subunidad ribosémica 50S, donde solo una molécula es capaz de

unirse.
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Ya se han informado dos mecanismos de resistencia a la MLS en aislados clinicos de
neumococos: la modificacion del objetivo que produce la resistencia conjunta a la MLS y el
flujo de salida del antibiotico que media la resistencia a los macrolidos de 14 y 15 atomos
resulta en un llamado fenotipo M(51). La co-resistencia a la MLS implica el gen erm que
codifica una metilasa dependiente de S-adenosilmetionina que metila un residuo de adenina
en el dominio peptidil transferasa del ARNr 23S. La metilacion del rRNA conduce mas
probablemente a un cambio conformacional en el ribosoma, reduciendo asi la afinidad de
los antibidticos MLS por el rRNA(15). Descripciéon del gen ermAM llevado a cabo el
transposon conjugativo Tn 1545 o un transposon similar a Tn 917 se informé en aislados
clinicos de neumococo. El fenotipo de resistencia M es conferido por un mecanismo de
salida del antibidtico de la célula. EI gen mefE codifica una proteina hidrofébica
transmembrana que desempefia un papel de bomba de eflujo probablemente utilizando la
fuerza motriz del proton(20). Este mecanismo parece estar emergiendo rapidamente como
el mecanismo predominante de resistencia a la eritromicina en aislados clinicos de

neumococos aislados en muchos paises.

e Glucopéptidos

Los antibidticos glucopéptidos, la vancomicina y la teicoplanina ejercen su accion
antimicrobiana al evitar las reacciones de transglicosilacion y transpeptidacion que median
en la formacion de la pared celular madura. Se los ha considerado como los medicamentos
de ultimo recurso para las infecciones debidas a los neumococos resistentes a la penicilina.
Hasta ahora no se ha identificado ninguna resistencia a los glicopéptidos en S.
pneumoniae(51). Sin embargo, es motivo de gran preocupacion la posibilidad de que los
genes de resistencia a la vancomicina encontrados en los enterococos puedan transferirse a
los neumococos(56). Estos genes enterococicos que codifican precursores modificados de
la pared celular con una afinidad disminuida por la vancomicina podrian conferir altos

niveles de resistencia y son transportados por elementos transmisibles(55).
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¢ Fluoroquinolonas

Las cepas de estreptococos resistentes a quinolonas suponen también un problema
terapéutico de gran importancia. Por el momento la tasa de resistencia a este grupo de
antibidticos es mucho menor que la resistencia a betalactamicos, aunque se observa un
aumento en ciertas areas. En Espafa, las tasas de S. pneumoniae resistentes a quinolonas
entre los afios 2002 y 2012 han permanecido estables (en torno al 2-3%). Sin embargo, si
que se han observado cambios en los serotipos y genotipos resaltando la expansion del clon
CC63 y la emergencia del clon CC15681. La resistencia a quinolonas se debe
principalmente a mutaciones en grlA y gyrA. Los cambios aminoacidicos mas habituales en
esta especie bacteriana son en la posicion S79 de grlA (S79F y S79Y) y en la posicion S81
de gyrA (S81F y S81Y)(51). No obstante, algunos estudios indican que la resistencia a
estos antibioticos en estreptococos es mas heterogénea comparada con otros géneros Gram
positivo. Se han identificado asi modificaciones muy diversas en ambas proteinas. Ademas,
se han observado también cambios en gyrB y grIB relacionados con la resistencia a

quinolonas, pero son mucho menos frecuentes(55).

Otro mecanismo de resistencia que genera sensibilidad disminuida a quinolonas consiste
en la presencia o sobreexpresion de las bombas de eflujo PmrA, PatA y PatB84. Por si
solas no generan elevados niveles de resistencia, pero algunos estudios sugieren que son
necesarias para aumentar la probabilidad de que se den las mutaciones en las dianas
anteriormente mencionadas(20). Ademas, estas bombas confieren resistencia a otros
compuestos antibacterianos como tintes, detergentes o desinfectantes. Posibles nuevos
tratamientos podrian consistir en el uso de inhibidores de estas bombas que reduzcan la
seleccion de mutantes resistentes a quinolonas. Los genes que codifican estas bombas se
hallan normalmente en el cromosoma(55). Varios estudios han sugerido que el grupo
viridans de estreptococos es el reservorio de cepas de S. pneumoniae resistentes a estos
compuestos, aunque los fendmenos de recombinacion entre ambas especies parecen ser

muy poco frecuentes.
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c) Epidemiologia

En el periodo de vigilancia comprendido entre el afio 2011 y junio de 2017, se
confirmaron 4.642 casos de Enfermedad Neumocoécica Invasora (ENI), el 97,6%
(4.529/4.642) correspondieron a cepas y el 2,4% (113/4.642) a muestras de LCR o sangre
analizadas mediante PCR-RT. El afio en que se confirmé el mayor nimero de casos fue el
2016, con el 17,2% (798/4.642) del total confirmado en periodo analizado (770 cepas y 28
muestras). Entre enero y junio del afio 2017 se han confirmado 346 casos de ENI (337

cepas y 9 muestras)(49).

e Casos de ENI confirmados por laboratorio y tasa de incidencia por afo.

Casos de ENI confirmados por laboratorio y tasa de incidencia por ano
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Gréafico 1. Casos de ENI confirmados por laboratorio y tasa de incidencia. Chile, 2011-
2017. Fuente: Laboratorio de Referencia de Meningitis Bacteriana. Departamento de
Laboratorio Biomédico. ISP. 2017.
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La tasa de incidencia del total de casos de ENI confirmados por laboratorio ha variado
entre 3,8 a 4,4 por 100.000 habitantes entre los afios 2011 y 2016 (Gréfico 1)(49).

e Casos de ENI confirmados por laboratorio segun grupos de edad.

En el total de casos confirmados por laboratorio entre los afios 2011 y junio de 2017,
104 (2,2%) no disponen de informacion sobre la edad del paciente del cual provienen, por
lo que se descartaron de este analisis. Sin embargo, se destaca que el porcentaje de casos
sin el dato de edad ha disminuido cada afio, llegando a 0 en el afio 2015 y hasta la fecha.
Del total de casos que poseen la edad del paciente (4.538 casos), se observa que provienen
principalmente de los siguientes grupos etarios: adultos de 65 o mas afios, de 30 a 49 afios,
y 50 a 59 afios, con porcentajes de 26,8% (1.216/4.538), 16% (724/4.538) y 13,5%
(611/4.538) respectivamente. En el periodo enero a junio de 2017, el 35,3% (122/346) de
los confirmados correspondieron a adultos de 65 o mas afios, el 15,9% (55/346) al grupo
etario de 30 a 49 afios y el 15,3% (53/346) al grupo de 50 a 59 afios(49).

Se observo que el nimero de casos procedentes del grupo de 12 a 23 meses, disminuyo

67,8% entre el 2011 y el 2016, el grupo de los menores de 12 meses disminuyé 46,8% en
igual periodo (Grafico 2).
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Casos confirmados por el laboratorio de ENIl anualmente
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Gréfico 2: Casos confirmados por el laboratorio de ENI anualmente por grupo etario, y
porcentaje correspondiente a menores de 2 y mayores de 64 afos, Chile, 2011-2017.
Fuente: Laboratorio de Referencia de Meningitis Bacteriana. Departamento de Laboratorio
Biomédico. ISP. 2017.

e Casos de Streptococcus pneumoniae confirmados segun tipo de muestra.

Del total de cepas y muestras confirmadas en el periodo 2011 a junio de 2017 (4.642
casos), el 81,5% (3.782/4.642) provenia de muestras de sangre, 13,2% (613/4.642) de
muestras de LCR y 5,6% (247/4.642) de otros liquidos estériles(49).

El Gréafico 3, muestra la distribucion de los casos confirmados segun el tipo de muestra
de origen de la cepa, para los afios del 2011 a junio de 2017. Se observa que la distribucion
fue similar en cada afio del periodo de estudio, predominando los casos confirmados a
partir de muestras de sangre, seqguidas de LCR(49). Los tipos de muestra tales como
liquido pleural, articular, peritoneal o ascitico y otros menos frecuentes se clasificaron

como “otros liquidos estériles”.
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Distribucion de casos de ENI por tipo de muestra y afio
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Gréfico 3: Distribucion de casos de ENI por tipo de muestra y afio. Chile, 2011 — 2017.
Fuente: Laboratorio de Referencia de Meningitis Bacteriana. Departamento de Laboratorio
Biomédico. ISP. 2017.

e Cepas de Streptococcus pneumoniae por serotipo.

En el total de cepas confirmadas en el periodo de estudio (4.529 cepas), los serotipos
prevalentes fueron 3, 14 y 19A, con porcentajes de 11,3% (514/4.529), 9,4% (425/4.529) y
8,9% (405/4.529) respectivamente. Les siguen los serotipos 7F, 1 y 6A con porcentajes
menores, 6,8% (308/4.529), 4,4% (199/4.529) y 3,6% 8162/4.524), respectivamente(49).

El Gréfico 4 muestra la distribucion de los serotipos mas frecuentes por afio analizado.
Se observo que en los afios 2011 y 2012 predominé el serotipo 14 respecto a los otros
serotipos, mientras que los afios 2013 y 2015 el serotipo 3 fue el méas frecuente. Por otro
lado, el serotipo 19A predomino con respecto a los otros serotipos para los afios 2014 y

2016(49). En el afio 2017 se observa predominio de los serotipos 19A 'y 3.
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Distribucién porcentual de serotipos de Streptococcus pneumoniae de ENI por afio
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Gréfico 4: Distribucion porcentual de serotipos de Streptococcus pneumoniae de ENI por
afio. Chile, 2011 — 2017. Fuente: Laboratorio de Referencia de Meningitis Bacteriana.

Departamento de Laboratorio Biomédico. ISP. 2017.

La Tabla 5 muestra la evolucion del total de cepas confirmadas por laboratorio
correspondientes a menores de 2 afios por serotipo. Al comparar la distribucién de las cepas
por serotipo en los afios 2011 y 2016, en menores de 2 afios, los principales cambios
porcentuales se presentaron en los serotipos 6B, 14 y 19A. Se observa una disminucién del
serotipo 14, de 31% en 2011 a 1% en 2016, mientras que el serotipo 6B disminuye de un
16% en el afio 2011 a un 0% en el 2016. El serotipo 19A aumentd de 3% en 2011 a 26% en
2016. En el periodo enero a junio de 2017, los serotipos prevalentes fueron 19A (17%), 3
(6%) y 14 (6%)(49).
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1 3 2% 2 2% 1 1% 1 1% 2 3% 0 0% 0 0% 9 1% X X
3 4 2% 6 7% 8 10% 8 10% @6 8% 7 10% 2 6% | 45 7% X
4 3 2% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 3 0% X X
5 4 2% 2 2% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 6 1% X X
6A 17 10% 5 5% 2 2% 5 6% 3 4% 3 4% 1 3% | 36 6% X
6B 26 16% 6 7% 5 6% 0 0% 1 1% 0 0% 0 0% | 38 6% X X
7F 5 3% 3 3% 1 1% | 4 5% 0 0% 0 0% 0 0% | 13 12% X X
v 2 1% 2 2% 2 2% 1 1% 0 0% 1 1% 1 3% 9 1% X X
14 51 31% 14 15% | 4 5% | 4 5% | 4 5% 1 1% 2 6% | 80 13% X X
18C 5 3% 5 5% 1 1% 1 1% 0 0% 1 1% 1 3% 14 2% X X
19A 3 3% 8 9% 8 9% | 21 25% 15 19% | 18 26% | 6 17% 81 13% X
19F 12 7% 1 1% 2 2% 2 2% 1 1% 1 1% 0 0% | 19 3% X X
23F 4 2% 1 1% 3 3% | 4 5% 1 1% 1 1% 0 0% | 14 2% X X
NT 2 1% 1 1% 3 3% 1 1% 2 3% 0 0% 0 0% 9 1%
Otros 24 14% 35 38% | 43 49% @ 32 38% 44 56% | 36 52% | 22 63% 236 39%
Total 167 91 87 84 79 69 35 612

Tabla 5: NUumero y porcentaje de cepas de Streptococcus pneumoniae confirmadas por
laboratorio en menores de 2 afos, por serotipo y afio. Chile, 2011 — 2017. Fuente:
Laboratorio de Referencia de Meningitis Bacteriana. Departamento de Laboratorio
Biomédico. ISP. 2017.

Dentro del plano internacional en una revision sistemética de Latinoamérica y el Caribe
muestra que el S. pneumoniae es el agente etiolégico dominante de la neumonia adquirida
en la comunidad, seguido por el H. influenzae y el M. pneumoniae. El serotipo 14 es el
mas prevalente seguido por el 1y el 5. El serotipo 14 es mucho més prevalente en menores
de 2 afos y los serotipos 1 y 5 en mayores de 2 afios(52).

La vigilancia realizada en los Estados Unidos muestra datos que denotan un aumento de
resistencia completa a la penicilina en el neumococo (dentro de un 14,7% - 18,4% desde
1998), y los subtipos que mas afectan a los nifios son 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F(53). En
Colombia se han hecho aislamientos de S. pneumoniae desde 1994 hasta el afio 2009 de los
cuales son: 1.841 en menores de 6 afios, 332 en nifios de 6 a 14 afios y 1.222 en mayores de
14 afos. Para junio de 2010 los serotipos mas frecuentemente presentes como resistentes
fueron el 14, 6B, 18C 19A, 19F en los menores de 6 afios(52). ElI 94% y el 99,4% eran

sensibles a cefotaxima para infecciones meningeas y no meningeas, respectivamente. En
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cuanto a los macrdlidos, la resistencia a la eritromicina va unida a la de la penicilina en
donde existe una resistencia muy elevada a la eritromicina(45,8%)(50), y para la

clindamicina, se encuentra un porcentaje de resistencia del 29,9%(51, 54, 57)

El fenotipo mayoritario que se encuentra es el de tipo MLSy constitutivo (70,8%),
siendo también el fenotipo de resistencia mas frecuente en Europa, especialmente en

Bélgica, Francia, Polonia, Italia y Espafia(54, 58).

4.6- Meétodos de deteccidn fenotipica de mecanismos de resistencia en Streptococcus

Existen diferentes métodos de susceptibilidad antimicrobiana, donde encontramos que
las més utilizadas son las técnicas de Dilucion en Caldo, la técnica de Epsilometria y el
método de difusion en agar de Kyrbi—Bauer o Mueller-Hinton. A partir de cada una de estas
técnicas es posible obtener diferente informacion, como la CMI, CMB y el halo de
inhibicion que se utilizan para interpretar si el microorganismo es susceptible o resistente

frente a un determinado antimicrobiano(59).

a) Método de Dilucion de Caldo

Método estandarizado en los afios 70 por el Estudio Cooperativo Internacional,
posteriormente estandarizado por la CLSI(26). Consiste en exponer a las cepas a estudiar a
diferentes concentraciones de antimicrobianos, en diluciones a la mitad y observar el
crecimiento de los microorganismos para luego definir la CMI. La técnica permite conocer
la CMI y la CMB. La CMI corresponde a la minima concentracion en donde no se observa
desarrollo (turbidez)(59). La CMI se expresa en pg/ml. Teniendo en cuenta el valor de CMI
obtenido para esa cepa, es necesario recurrir a las tablas para definir, segin los valores de
CMl, si las cepas en estudio son sensibles o resistentes a un determinado antibiético o

antimicrobiano(60).
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Figura 1:Determinacionde laCMIy CMB. Imagen adaptada de Herrera ML. 1999.

b) Método de Epsilometria

Se puede determinar la concentracion inhibitoria minima (CMI), mediante utilizacion de
una tira de plastico no porosa de 6 cm de largo por 5 mm de ancho que incorpora un

gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15 diluciones(61).

El protocolo para preparar el indculo es el mismo que para la difusion en disco.
Siguiendo el método de difusion, una vez inoculado la placa de agar con el
microorganismo, se coloca la tira de E-test sobre su superficie, produciéndose de forma
inmediata una difusion del antibiotico desde el soporte hasta el agar, creAndose de este
modo, a lo largo de la tira, un gradiente exponencial de las concentraciones del
antimicrobiano(62). Tras la incubacion de las placas, se puede observar una zona de
inhibicidn elipsoidal y simétrica. Después de la incubacion la CMI seré el valor obtenido en
el punto en el que el extremo de inhibicidn intersecta con la tira(8). En contra de lo que
ocurre en la difusion en disco donde la orientacion del disco no importa, si la tira es
posicionada al revés no se observa elipse de inhibicion ya que el gradiente de
concentraciones se sitla solo sobre una de las caras de la tira(63).
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El E-test se considera como un método alternativo para el estudio cuantitativo de la
sensibilidad antimicrobiana del que cabe destacar su sencillez y buena correlacién con la
técnica estandar de dilucién en agar para el estudio de la CMI(64).

Figura 2: Método de difusion en agar comercial E-test de Laboratorio Biomérieux.
Imagen adaptada de Velazquez SJ. 20009.
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Figura 3: Método de difusion en agar comercial E-test de Laboratorio Biomérieux. Imagen
adaptada de Veldzquez SJ. 20009.
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c) Meétodo de difusion en Agar de Kirby-Bauer

El método de difusion en disco esta basado en la presencia o ausencia de una zona de
inhibicidn de crecimiento, que se mide en milimetros(65). La interpretacion de la prueba
estd basada en la correlacion entre el didmetro de la zona de inhibicion (mm) con la CMI
(ng/mL) para cada antimicrobiano y microorganismo(61).

El método consiste en inocular la muestra en suspension de caldo Mueller-Hinton o
solucion salina al 0.9% con una concentracién McFarland de 0.5 en agar Mueller-Hinton y
disponer equitativamente sensidiscos impregnados con antimicrobianos, incubar desde 18 a
24 horas y medir en mm los halos de inhibicidn, sitios donde la bacteria no crece debido al

efecto del antimicrobiano(66).

Para llevar a cabo esta técnica de una manera correcta es necesario seguir los estandares

dictaminados en los documentos del CLSI.

El procedimiento cuenta con los siguientes pasos:
Seleccionar las colonias
Preparar una suspension del inoculo
Estandarizar la suspension del indculo

Inocular la placa

Incubar la placa

1

2

3

4

5. Colocar discos de antimicrobiano
6

7 Medir las zonas de inhibicion

8

Interpretar los resultados
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Figura 4: Método de difusiéon en disco en agar comercial Mueller-Hinton Il Valtek con

sensidiscos carbapenémicos.
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5. CONCLUSION

La penicilina continda siendo universalmente activa in vitro contra S. pyogenes. Se han
descrito cifras de resistencia a eritromicina en diversos paises con porcentajes

heterogéneos, entre 0,5 y 60%.

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos en aislamientos de SGB, son
cruciales para la seleccion adecuada de la profilaxis antibidtica en mujeres alérgicas a la
penicilina (alto riesgo de anafilaxia), debido a que la resistencia a clindamicina esta
aumentando entre los aislamientos de SGB, agente comunmente utilizado como profilaxis
en estos pacientes. Las pruebas de D-test, utilizando el método de difusion de doble disco,

es util para identificar aislados resistentes a eritromicina y clindamicina

La incidencia de neumococos resistentes a la penicilina se ha incrementado
draméaticamente en todo el mundo, especialmente en los afios noventa. La diseminacion de
la resistencia a la penicilina parece deberse a la diseminacion global de varios clones que
portan tanto genes modificados de PBP como genes que codifican resistencia a otras clases
de antibidticos, incluidos los macrolidos, la tetraciclina, el cloranfenicol y el trimetoprim-
sulfametoxazol. Esta situacion se ve agravada por la reciente aparicion de resistencia de
alto nivel a las cefalosporinas de tercera generacion de espectro extendido. El antibiotico de
ultimo recurso para el tratamiento de infecciones neumocdcicas resistentes a mdaltiples
farmacos se ha convertido en el glucopéptido vancomicina. La rapida aparicion de cepas de
enterococos que albergan el complejo del gen de resistencia a la vancomicina en una forma
altamente transferible plantea una gran preocupacion por la posible transferencia de
resistencia a la vancomicina a los neumococos resistentes a multiples farmacos. Ademas de
una aplicacion mas restringida de antibidticos, existe una necesidad urgente de nuevos
agentes antimicrobianos que puedan superar los mecanismos desarrollados de resistencia a

los antibioticos.
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