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L. Introduccidon

Los Estreptococos Beta Hemoliticos constituyen una causa
frecuente de infecciones en la poblacién guatemalteca,
ejemplificadas en las faringitis, impétigo, erisipelas y celulitis.

Durante mucho tiempo se ha considerado a dichos
microorganismos como altamente susceptibles al tratamiento con
antibiticos como penicilinas y macrélidos, relativamente
asequibles al usuario desde el punto de vista econémico. No
obstante, cierto grado de confusién se percibe entre los médicos
producto de la aparicion de cepas de neumococos resistentes a tales
antibidticos, asi como reportes de otros paises en donde han

ocurrido brotes de resistencia particularmente a eritromicina
(6,14,18),

Al tener la oportunidad de realizar una medicién de la
concentracion inhibitoria minima por medio de E-test -un método
para practicar antibiogramas de comprobada confiabilidad (2.4)
aunque poco conocido en Guatemala-, se disefié el presente
estudio que a la postre comprobé la baja posibilidad de aislar en el
pais una cepa resistente a los antibidticos mencionados, de modo
que los médicos puedan seguir contando con ellos en su arsenal
terapéutico.



I1. Definicion del Problema

A mediados del decenio de 1980 comenzaron a registrarse
brotes epidémicos de infecciones graves e invasoras por
estreptococos B hemoliticos del grupo A y de fiebre reumatica
aguda, sobretodo en escolares de clase socioeconémica media-baja
y reclutas de Los Estados Unidos de Norteamérica.
Coincidentemente una mayor atencién fue prestada a casos de
infecciones  serias  sistémicas ocasionadas  por  dichos
microorganismos, tales como el sindrome del choque téxico
estreptococeico (6).

Como explicacién de este resurgimiento en las infecciones
por estreptococos  hemoliticos se plantearon varias hipétesis,
probablemente una de las mas atractivas -aunque no
necesariamente la mas certera- correspondid a que habria ocurrido
un cambio substancial en lg susceptibilidad de estos estrepltococos
a los antibidticos de wuso comun (6). Para atizar esta corriente,
varios autores fueron publicando experiencias de aislamientos de
cepas penicilino-resistentes in  vitro, También de mucha
importancia se considerd la resistencia a eritromicina, etc, Asi, en
un mundo en que las casas farmacéuticas luchan por colocar sus
productos &n mejores posiciones de venta, el médico comenzo a ser
bombardeado con informacion que enfatizaba la peligrosidad de
las “proliferantes” cepas de estreptococo asesino penicilino-
resistente.

Toda esta informacion proveniente sobretodo de Europa ha
generado  especulacion  entre  Jos médicos  guatemaltecos,
discutiéndose muchas veces sin bases sélidas si uno u otro
antibidtico debe ser utilizado por la posibilidad de que se enfiente
un paciente con un estreptococo resistente. Tal situacién reviste
Particular importancia cuando se considera la diferencia de precios
entre la penicilina -frmaco considerado de primera eleccién en

las infecciones causadas por estreptococos- y sus alternativas
terapéuticas. '

En Guatemala algunos estudios realizados con el método de
Bauer Kirby desde el afio 1973 (7)no han demostrado resistencia de
estreptococo 3 hemolitico a la penicilina, sino solamente 2% a
eritromicina (7). Recientemente un articulo respaldado por la
Organizacion Mundial de la Salud a través de su Centro
Colaborativo para la referencia e investigacién del Estreptococo,
ha enfatizado que el panorama de resistencia parece ]imitarse a
ciertas regiones del mundo, siendo de especial importancia la
resistencia a la eritromicina -pues en algunos paises en desarroll.o
la prevalencia de resistencia supera el 3%-. De mayor importancia
aun, es que hasta ahora ninguna cepa resistente in vitro ha 51'do
directamente relacionada con la traduccién a peor evolucion clinica

(9,11). o ’
En sintesis dadas las publicaciones de otros paises y la

inexistencia de un control local institucional sobre los diferentes
patrones de resistencia, se plantean las siguientes preguntas

e Cuales son las concentraciones inhibitorias minimas de los
Estreptococos § Hemoliticos en la Ciudad de Guatemala a los
antibioticos Penicilina, Amoxicilina y Eritromicina ?

« Existen realmente en Guatemala Estreptococos Penicilina
Resistentes ?




IX1. Justificacion

El presente proyecto se fundamentd en las siguientes premisas:

e Es necesario complementar los estudios de susceptibilidad con
determinacion de concentracion inhibitoria minima del
Estreptococo frente a los antibi6ticos de uso frecuente en el pais,
para evitar la especulacion en el medio, lo cual lleva muchas
veces a utilizar antibidticos que no son de primera linea para
tratar las infecciones ocasionadas por estos gérmenes.

s Si bien existen estudios sobre el patrdn de resistencia, éstos se
basan en el método de difusién en placa usando discos de
antimicrobianos (Bauer Kirby) que permite clasificar las cepas
como susceptibles o resistentes, pero no puede determinar asi la

~ concentracion inhibitoria minima.

e El antibidtico Penicilina fue escogido por constituir la primera
linea de tratamiento y ser ademas hacia el cual se refieren los
estudios que alarman sobre la resistencia -penicilina resistentes-.

» El antibidtico Amoxicilina se eligié por constituir una alternativa
de administracién oral de uso frecuente en el pais, De hecho,
actualmente los centros de atencion gubernamental cuentan con
éste para la atencion de los usuarios.

o El antibiotico Eritromicina se incluyd por ser la alternativa oral
en quienes se supone alergia a las penicilinas. Ademas, se tiene
registrada resistencia no mayor de 5% en otros paises y 2%
localmente.

® Los resultados derivados del presente estudio constituyen una
base para que los médicos elijan su prescripcion mas
técnicamente.

IV. Objetivos

Objetivo General

antimicrobiana  de
la Ciudad de

Determinar la  resistencia
Estreptococo Beta Hemolitico en
Guatemala.

Objetivos Especificos

Determinar la concentracién inhibitoria minima de
Estreptococos Beta Hemoliticos respecto a los
siguientes antibidticos :

e Penicilina
e Amoxicilina
e Eritromicina



V. Revision de Literatura

1. Breve Descripcién Microbiologica de los Estreptococos

Los estreptococos son un grupo grande de bacterias
pertenecientes a la familia Streptococcaceae. Algunos miembros
de este género son notables patégenos humanos, mientras que otros
constituyen parte de la microbiota indigena de la orofaringe y el
tracto gastrointestinal. Algunas especies son responsables de la
formacion de la placa dental y otros ocasionan secuelas no
supurativas como la fiebre reumdtica, glomerulonefritis y corea.
Las especies patogénicas mds importantes para el humano incluyen
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agaluctiae, Streptococcus
faecalis, los viridans y el Streptococcus pneumoniae.

A. Caracteristicas

1. Morfologia
Los estreptococos son cocos Gram positivo que se organizan
en cadenas de longitud variable, dependiente generalmente
de la especie. Los estreptococos B hemoliticos como el
Streptococcus pyogenes usualmente aparecen en largas
cadenas de 10-15 células, mientras que estreptococos orales
comg el Streptococcus mutans frecuentemente se observan en
pares. ‘

L1 Individualmente su tamafio varia de 0.5 a 1.0 um de
didmetro dependiendo de las condiciones de crecimiento y la
vejez del cultivo.

1.2 Colonias de la mayoria de estreptococos son pequefias (0.5-
2 mm de didmetro), color gris a blanco griséceo en agar
sangre. En contraste, colonias de Streptococcus faecalis
comunmente son largas y blancas, parecidas a las colonias
del Staphylococcus epidermidis.

f,_* e

1.3 Hemolisis sobre agar sangre de carnero constituve una

caracteristica especifica de grupo para los estreptococos.

1.3.2 Alfa Hemdlisis: definida como la incompleta
destruccion de los eritrocitos que resulta en
decoloracion verde del medio que rodea las colonias.
La pigmentacion verdosa se debe a la biliverdina y
otros componentes heme. Muchos de los estreptococos
orales y el Streptococcus pneumoniae (neumococo) son
o hemoliticos.

1.3.B. Beta Hemélisis: definida como la completa lisis
de los eritrocitos y resulta en una distintiva zona clara
alrededor de las colonias. La B hemélisis es mejor
visualizada bajo condiciones de baja tension de oxigeno
(por ejemplo en las dreas que se cortan en el agar) lo
cual se debe a que las hemolisinas son labiles al
oxigeno. Los estreptococos de la clasificacion
Lancefield A,B,C y G son tipicamente B hemolfticos.
1.3.C. Gamma Hemolisis : se caracteriza por no haber
efecto visible sobre el agar sangre de carnero por lo que
la designacion indica que no hubo hemolisis.

1.4 Formas L : Son bacterias estables en medios
hiperténicos. Inducidas facilmente en las especies de
estreptococos por exposicion a penicilina o por fagos
asociados a lisina en estreptococos del grupo C. Se ha
sugerido que tales formas L son responsables de la
persistencia del estreptococo en los tejidos, pero su papel
exacto en la produccién de enfermedad en el humano se
desconoce.
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2. Composicion antigénica.

En los estreptococos es variada y compleja. Los componentes
celulares inducen tanto anticuerpos grupo-especificos como tipo-
especificos.

2.1 Carbohidratos grupo-especificos de la pared celular de
los estreptococos son -utilizados para clasificarlos en
géneros serologicos que abarcan por lo menos 18 grupos
designados de A a la R por el sistema de clasificacion de
Lancefield. Ahora se sabe que el antigeno grupo-especifico
del estreptococo grupo D es en realidad el 4cido teicoico,
un componenete de la membrana celular.

2.2 Proteinas M Tipo Especificas : son limitadas casi
exclusivamente a los estreptococos grupo A y son
responsables de la virulencia de dichas bacterias por virtud
de sus propiedades antifagociticas. Los largos complejos
de proteina M contienen fimbrias que son importantes en la
unién de los estreptococos grupo A a las células
susceptibles del hospedero. Mds de 80 tipos antigénicos
de proteinas M han sido aisladas de estreptococos del
_grupo A.

2.3.Antigenos T: son proteinas que no se relacionan con la
virulencia y tampoco inducen anticuerpos protectores en
pacientes infectados. Algunos antigenos T son asociados
con una sola proteina M, mientras otras son compartidas
por varias proteinas M. Los antigenos T se usan para la
identificacion en el laboratorio de estreptococos del grupo
A incapaces de sintetizar proteina M o cuando no se tiene a
la mano el antisuero.

2.4 Antigenos R: son proteinas asociadas con los grupos
A,B,C,G y L. Estos antigenos no proporcionan proteccion
v su significado es desconocido.

3. Metabolismo
Los estreptococos son catalasa negativos (por ejemplo, ellos no
tienen el sistema citocromo). Son anaerobios facultativos que
fermentan carbohidratos para formar 4cido lactico. La mayoria de
estreptococos que son virulentos para los humanos son fastidiosos
en sus requerimientos nutritivos; la adicién de sangre completa o
suero a los medios de cultivo favorece grandemente su desarrollo.
4. Patogenia de la enfermedad estreptocéccica
Deben considerarse tanto la producciéon de infecciones activas
como el desarrollo de secuelas no supurativas.
4.1 Factores de virulencia
El Streptococcus pyogenes probablemente el mas importante
patégeno humano. Adicionalmente a la proteina M produce
mas de 25 substancias antigénicas extracelulares. Solo un
pequefio grupo de éstas han sido caracterizadas en su
estructura y actividad bioldgica.
4.1.A Proteina M: Constituye probablemente el factor de
mayor virulencia de los estreptococos A. No solo es
antifagocitica, sino que en su forma purificada se ha
mostrado capaz de precipitar fibrindgeno, agrupar plaquetas y
leucocitos, lisar neutrdfilos e inhibir la migracion leucocitaria
a través de los capilares. Factores séricos, probablemente
relacionados con el complemento, son requeridos para la
actividad citotoxica de la proteina M. Este antigeno es
responsable de la adherencia de los estreptococos A a las
células epiteliales. Es altamente inmunogénica.
4.1.B Estreptolisina O: Es una proteina l4bil al oxigeno
responsable de la B hemolisis alrededor de las colonias
correspondientes a los grupos A, C y G. Sus actividades
citoliticas y hemoliticas ocurren unicamente bajo condiciones
reductoras por la labilidad de su grupo sulhidrilo. Esta
también es inhibida por el colesterol y otros estéres. La



estreptolisina O es cardiotéxica para los animales de
laboratorio.

4.1.C. Estreptolisina S: Es un péptido no antigénico
oxigeno-estable encontrado y liberado de la superficie del
estreptococo. La liberacion de estreptolisina S involucra a
varias proteinas portadoras inespecificas para llegar
eventualmente a las células de mamiferos. Puede ser
inactivada por los fosfolipidos. La estreptolisina S es tanto
citotdxica como hemolitica.

4.1.D. Toxina eritrogénica: Més correctamente conocida
como toxina pirogénica estreptocdccica, es producida por la
mayorfa de cepas de estreptococos del grupo A como una o
mas de tres substancias inmunol6gicamente distintas, Dichas
toxinas estdn constituidas principalmente por proteina y dcido
hialurénico y su produccién probablemtne est4 mediada por
profagos temperatura dependientes. La toxina pirogénica
estreptocdcecica ocasiona fiebre Y exantema, incrementando la
susceptibilidad al choque endotdxico, altera la respuesta
inmune, dafia macréfagos y es mitogénica para los linfocitos.
Su rol exacto en la patogénesis de las enfermedades
estreptocdccicas no es claro, aunque se le atribuye un papel
relevante en la sintomatologia de la fiebre escarlatina.

4.1.E Estreptoquinasa : Esta activa el sistema fibrinolitico
en la sangre humana. La estreptoquinasa actia como un
factor de virulencia al lisar los coagulos y la fibrina alrededor
de los estreptococos. En su forma purificada ha sido utilizada
clinicamente para el desbridamiento de superficies
infecciosas, tratamiento de exudados fibrinosos, incremento
en la curacion de heridas y para trombolisis en fendmenos
tromboticos intravasculares (infarto agudo del miocardio por
ejemplo).

i

4.1.G Factores de diseminacion: son enzimas
extracelulares que ayudan al crecimiento esteptococcico en
los tejidos al licuar las barreras de exudados inflamatorios.
Los estreptococos del grupo A producen hialuronidasa,
ribonucleasa y cuatro variedades de deoxiribonucleasas.
Todas ellas son factores inmunogénicos.

4.2 Secuelas

Este apartado corresponde a las complicaciones no supurativas de
las infecciones estreptocéccicas, hayan sido éstas evidentes o
pasadas por alto clinicamente. Unicamente se mencionar4 que se
trata de la fiebre reumatica (cuya afeccion puede incluir carditis,
corea y artritis entre las mds llamativas) y la glomerulonefritis
aguda. El detalle sobre éstas se encuentra en los textos de Medicina
Interna.

S. Inmunidad

La inmunidad a las infecciones por estreptococos del grupo A es
tipo-especifica con respuesta humoral inducida por proteina M.
Los anticuerpos anti-M son principalmente IgG, v ellas actian
como opsoninas. Los titulos de los anticuerpos se elevan
lentamente a lo largo de un periodo de 30-60 dias luego de Ia
infeccion estreptocdccica. Debido a la existencia de mas de 80
tipos de proteina M, la consideracién y uso de la vacuna debe
individualizarse para cada poblacién. Los anticuerpos inducidos
por otros productos de los estreptococos del grupo A, ni son
protectores ni juegan papel alguno en la inmunidad.

6. Epidemiologia
4.1 Los estreptococos del grupo A son responsables de una
buena parte de las faringitis, amigdalitis o tonsilitis que
ocurren frecuentemente en nifios entre 5 y 15 afios. La
bacteria es diseminada por particulas o gotitas suspendidas
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en el aire y respiradas posteriormente por otras personas,
Jugando también algin papel los fomites. Aunque tales
bacterias pueden ser cultivadas del polvo y otras
superficies expuestas al medio ambiente, éstas tienden a ser
no infecciosas. Dada la frecuente ocurrencia de infecciones
leves, muchos casos pasas desapercibidos y la mayoria de
los nifios han sido ya expuestos a los estreptococos hacia
los 10 afios de edad.

7. Otras anotaciones importantes de los Estreptococos [
Hemoliticos diferentes a los del grupo A.

7.1.A° Composicion antigénica : El S.agalactiae posee
antigenos capsulares y de tipo protéico, los cuales son
utilizados para dividir a la bacteria en 5 serotipos: Ia,Ib,Ic,Il y
I1I.

7.1.B Enfermedades producidas: El S.agalactiae en su tipo
III causa frecuentemente meningitis neonatal y el tipo Ia es
causante de neumonia neonatal. Infecciones en adultos son
esporadicas y no tienen correlacion especifica con el tipo.
7.1.C Inmunidad : Se produce por la produccién de
anticuerpos contra los antigenos especificos. La madre
transfiere via placentaria anticuerpos al neonato contra el tipo
III'y consecuentemente contra la meningitis ocasionada por
¢éste. Los anticuerpos contra el Ia son opsoninas y no se
trasladan transplacentariamente.

7.1.D Epidemiologia : El Sagalactiae ha sido
frecuentemente aislado de la nasofaringe de individuos sanos.
Los estreptococos B son parte de la microbiota indigena
gastrointestinal de por lo menos 30% de la poblacion, asi
como del 30% de la microbiota urogenital de las mujeres.

7.2 Estreptococos del grupo D de Lancefield

Aqui se incluyen los S faecalis. S.faecium

enterococo), S.durans, S.bovis v S.equinus.
7.2.A Composicién antigénica: Los antigenos grupo-
especificos son unicos entre los estreptococos. Se trata
del glicerol-acido teicoico conteniendo D-alanina y
glucosa. Probablemente se le localice en la pared
celular.
7.2.B Epidemiologia : El S faecalis coloniza
eventualmente el tracto gastrointestinal del humano,
comportandose como un oportunista o invasor
secundario de tejidos dafiados. El enterococo puede
ocasionalmente causar infecciones urinarias
particularmente en inmunosuprimidos.
7.2.C Metabolismo : El enterococo crece en la
mayoria de medios rutinarios de cultivo pues, a
diferencia de los demds estreptococos es poco
fastidioso en sus requerimientos nutricionales. El
enterococo puede causar tanto o como 3 hemdlisis en el
agar sangre de carnero.

7.3 Estreptococos de grupos Cy G:

Aqui se incluye una variedad de especies tales como

S.equisimiles, S.zooepidemicus, S.equi y S.disgalactiae.
7.3.A Factores de virulencia: La estreptolisina O es
producida tanto por los del grupo C como los G, no
obstante su rol en la patogenia es desconocido. Los del
grupo C producen 4cido hialurénico en su cdpsula, lo
" cual es antifagocitico.
7.3.B Epidemiologia Se les encuentra frecuentemente
en la nasofaringe de individuos sanos. Su presencia no
conlleva el riesgo de secuelas no supurativas como
fiebre reumatica o glomerulonefritis(15).

(vg. El



V.B ANTECEDENTES SOBRE  RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA DE LOS ESTREPTOCOCOS §
HEMOLITICOS.

V.B.1 RESISTENCIA A PENICILINA

A finales de los afios seténta aparecieron los primeros
reportes sobre fracasos en la erradicacion de estreptococos en vias
respiratorias altas con el uso de penicilina. Desde entonces las tasas
de fallo descritas han sido incluso de 30% (9). Producto de la
investigacion realizada para explicar dicho fenémeno se consideran
actualmente tres diferentes hipétesis que se conocen como: /a
resistencia tradicional, el efecto de indculo tambien conocido
como efecto Eagle y el fenomeno de tolerancia.(6).

La resistencia tradicional -que corresponde a la aqui
investigada- se entiende como aquella en la cual ]a cepa se muestra
resistente a la accién de un antibidtico en los diferentes test que
miden la susceptibilidad antibidtica in vitro. Los datos existentes
en los ultimos 20 afios sugieren que a pesar de gque han
transcurrido mds de 40 afios de empleo de penicilina para tratar
infecciones por estreptococos del grupo A en seres humanos, no se
ha producido un cambio importante en la susceptibilidad in vitro a
dicho antimicrobiano (59). De hecho en muestras obtenidas de
seres humanos no se han documentado estreptococos beta
hemoliticos del grupo A resistentes a la penicilina, aunque en el
laboratorio se han producido mulantes con cifras de
concentracion inhibitoria minima muy elevadas para dicho
antibidtico (6,9) En concordancia con lo anterior varios estudios han
documentado una extraordinaria sensibilidad de los estreptococos a
la penicilina, tal y como aparecen en la siguiente tabla:

» o |

Concentracidon Inhibitoria Minima (CIM) descrita en series

previamente publicadas de Estreptococo Beta Hemolitico

Institucion Aflo Nimero de CIM registrada
cepas estudiadas en g/ml

Boston City 1976 29 0.01 o menos
Hospital()

Children’s of 1982 132
Philadelphiars)

0.05 o menos

Oklahoma 1980 474
Children’s
Hospital (6)

0.03 o menos

Militares de 1990 104 0.06 o menos
USA en Japon
y civiles de este

pais(s)

Centro para la 1989-1992 300 0.012
referencia e
investigacion
del
Estreptococo
(Minneapolis)
y Organizacion
Mundial de la
Saluds)

Como se menciond, la sensibilidad de los mutantes puede
diferir de la cepa madre, tal y como ha ocurrido al inducir el proceso
de mutacion con etilmetanosulfonato. En un estudio de este tipo los
valores de CIM de la cepa inicial fueron de 0.006 pg/ml aumentando
a 0.2 pg/ml en los mutantes (6).

Es importante recalcar que estreptococo beta hemolitico no
produce beta-lactamasa. De modo que en la actualidad se piensa



que la resistencia obedece a una alteracién en las proteinas
ligadoras de penicilina -peptidoglicanos-transpeptidasas v
carboxipeptidasas de la pared bacteriana a las cuales el
antibidtico en cuestion se une de forma covalente-, va que tales
enzimas registran menor concentracion o menor afinidad por la
penicilina().

Un aspecto interesante es el fendmeno de que a pesar del uso
de penicilina no ha ocurrido de manera natural una induccion de
cepas mutantes, principalmente cuando se considera la facilidad
con que tal induccidn ocurre en el laboratorio. Al parecer lo
anterior se explica puesto que los mutantes, si bien alteran las
proteinas ligadoras de penicilina, tambien tienden a perder la
proteina M, factor importante de virulencia descrito al inicio de la
revision bibliografica y que se sabe ayuda a burlar a los
fagocitos(s,10)

El efecto del inéculo tambien denominado Efecto Eagle se
refiere al fenémeno observado respecto a la disminucién de la
efectividad de la penicilina conforme aumenta el ntmero de
microorganismos en un tejido infectado. Esto parece explicarse
porque conforme la poblacién bacteriana se acerca a una cifra
“estable”, los microorganismos ya no se multiplican ni metabolizan
tan activamente siendo por consiguiente menos susceptibles a los
efectos de la penicilinace).

El fenomeno de tolerancia se refiere a la menor capacidad
bactericida por parte de las concentraciones de penicilina que
inhiben el crecimiento. Dicha tolerancia suele demostrarse in vitro
por enormes diferencias (generalmente arriba de 32 tantos) entre la
concentracién bactericida minima y la inhibitoria minima. Es
importante mencionar que ain no se define la importancia clinica
de la tolerancia, mas cuando varios estudios han sido realizados
con cepas en fase estacionaria, lo cual -como se menciond en el
parrafo anterior- puede de por si, disminuir la efectividad de la
penicilina().

Desde el punto de vista epidemioldgico los esfuerzos

previamente realizados en Guatemala para definir el Patron de
resistencia, han documentado por el método de Bauer Kirby ¥y pgr
seguimiento clinico una susceptibilidad a la penicilina G de 100%

T
Y En adicion a los anteriores datos que se refieren sobre todo a
Estreptococo Beta Hemolitico del grupo A, la literatura c'ornlsultad'a
en relacion a los del grupo B -e/ segundo grupo serolqgrco mas
importante de los beta hemoliticos- evidencia que si l?len se !?a
registrado resistencia a gentamicina y susceptibilidafl mtgrmed@
para eritromicina, clindamicina y cefoxitina, no ocurrio r651sten03a
para la penicilina (14) . Un estudio publicado en 1994 en Espafia
registrd sensibilidad intermedia a la penicilina en 2 cepas (9).

Los estudios realizados para determinar la CIM e’n
Estreptococos de los grupos C y G han documentado valores mas
altos que para el grupo A, no obstante, ninguna cepa ha sido
catalogada como resistente (9).

RESISTENCIA A ERITROMICINA

La primera referencia sobre resistencia de Estreptococo Beta
Hemolitico del grupo A a Eritromicina data de 1958 () Desde
entonces se han documentado brotes epidémicos en varias partes del
mundo y la Organizacién Mundial de la Salud sostiene que en la
mayoria de los paises, menos del 5% de tales cepas son resistentes al
macrélido en cuestione). Probablemente Japon ha sido uno de 195
mas afectados, como puede deducirse del incremento de resistencia
desde 2% en 1971 a un alarmante 52% en 1974¢9. Un aspec;tlo
importante lo constituye la correlacién existente entre las tfclsas e
resistencia y la produccién, asi como su prescripcion al usuario. Esta
situacién se demostrd en el mismo Japén, puesto que entre 1972-
1976 la cantidad de produccién aumenté elevando la resistencia v
esta ultima descendi6 cuando asi lo hizo la primera.



. Otrgs datos con los cuales se cuenta sobre las tasas de
resistencia son las siguientes: Japon, 1974-3, 62 %:: Suecia, 1984-5
49 %; Suecia,1987, 5.9 %; Escocia,1988, 23 %; Inglaterra. 31987 lg
20 %, Inglaterra, 1989-90, 2.5-3.3 %; Espafia, 1987-92 ‘I 3-%1 %;
Israel,1992, 1.3 %; Finlandia,1988-90, 16-24 %: Car.md'ﬂ 1.968,
0.24%.:; Canad4,1972, 1.4 %; USA,1980, 4.3-5%; 1989-92 3:5 %?
Hawai,1988-89, 3.7 %.(6,9) En Guatemala hacia 1983 se desérit;ié LlI';
2% de cepas resistentes utilizando el método de Bauer Kirby(7).

En cuanto a la informacion correspondiente a estreptococo del
grupo B, se han registrado concentraciones inhibitorias minimas que
los catalogan como de sensibilidad intermedia hasta en 15% de 156
cepas (9).

En cuanto a la informacién correspondiente a los
:Estf'ePtoc.:ocos del grupo B se han registrado concentraciones
§nh1b1tonas minimas que los catalogan como de sensibilidad
intermedia hasta en 15% de 156 cepas ().

Se desconocen los mecanismos moleculares por los que los
esFreptococos beta hemoliticos desarrollan resistencia a la
erlltromicina. Muchas bacterias producen una enzima que metila el
SITEIO egp‘eciﬁco en el ribosoma bacteriano al que se une la
eritromicina y as{ protege al microoorganismo. Sin embargo, debe
sumarse ala anterior explicacién la aparente existencia de pldsmidos
transmitibles por transfusién v conjugacién entre bacterias (6.11)

RESISTENCIA OTROS ANTIBIOTICOS:

La literatura existente sostiene que no parece haber resistencia
de Est.reptococo Beta Hemolitico del grupo A a las cefalosporinas.
No asi a clindamicina, trimetroprim-sulfametoxazole v tetraciclinas

para ]os. cuales varios estudios documentan grados variables de
resistencia (2, 6.7.9,11).

?-

V.C INFORMACION SOBRE E-TEST

El E-test es un método que determina la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de un antibitico a una bacteria.
Corresponde a un método de difusion en el cual un agente
antimicrobiano contenido en una pequefia banda o tira se difunde
hacia el agar en que se ha cultivado una cepa bacteriana objeto de
estudio.

La caja de Petri que contiene el agar, la cepa ¥y las bandas
reactivas han de incubarse bajo ciertos requerimientos
caracteristicos de atmaosfera, temperatura y tiempo entre otras.

Las determinaciones cuantitativas de la CIM se calculan
determinando el punto mas bajo de la banda de gradientes que
inhibe el crecimiento bacteriano, observandose como una zona
eliptica. _
La interseccién entre el valor impreso en la banda y la zona
de inhibicidn es registrada como la CIM@1).

Un estudio reciente demostré la superioridad de este método
para determinar la CIM en comparacion con otros métodos(2).

Un limitante importante lo constituye el costo (véase la
seccion de materiales).

13
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VI. Material y Método

Tipo de estudio
Observacional - Descriptivo

Objeto de estudio .
Cepas de Estreptococo Beta Hemolitico

Tamaiio de la muestra r

Cincuenta cepas de Estreptococo Beta Hemolitico fueron al
final consideradas para andlisis de un total de 75 obtenidas en 4
laboratorios microbiologicos de la iniciativa privada y 3
gubernamentales.

El periodo de recoleccion se inicié en noviembre de 19
finalizé en marzo de 1998.

El nimero de cepas fue previamente fijado en forma
arbitraria, obedeciendo a tres elementos: 1. Poca demand
cultivos de garganta 2. Bajo porcentaje de aislamiento en dichos
cultivos 'y 3. Alto costo del estudio.

Criterios de Inclusion

e Cepa reportada como Estreptococo B-hemolitico por el
laboratorio de donde se obtiene la muestra

e Cepa corroborada como Estreptococo B-hemolitico por los
investigadores

e Cepa cultivada durante los meses noviembre-diciembre
1997 y enero-marzo 1998

Criterios de Exclusion

e Cepa que no se confirme como Estreptococo B-hemolitico

Marco del muesireo

Laboratorios microbioldgicos gubernamentales y privados
localizados en la ciudad de Guatemala de donde se obtuvieron
las cepas.
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Variables

- e

Variable

Definicion
Conceptual

Definicion
Operacional

Medida

Estreptococo -
Hemolitico

Cocos gram positivo que
en virtud de poseer
hemolisinas, al  ser
sembrados en medio agar
sanre de carnero exhiben
un halo claro alrededor de
las colonias por hemolisis
completa de los
eritrocitos depositados en
el medio(10).

Colonias de 0.5-2mm
de diametro grisdceas
que en agar sangre de
carnero exhiben un
halo completamente
claro  alrededor de
ellas. (8.10)

Grupo A de
Lancefield (Taxo
A positivos)

No del Grupo A
de Lancefield
(Taxo A negativo)

(15)

Concentracion
Inhibitoria Minima

Medida de la
concentracion de un
antibidtico necesaria para
inhibir la proliferacion de
un indeulo estandarizado
en condiciones

Medicion del halo
claro de la colonia
sembrada en el medio
de cultivo hasta el
valor respectivo para

Registrada en
Microgramos por
mililitro (ug/ml) (8)

Recursos

e Econémicos

inhibir el crecimiento de

un microorganismo.
Existen también
antibidticos

semisintéticos
constituidos por

derivados sintéticos de
los naturales. (15.17)

elegidos por estar
catalogados como de
primera linea contra
los estreptococos P-
hemoliticos o juzgarse
de uso frecuente por
los médicos generales.

definidas.(11) cada tira de E-test
examinada.(11)
Substancia nawral | Grupo de 3|1. Penicilina
Antibiético producida  por  un|gantibidticos 2. Amoxicilina
organismo para matar 0, chitrariamente 3. Eritromicina

Resistencia

Condicion inherente a un

Registro  de  una

microorganismo que 10| concentracion  inhi-| Penicilina > 4 pg/ml
antimicrobiana hace  toleramte 2| pioria minima supe- | Amoxicilina >4 pg/ml
conssneRCIONES | dlhior a la cores-|Eritromicina >8 pg/ml
| antibiotico superiores 2 :
‘ los que pueden obtenerse pondiente para cada (8
en la sangre por medio de antibidtico SEglln los
un régimen usual de|valores de referencia
dosificacion (11). de la  Asociacién
Americana de
Microbiologia (8)
25
\
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50 tiras de E-test para cada antimicrobiano (150 en total) Q1931.10
2 frascos de 500 gms de medio de cultivo Q1000.00
10 frascos de sangre de carnero 0600.60
1 carton de 500 cajas desechables de cultivo (2500.00
| recipiente para transporte de muestras Q20.00
1 rollo de maskin tape para transporte de muestras Q15.00
materiales de laboratorio para realizacién de pruebas Q200.00
Fotocopias Q50.00
Cpmbustible de vehiculo para traslado de muestras Q200.00
Diskettes, tiempo en uso de computadora e impresora laser  Q250.00
Impresion de tésis Q1000.00
TOTAL GASTOS Q5,766.00

¢ Fisicos

Bibliotecas Facultad de Medicina USAC, UFM, INCAP
Manuales de Laboratorio Hospital Universitario Esperanza
1 computadora Compaq Presario 1425

1 Impresora HP Laserjet 4 plus

1 méquina de escribir

Utiles de escritorio

50 cepas de Estreptococo Beta Hemolitico

Espacio fisico LACCEM

e Humanos

Médicos de accion en el campo microbiologico
Técnicos de laboratorio
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Recopilacidn de la informacion -

El procedimiento para recopilar la informacion consistig
basicamente en contactar telefénica o personalmente a log
encargados de los laboratorios de Microbiologia antes mencionados,
Considerando que las cajas de Petri con tales cepas constituyen
finalmente materiales de desecho para los _laboratorios, la
recoleccion no significé para ellos-un gasto monetario.

Las cepas fueron trasladadas al Laboratorio Clinico y Centro
Microbiolégico (LACCEM ) (12 Av 13-18 A Zona 1) donde se
efectué el protocolo que aparece en la pégina siguiente

r Evaluacion inicial para clasificacion de las cepas.

|

l |
’ Cepa Hemolitica Pura J ! Cepa Hemolitica camaminada—;
l
[Prueba de Catalasa i
l |
INegatiE| | Positival
Re-aislamiento de cepas en agar sangre de carnero,

| Incubacion por 24 horas|

|

| Corroboracién de la hemélisis beta
i

No Hemolitica

Beta Hemélisis L No Beta hemélisis

[ Inoculacién en caldo Mueiler-Himoﬁ

[ Incubacién del caldo por 24 horas

Descartadas

Siembra en agar sangre de carnero de las cepas y colocacion de tiras de E-test

| Incubacion por 24 horas]

Lectura y anotacion en boletas y libro de registrd




VI1. PRESENTACION DE RESULTADOS

Cuadro 1
Distribucion de cincuenta cepas de Estreptococo Beta
Hemolitico segiin su clasificacion de Lancefield.
Ciudad de Guatemala Noviembre 97 - Marzo 98.

ClﬂSigcaCiﬁn Frecuencia Porcentaje
€
Lancefield
Grupo A 10 20%
No del 40 80%
Grupo A
Total 50 100%

Fuente: Boletas de Recoleccion de Datos del Estudio.

Cuadro2
Distribucién de cincuenta cepas de Estreptococo Beta
Hemolitico segiin su resistencia a tres antimicrobianos.
Ciudad de Guatemala Noviembre 97 - Marzo 98

Antimicrobiano Clasificacion segun nivel de CIM Total
Susceptible | Moderada- | Susceptibi- | Resistente
mente lidad
susceptible | Intermedia
Penicilina 49 1 0 0 50
Amoxicilina 41 9 0 0 50
Eritromicina 44 0 6 0 50

Fuente: Boletas de Recoleccion de Datos del Estudio




Grailica 1
Determinacion de concentracion inhibitoria minima para Penicilina en cincuenta cepas
de Estreptococo Beta Hemolitico recopiladas en varios laboratorios microbiolégicos.
Ciudad de Guatemala, Nov 97 - Marzo 98

Concentracion inhibitoria minifma
0.25 microgramos/mililitro

0.2 | o
0.15 1
0'1 1 ¢ o ¢ ..o.
005 | °
0 see o ..T. . -”.’?. “. ".T. X .I“, ”'”]T
0 10 20 30 40 50

Numero de cepas

Notese que ninguna de las 50 cepas registro valores arriba de 4 meg/ml que delimita
susceptibilidad/resistencia.

Determinacion de concentracion inhibitoria minima para Amoxicilina en cil-lcuenta
cepas de Estreptococo Beta Hemolitico recopiladas en varios laboratorios
microbiolégicos. Ciudad de Guatemala, Nov 97 - Marzo 98

Concentracion inhibitoria minima

1 microgramos/mililitro
-

09 |
0.8 |
0.7 |
0.6 |
0.5 | .
0.4 |
03 + ¢ @ *
0.2 " teT

0.1 i i o« .

.
0 ‘evete o+ *  te e® o0 oo ° geee ooo“{
i

0 10 20 30 40 50

Nimero de cepas

Notese que ninguna de las 50 cepas registro valores arriba de 4 mcg/ml que delimita
susceptibilidad/resistencia.



Grafica 3

.-

Determinacion de concentracion inhibitoria minima para Eritromicina en cincuenta

laboratorios

S en varios

cepas de Estreptococo Beta Hemolitico recopilada

microbiologicos. Ciudad de Guatemala, Nov 97 - Marzo 98

Concentracion inhibitoria minima

6 microgramos/mililitro
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VIIL DISCUSION

El presente estudio fue disefiado obedeciendo a la especulacion
observada en los ultimos afios respecto a qué antibioticos se deben
usar para el tratamiento de las frecuentes infecciones por
Estreptococo. Tal especulacion parece generada por la
documentacién de resistencia del neumococo y la indebida
generalizacion de esos datos a todos los estreptococos.(2)
Adicionandose la tendencia de querer aplicar en nuestro medio los
resultados de investigaciones practicadas en otras latitudes v la
presion publicitaria por parte de algunas compafifas farmacéuticas
encaminada a inducir prescripciones de sus productos.

La revision bibliografica que antecedié la realizacion del
estudio demostrd que si la informacién se refiere estrictamente a
Estreptococo Beta Hemolitico -independientemente del grupo de
Lancefield-, las tasas de resistencia reportadas son bajas y mas bien
inexistentes para la Penicilina (69. y menores del 5% para la
Eritromicina (6.9). Especificamente para Guatemala se encontraron
estudios publicados y efectuados por el método de Bauer Kirby que
concordaron con la anteriormente expuesto(l,?).

Con el anterior conocimiento se disefié el presente trabajo para
determinar la concentracién inhibitoria minima del Estreptococo
Beta Hemolitico en la Ciudad de Guatemala. Siguiendo el método
previamente establecido se recolectaron 75 muestras en 7
laboratorios del perimetro urbano (4 pertenecientes a la iniciativa
privada y 3 de instituciones gubernamentales). Finalmente 50 fueron
incluidas para anlisis de acuerdo al esquema de seleccion acordado
-ver detalle en pagina 28-. Se evalud la concentracién inhibitoria
minima en relacién a los antibidticos Penicilina, Amoxicilina v
Eritromicina. Estos antibiéticos fueron elegidos al inicio
fundamentindose en que el primero constituye el farmaco de
eleccion y es con relacion a éste que parte la discusion en general de
si existe o no resistencia desde el punto de vista de salud piblica. La
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Amo?\'icilina se incluyé por constituir una alternativa por via oral
ampliamente prescrita en el medio y la Eritromicina por ser l
recomendacion en casos de conocida alergia a las penicilinas (11) '

Lo§ resultados muestran que el 80% de las cepas. no
pertenecieron al grupo A. La distribucion de las mediciones de |g
concentracion inhibitoria minima que aparecen en las tres gréficas
respectivas demuestran que ni}tguna de las cincuenta cepas
estudiadas registré concentraciones inhibitorias minimas que[;aé‘
clasifiquen como resistentes a cualesquiera de los tres antibidtico;

estudiados. No obstante, vale la pena enfatizar que de acuerdo a las

mediciones obtenidas, una de las 50 cepas evaluadas para Penicilina
y 9 en el caso de la Amoxicilina se catalogan como moderamente
susceptibles de acuerdo a los estindares de la Asociacion Americana
de Microbiologia 8). Esta designacién implica la necesidad de altas
c%osw d.el. firmaco cuando se trata de endocarditis o infecciones
txsulgres invasivas en las cuales puede ser recomendable incluso
asociar un aminoglucésido para mejorar la respuesta terapéutica vy la
accion bactericidas). En cuanto a Eritromicina, seis de las 50 ce'pas
mostraron una concentracion inhibitoria minima elevada, lo cual si
Elcn no .l.as clasifica como resistentes lo hace como de
susceptibilidad intermedia”, aspecto de sumo interés va que obliga

a considerar el uso del macrélido por via intravenosa (s). Lo anterior -

difiere con dos reportes guatemaltecos que encontraron un 2% de
Cepas resistentes (7). Es dificil afirmar si tal diferencia obedece a
dlfer.entes épocas o diferentes métodos para determinar la
sensibilidad de las bacterias (Bauer Kirby vrs. E-test).

. En sintesis puede anotarse que no se encontraron cepas
resistentes a Penicilina, Amoxicilina ni Eritromicina.
‘ Aunque a simple vista el niimero de cepas parece pequefio, es
Importante mencionar que series similares realizadas en hospitzﬂes
de otras grandes ciudades no difieren gran cosa en el tamafio, si bien

los resultados son especificamente referidos a Estreptococo del
£rupo A (6,9).

La confianza en los resultados aqui presentados se deducen de
.studios recientes realizados para determinar la superioridad del E-
o5t como método de sensibilidad antibictica sobre otros que también
iden concentraciones inhibitorias minimas.

Se considera que los datos obtenidos revisten especial
importancia dada la frecuencia con que el médico guatemalteco
.nfrenta condiciones patolégicas ocasionadas por Estreptococo Beta
Hemolitico sea o no del grupo A (faringitis, celulitis, impétigo,
srisipelas, etc.). Asi, en forma similar a los trabajos de vigilancia
epidemiologica se documenté que el Estreptococo Beta Hemolitico
en el pais, aGn persisten con marcada susceptibilidad a los
antibiGticos Penicilina, Amoxicilina y Eritromicina tal como en el
pasado fue determinado por el método de Bauer Kirby(7. Por lo
anterior puede afirmarse que en nuestro medio tales antibidticos
constituyen una buena eleccion, no obstante, vale la pena analizar la
mayor predisposicion de Eritromicina para generar resistencia
tonforme su uso aumenta -segun se deduce de analisis
epidemioldgicos que demuestran como su incremento en el uso ha
generado brotes epidémicos en Finlandia y Japon-(6.14.17).

" Por ello se considera pertinente la recomendacién de la
Organizacién Mundial de la Salud en el sentido de mantener una
vigilancia sobre los patrones de resistencia bacteriana en general(14).




X. RECOMENDACIONES

IX. CONCLUSIONES

o Considerar a los antibidticos Penicilina y Amoxicilina adecuados
para el tratamiento de infecciones ocasionadas por Estreptococo
Beta Hemolitico.

o Considerar a la Eritromicina un antibitico adecuado para el
tratamiento de infecciones ocasionadas por Estreptococo Beta
Hemolitico cuando existe en el paciente alergia a la Penicilina.

 Ninguna cepa de Estreptococo Beta Hemolitico fue encontrada
resistente a los antibidticos Penicilina, Amoxicilina o
Eritromicina.

o Tener en mente que el uso frecuente de Eritromicina parece
generar con mayor facilidad resistencia, haciéndolo también en
forma cruzada para otros macrolidos(.9)

e Cuando se realizan estudios de Concentracion Inhibitoria
Minima debe tenerse presente que el registro de valores elevados
de ésta -ain en el rango de no resistencia-, llevan implicitas
recomendaciones de asociacién de aminoglucésidos y/o

o = ; e Difundir los resultados aqui obtenidos a los médicos
administracién parenteral para mejorar la respuesta terapéutica.

guatemaltecos para proporcionarles datos propios que refuercen la
toma de decisiones al enfrentar al paciente.

e Realizar periédicamente investigaciones similares para mantener
actualizado el conocimiento guatemalteco del patron de resistencia
bacteriana.
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XI. RESUMEN

Con el fin de determinar la susceptibilidad a los antibidticos
Penicilina, Amoxicilina y Eritromicina de Estreptococos Beta
Hemoliticos en la Ciudad de Guatemala, se evaluaron cincuenta
cepas obtenidas de 7 diferentes laboratorios microbiolégicos
pertenecientes algunos a la iniciativa privada y otros a
instituciones gubernamentales prestadoras de servicios de salud.
La susceptibilidad fue determinada por medicién de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) seglin método E-test
y los resultados clasificados de acuerdo a los estdndares de la
Asociacion Americana de Microbiologia. El menor valor de
concentracion inhibitoria minima documentada para Penicilina
fue de 0.002 pm/ml y el maximo 0.25 pum/ml con una moda de
0.016 um/ml. El menor valor de CIM documentada para
Amoxicilina fue de 0.016 pum/ml y el maximo 1 um/ml con una
moda de 0.016 um/ml. El menor valor de CIM documentada
para Eritromicina fue de 0.032 um/ml y el maximo 6 um/ml con
una moda de 0.50 um/ml. En conclusion ninguna cepa de
Estreptococo Beta Hemolitico fue resistente a los antibioticos
Penicilina, Amoxicilina o Eritromicina, por lo que se
recomiendan como de primera linea para el tratamiento de las
infecciones ocasionadas por tales bacterias.

.
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BOLETA DE RECOLECCION DE DATOS
ESTUDIO RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DEL ESTREPTOCOCO BETA
HEMOLITICO EN LA CIUDAD DE GUATEMALA.
Br. Dinora Eugenia Fuentes Morales,

¢ Cepa Numero Fecha
o Numero de registro LACCEM

Instrucciones: Con un marcador fluorescents llene los cuadros que vaya implementando,
Se enfatiza que deje sin llenar aguellos gue no realice.

I Evaluacldn Inicial de su correspondencia ¢on Estreglococos |y Hemollticos, I

Cepa Hemolitica Pura 1 Cepa Hemolitice contaminada | No p Hemolltics

Pruaba de Calalasa

Positiva

[He-aislaniento de Cepas en agar sangre de carnero, |

Llpr:ubaclﬁn por 24 horas ‘ Dascartades

I Corroberacién de la hemolisis beta

Bela Hemalisis

No Beta hemblisis

[ Inoculscion en caldo Mueller-Hinten |

T
I Incubacion del caldo por 24 horas l |
T .
| Frote de Gram : Coces Gram positivo en cndanus]

No del Grupo A

\ Grupo A ‘

-Slembra en agar sangre de carnero de las cepas y colocacidn de lras de E-lesl

I Incubacle;n por 24 horas i
\
Lectura de concentracion inhibitoria minima:
PENICILINA
AMOXICILINA
ERITROMICINA
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