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Introduccio

1.1. Streptococcus pyogenes

1.1.1. Perspectiva historica

Alguns autors han atribuit a Hipocrates (segle V a.C.) les primeres descripcions
de probables casos d’infeccions estreptococciques en la forma d’escarlatina, erisipela i
de quadres clinics que avui es referirien com fascitis necrosant'. No va ser fins el 1676
que Sydenham adopta el terme febris scarlatina 1 individualitza clarament 1’escarlatina
d’altres manifestacions exantematiques com el Xarampi(’)3. Cap a finals del 1700,
Johnstone aporta una millor apreciacié de I’espectre de malalties estreptococciques amb
la classificacié de I’escarlatina en tres entitats cliniques separades, les formes no
complicades (scarlatina simplex), les associades a faringitis (scarlatina anginosa) i els
quadres greus (scarlatina maligna)”. Progressivament, i abans del descobriment del
propi microorganisme i de la introduccié dels antimicrobians, es van anar comprovant
les tendencies cicliques en la freqiiencia i gravetat de la malaltia. En el segle XVIII,
I’escarlatina era considerada una malaltia relativament benigna de la infantesa amb
epidémies esporadiques de formes lleus 1 fatals de la malaltia ampliament documentades
a Europa'. Als inicis del segle XIX la situaci6 va canviar dramaticament amb I’aparici6
epidemies cicliques de formes greus en diverses arees d’Europa i dels Estats Units.
L’escarlatina va esdevenir la principal malaltia fatal en la infantesa amb taxes de
mortalitat que assolien i fins i tot excedien el 30%. Aquesta situaci6 es va mantenir fins
a mitjans dels anys 1880, data a partir de la qual els brots epidémics van anar disminuint
gradualment i la mortalitat va davallar fins a taxes inferiors a 1’1%. Durant aquesta
epoca els estreptococs van entrar en escena, el que va permetre associar un
microorganisme especific a I’escarlatina i a altres infeccions freqiients en aquell temps
com D’erisipela i la sepsia puerperal.

Les primeres descripcions d’estreptococs s’atribueixen al cirurgia alemany
Billroth, qui I’any 1874 observa la preseéncia de cocs formant cadenes en mostres de
pacients afectats d’erisipela i infeccions de ferides. El 1883, Fehleisen demostra que
estreptococs aillats en cultius purs a partir de lesions d’erisipela podien induir 1’erisipela
tipica en humans. El nom generic de Streptococcus va ser proposat per Rossenbach el

1884. En els anys segiients es va comengar a establir la importancia dels estreptococs
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com agents causals d’infeccions humanes i animals i1 es van produir els primers avengos
en la seva identificacid 1 classificaci6. El 1903, Schottmiiller aporta la tecnica del cultiu
en agar sang per a diferenciar els estreptococs hemolitics dels no hemolitics, i Brown el
1919 va categoritzar els estreptococs en tres grups principals (a-, B- 1 y-hemolitics)
d’acord als patrons d’hemolisi produits en cultiu. Aquests treballs inicials van
representar la base de subsegiients esquemes bioquimics 1 serologics de classificacio.
Els estudis de Rebecca Lancefield, iniciats en els anys 1920, van delinear la
classificacié moderna dels estreptococs 3-hemolitics amb la introducci6 del sistema de
classificacid en grups serologics basat en la composicié antigénica del carbohidrat
especific de la paret cel-lular’. De forma notable, el sistema seroldgic representd el
primer metode precis per a identificar
Streptococcus pyogenes (grup A de
Lancefield) i per a determinar la seva

associacié a infeccions humanes.

Lancefield contribui també de manera

fonamental al coneixement de

produides per S. pyogenes amb el

descobriment de la natura antigénica

I’epidemiologia de les infeccions

variable de la proteina M que

constitueix la base dels esquemes Yy
serologics classics utilitzats

. o » Figura 1. Rebecca C. Lancefield (1895-1981).
extensivament per a la tipificacié del (http://www.rockefeller.edu/vaf/rclbio.htm)
microorganisme’™®,

Griffith el 1934 aporta una altra aproximacio a la classificaci6 serologica de S. pyogenes
en base a diferéncies antigeniques de la proteina T°.

Altres linies de recerca conduides per Dochez i Dick en els anys 1920 van
permetre establir el paper de les toxines eritrogeniques en la patogenesi de 1’escarlatina
demostrant que 1’antiserum antitoxina permetia disminuir la morbiditat i mortalitat
associada a aquesta malaltia. Todd aporta el 1932 el metode per a la titulacié
d’antiestreptolisina O (ASO) en serum, que continua essent una eina valuosa en 1’estudi

. < .- . T . PPN | .
immunoldgic i epidemiologic de la malaltia estreptocdccica'®. Aquestes eines van ser
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utilitzades per diversos investigadors dels Estats Units i del Regne Unit entre els que es
troben Coburn, Collins, Rammelkamp, Wannamaker i Stollerman per a establir la
relacio6 de la infeccié per S. pyogenes amb la febre reumatica aguda i la
glomerulonefritis aguda i per a acumular considerable experiencia sobre
I’epidemiologia de les infeccions produides pel microorganisme“’lz.

La introducci6 de les sulfamides i la penicil-lina en els anys 40 va suposar el
desenvolupament d’estrategies per al tractament de les infeccions estreptococciques i
per a la prevencié primaria i secundaria de la febre reumatica. Amb la disponibilitat
d’antimicrobians eficagcos per a la terapia i la profilaxi, cap el 1970 la febre reumatica
aguda practicament havia desaparegut del moén industrialitzat, s’havia abolit la
notificacié de malalties especifiques com I’escarlatina en molts paisos europeus i existia
un optimisme generalitzat en quant a la practica eradicacié d’infeccions greus produides
per S. pyogenes“’lz. No obstant aix0, en la segona meitat de la decada del 1980 s’inicia
un altre capitol de la canviant epidemiologia de les infeccions produides pel
microorganisme amb la inesperada reaparicié de brots de febre reumatica en diverses
arees dels Estats Units concomitant a un increment de comunicacions d’infeccions
invasives greus en diverses parts del moén, descrivint-se una nova entitat clinica
anomenada sindrome del xoc toxic estreptococcic associada en molts casos a processos

) . .. . 1323
invasius tissulars com fascitis necrosant amb una elevada mortalitat'>>*, L’

emergencia 1
persistencia d’infeccions invasives greus ha estimulat la implementaci6 de programes de
vigilancia epidemiologica i ha renovat l’interés per la recerca dels mecanismes

moleculars involucrats en la patogenesi i en I’evolucié del patogen.

1.1.2. Taxonomia

Streptococcus pyogenes pertany a la familia Streptococcaceae 1 constitueix
I’especie tipus del genere Streptococcus. El Bergey’s Manual of Systematic
Balcteriology24 descriu el genere Streptococcus com organismes grampositius amb
morfologia cel-lular esferica o ovoide de diametre inferior a 2 um, associats en parelles
o cadenes, immobils i no formadors d’espores. SOn anaerobis facultatius i no
produeixen catalasa. El metabolisme és exclusivament fermentatiu amb produccid

d’acid lactic com a principal producte final de la fermentacié de glucosa i altres
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carbohidrats. Presenten complexos i variables requeriments nutricionals, i el creixement
es veu afavorit en medis suplementats amb sang o serum. El contingut de G+C en els
membres del génere varia del 34 al 46 %.

El génere Streptococcus inclou en I’actualitat més de 50 especies amb un
reservori eminentment huma i animal. Alguns organismes formen part de la flora
normal i poden comportar-se com oportunistes, altres poden trobar-se com a comensals
transitoris, mentre que altres actuen com a virulents patdgens™.

La taxonomia del geénere ha sofert modificacions considerables en les ultimes
dues decades derivades de 1’aplicacié de tecniques d’hibridacié d’ADN, analisi
comparatiu de seqiiencies del gen que codifica I’ARN ribosomic 16S 1 altres estudis
genetics que han ajudat a delinear millor les diferéncies entre generes i especies. Les
diverses aproximacions genetiques aplicades a la revisié de la taxonomia del génere han
originat successius canvis en la nomenclatura, descripcié de noves especies i de nous
generes derivats, essent encara la delineacié d’algunes especies un tema de recerca. Aixi
per exemple, poc temps abans de la publicaci6 del Bergey’s Manual el 1986, els generes
Enterococcus (considerat estreptococs del grup D) i Lactococcus (classificat com
estreptococs del grup N) es van establir com generes independents del genere
Streptococcus. Més recentment, alguns organismes previament pertanyents al genere
Streptococcus han estat distribuits en els nous generes Abiotrophia, Granulicatella,
Dolosicoccus, Facklamia, Globicatella i Ignavigranum26.

Encara que no existeix una classificacié actual que sigui completament
satisfactoria, en base a l'analisi comparatiu de les seqiiencies del gen que codifica
I’ ARN ribosomic 16S la major part de les especies del genere Streptococcus es poden
distribuir en sis grups filogenetics anomenats piogenic, anginosus (anteriorment
milleri), mitis, salivarius, mutans i bovis®’. S. pyogenes s’engloba en el grup piogénic al
qual pertanyen altres especies d’organismes predominantment B-hemolitics associades a
infeccions en humans com S. agalactiae 1 S. dysgalactiae subsp. equisimilis, aixi com
especies patogenes d’animals aillades ocasionalment en infeccions humanes (Taula 1).
Els grups anginosus, mitis, salivarius i mutans, també anomenats col-lectivament
estreptococs viridans, inclouen organismes principalment o-hemolitics (amb algunes
excepcions en el grup anginosus) que es troben formant part de la flora normal de la

cavitat oral i del tracte respiratori superior, gastrointestinal i genitourinari. Encara que es
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consideren d’escassa virulencia, son reconeguts agents causals d’infeccions oportunistes
com bacteriemia i endocarditis especialment en pacients neutropenics, 1 d’infeccions
supuratives (principalment abscessos) en el cas dels membres del grup anginosus. Des
del punt de vista clinic, en la denominacié viridans s’exclou I’especie S. pneumoniae,
filogeneticament relacionada amb membres del grup mitis perd que difereix
notablement en la seva significaci6 clinica®. El grup bovis agrupa organismes o, 0 no
hemolitics comensals del tracte digestiu de ’home 1 altres mamifers, trobant-se algunes
especies també associades a infeccions oportunistes com bacteriemia 1 endocarditis

particularment en pacients amb neoplasia de colon®®.

Taula 1. Especies del génere Streptococcus pertanyents al grup piogeénic

Reservori Especie SE;(:lchl;.iI;lge
Huma S. pyogenes A
Huma i animal S. agalactiae B

S. dysgalactiae subsp. equisimilis C,G AL
Animal S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae C

S. equi subsp. equi C

S. equi subsp. zooepidemicus * C

S. equi subsp. ruminatorum C

S. canis * G

S. porcinus * E,P,U,V,cap

S. iniae * Cap

S. phocae C,F

S. didelphis Cap

S. uberis E,P,G

S. parauberis E, P

# Associades ocasionalment a infeccions en humans

La caracteritzaci6 fenotipica en base al tipus de reaccié hemolitica, mida de la
colonia, serogrup de Lancefield i proves bioquimiques resulta d’utilitat en la
identificacié de la major part d’estreptococs B-hemolitics aillats de mostres cliniques
perd presenta limitacions en la identificacié dels estreptococs no [-hemolitics. Els
problemes inherents d’aquesta aproximacié son deguts a la variabilitat d’algunes

caracteristiques fenotipiques en organismes de la mateixa especie, 1’escassa
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reproductibilitat d’algunes proves i la manca de suficients dades fenotipiques en algunes
especies descrites més recentment” 2%,

L’analisi de les seqiiencies del gen que codifica I’ARN ribosomic 16S ha estat
ampliament acceptat com a base per a estudis filogenetics i per a la identificacié de
microorganismes, adoptant-se en molts estudis una similitud inferior al 97% en I’ARN
ribosomic 16S com a criteri per a diferenciar espécieszg. No obstant aixo, el gen que
codifica I’ARN ribosomic 16S no és adequat per a la identificaci6é d’algunes especies de
Streptococcus com S. pneumoniae, S. pseudopneumoniae, S. mitis i S. oralis que poden
exhibir una homologia superior al 99%. Com a tecniques d’identificacié alternatives
s’ha utilitzat la seqiienciacié d’altres gens housekeeping com els que codifiquen la D-
alanina:D-alanina ligasa (ddl)*’, la subunitat § de ’ARN polimerasa (rpoB)*', la
superdxid dismutasa (sodA)™, aixi com la seqiienciacié dels gens groESL™ i de la regié
espaiadora altament variable situada entre els gens que codifiquen les subunitats 16S 1

23S de I’ ARN ribosomic™*.

1.1.3. Caracteristiques morfologiques i estructurals

S. pyogenes presenta una morfologia cel-lular esferica o ovoide de 0,6 a 1 um de
diametre. La divisié cel-lular es produeix en un pla, originant parelles o cadenes de
longitud variable degut a la separacié incompleta del peptidoglica.

En cultiu en agar sang forma colonies blanques o grises d’1 a 2 mm de diametre
tipicament envoltades per una zona d’hemolisi completa (B-hemolisi). Les colonies
poden presentar un aspecte mate o mucés en funcié de la quantitat de capsula d’acid
hialuronic produida.

La paret cel-lular esta constituida per un esquelet de peptidoglica format per
cadenes de residus alternats de N-acetilglucosamina i N-acetilmuramic unit a un
tetrapeptid (L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala). Les cadenes adjacents es troben unides
mitjancant ponts transversals intrapeptidics de dialanina. La matriu del peptidoglica
actua com a barrera fisica protegint al bacteri de la lisi osmotica i mecanica i1 serveix
d’ancoratge de diverses molecules que s’estenen a la superficie del bacteri entre les que

es troben™:
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— El carbohidrat especific de grup de Lancefield format per N-acetilglucosamina
unit a un polimer de ramnosa, que designa a S. pyogenes com estreptococ del

grup A segons la classificacié de Lancefield.

— L’acid lipoteicoic constituit per un esquelet de poliglicerol fosfat unit de forma

covalent a un acid gras de longitud variable de tipus diglucosil.

— Una varietat de proteines com la proteina M, les proteines M-like i les proteines
d’uni6 a fibronectina, entre d’altres, amb importants funcions en la virulencia

del bacteri que es discutiran amb més detall en les segiients seccions.

Addicionalment, moltes soques de S. pyogenes sintetitzen una capsula d’acid hialuronic
composat per residus alternats d’acid glucuronic i N-acetilglucosamina que es diposita a

I’exterior de la paret cel-lular®®.

1.1.4. Classificacié. Marcadors epidemiologics

L’estudi dels components antigénics variables presents a la superficie cel-lular
de S. pyogenes constitueix la base dels esquemes serologics classics i de les noves
aproximacions genetiques utilitzades per a la classificacié infraespecifica del
microorganisme. Molt del coneixement acumulat sobre 1’epidemiologia de les
infeccions produides per S. pyogenes durant la major part del segle XX ha estat aportat
pel sistema de serotipat basat en la detecci6 de difereéncies antigéniques de la proteina
M, complementat amb la determinacié serologica d’altres antigens de superficie
variables que inclouen les proteines T i SOF (serum opacity factor). Els avencos en les
tecniques de biologia molecular han permes introduir una alternativa practica al sistema
de serotipat basada en 1’analisi de la seqiiencia del gen que codifica la proteina M (gen
emm) que ha esdevingut una eina ampliament utilitzada per a la caracteritzacid

epidemiologica del microorganisme.

1.1.4.1. Proteina M

La proteina M €s una molecula dimerica que es troba ancorada a la membrana
cel-lular per la porcié carboxi-terminal, travessa la paret cel-lular i forma estructures

fibril-lars en la superficie cel-lular’’. Es poden diferenciar quatre regions en la molecula
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designades A-D (Figura 2) en cada una de les quals es troben blocs de seqiiencia
repetida. Aquestes regions comprenen una porcié amino-terminal hipervariable on es
localitzen els epitops que determinen el tipus serologic, una porcié central formada per
blocs polimorfics en mida i nombre entre serotips i una regié carboxi-terminal altament
conservada®’®. La caracteristica periodicitat repetida de set residus d’aminoacids no
polars confereixen a la proteina una estructura alfa helicoidal, similar a la d’algunes

proteines humanes com la tropomiosina.
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El sistema de serotipat M fou originalment descrit per Lancefield i es realitza

.. o . .. ., . . . ,7.40.41
mitjangant una tecnica de precipitacié o immunodifusié’”*"

. Els treballs pioners de
Lancefield van permetre establir el paper primordial de la proteina M en la viruléncia de
S. pyogenes i la naturalesa serotip especifica de la immunitat protectora contra les
infeccions produides pel microorganisme™>. Des del 1928 fins els anys 50, es van
identificar els serotips M1 fins M50. El tipus M51 va ser I’dltim validat el 1966 per un
comite internacional que va formular els criteris per a la designacié de nous serotips
M*, existint en Dactualitat 83 serotips validats 1 internacionalment reconeguts
denominats M1 a M93 (alguns serotips es van excloure degut a que corresponien a

estreptococs dels grups C o G, o bé eren identics a serotips ja descrits)***.
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El sistema de serotipat M ha estat utilitzat extensivament en estudis
epidemiologics perd la dificultat que comporta la preparacié i manteniment d’una
bateria d’antiserums de tots el serotips coneguts i la impossibilitat de tipificar
determinades soques degut a la manca d’expressié de la proteina M o de reactivitat amb
els antiserums ha fet que en ’actualitat només es realitzi en determinats centres de
referencia. El sistema serologic ha estat substituit per una tecnica de tipificacid
genotipica estandarditzada introduida a mitjans dels anys 1990 basada en 1’analisi de la
seqiiencia de I’extrem 5 del gen emm corresponent a la porcié hipervariable amino-
terminal de la proteina M*. Aquesta tecnica permet establir una classificacié de les
soques de S. pyogenes en tipus emm 1 en les respectives variants o subtipus 1 en general
presenta bona correlacié amb la tipificacié seroldogica®. En I’actualitat existeixen més
de 110 tipus emm validats (emml a emmlI24) i més de 60 tipus provisionals no encara
oficialment designats, dividits a la vegada en prop de 800 subtipus, que es troben
recollits en una base de seqiiencies mantinguda pel Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)"* (http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/stre/emmtypes.html).

El tipus emm s’ha mostrat com un bon marcador de relaci6 clonal en comparaci6
amb altres tecniques genctiques de tipificacié com MLST (multilocus sequence typing),
encara que soques del mateix tipus emm poden ser divergents genéticament48'50.

Els estreptococs B-hemolitics dels grups C i G poden presentar proteines M amb
caracteristiques similars a les de S. pyogenes. Han estat descrits almenys 40 tipus emm
especifics d’aquests grups, havent-se aportat també evidéncies de la transferéncia

horitzontal de gens emm entre S. pyogenes i organismes d’aquestes especies’ .

1.1.4.2. Proteina T

A diferencia de la proteina M que ha estat extensivament caracteritzada, els
determinants genetics i el possible paper en la viruleéncia de les proteines T han estat
llargament desconeguts. Estudis recents han evidenciat que les proteines T formen
estructures fibril-lars en la superficie del bacteri possiblement involucrades en
I’adherencia, trobant-se els seus determinats genetics en una porcid altament variable
coneguda com regi6é FCT (fibronectin binding, collagen binding, T antigen) on també es
localitzen membres d’una familia de gens que codifiquen proteines amb funcions en

I’adherencia®>°.
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La classificaci6 serologica de S. pyogenes en base a diferencies antigeniques de
la proteina T es realitza mitjancant una tecnica d’aglutinacié 1 s’ha utilitzat
tradicionalment com a complement o alternativa al sistema de serotipat M. Han estat
identificats aproximadament 28 tipus T serologics, i una soca determinada pot expressar
simultaniament més d’un antigen T. Les soques d’un mateix serotip M comparteixen
amb freqiicncia un mateix tipus o patré T, constituint les variacions un indicador de

diversitat genética en els membres d’un mateix serotip M*.

1.1.4.3. Proteina SOF (serum opacity factor)

La proteina SOF només es troba en soques de determinats serotips,
aproximadament en la meitat de tots els serotips M o tipus emm coneguts45. Rep el seu
nom de la seva capacitat d’originar un increment en 1’opacitat del serum de diversos
mamifers, reaccié que es produeix com a conseqiiencia de la seva interaccié amb
lipoproteines d’alta densitat’’. La proteina SOF presenta un domini enzimatic
antigenicament variable localitzat en la porcié amino-terminal i una porcié carboxi-
terminal amb capacitat d’uni6 a fibronectina, ra6 per la qual també s’anomena proteina
SblI (streptococcal fibronectin-binding protein II)*®.

Les soques productores de SOF es poden subclassificar en tipus especifics
mitjangcant una tecnica serologica d’inhibicié de ’activitat de I’enzim™. Degut a que
tradicionalment s'ha observat una elevada correlacié entre tipus SOF i serotip M, la
determinacié del tipus SOF s’ha utilitzat com un metode alternatiu per a extrapolar el
serotip M en el cas de manca de disponibilitat d'antiserum M.

La detecci6 1 caracteritzaci6 del gen sof, que codifica la proteina SOF, ha afegit
una altra eina a la tipificaci6 de S. pyogenes61. D’aquesta manera s’ha evidenciat que
encara que existeix una correlacié entre tipus sof 1 tipus emm, les soques d’un mateix
tipus emm poden presentar diferents gens sof i una unica seqiiencia sof pot estar
associada amb més d’un tipus emm®’

La correlaci6 del tipus M/emm amb la presencia del gen sof 1 el patré T ha estat
analitzada recentment en una completa revisio realitzada per Johnson et al. que inclou la
caracteritzacié de més de 42.000 soques cliniques de S. pyogenes aillades als Estats
Units i en altres parts del mén entre 1953 i 2004*°. A la taula 2 es presenten els resultats

derivats d’aquest estudi corresponents al tipus M/emm més prevalents.
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Taula 2. Correlaci6 dels tipus M/emm prevalents amb la preséncia de sof'i el patré T *

i

A n 4107 1(3.979); NT (110); 1/3/13/B3264 (18)

2+ 742 2(528); 2/28 (146); 8/25/Imp19 (56); NT (12)

3 - 2171 3/13/B3264 (1,959); NT (202); 1 (10)

4+ 1.543 4 (1.478); NT (30); 8/25/Imp19 (16); 4/28 (14); 3/13 (5)

oD 016, 5127744 (442); NT (166); 11712 (8)

ol 1412 6.(1.283); NT (129)

9 4142 9(97); 14 (20); 5/9 (17); 9/3/B3264 (3); NT (4); 11/12
AU 339 1L 11712 (311); NT (26); 28 (2)
12 + 2585 12,11/12(2.396); NT (189)

18 456 18(127); NT (192); 8/Imp19/27 (125); 14 (7); 8/25, 5/27/4, 23 (5); 9/18

681 12(391); 12/3/13/B3264, 13/B3264 (219); 11/12 (50); NT (17); 22 (4)

28, 4/28 (1.329); NT (35); 11/28, 12/28, 8/28 (37); 3/13/B3264 (9); 4

~ 3/13/B3264 (60); NT (8); 8/25 (4)

~ 3/13/B3264 (78); NT (17); Misc (4)

_ 3/13/B3264 (68); NT (18); Misc (2)

185 14/(98); NT (56); 8/14/25/Imp19 (18): 3/13/B3264 (9); 12; Misc (3)

58+ 158 8/25/Impl9 (81); NT (45); 2/28 (18); 2/8/25 (11); 12 (2); 14/25

I w198 5/27/44 (146); 11/12 Q4);NT (21): 825/1mp19 (7) 11, 9/11

75 4 912 $/25/Impl9 (885); NT (18); 14 (4); 13 (3); 6; 2/8/14

+
+
+
B 105 3/13/B3264 (156); NT (6); Misc (3)
+
+

76 78 8/25/Imp19 (40); 12, 11/12, 12/B3264 (30); 22; NT

3/13/B3264 (209); 28, 13/28 (194); 9, 9/13/28 (45); NT (19); 8/25, 8/28 (10);

27177 ¢
| / * 303 5/27/44 (8); 2 (7); 11/12 (3); Misc (10)

78 4 186 11, 11/12 (158); NT (16); 3/13, 3/13/B3264/5/27/4 (10); 5/11/27; 14/25
ol . o 3/13/B3264 (37); NT (11); 12, 12/B3264 (5); 8 (5); 4 (4); 6 (3); 14 (2); 23;
82+ 202 5/27/44 (154); NT (32); 3/13/B3264 (11); 11/12 (3); 4 (1); 8/25 (1)
83 - 77 3/13/B3264 (67); NT (10)
87 ~28(80); NT (8); 11/12 (4); Imp19 (1); 6 (1)
89 11, 11/12 (314); 3/13/B3264 (115); NT (86); 4; 28; 27
9 8/25/Imp19, Tmp19 (86); 3/13/B3264 (5); NT (5); 28 (2)
94 4  3/13/B3264, B3264 (77); NT (2); 6; 11
102+ 60 3/13/B3264 (25); NT (18); 11, 12, 11/12 (12); 14 (2); Imp19; 1; 12/B; 12/25
114 + 129 NT (66); 11/12 (47); 14 (10); 12/B3264; 5/11; 9; Imp19; 5; 1

* S’han seleccionat els tipus M/emm més comuns (n > 60) de la taula original de Johson e al.*. ° +,
preséncia; -, abséncia. ° Els tipus o patrons T de cada tipus M/emm considerats diferents es troben separats
per punt i coma, mentre que els patrons relacionats es troben separats per comes, seguits en ambdds casos
pel nombre acumulat de soques de cada patré indicat entre paréntesi. Els patrons no seguits per un
nimero entre parentesi corresponen a observacions tniques o de molt baix nombre. NT, no tipable; Misc
(miscel-lani), patrons incompletament identificats o no confirmats. Els patrons T corresponents a les
soques de referéncia de cada tipus M/emm s’indiquen en negreta. ¢ Comparteixen el mateix tipus emm
pero es poden diferenciar seroldgicament (també és el cas dels tipus 38/40, 50/62 i 65/69). © A partir del
tipus 93 no es designen com serotips M sind tinicament com tipus emm.
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1.1.4.4. Marcadors relacionats amb I’ecologia i la patogeénesi

Décades d’estudis epidemiologics conduits fonamentalment en paisos
industrialitzats han aportat I’evideéncia que determinats serotips M o tipus emm es troben
associats preferentment a faringitis mentre que altres tipus s’aillen amb més freqiiencia
de lesions d’impetigen donant lloc al concepte ampliament acceptat de I’existencia de
serotips amb tropisme tissular diferenciat®*®. De forma similar, ha estat llargament
reconegut que els serotips associats a febre reumatica aguda difereixen dels associats a
glomerulonefritis aguda®.

Una distincid inicial entre soques reumatogeniques 1 no reumatogeniques va ser
establerta per Bessen ef al. amb la classificacié de la proteina M en dos grups antigenics
anomenats classe I i classe Il en base a la preséncia o absencia, respectivament, d’un
domini antigenic conservat localitzat en la regié C de la protei'na65’66. Es va trobar una
forta correlacid entre els serotips associat a febre reumatica i la presencia de I’epitop de
classe I, aixi com evidencies serologiques d’infeccié recent amb soques portadores de
proteina M de classe I en pacients afectats de febre reumatica®’.

Posteriors investigacions genetiques sobre les relacions filogenetiques, el
nombre i disposicié dels gens emm 1 emm-like, que codifiquen proteines relacionades
estructuralment i es troben disposats en tandem en una regié del cromosoma anomenada
regulé mga, van permetre identificar I’existéncia de cinc patrons cromosomics

(designats A—E)‘SS’69 (Figura 3).

A SF1

B SF1 SF1
C SF1 SF3
D SF4 SF1 SF3
E SF4 SF2 SF3

Figura 3. Caracteristiques estructurals dels patrons cromosomics A-E. Els gens emm 1 emm-like es
classifiquen en quatre subfamilies designades SF1-SF4 en base a diferencies en la seqii¢ncia nucleotidica
corresponent a la regié que codifica el domini situat en el peptidoglica proper a ’extrem 3’. Els patrons
cromosoOmics designats A-E es defineixen en funcié del nombre i disposicié relativa dels gens de cada
subfamilia en el locus mga. El gen situat en la posicid central €s el que s’utilitza per a la tipificacié emm.
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L’estudi de la distribuci6 dels patrons cromosodmics en una col-leccié de soques
geneticament diverses aillades de casos de faringitis o impetigen en un periode de 50
anys va revelar una correlacié entre patré cromosdmic i lloc d’aillament’™. Aixi, les
soques amb patrons A-C es van trobar associades amb més freqiiencia a faringitis, les
soques amb patré D a impetigen, mentre que les soques amb patrd E no presentaven una
predileccio tissular especifica i podien ser aillades d’ambdos territoris. Encara que no es
coneix si aquesta regié cromosomica representa un locus directament responsable de les
diferencies ecologiques, ha estat confirmat en subsegiients estudis 1’associacié entre
soques amb patré6 A-C i faringe i soques amb patré D i infeccié superficial de la

71,72
1"

pel . En un estudi sobre infeccié invasiva als Estats Units menys del 2% de les

soques presentaven el patré D, mentre que el 70% presentaven patrons A-C, implicant
la faringe com a principal reservori per a la transmissié de clons causants d’infeccid

<73
(0]

invasiva en aquesta poblacié’”. Un model experimental d’impetigen estreptococcic

proporciona suport addicional a la forta associacié entre soques amb patr6 D 1 infeccid

174

superficial de la pell”". A la taula 3 es mostren les caracteristiques dels diferents patrons

cromosomics i els tipus emm tipicament associats a cada patrd.

Taula 3. Caracteristiques dels patrons cromosomics dels gens emm i emm-like

p . Produccio .
Patré emm  Preferencia tissular de SOF Tipus emm
. C . 1,3,5,6,12, 14,17, 18, 19, 23, 24, 26, 29, 30,
A-C Faringe (faringitis) Negativa 37, 38/40. 39, 46, 47, 51, 54. 55, 57
32,33, 34, 36, 41, 42, 43, 52, 53, 54, 56, 59, 64,
D Pell (impetigen) Neeativa 65/69, 67,70,71,72, 74, 80, 81, 83, 85, 86, 91,
petie £ 93,95, 97, 98,99, 100, 101, 105, 108, 111, 115,
116, 119, 120, 121, 122, 123
2,4,8,9, 11, 15,22, 25,28, 44/61, 48, 49, 50/62,
o . .. 58, 60, 63, 66, 68, 73,75, 76,77,78,79, 82, 84,
E Sense preferencia Positiva

87, 88, 89, 90, 92, 94, 96, 102, 103, 104, 106,
107,109, 110, 112, 113, 114, 117, 118, 124

S’indica subratllat el tipus emm associat a més d’un patré cromosomic. Modificat de McGregor et al”.

1.1.5. Ecologia i transmissié

El ninxol ecologic de S. pyogenes es troba restringit a 1’hoste huma. Per tant,

I'home és 1'tnic reservori del microorganisme 1 la font d'infeccié la constitueixen els
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malalts i els portadors. El microorganisme es caracteritza per presentar un marcat
tropisme per dos teixits principals, l’epiteli mucés nasofaringi 1 la pell, que
constitueixen els llocs primaris de colonitzacid i infecci6 i els principals reservoris per a
la transmissio.

S. pyogenes pot colonitzar la faringe de persones sanes sense produir cap signe
d'infeccid, és el que es coneix com estat de portador faringi asimptomatic. En aquest
estat no es produeix resposta immune aparent, el microorganisme pot persistir durant
llargs periodes de temps i es pot transmetre a nous hostes perd amb eficieéncia reduida’®.
L’estat de portador faringi asimptomatic €s especialment prevalent en nens en edat
escolar on pot assolit taxes del 15 al 20% i és menys freqiient en poblacié adulta’””. No
esta clar si existeix un veritable estat de portador cutani, ja que la colonitzacié de la pell
intacta en abséncia de signes d’infeccié pot ser només transitdria®. De manera
infreqiient, el microorganisme també pot colonitzar la mucosa vaginal i rectal de
persones sanes’ .

La transmissié de S. pyogenes es produeix de manera habitual per via aeria a
través de la dispersi6 d’aerosols de saliva i secrecions respiratories, i per contacte

. 77,81,82
directe’’8!8

. La transmissi0 indirecta a través d’aliments contaminats per manipuladors
colonitzats o infectats esta ben documentada, i ha estat I’origen de brots explosius de
faringitis®*®*. Altres modes de transmissié indirecta a través d’objectes o fomites han
estat descrits de manera ocasional a la literatura®. També s’ha suggerit el paper del
mosquit Hippelates en la transmissié del microorganisme en poblacions amb elevada

incideéncia d’impetigen, encara que no sembla representar un vector especific de S.

pyogenes87.

1.1.6. Genoma de S. pyogenes

Un tema comu en microbiologia medica €s que la majoria d’especies bacterianes
es caracteritzen per presentar una substancial variacié genetica, molt superior a la
d’organismes eucariotes™*’. Aquestes variacions genetiques entre soques d’una mateixa
especie poden comportar importants diferéncies en caracteristiques biomediques

rellevants com son la viruléncia i la resisténcia antimicrobiana.
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En S. pyogenes ha estat reconegut durant decades la repetida associacié entre
determinats serotips 1 sindromes clinics particulars, aixi com remarcables variacions
temporals i geografiques en la freqiiencia i gravetat d’infeccions produides pel bacteri.
Per exemple, soques dels serotips M1 i M3 s6n la principal causa d’infeccions invasives
en la major part de paisos desenvolupats, i soques del serotip M18 s’han trobat
particularment associades a brots contemporanis de febre reumatica als Estats
Units'>'"%?! Aquestes observacions epidemioldogiques han donat lloc a la idea que
difereéncies genetiques entre les soques de S. pyogenes poden ser responsables
d’aquestes associacions, assumpcié que ha estimulat 1’interes per la seqiienciacid del
genoma de soques de diferents serotips.

L’any 2001 es va publicar la primera seqiiencia completa del genoma d’una soca
de S. pyogenes del serotip M1 (SF370 aillada d’una ferida infectada)®?, i d’aleshores
enca es disposa de la seqiiencia genomica completa d’11 soques addicionals pertanyents
als serotips M1 (MGAS5005)**, M2 (MGAS10270)*, M3 (MGAS315 i SSI-1)°>%°, M4
(MGAS10750)**, M5 (Manfredo)”’, M6 (MGAS10394)®, MI12 (MGAS2096 i
MGAS9429)*, M18 (MGAS8232)° i M28 (MGAS6180)'®. Els projectes de
seqilienciacié genOmica han contribuit considerablement a la identificacié de nous
factors de virulencia i han proporcionat noves claus sobre la patogenesi, regulacio,
diversitat genetica intra i entre serotips i evoluci6 del patogen.

Els genomes analitzats presenten una mida d’1,84 a 1,94 Mb, sis operons
d’ ARNr i més del 85% de regions codificadores comuns”. Una caracteristica important
de tots els genomes estudiats €s la presencia de profags en un nombre que oscil-la entre
dos (MGAS2096) 1 vuit (MGAS10394) per genoma. Encara que les regions
codificadores associades a profags representen del 7 al 14% dels genomes, constitueixen
la principal font de variacié en el contingut genic entre els genomes seqiienciats, essent
responsables de fins el 75% de la variaci6'". Transposons i seqiiencies d’insercid
proporcionen diversitat genetica addicional. La major part dels profags contenen gens
que codifiquen factors de viruléncia incloent superantigens (speA, speC, speH, spel,
speK, speL, speM i ssa), DNAses (sda, sdn i spd), hialuronidases (hyl, hylP), una
fosfolipasa (slaA), 1 també una bomba d’expulsié responsable de la resistencia a

macrolids (mefA)(Figura 4).
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Figura 4. Esquema del cromosoma de S. pyogenes. S’il-lustren els llocs d’insercié dels profags i dels
elements conjugatius identificats (ICE, integrated conjugative elements) i els factors de viruleéncia
codificats per profags de les 12 soques de les que es disposa informacié del genoma complet. Els profags
s’indiquen amb triangles i els elements conjugatius amb quadrats, en els que els colors indiquen les
soques origen i els nimeros indiquen I’ordre de localitzaci6 des de I’origen de replicacid. Els triangles i
quadrats apilats indiquen una mateixa posicié d’integracié. Els loci d’integracié s’indiquen
alfabeticament. Les linies curtes de color verd indiquen els sis operons d’ARNr. Es mostra el nom
assignat a cadascun dels profags i elements conjugatius, i els corresponents gens de virulencia o de
resisténcia antimicrobiana associats. speA, speC, speH, spel, speK, speL, speM, exotoxines pirogeniques
estreptococciques; ssa, superantigen estreptococcic; sda, sdn, spdl, spd3 1 spd4, estreptodornases o
DNAses; sla, fosfolipasa; erm(A), mef(A) i tet(O), gens de resistencia; R6 i R28, adhesines de superficie.
Obtingut de Beres er al’*.
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Els bacteriofags constitueixen un vehicle per a la transferencia genica horitzontal
1 proporcionen un mecanisme per a I’adquisicié de nou material genetic en un unic
esdeveniment genetic, contribuint de manera substancial a la diversificacié del genoma i
a D'evolucié del patogen'®'. L’adquisicié additiva de nous factors de viruléncia
codificats per profags s’ha postulat com el principal mecanisme per a 1’aparicié de
subclons potencialment més virulents. En suport d’aquesta idea Beres et al. han
proposat una hipotesi segons la qual les soques contemporanies del serotip M3 sén el
resultat de 1’adquisicié seqiiencial de tres profags (®315.5, ®315.2, ®315.4), originant
soques amb un patré particular de factors de virulencia (SpeA3, SSA, SpeK i Sla) que
no es trobava present en soques del serotip M3 recuperades abans del ressorgiment

d’infeccions invasives en els anys 1980 (Figura 5).

®315.2 (ssa)

®315.4 (sla, speK)

®315.2 (ssa)
®315.5 (speA3) ; ®315.5 (speA3)
®315.4(sla, speK)

M3 Mutacié speA M3 M3
Circa 1920 Circa 1940 Circa 1985

®315.5 (speAl) TP

®315.2(ssa)

Figura 5. Hipotesi proposada per Beres et al. per a explicar 1’aparicié d’un nou subclon del serotip M3.
Sota aquesta hipotesi totes les soques mostrades sén clonals (MEE tipus 2). En els anys 1920 una soca
ancestral del serotip M3 contenia el profag ®315.5 que codifica la toxina pirogeénica estreptococcica
SpeAl. En els anys 1940 es va produir I’adquisicié de profag ®315.2 que codifica el superantigen
estreptococcic SSA aixi com una mutacié puntual en SpeAl (VallO6lle) que va originar la variant
SpeA3. La soca portadora de SSA i SpeA3 va adquirir el profag ®315.4 que codifica Sla i SpeK i es va
disseminar ampliament a partir de finals dels anys 1980. Adaptat de Beres ez al”.

Estudis derivats de I’analisi gendmic han permes evidenciar que els profags no
només constitueixen una font de variacié genetica significativa entre soques de diferents
serotips, sind que juntament amb variacions al-leliques en gens compartits, representen
també la principal font de variaci6 genetica entre soques del mateix serotip95’99’101.

Una altra troballa rellevant és la identificacié6 d’aproximadament 125 gens
involucrats en la regulacié que inclouen factors reguladors transcripcionals i sistemes

reguladors de dos components. L’estudi d’alguns d’aquests sistemes reguladors com

CovR-CovS, FasBCAX, Thk-Irr 1 SptR-SptS esta aportant important informacié sobre
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els mecanismes moleculars implicats en la regulacié coordinada de 1’expressié de
factors de viruléncia en resposta a estimuls ambientals durant els diferents estadis de la
infeccié i com poden afectar mutacions en aquest gens reguladors I’expressié fenotipica
global i el potencial virulent'*"'%,

La integraci6 de la informaci6 obtinguda a partir dels projectes de seqiienciacid
genomica amb eines moleculars com microarrays, proteoma 1 immunoma, juntament
amb estudis en models animals i assaigs ex vivol/in vitro esta essent utilitzat per a
millorar el coneixement de la interaccié hoste-patogen i per al desenvolupament de

.« - 1
noves estratgies teraputiques'®.

1.2. Presentacions cliniques

S. pyogenes origina un ampli ventall de formes cliniques que abasten des
d’infeccions supuratives superficials com faringitis i impetigen a quadres sistemics
associats a una elevada morbiditat i mortalitat com sindrome del xoc toxic
estreptococcic (SSTS) i fascitis necrosant (FN). El microorganisme presenta també la
particularitat d’originar seqiieles tardanes no supuratives, la febre reumatica aguda 1 la

glomerulonefritis aguda postestreptococcica.

1.2.1. Infeccions supuratives

Les formes cliniques més comuns causades per S. pyogenes son la faringitis i la
infeccié cutania superficial coneguda com impetigen o pioderma. S. pyogenes és el
principal agent causal de faringitis d’etiologia bacteriana amb un pic d’incidéncia en

infants entre els 5 i 15 alnys106

. En regions temperades la malaltia presenta un patré
estacional, essent especialment prevalent durant els mesos d’hivern i primavera. Sol
cursar amb febre, exsudat faringoamigdalar i limfadenopaties cervicals i és en general
autolimitada perd es poden produir complicacions supuratives en les arees adjacents
com abscessos periamigdalars, otitis mitja 1 sinusitis, 1 més rarament la disseminacid
hematogena i1 quadres metastasics. L escarlatina, caracteritzada per un exantema cutani i

descamacid, es pot presentar com una complicacié associada a la infeccié faringia

encara que pot apareixer associada a la infecci6 en altres ubicacions. Secundariament a
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la faringitis estreptococcica es poden desenvolupar també seqiieles no supuratives com
la febre reumatica aguda i la glomerulonefritis aguda.

L’impetigen estreptocdccic €s una infeccid cutania superficial consistent en
lesions purulentes discretes que afecta principalment a arees exposades del cos'”.
Encara que tots els grups d’edat son susceptibles, la infeccié presenta un pic
d’incidencia en infants entre els 2 1 5 anys 1 és molt freqiient en regions tropicals i
subtropicals, mentre que en regions temperades es presenta predominantment durant els
mesos calids. Les complicacions supuratives de 1’impetigen sén excepcionals, pero la
infecci6 amb determinades soques considerades nefritogeniques constitueix el principal
antecedent de glomerulonefritis aguda postestreptococcica.

S. pyogenes pot produir formes cliniques que comporten una afectacié més
profunda del teixit cutani i normalment sén secundaries a la perdua d’integritat de la
barrera cutania per traumatismes, ferides quirurgiques, varicel-la, dlceres o dermatitis'”’.
L’erisipela compromet les capes superficials de la pell 1 els vasos limfatics cutanis i es
caracteritza per la presencia d’una linia clara de demarcaci6 entre el teixit afectat i el no
afectat. La cel-lulitis s’estén més profundament fins al teixit subcutani i no presenta la
linia de demarcaci6 caracteristica de I’erisipela. Ambdues condicions es manifesten
clinicament amb arees d’edema que avancen rapidament, signes locals d’inflamacié i en
molts casos amb febre, leucocitosi, linfangitis 1 linfadenitis. Els pacients amb
alteracions en el drenatge limfatic de les extremitats superiors o inferiors sén propensos
a episodis recurrents de cel-lulitis estreptococcica. Un altre factor predisposant és la
injeccidé de drogues per via parenteral. En aquests casos, la cel-lulitis sovint es troba
associada a bacteriemia 1 a altres complicacions supuratives com artritis septica,
osteomielitis, 1 en ocasions endocarditis infecciosa.

La fascitis necrosant és una infeccié profunda del teixit subcutani que
evoluciona rapidament originant una extensiva destruccié de fascia i teixit adipds. El
quadre es pot complicar amb mionecrosi com a conseqiiencia de I’extensié al muscul
del procés destructiu. En la major part dels casos la porta d’entrada dels estreptococs es
produeix a través de lesions cutanies, en ocasions trivials o inaparents, o bé, quan no hi
ha porta d’entrada evident, la infecci6 comenca amb freqiiencia en una zona
d’hematoma, distensié muscular o lesié articular traumatica'®. En el 40 al 60 % del

casos la FN es presenta amb bacteriemia i aproximadament la meitat dels casos
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S92 1 a mortalitat associada oscil-la entre el 20 i el 50%, essent

109-112

desenvolupen SST

més comu en pacients amb malalties preexistents, bacteriemia, SSTS i mionecrosi
La miositis estreptococcica €s una entitat rara que es pot presentar en pacients

amb FN. La major part dels casos es produeixen després de traumatismes contusos no

penetrants, perd pot aparéixer també de manera espontania'*®'"®. Es freqiient 1’aparici6

de toxicitat sistémica i la mortalitat associada és del 80 al 100%' "

Altres formes sisttmiques inclouen bacteriémia, pneumoOnia, meningitis,

endocarditis, peritonitis, artritis séptica i sépsia puerperal’’

. La bacteriemia per S.
pyogenes es produeix amb més freqiiencia en infants i en pacients d’edat avangada,
encara que també s’ha descrit en adults joves especialment en associacid a la injeccid
parenteral de drogues. La bacteriemia en I’infant pot tenir el seu origen en una infecci
de les vies respiratories altes, perd s’associa també amb freqiiencia a focus cutanis com
cremades o varicel-la. En pacients adults és freqiient una malaltia subjacent com
diabetis, malaltia vascular periferica, 1 neoplasia i el focus de la infecci6 és
principalment cutani. La pneumonia per S. pyogenes es troba associada amb freqiiencia
a infeccions viriques com grip o varicel-la o a malalties pulmonars croniques, es
complica sovint amb empiema (30-40%) i s’acompanya de bacteriemia en el 10-15%
dels casos. La meningitis produida per S. pyogenes €s generalment secundaria a
infeccions de les vies respiratories altes com sinusitis o otitis, 1 també s’ha associat a
procediments neuroquirdrgics''*'">. La sépsia puerperal, una malaltia amb elevada
mortalitat en 1’era preantibiotica, es produeix després d’un avortament o part en el que
els estreptococs ja colonitzaven la pacient o han estat transmesos des del personal medic

116

a ’endometri i estructures circumdants . L’endometritis resultant pot complicar-se

amb una cel-lulitis pelviana, tromboflebitis pelviana septica, peritonitis o abscés pelvia.

1.2.2. Sindrome del xoc toxic estreptococcic (SSTS)

La SSTS és una complicacié greu que segueix un curs clinic caracteritzat per un
inici sobtat de xoc 1 insuficiencia multiorganica. Els primers casos es van descriure a
finals dels anys 1980 1 els pacients afectats presentaven un quadre clinic similar al de la
sindrome del xoc toxic estafilocdccic'. Després de la revisié de casos subsegiients, el

Working Group on Severe Streptococcal Infections va establir el 1993 una definicio
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consensuada per tal de recongixer el quadre clinic i facilitar-ne el diagnostic''’ (Taula
4).

Taula 4. Definicié de la sindrome del xoc tdxic estreptocdccic''’. Per a ser considerat com a cas definitiu
s’han de complir els criteris IA i II (A i B). Si es compleixen els criteris IB i II (A i B) es considera un cas
probable si no s’identifiquen altres etiologies.

L. Aillament de S. pyogenes:

A. D’un lloc normalment esteril (sang, liquid cefaloraquidi, pleural o peritoneal,
biopsia tissular, ferida quirdrgica, etc.).

B. D’un lloc no esteril (faringe, lesié cutania superficial, vagina, etc.).
II. Signes clinics de gravetat:

A. Hipotensid: pressi6 arterial sistolica <90mmHg en adults o < al percentil 5
per edat en nens.

B. Dos o0 més dels signes segiients:

- Afectaci6 renal: creatinina >177 pmol/l (>2 md/dl) en adults, o major o
igual al doble del limit superior normal per 1’edat. En pacients amb una
malaltia renal preexistent, una elevacié igual o superior a dues vegades el
valor basal.

- Coagulopatia: plaquetes <100 x 10%1 (<100.000/mm®) o coagulacié
intravascular disseminada definida per una prolongacié del temps de
coagulacié, baix nivell de fibrinogen i preséncia de productes de
degradacié de fibrina.

- Afectacié hepatica: nivells d’alanina-aminotransferasa (ALT), aspartat-
aminotransferasa (AST), o de bilirrubina total superior o igual al doble del
valor limit superior normal per 1’edat. En pacients amb una malaltia
hepatica preexistent, una elevacié igual o superior a dues vegades el valor
basal.

- Sindrome de distrés respiratori de I’adult, definit per 1’aparici6 aguda
d’infiltrats pulmonars difusos i hipoxemia en abseéncia d’insuficiencia
cardiaca, o evidencia d’extravasacié capil-lar difusa manifestada per
I’aparicié aguda d’edema generalitzat, o vessament pleural o peritoneal
amb hipoalbuminemia.

- Exantema macular eritematds generalitzat que pot descamar.

- Necrosi de teixits tous, incloent fascitis necrosant o miositis o gangrena.

La SSTS es presenta amb freqiiencia com una complicacié d’infeccions cutanies
i de teixits tous com FN, perd0 pot estar associada a qualsevol altra infeccid
estreptococcica. Encara que rar, la SSTS pot ser secundaria a una faringitis

. se: 118,11
simptomatica %,

Algunes infeccions viriques com la varicella o la grip,
traumatismes cutanis, i diversos procediments quirdrgics han proporcionat portes
d’entrada del microorganisme, mentre que en el 50% dels casos la porta d’entrada no és

evident'?’. La major part dels pacients presenten bacteriemia i la mortalitat assoleix
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taxes del 30 al 80%. La SSTS es pot desenvolupar en tots els grups d’edat, encara que
€s més freqiient en pacients d’edat avancada i en els que presenten comorbiditats com

diabetis, neoplasies, alcoholisme, i varicel.Ja'>!700120-124.

1.2.3. Seqiieles no supuratives

Com a conseqiiencia de la infeccid estreptococcica es poden produir seqiieles
tardanes no supuratives considerades de natura autoimmune que inclouen la febre
reumatica aguda i la glomerulonefritis agudam.

La febre reumatica aguda es produeix d’una a cinc setmanes després d’un
episodi de faringitis per S. pyogenes i es caracteritza per lesions inflamatories no
supuratives que afecten principalment el cor, les articulacions, el teixit subcutani i el
sistema nerviés central'>>'?°. Es manifesta amb una varietat de signes i simptomes
clinics que poden presentar-se en diferents graus de severitat 1 en diverses
combinacions. Els principals inclouen carditis, poliartritis, corea, ndduls subcutanis i
eritema marginatum i s’utilitzen en el diagnostic amb altres més inespecifics en base als
criteris establerts per Jones el 1944, que han estat posteriorment revisats i
actualitzats'*'**, Els episodis en general sén autolimitats, perd sén fregiients les
recurrencies després d’episodis subsegiients d’infeccié faringia. El dany a les valvules
cardiaques pot ser cronic i progressiu originant una disfuncié cardiaca significativa que
es coneix com malaltia reumatica cardiaca. En pacients joves la regurgitacié de la
valvula mitral és la lesi6é cardiaca predominant, mentre que 1’estenosi mitral esdevé
progressivament més comu amb 1’edat. Els episodis inicials de febre reumatica sén més
freqiients entre els 5-14 anys i son rars en nens de menys de 2 anys o en adults de més
de 35 anys. S’estima que aproximadament el 60% dels casos de febre reumatica
originen el desenvolupament de malaltia reumatica cardiaca, que presenta un pic de
prevalenca en I’edat adulta'*®.

La glomerulonefritis postestreptococcica es presenta en pacients amb una
historia recent de faringitis o impetigen, aproximadament deu dies després d’un episodi
de faringitis o tres setmanes després d’un episodi d’impetigen. La malaltia presenta un
pic d’incidencia en infants, reflectint també 1’epidemiologia de la infeccid
estreptocdccica prévia. Es un trastorn inflamatori agut dels glomeruls renals que es

caracteritza, des del punt de vista anatomopatologic per lesions glomerulars
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proliferatives difuses i des del punt de vista clinic per edema, hipertensid, hematuria i
proteinl’lria125.

Darrerament també s’ha suggerit el paper del patogen en [I’aparicié o
recrudescencia de desordres neuropsiquiatrics en infants (tics i desordres obsessius
compulsius) coneguts com PANDAS (pediatric autoimmune neuropsychiatric disorders
associated with streptococcal infection), manifestacions també considerades de caracter

autoimmune >,

1.2.4. Situacié mundial de les infeccions produides per S. pyogenes

Una recent revisié de dades de base poblacional indica que a escala global S.
pyogenes constitueix una important causa de morbiditat i mortalitat, especialment en
paisos menys desenvolupats on les condicions de vida promouen la transmissié del
microorganisme i en els que els programes de tractament i prevencié sén inexistents o
ineficacos'' (Taula 5). La mortalitat ocasionada per S. pyogenes, estimada en
aproximadament 500.000 morts a I’any, situa a S. pyogenes entre els principals causants
de mortalitat atribuida a un unic patogen després d’HIV, Mycobacterium tuberculosis,
Plasmodium falciparum, S. pneumoniae, 1 hepatitis B, i probablement comparable a

131

Haemophilus influenzae serotip b, xarampid, i rotavirus ~ (http://who.int).

Taula 5. Estimaci6 global de les infeccions produides per S. pyogenes

q No. de casos No. de nous casos No. de morts

Malaltia .

existents per any per any
Infeccions greus
Malaltia reumatica cardiaca 15,6 milions 282.000 233.000
HlSt(')Ijla de fet')re reur.natl'ca agud? sense 1.88 milions 188.000 i
carditis, requerint profilaxi secundaria
Glomerulonefritis aguda - 472.000 5.000
Infeccions invasives - 663.000 163.000
Total de casos greus 18,1 milions 1,78 milions 517.000
Infeccions superficials
Faringitis - 616 milions -
Impetigen 111 milions - -

Obtingut de Carapetis ef al"'
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Si bé tal com reflexa la taula 5, les infeccions superficials com faringitis i
impetigen sén molt més comuns que les infeccions greus, i encara que poden ser
relativament benignes, representen una carrega important als sistemes de salut i una
utilitzaci6 considerable d’antimicrobians.

Encara que no es disposa d’estudis recents que examinin I’evolucié en la taxes
d’incidencia de faringitis estreptococcica, les dades disponibles suggereixen que s’han
mantingut més o menys estables en la major part de paisos. Els estudis més detallats
realitzats als Estats Units durant els anys 1950 i 1960 documenten taxes de faringitis
simptomatica demostrada serologicament de 0,15 a 0,22 per persona i any en nens i de
0,06 en adults' >, Aquestes dades sén similars a les obtingudes en un estudi realitzat
a Melbourne (0,14 casos per persona i any en nens i 0,04 en adults) durant el periode
2001-2002'% i es consideren representatives de la incidéncia de faringitis en paisos
industrialitzats. En paisos menys desenvolupats, els escassos estudis poblacionals
realitzats en poblacié pediatrica reflecteixen taxes d’incidencia de faringitis amb cultiu
positiu per S. pyogenes molt superiors. Aixi per exemple, s’han documentat taxes per
persona i any de 0,5 a Nova Zelanda i de 0,95 a I’fndia'*®. S’estima que a nivell global
la incidencia de faringitis atribuida a S. pyogenes en casos per persona i any en poblacid
pediatrica €s 0,15 en paisos desenvolupats, 0,4 en paisos menys desenvolupats i 0,04 en
adults. Aixi doncs, anualment es produeixen aproximadament 600 milions de nous
casos de faringitis per S. pyogenes, dels quals 550 milions s’originen en paisos menys
desenvolupats'®'.

L’impetigen estreptocOccic €s altament prevalent en regions tropicals i
subtropicals, trobant-se en moltes poblacions associat a elevades prevalences
d’escabiosi. Les taxes de prevalencga varien de 1’1 al 20% en paisos africans i asiatics, i
poden assolir el 40-90% en poblacions aborigens australianes i en illes del Pacific.
S’estima que 111 milions d’infants amb edat inferior a 15 anys es troben afectats
d’impetigen estreptocOccic en paisos menys desenvolupatsm.

Les infeccions invasives causades per S. pyogenes han atret considerable atenci6
des de mitjans dels anys 1980 quan diversos estudis realitzats a America del Nord i
Europa van advertir una possible reemergencia de manifestacions cliniques greus.
Aquests fets van actuar com important catalitzador per a la implementacié de programes

de vigilancia epidemiologica en diversos paisos, el que ha millorat el coneixement de la
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incidéncia, els factors de risc i les taxes de mortalitat associada a les infeccions
invasives. En aquest sentit, el 2002 es va implementar a Europa el programa Strep-
EURO (http://www.strep-euro.lu.se) constituit per 11 paisos, entre els que no es troba
Espanya, per tal de portar a terme una vigilancia epidemiologica activa de les infeccions
invasives utilitzant criteris harmonitzats. Els estudis de vigilancia epidemiologica
realitzats a Europa han revelat un increment en la incidéncia d’infeccions invasives
durant la decada dels anys 1990 i inici del 2000, amb patrons que varien des de un
increment lineal a marcades oscil-lacions anuals (Figura 6). Les taxes d’incidéncia en
els dltims anys es situen al voltant de 2,9 a 3,8 casos per 100.000 habitants en paisos
com el Regne Unit, Noruega, Dinamarca, Holanda i Suecia, mentre que en altres paisos
com Belgica, Franca i Hongria les taxes son inferiors i es situen al voltant d’1 a 1,7

casos per 100.000 habitants'"’.
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Figura 6. Incidéncia anual d’infeccions invasives produides per S. pyogenes en paisos europeus, 1990-
2002. Adaptat de Lamagni er al'*’

Als Estats Units i Canada els estudis poblacionals publicats durant les dltimes
dues decades revelen taxes d’incidéncia que oscil-len entre 1,5 a 5,2 casos per 100.000

habitants'>%!2118

informe del CDC Active Bacterial Core Surveillance Report
corresponent a I’any 2005 situa una taxa d’infeccié invasiva als Estats Units de 3,6

casos per 100.000 habitants (http://www.cdc.gov/ncidod/dbmd/abcs/survreports.htm).
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Les dades disponibles de paisos menys desenvolupats i de comunitats indigenes
de paisos desenvolupats reflecteixen taxes d’incidencia molt superiors. Aixi, als Estat
Units s’han descrit taxes de 46 casos per 100.000 habitants en poblacions d’indis
americans’' i d’entre 32,2 1 85,5 en poblacions d’aborigens australians>>1%°, A Kenya,
s’ha documentat una incidencia de bacteriemia per S. pyogenes en poblacié infantil
d’edat inferior a 15 anys de 13 casos per 100.000 amb una elevada incidencia d’infeccié
en els primers anys de vida (0,55 per 1.000 nounats; i 96, 63 1 29 per 100.000 en infants

amb edats inferiors a 1 any, 2 anys i 5 anys, respectivament)'*'

. Aquesta situaci6 és
similar a la descrita en un estudi realitza pel Young Infants Study Group (WHO) a Papua
Guinea, Etiopia, Gambia i Filipines on aproximadament el 20% de les bacteriemies en
infants de menys de 90 dies eren causades per S. pyogenes'**. L’impacte mundial de les
infeccions invasives causades per S. pyogenes s’estima en 660.000 casos per any (97%
en paisos menys desenvolupats) que originen aproximadament 160.000 morts'?!.

La febre reumatica aguda ha esdevingut una entitat extremadament infreqiient en
paisos desenvolupats, perod constitueix un important problema de salut publica en molts
paisos menys desenvolupats en els que la malaltia és endémica i roman com una de les
principals causes de malaltia cardiovascular adquirida13 ' En paisos desenvolupats la
incidencia de febre reumatica ha sofert una considerable disminucié al llarg del segle
XX Els registres de Dinamarca i dels Estats Units il-lustren aquest declivi en la
incidencia 1 mortalitat de la febre reumatica, iniciat fins i tot abans de la introduccio dels
antimicrobians, que ha estat també observat en altres paisos industrialitzats (Figura 7).
Aquesta sorprenent evolucié s’ha atribuit a diversos factors com la millora en les
condicions de vida, un millor accés als serveis sanitaris, la introduccié dels
antimicrobians i la implementacié de programes de prevencid, aixi com a canvis en la

distribucié dels serotips i en les propietats biologiques de les soques de S.

126,144
pyogenes .

La incidencia de febre reumatica en els dltims anys en la major part de paisos
desenvolupats és inferior a 1 cas per 100.000 habitants, encara que cap el 1985 es van
descriure brots epidémics aparentment restringits a algunes arees dels Estats Units'®.
En paisos menys desenvolupats la incidencia de la malaltia oscil-la entre 10 casos per

100.000 habitants a Europa de I’Est, 13 a I’ Africa subsahariana, 19 a Ameérica Llatina,
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54 a Asia Central i del Sud, i 374 en poblacions indigenes d’Australia i Nova

Zelanda'®'.
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Figura 7. a) Evoluci6 de la incidencia de febre reumatica aguda a Copenhaguen (1860-1970).
b) Taxa de mortalitat atribuida a febre reumatica als Estats Units (1910-1977). Adaptat d’Olivier'®.

La prevalenca de malaltia reumatica cardiaca és elevada a 1’ Africa subsahariana
(5,7 casos per 1.000), en comunitats indigenes d’ Australia i nova Zelanda (3,5 casos per
1.000), i a Asia Central i del Sud (2,2 casos per 1.000), mentre que en paisos
desenvolupats es calcula en 0,3 casos per 1.000. S’estima que almenys 15,6 milions
d’individus sofreixen malaltia reumatica cardiaca al mén i 233.000 morts a ’any sén
atribuibles directament a aquesta malaltia'".

A T’igual que la febre reumatica aguda, la incidencia de glomerulonefritis aguda
€s més elevada en paisos menys desenvolupats, estimant-se en 24,3 casos per 100.000
habitants en poblacié pediatrica i en 2 casos en poblacié6 adulta. En paisos
desenvolupats es calcula que la incidencia és de 6 casos en poblacié pediatrica i de 0,3
en adults. S’estima que anualment es produeixen al voltant de 470.000 casos de

glomerulonefritis que originen aproximadament 5.000 morts (1% del total de casos)"".
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1.3. Patogenesi

Els mecanismes involucrats en la patogenesi de S. pyogenes sén complexos i no
completament coneguts i representen el resultat de la intrigant interaccié entre els
factors de virulencia del microorganisme, els mecanismes de defensa de 1’hoste, factors
immunogenetics i altres condicions subjacents de I’hoste.

El cicle infectiu s’inicia amb I’adheréncia del bacteri a teixits de I’hoste. Aquesta
primera etapa és essencial per tal que el bacteri pugui superar barreres mecaniques
fisiologiques com el flux mucociliar i salival o la descamacié de 1’epidermis i competir
amb la flora normal resident al teixit. Després de la interaccié inicial amb 1’hoste, el
patogen pot romandre al lloc de colonitzacié en un estat relativament quiescent o pot
proliferar 1 causar una infeccié local com faringitis o impetigen. En alguns individus, el
patogen evita la seva eliminaci6 o control pels mecanismes de defensa de I’hoste 1 inicia
una infeccid sistemica que en les formes més greus pot arribar a desencadenar una
rapida i extensiva destruccid tissular, xoc i la mort. Des del costat de I’equacié del
patogen, aquest ampli espectre de manifestacions cliniques reflecteix la gran varietat de
factors de virulencia de que disposa el microorganisme per sobreviure i establir-se en
diferents llocs anatdomics i implica també la necessitat de regular coordinadament
I’expressié de factors de virulencia i de canviar els fenotips a mesura que respon a

diferents estimuls ambientals.

1.3.1. Factors de viruléncia

S. pyogenes disposa d’una pletora de factors de virulencia incloent components
estructurals localitzats en la superficie cel-lular i productes secretats al medi
extracel-lular implicats en la capacitat del microorganisme de colonitzar, evadir i
manipular el sistema immune, disseminar-se, i causar destruccid tissular i toxicitat
sistemica™"**'*7 A la taula 6 es recullen els principals factors de viruléncia que han

estat identificats en S. pyogenes.
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Taula 6. Factors de viruléncia de S. pyogenes

Factor de viruléncia
Constituents somatics

Proteines d’uni6 a fibronectina
(PrtF1/Sfbl, SOF/S1bII, PrtF2, SfbX,
FBP54, PFBP, FbaA, FbaB)

Acid lipoteicoic

Proteina M

Proteines M-like (Enn, Arp, Mrp)

Proteines d’unié a plasminogen/plasmina
(Prl/GAPDH, SEN, PAM)

Capsula

C5a peptidasa (ScpA)

GRAB

Productes extracel-lulars

SIC (streptococcal inhibitor of
complement)
DRS (distant related SIC)

Ides/Mac, EndoS

Estreptoquinasa

Hialuronidases (HylA, HylP)

DNAses (A, B, C, D)
(Sda, Sdn, Spd)

Estreptolisnes O i S

SpeA, SpeC, SpeG, SpeH, Spel, Spel,
SpeK, SpeL, speM, SmeZ, SSA

SpeB

Activitat biologica

Adhereéncia
Invasié cel-lular

Primera etapa en 1’adheréncia per uni6 a fibronectina
Confereix adheréncia debil i no especifica

Adherencia per unié a CD46, fibronectina, laminina,
glicosaminoglicans i fibrinogen

Invasié cel-lular

Inhibici6 de la fagocitosi per interferencia amb

I’ opsonitzacid

Inhibicié de la fagocitosi
Uni6é a immunoglobulines

Invasio tissular
Adherencia per uni6 a fibronectina, actina, miosina i
plasmina

Inhibici6 de la fagocitosi
Adherencia per unié a CD44
Invasié tissular per translocacié paracel-lular

Inhibici6 de la quimiotaxi per hidrolisis del factor de
complement C5a

Unié a I’inhibidor de proteases del serum a2-macroglobulina
i regulacié de I’activitat proteolitica a la superficie del
bacteri

Inhibicié del complement i inactivaci6 de peptids
antibacterians de superficies mucoses

Hidrolisi d’immunoglobulines IgG

Invasi6 tissular
Activador de plasminogen a plasmina

Invasié tissular
Hidrolisi d’acid hialuronic

Hidrolisis de DNA
Degradaci6 de NETs

Citolisines
Efectes de superantigen en el sistema immune

Degradaci6 de fibronectina, vitronectina, immunoglobulines
i proteines del propi microorganisme

Activacié de metaloproteases de la matriu extracel-lular
Activaci6 de mediadors inflamatoris (interleucina 1 i
bradiquinina)

Unié a integrines i laminina
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1.3.1.1. Constituents somatics

Un pas previ essencial per a la colonitzacié i subsegiient infecci6 és 1’adheréncia
del bacteri a receptors especifics de les cel-lules de I’hoste. El procés d’adherencia i
colonitzaci6 es troba influenciat de manera substancial per diversos factors de I’hoste
com la composici6 de la saliva, el tipus de flora normal i la quantitat
d’immunoglobulines presents en superficies mucoses, aixi com per la perdua
d’integritat de la barrera cutania.

Els estudis sobre 1’adherencia de S. pyogenes a cel-lules epitelials han evidenciat
que el microorganisme utilitza multiples molecules de superficie en el procés d’adhesid
essent les més ben caracteritzades 1’acid lipoteicoic, la proteina M, la capsula i una serie
de proteines anomenades en conjunt proteines d’unié a fibronectina entre les que es
troben PrtF1/Sfbl, SOF/SfbIl, PrtF2, SfbX, FBP54, PFBP, FbaA i FbaB'**. Les
molecules que han estat identificades com a receptors inclouen components de la matriu
extracel-lular com fibronectina, laminina, colagen, vitronectina i les glicoproteines
integrals de membrana CD44 i CD46.

La dotaci6 genctica de factors d’adherencia especifics difereix entre soques i la
seva expressio, que pot tenir implicacions en el tropisme tissular, es troba controlada per
sistemes reguladors sensibles a factors ambientals locals'®.

Malgrat S. pyogenes no ha estat considerat un patogen intracel-lular, diversos
estudis han demostrat que el microorganisme pot envair cel-lules epitelials humanes 1

150-152

romandre viable intracel-lularment . En el procés de penetracid intracel-lular han

151,153 -
M 1les

estat involucrades almenys tres tipus d’adhesines que inclouen la proteina
proteines d’unié a fibronectina PrtF1"*!> i PrtF2'°°. El mecanisme de penetraci6
intracel-lular comporta reordenacions del citoesquelet de cel-lules de 1’hoste en resposta
a la interaccid entre les adhesines estreptococciques i integrines a través de molecules
pont de la matriu extracel-lular com fibronectina o laminina""'>’. El significat bioldgic

de la internalitzacié és controvertit'>®

. Alguns estudis han suggerit que la internalitzaci6
pot donar lloc a la invasié de teixits profundslso, mentre que altres han demostrat
freqiiencies d’internalitzacié molt superiors en soques recuperades de portadors i de
casos de faringitis no complicada que en soques aillades de mostres sistémiques159. S’ha
suggerit que la penetracié intracel-lular pot permetre al microorganisme evadir els

mecanismes de defensa de 1’hoste i I’accié d’alguns antibiotics com la penicil-lina que
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no travessa les membranes cel-lulars eucariotes i contribuir aixi a la persistencia de
I’estat de portador i a I'increment del reservori huma'>*'*'% - Addicionalment, en un
estudi recent s’ha trobat una major proporcié de soques portadores del gen que codifica
la proteina d’unié a fibronectina PrtF1 (prtF1) i freqiiencies d’internalitzacié superiors
en soques resistents a eritromicina que en soques sensibles'®'. S’ha suggerit que aquesta
associaci entre resistencia a eritromicina i internalitzacié pot representar un problema
terapeutic degut a la possible seleccié de soques capaces de resistir 1’accié de la
penicil-lina i altres B-lactamics a causa de la localitzacié intracel-lular i 1’acci6 dels
macrolids per la resistencia'®".

El principal mecanisme de defensa contra la infeccié per S. pyogenes és
I’opsonitzacié i1 la fagocitosi per macrofags residents als teixits i per neutrofils
polimorfonuclears (PMN) que migren del torrent circulatori al lloc de la infecci6'®%. .
pyogenes disposa de multiples components que interfereixen amb practicament totes les
etapes de la funci6 dels efectors de la resposta immune innata; bloquejant la fagocitosi i
la deposicié d’opsonines, inhibint la quimiotaxi de PMN al lloc de la infeccid i
degradant immunoglobulines.

La proteina M es considera un dels principals factors de viruléncia de S.
pyogenes degut al seu paper central en la resistencia del bacteri contra la fagocitosi. La
capacitat antifagocitica de la proteina M en I’hoste no immune s’atribueix a la
interferencia amb 1’opsonitzacié que es produeix com a conseqiiencia de la seva uni6
especifica a les proteines reguladores del complement C4BP (C4 binding protein)'®,
factor H164, factor H-like (FHL—l)165 ,oa fibrinogen166, mecanismes que originen una
inhibici6 o disminuci6 de la deposicié de C3b en la superficie bacteriana i el subsegiient
reconeixement per PMN.

Lancefield aporta la important observacié que I’efecte antifagocitic de la
proteina M queda anul-lat en preséncia d’anticossos serotip M especifics, els quals es
produeixen en resposta a la infeccié natural en humans i1 confereixen immunitat
protectora pero només contra soques del mateix serotip, de manera que 1’individu roman
susceptible a la infeccié per soques d’altres serotips®*%. Posteriorment es va determinar
que els epitops que evoquen la immunitat protectora es troben localitzats en la porcid
amino-terminal de la proteina (aproximadament en els 30-50 primers aminoacids), el

que ha estat utilitzat en el desenvolupament de vacunes'®’, Alguns estudis han suggerit,
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perO, que en alguns casos la immunitat protectora podria ser soca especifica més que
serotip especifica degut a I’aparici6 de subpoblacions amb lleugeres variacions en la
porcié amino-terminal (mutacions puntuals, deleccions o duplicacions) que no siguin
reconegudes per la resposta immune' %

Un altre aspecte central en la resposta immunologica contra la proteina M, que
historicament ha representat un handicap per al desenvolupament d’una vacuna segura,
€s la producci6 d’anticossos que reaccionen de forma creuada amb teixits humans degut
a la similitud entre determinants antigenics localitzats en les porcions central i carboxi-
terminal de la proteina i el teixit huma cardiac, cerebral, renal 1 articular'®’. Aquesta
potencial induccié d’autoimmunitat degut al mimetisme molecular amb teixits de
I’hoste ha estat implicat en la patogenesi de les seqiieles postestreptococciques' .

Addicionalment, Herwal er al. han mostrat en un estudi recent una nova
propietat de la proteina M que pot contribuir al procés fisiopatologic de la SSTS'™. Els
autors han observat que la proteina M pot ser alliberada de la superficie bacteriana i
formar complexes amb fibrinogen que a la vegada s’uneixen a neutrofils PMN a través
de B-integrines donant lloc a la secrecié per part d’aquests d’HBP (heparin-binding
protein), un potent inductor de la permeabilitat vascular.

S. pyogenes presenta altres proteines de superficie estructuralment similars a la
proteina M, conegudes en conjunt com proteines M-like (Mrp, Enn i Arp), amb
capacitat d’interaccionar amb diferents proteines humanes com albimina, fibrinogen,
plasminogen, reguladors del complement i immunoglobulines IgG i IgA i s’ha suggerit
que cooperen amb la proteina M en I’efecte antifagocitic'®’.

La producci6 de capsula és una altra de les estrategies emprades per S. pyogenes
per a resistir la fagocitosi. La capsula de S. pyogenes esta composada exclusivament per
acid hialuronic que és poc immunogen degut a la seva similitud quimica amb el que es
troba en el teixit connectiu huma. La quantitat d’acid hialuronic capsular pot variar
ampliament entre soques 1 també en una mateixa soca sota diferents condicions. La seva
expressio es troba relacionada amb el promotor de 1’oper6 has, on es localitzen els gens

que codifiquen el polisacarid capsular (hasA, hasB i hasC)""'

i esta controlada pel
sistema regulador transcripcional CovR-CovS'”. La contribucié de la capsula a la
virulencia i a la proteccié del bacteri contra la fagocitosi esta recolzada per diverses

linies d’evidencia. Tant in vitro com en models experimentals animals s’ha observat que

34



Introduccio

les soques de S. pyogenes deficients en capsula sén més sensibles a la fagocitosi 1

- 172-174
menys virulentes

. Tanmateix, diversos estudis clinics 1 epidemiologics han
evidenciat una associacié entre soques altament encapsulades (mucoses) i infeccid
invasiva o brots de febre reumatica'>'’®. Altres observacions indiquen que la unié
especifica de la capsula a la glicoproteina transmembrana CD44, que és el receptor de
I’acid hialuronic huma present en el teixit connectiu i en la matriu extracel-lular, indueix
reordenacions del citoesquelet que donen lloc a la perdua d’integritat de les unions
intercel-lulars i permeten al microorganisme penetrar a través de 1epiteli'’’.
Addicionalment, en un estudi recent s’ha demostrat el paper de la capsula en la uni6 del
bacteri al virus de la grip, el que podria explicar I’associacié entre infeccions per S.
pyogenes i determinades infeccions viriques'’®.

S. pyogenes ha desenvolupat mecanismes per interferir amb 1’activitat de
molecules del complement involucrades en el reclutament de neutrofils al lloc de la
infeccié. La C5a peptidasa (ScpA) és un enzim proteolitic altament immunogen i molt
conservat expressat virtualment per tots els serotips de S. pyogenes, aixi com per
estreptococs dels grups B, C i G, que hidrolitza especificament el factor quimiotactic del
complement C5a en el seu lloc d’unié a PMN, inhibint aixi la quimiotaxi de les cel-lules
fagocitiques al lloc de la infeccié'”'*".

Recentment s’ha identificat en S. pyogenes una altra proteina de superficie
anomenada GRAB (G-related o;-macroglobulin-binding protein) que presenta una
elevada afinitat per 1’a-macroglobulina humana, I’inhibidor de proteases més abundant
del serum''. Els autors han proposat que la captacié de 1’ap-macroglobulina pot
conferir una proteccié local a proteines superficials del bacteri enfront a la degradaci6
proteolitica per part de cel-lules fagocitiques o per proteases produides pel propi
microorganisme.

La captura de plasminogen de 1’hoste és un mecanisme comud en molts
microorganismes invasius per a travessar barreres tissulars'®. El plasminogen és el
precursor inactiu de la plasmina, un enzim proteolitic que intervé en la fibrinolisi de
coalls intravasculars i en la degradacié de components de la matriu extracel-lular
facilitant la migraci6 de cel-lules epitelials durant els processos de regeneracio tissular.

S. pyogenes presenta la capacitat de segrestar plasminogen i plasmina de I’hoste a través

dels receptors localitzats a la superficie cel-lular Plr (plasmin receptor)/GAPDH
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(glyceraldehyde-3 —phosphate—dehydrogenase)183, SEN (streptococcal  surface

184§ PAM (plasminogen binding group A streptococcal M protein)lgs. La

enolase)
plasmina unida a la superficie bacteriana pot activar metaloproteases i colagenases de la
matriu extracel-lular i facilitar la disseminacio del bacteri. Alternativament, també s’ha
suggerit que la unié a plasminogen pot disminuir els nivells disponibles d’aquest durant

: 1
la resposta immnune'*°.

1.3.1.2. Productes extracel-lulars secretats

En addicié als components estructurals presents en la superficie bacteriana, S.
pyogenes secreta una varietat de productes al medi extracel-lular implicats en la
virulencia. Aquests productes secretats inclouen enzims degradatius (proteases,
DNAses, hialuronidases), toxines (estreptolisines i superantigens) i diverses proteines
amb altres funcions com la inhibicié del complement i la interferéncia amb la fagocitosi.

La proteina Sic (streptococcal inhibitor of complement) ¢és produida
majoritariament per soques del serotip M1 1 va ser inicialment identificada com un
inhibidor del complex d’atac de membrana'®’. En addicié al seu efecte sobre el
complement, Sic bloqueja els processos cel-lulars critics de la fagocitosi alterant la
funcié normal del citoesquelet de PMN'® i inhibeix I’activitat de diversos peptids

139 Altres

antibacterians del sistema immune innat que es troben en superficies mucoses
estudis en models animals han posat de manifest la importancia d’aquesta proteina en la
persistencia del microorganisme en superficies mucoses en demostrar que la inactivacié
del gen sic disminueix I’habilitat de S. pyogenes de colonitzar i persistir en el tracte
respiratori superior'”. La proteina Sic és altament immundgena i extremadament

191-194 . . Z
o1-19 . Les variants Sic sén

variable amb més de 300 variants al-leliques identificades
seleccionades rapidament en superficies mucoses aparentment per la pressié exercida
pel sistema immune'®'™", havent-se detectat subpoblacions amb diferents al-lels sic

simultaniament en un mateix individu'*

. Encara que no s’ha trobat associacié entre
al-lels sic especifics i1 gravetat de la infeccid, s’ha suggerit que la seleccié d’aquestes
variants pot contribuir a I’abundancia de soques del serotip M1 en infeccions
humanes'*>'*.

S. pyogenes produeix diverses proteases com Mac (group A streptococcal Mac-1

like protein), també anomenada IdeS (immunoglobulin G degrading enzime of S.
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pyogenes), 1 ’endoglicosidasa EndoS que degraden especificament immunoglobulines
G i contribueixen a la inhibicié de I’opsonitzacid i la fagocitosil%.

La produccié d’estreptoquinasa és un altre factor que s’ha considerat implicat en
la disseminacié del microorganisme a través dels teixits. L’estreptoquinasa és una
proteina que forma complexes 1:1 amb plasminogen i I’activa a plasmina, la seva forma
proteolitica activa. El complex plasmina-estreptoquinasa presenta el potencial de
dissoldre coalls de fibrina i de digerir les unions intercel-lulars, el que facilita la
migracié del microorganisme a través de les capes tissulars'*®. L’estreptoquinasa és
altament especifica pel plasminogen huma 1 exhibeix una activitat escassa o nul-la sobre
el plasminogen d’altres mamifers, fet que ha representat una important limitacié en
I’estudi del seu paper en la viruléncia en models experimentals animals. El paper central
de l’estreptoquinasa en la invasid6 i disseminacié del microorganisme ha estat
definitivament demostrat in vivo en un model muri transgenic “humanitzat” amb un
transgen que codifica el plasminogen huma'®®. Els autors d’aquest estudi han suggerit la
possibilitat que polimorfismes genetics responsables de variacions en les concentracions
plasmatiques de plasminogen podrien representar un factor de sensibilitat a la infeccid.
El gen que codifica I’estreptoquinasa (ska) es troba en la major part de soques de S.
pyogenes aixi com en estreptococs dels grups C i G. En S. pyogenes s’han descrit
aproximadament 80 variants al-leliques amb variacions localitzades en dues regions de
la molécula generades principalment per processos de recombinacié'®”'*.

A banda de la seva funci6 fagocitica, s’ha conegut recentment que els neutrofils
poden també lisar microorganismes eficientment en el medi extracel-lular mitjancant un
procés que involucra I’extrusi6 d’una matriu d’ADN 1 histones coneguda com NETs
(neutrophil extracellular traps)'”’. En aquest context, la contribucié de les diferents
DNAses produides per S. pyogenes en la patogeénesi ha cobrat una nova significacio.
Les DNAses A, B, C i D es troben entre les primeres proteines secretades de S.
pyogenes en ser identificades, encara que no existien evidencies directes de la seva
contribucié a la viruléncia perd si de la seva produccid in vivo, essent la deteccid
d’anticossos anti DNAsa B una eina utilitzada en el diagnostic per a demostrar infeccid
recent’?"'. Arrel dels estudis de seqiienciacié genomica s’ha postulat que les DNAses

poden correspondre als factors mitogenics (MF1, MF2, MF3 i MF4) 1 estreptodornases

(Sda, Sdn i Spd) identificats en base a la seva similitud amb proteines amb activitat
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nucleasa, la major part dels quals es troben codificats per bacteriofags. Buchanan et al.
aplicant una aproximaci6 genetica de mutagenesi dirigida i expressio heterologa de la
DNAsa Sdal han revelat que I’enzim és necessari i suficient per a promoure la
degradacié de NETs i la resistencia del bacteri a la lisi per neutrofils in vitro i en un
model muri de FN**, Addicionalment, els autors han mostrat que la inhibici6
farmacologica de I'activitat DNAsa de Sdal preserva la funcié dels NETs de I’hoste 1
redueix la viruléncia.

Un altre factor de viruléncia que s’ha considerat tradicionalment implicat tant en
la disseminacié del bacteri com de les seves toxines i enzims extracel-lulars és la
hialuronidasa que podria actuar degradant 1’acid hialuronic present al teixit connectiu,
encara que no s’han realitzat gaires estudis que suportin aquesta assumpcié™. S.
pyogenes produeix diverses hialuronidases, incloent una de codificacié cromosomica
(HylA), i diverses codificades per bacteriofags (HylP, HylP1, HylP2, HylP3). El paper
de la hialuronidasa cromosomica ha estat caracteritzat recentment en un model muri
d’infeccid cutania, presentant-se evidencies de que actua facilitant la disseminacié de
molecules grans, perd no del bacteri’. Els autors suggereixen que la hialuronidasa
podria tenir també un paper nutricional a través de la utilitzaci6 de 1’acid hialuronic de
I’hoste o el de la seva propia capsula com a font d’energia, podent ser aquesta dltima
possibilitat important en la transmissi6 i viabilitat del microorganisme fora de 1’hoste
huma.

L’elaboracio6 de toxines capaces de formar porus en membranes eucariotes és un
altre tema comu en diversos microorganismes patogens. S. pyogenes produeix dos tipus
d’hemolisines, l’estreptolisina O (SLO) 1 D'estreptolisina S (SLS), que presenten
activitat citolitica sobre una varietat de cel-lules i fraccions cel-lulars, incloent eritrocits,
macrofags, leucdcits, plaquetes i diversos tipus cel-lulars en cultiu?”. SLO és una toxina
inhibida de manera reversible per 1’oxigen que interacciona amb el colesterol de
membranes cel-lulars on forma agregats i indueix la formacié de porus transmembrana.
Els efectes toxics de SLO han estat demostrats in vivo en models experimentals animals
d’infecci6 invasiva®®. Una important observacié és que SLO actua com a vehicle per a
la translocaci6 a l’interior de cel-lules epitelials d’una segona proteina, la NAD

glicohidrolasa (NADasa), el que origina un increment de la citotoxicitat 1 la induccid
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d’apoptosi207. SLO és altament immunogena i la titulacié d’antiestreptolisina O és de
gran utilitat en el diagndstic per a evidenciar infecci recent™".

SLS és estable a I’oxigen i a diferéncia de SLO no és immunodgena. Es la
principal responsable de la caracteristica zona de J-hemolisi que envolta les colonies de
S. pyogenes quan creixen en agar sang. La seva activitat hemolitica és inhibida per
lipoproteines del serum i altres fosfolipids. A I’igual que SLO, origina la formacié de
porus transmembrana per0d en aquest cas mitjancant un mecanisme litic similar al del
complement sobre les cel-lules bacterianes®®. Estudis experimentals en animals han
evidenciat que SLS constitueix un factor de viruleéncia rellevant en la infeccié necrosant
de teixits tous i que actua activament en la destruccié de neutrofils al lloc de la
infecci6®. Degut a que la mida molecular i la composicié aminoacidica de SLS sén
similars a les de bacteriocines produides per altres especies bacterianes, s’ha suggerit
que els seu efecte toxic sobre cel-lules de mamifer pot representar un dany col-lateral en
un sistema que ha evolucionat per a controlar la competicié amb la flora bacteriana per
un ninxol ecolbgic208. La major part de les soques de S. pyogenes produeixen ambdues
hemolisines, encara que ocasionalment es poden trobar soques que produeixen només
una o més rarament cap hemolisina®'’.

S. pyogenes produeix una familia d’exotoxines que actuen immunologicament
com superantigens i han estat considerades mediadores cabdals d’infeccions invasives
greus en virtut de la seva potent activitat immunoestimuladora' ', Aquesta familia
compren les exotoxines pirogeniques estreptococciques classiques SpeA i SpeC,
historicament anomenades toxines de I’escarlatina degut a la seva associacié amb
aquesta patologia, aixi com les exotoxines pirogeniques SpeG, SpeH, Spel, Spel, SpeK,
Spel, SpeM, el superantigen estreptococcic SSA 1 [D’exotoxina mitogenica
estreptococcica SmeZ?'!.

Alguns autors inclouen les proteines de codificacié cromosomica SpeB i SpeF a
la llista de superantigens estreptocf)ccics215’216, encara que la seva activitat
superantigenica €s controvertida. Cap de les dues proteines no es troba genetica ni
estructuralment relacionada amb altres superantigens estreptococcics i a diferéncia
d’aquests, presenten activitat enzimatica. SpeB és una potent proteasa amb activitat
hidrolitica sobre proteines tant del propi microorganisme com sobre proteines humanes.

La seva activitat biologica inclou la hidrolisi de fibronectina, vitronectina,
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immunoglobulines i la generacié de mediadors inflamatoris actius com interleucina-1f3
(IL-1B) i I'hormona vasoactiva bradiquinina a partir dels seus precursorslgs. SpeF,
també anomenat factor mitogenic (MF), és ideéntic a la DNAsa Bm, 1 Dactivitat
mitogenica atribuida a aquesta proteina s’ha considerat causada probablement per la
contaminaci6 d’altres superantigens com SmeZ o SpeCm.

Tots els superantigens estreptococcics coneguts amb I’excepcié de SpeG, Spel i
SmeZ soén codificats per bacteriofags, el que contribueix a la seva diversificacié en les
soques de S. pyogenes. Algunes d’aquestes exotoxines presenten variants al-leliques que
exhibeixen diferent capacitat mitogenica. SpeA presenta sis variants al.léliques219’220, de
les quals SpeA2 i SpeA3 s’han trobat associades a les soques contemporanies dels
serotips M1 i M3. També han estat descrites variant al-leliques de SpeC**'*?, SpeB*%,
SSA** { SmeZm, essent aquesta darrera la més diversa amb més de 40 variants
al-leliques identificades.

La “super” activitat d’aquestes exotoxines es deu a la seva capacitat de
sobrepassar la presentacié i processament normal dels antigens convencionals i de
provocar una activacié i alliberament massiu de mediadors inflamatoris. A diferéncia
dels antigens convencionals, els superantigens no requereixen ser processats per les
cel-lules presentadores d’antigens 1 s’uneixen directament a la molecula del CMH de
classe II i al receptor del limfocit T, no en el lloc antigen especific sind en la regid

variable de la cadena P (regi6 VP) (Figura 8)*''*"

. Cada superantigen mostra
especificitat per determinades families de cadenes Vf, d’entre les aproximadament 30
diferents que conformen el repertori de cel-lules T en humans, de manera que pot
reaccionar amb tots els limfocits T que expressin aquestes cadenes (Taula 7). Per tant,
en comparacié amb els antigens convencionals que reaccionen amb una fraccié de
cel-lules T inferior al 0,01%, els superantigens sén capagos d’activar del 5 al 25% del
total de cel-lules T. El resultat és una potent estimulacié del sistema immune i el
subsegiient alliberament massiu de citocines per part de les cel-lules presentadores

d’antigens (factor de necrosi tumoral o, interleucina 1) 1 per les cel-lules T activades

(interleucina 2, interferd vy).
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Figura 8. Model d’activacié de les cel-lules T pels antigens convencionals o pels superantigens. Els
antigens convencionals son processats per les cel-lules presentadores d’antigens en fragments peptidics
que formen complexes amb molecules del CMH classe II i sén dirigits a la superficie cel-lular per ser
reconeguts per cel-lules T que expressen un tnic receptor aff especific d’un determinat CMH-antigen. Els
superantigens no requereixen ser processats per les cel-lules presentadores d’antigens i s’uneixen
directament a la molecula del CMH classe I1 i al receptor del limfocit T en la regi6 variable de la cadena f3
(regi6 VP). Adaptat de Llewelyn ez al*'?.

Taula 7. Especificitat V[ dels superantigens de S. pyogenes

Superantigen Especificitat VP de TCR huma
SpeA 2.1,12.2,14.1, 15.1
SpeC 2.1,3.2,12.5, 15.1
SpeG 2.1,4.1,6.9,9.1,12.3
SpeH 2.1,7.3,9.1,23.1
Spel 6.9,9.1,18.1, 22
Spel 2.1

SpeL 1.1,5.1,23.1

SpeM 1.1,5.1,23.1

SSA 1.1,3,15

SmeZ 2.1,4.1,7.3,8.1
SmeZ-2 4.1,8.1

TCR, receptor de c&l-lules T. Obtingut de Proft er al*"'.
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La magnitud de la resposta inflamatoria evocada pel mateix superantigen pot
variar considerablement en diferents individus i s’ha trobat una correlacié directa entre
la intensitat en la produccié de citocines i la gravetat de la infeccid sistdmica®*®. En base
a aquestes observacions s’ha suggerit que variacions individuals en factors
immunogenetics encarregats de la regulacié de les respostes als superantigens poden ser
importants determinants en 1’evolucié de la infeccid. En aquest sentit, en un estudi
clinic realitzat per Kobt et al. s’ha observat que determinat haplotips/al-lels HLA de
Classe II es relacionen amb un risc incrementat de SSTS i/o FN, mentre que altres
resulten protectors227. Aquest mateix estudi també ha revelat que en individus amb
haplotips protectius la produccié de citocines en resposta als superantigens
estreptococcics és significativament més baixa que en individus amb haplotips neutrals
o de risc, fet que ha estat també recentment recolzat in vivo en un model d’infeccié en

ratoli HLA-trans génicm.

1.3.2. Patogenesi de les seqiieles no supuratives

La relaci6 entre la infecci6 per S. pyogenes especificament localitzada en les vies
respiratories altes i la subsegiient aparicié de febre reumatica aguda es troba ampliament
avalada per evidencies cliniques i epidemioldgiques®. No obstant aixd, darrerament
s’han mostrat evidéncies de que les infeccions cutanies poden tenir un paper en el
desenvolupament de la malaltia en determinades poblacions com les comunitats
aborigens d’Australia on la febre reumatica aguda i I’impetigen sén hiperendeémics, i la
incidencia de faringitis és molt baixa”>*.

Encara que els mecanismes involucrats en la patogenesi de la febre reumatica
aguda i1 de la malaltia reumatica cardiaca sén desconeguts, existeixen evidencies de que
es produeixen com a resultat d’una resposta immune humoral i cel-lular anormal en un
hoste susceptible. El model que es troba més ampliament acceptat és el d’autoimmunitat
originada pel mimetisme molecular entre antigens microbians i antigens de 1’hoste, pero
les evidencies s6n encara indirectes'*’.

La proteina M es considera un dels principals components involucrats en el

mimetisme molecular degut a la seva similitud estructural i antigénica amb diverses

proteines humanes com miosina, tropomiosina, vimentina, queratina i laminina, i a la
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demostracié de reactivitat immunologica creuada amb diversos teixits humans'’. La
presencia d’anticossos reactius contra el teixit cardiac 1 miosina, i la deposicié d’aquests
anticossos al miocardi i a teixits valvulars ha estat demostrada en pacients amb febre
reumatica'*’. També hi ha evidencies de que anticossos contra el teixit valvular cardiac
reaccionen de forma creuada amb la N-acetilglucosamina del carbohidrat del grup A.
Una resposta exagerada va ser demostrada en pacients amb febre reumatica, i els titols
es mantenien alts en pacients amb malaltia valvular mitral residual, proporcionant
evidencia addicional de que aquests anticossos causen dany valvular. Es incert si el
dany inicial al teixit valvular es troba mediat per immunitat humoral o cel-lular, pero el
dany subsegiient sembla ser causat per la infiltracié de cel-lules T i macrofags™".

El fet que només una limitada proporcié d’individus exposats a S. pyogenes
desenvolupin febre reumatica aguda suggereix que la sensibilitat a la malaltia pot estar
condicionada per factors immunogenetics. S’han trobat associacions amb determinats
haplotips HLA de classe II, i amb I’expressi6é de I’antigen D8/17 de cel-lules B pero de
forma variable en diferents poblacions'?’.

El mecanisme precis pel qual s’origina la glomerulonefritis aguda
postestreptococcica tampoc ha estat clarament establert. El periode de latencia, la
disminucio6 serica del complement, i els efectes sobre el glomerul renal suggereixen que
en el desenvolupament de la malaltia intervenen processos immunologics. Han estat
proposats diversos mecanismes que inclouen la deposicié d’immunocomplexes al
glomerul renal, el mimetisme molecular entre antigens estreptococcics i antigens
glomerulars, 1’alteraci6 del teixit glomerular per productes estreptococcics com
proteases o estreptoquinasa, 1 1’activacié directa del complement per components
estreptococcics dipositats als glomeruls'®’.

La proteina M s’ha considerat com a candidat en la patogenesi de la
glomerulonefritis aguda degut a 1’associacié de la malaltia amb determinats serotips M 1
a la demostraci6 en models animals de nefritis de la presencia d’anticossos
antiglomerulars que reaccionen de forma creuada amb la proteina M**2. La produccié
d’estreptoquinasa s’ha mostrat essencial en el desenvolupament de la malaltia en un
model animal, en el que s’ha evidenciat la deposicié d’estreptoquinasa i complexes del
complement en el glomerul renal””. S’ha suggerit que la divergencia en la seqiiencia de

I’estreptoquinasa podria condicionar I’afinitat pel teixit glomerular, el que podria
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explicar el fet de que només determinades soques puguin causar nefritis*. També s’ha
postulat que SpeB pot intervenir en la patogenesi de la malaltia degut a la seva deteccid
en biopsies renals en casos de glomerulonefritis i a I’observacié de titols elevats

d’anticossos contra SpeB en pacients afectats®.

1.4. Diagnostic microbiologic

El diagnostic microbiologic de les infeccions produides per S. pyogenes es
centra en dos ambits principals, el diagnostic directe que permet la deteccié del
microorganisme en mostres cliniques mitjancant la utilitzacié de tecniques de cultiu,
detecci6 d’antigen i deteccié d’acids nucleics, i el diagnostic indirecte basat en la
detecci6 serologica d’anticossos produits contra antigens estreptocOccics en resposta a

la infeccid.

1.4.1. Diagnostic directe

1.4.1.1. Cultiu i identificaci6é

S. pyogenes requereix medis enriquits per al seu creixement Optim, essent el
medi d’agar sang el més utilitzat pel cultiu®. Aquest medi permet detectar la reacci6 de
B-hemolisi al voltant de la colonia, de molta utilitat en la identificacié presumptiva del
microorganisme. Per tal de millorar la recuperaci6é de S. pyogenes a partir de mostres
faringies, on la flora normal pot interferir amb el creixement del bacteri 1 amb la
produccié d’hemolisi, s’ha proposat la utilitzacié de medis selectius com agar sang
suplementat amb antibiotics (cotrimoxazole, acid nalidixic) i la incubacié en
anaerobiosi per tal d’afavorir la produccié d’hemolisi.

La identificaci6 de S. pyogenes es basa en un conjunt de caracteristiques
morfologiques i bioquimiques que inclouen una mida de la colonia superior a 0,5 mm,
la produccié de I’enzim pirrolidonil arilamidasa (PYR), la sensibilitat a la bacitracina
(0,04 U) i la presencia de 1’antigen del grup A de Lancefield”. Ocasionalment s han
descrit soques de S. pyogenes no hemolitiquesm, 1 soques resistents a la bacitracina®®
¥ Encara que rarament, I’antigen del grup A també pot estar present en altres

estreptococs B-hemolitics com S. dysgalactiae o estreptococs del grup anginosus.
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Algunes especies d’estreptococs B-hemolitics patdgenes d’animals que rarament s’aillen
d’infeccions en humans com S. porcinus i S. iniae també presenten un resultat positiu en
la prova del PYR. S. iniae mostra a més una sensibilitat variable a la bacitracina, el que
fa que alguns aillats siguin fisiologicament similars a S. pyogenes. Cap de les dues
especies pero, exhibeix reactivitat amb 1’antiserum del grup A de Lancefield. A la taula
8 s’assenyalen les principals caracteristiques bioquimiques diferencials de S. pyogenes

respecte altres estreptococs -hemolitics.

Taula 8. Identificacié dels estreptococs B-hemolitics

Espécie Grupde — p.C PYR CAMP VP HIP ARG ESC STR SBL TRE RIB
Lancefield

S. pyogenes A + + - - - + \ - - NA -

S. agalactiae B - - + - + + - - - NA NA

S. dysgalactiae
subsp. C - - - - - + v - v + +
dysgalactiae *

S. dysgalactiae

P g C, G, L, A - - - - - + + - - + +

subsp. equisimilis

S. equi subsp. equi C - - - - - + v + - - NA

S. equi sub_sp. C ) ~ ~ _ _ + v + + v NA

zooepidemicus

S. canis G - - + - - + + - - v NA

Grup anginosus F.C G A - - - + - + + - - + NA
cap

S. porcinus EP.UV, - + + + v + + - + + NA
cap

S. iniae Cap v + + - - - + + - NA NA

S. phocae C,F - - - - - - - - - NA NA

S. didelphis Cap - - - - - + - - - + NA

Abreviacions i simbols: BAC, sensibilitat a la bacitracina; PYR, pirrolidonil arilamidasa; CAMP, reacci6
de CAMP; VP, reaccié6 de Voges-Proskauer; HIP, hidrolisi d’hipurat; ARG, desaminacié d’arginina;
ESC, hidrolisi d’esculina; STR, hidrolisi de midé, SBL, TRE, i RIB, fermentacié de sorbitol, trealosa i
ribosa, respectivament. +, Reaccid positiva >95%; -, reaccié negativa >95%; v, reaccid variable (positiva
del 6 al 94%); NA, no aplicable.

* 8. dysgalactiae subsp. dysgalactiae no mostra B-hemoélisis, perd s’inclou en la taula per motius
taxondomics. Obtingut de Facklam™.
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1.4.1.2. Tests rapids de deteccié d’antigen

El diagnostic clinic de la faringitis estreptococcica és dificil degut a
I’encavalcament de signes i simptomes amb la faringitis d’etiologia virica, que per altra
banda és I’etiologia més freqiient 1 no requereix tractament antimicrobia. Per aquest
motiu i per tal de minimitzar 1’ds inadequat d’antibiotics, diversos comites han publicat
directrius que advoquen per la confirmacié microbiologica del diagnostic clinic
mitjangant cultiu o amb la utilitzacié de técniques rapides de deteccié d’antigen**

El 1978 El Kholy et al. van publicar els resultats d’un estudi descrivint la
identificacié de S. pyogenes directament a partir del frotis faringoamigdalar en 30
minuts usant un procediment d’extraccié de I’antigen del grup A i la subsegiient

deteccié amb una reaccié immunologica de precipitacié™"'

. Aquest estudi va tenir un
profund impacte en el diagnostic de la faringitis estreptococcica i va significar I’inici de
la introduccid de kits comercials de deteccié rapida.

Al llarg del temps les metodologies emprades per a la detecci6 rapida d’antigen
s’han anat expandint i inclouen técniques d’aglutinacié amb particules de latex, ELISA i
immunocromatografia, totes elles basades en la deteccié de 1’antigen del grup A,
El rendiment d’aquestes tecniques depen no només del metode utilitzat sind també del
nombre d’estreptococs presents a la mostra. La sensibilitat de les proves rapides de
detecci6 d’antigen comercials varia entre el 62% i el 96% i I’especificitat és superior al
97% en comparacié amb el cultiu que continua essent la tecnica de referencia per a la

. . 242,24
detecci6 de S. pyogenes en mostres faringees™ ™ 3,

1.4.1.3. Deteccié d’acids nucleics

Recentment han estat descrites diverses teécniques genetiques per a la deteccid de
S. pyogenes directament a partir de mostres cliniques, en especial de mostres faringies.
Existeixen dos kits comercials disponibles que utilitzen tecniques d’hibridacié sense
amplificacié (Gen-Probe Group A Strep Direct Test) o de PCR a temps real
(LightCycler Strep-A assay). La sensibilitat de la tecnica d’hibridacié varia del 88,6% al
94,8% i I’especificitat €s superior al 97% en comparacié amb el cultiu. En el cas de la

243

PCR a temps real, la sensibilitat és del 93% 1 I’especificitat del 98% . Una altra

aproximacié prometedora avaluada recentment, de la qual cal optimitzar el cost-
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benefici, és la utilitzacid de microarrays que permeten tant la identificacié de S.

ot e . <q- 3 244
pyogenes com la de marcadors genetics de resistencia a macrolids™ .

1.4.2. Diagnostic indirecte

El diagnostic serologic de la infeccid estreptocOccica no presenta utilitat clinica
en el maneig de la infecci6 aguda degut a que els titols serics d’anticossos no s’eleven
fins a la convalesceéncia, pero resulta imperatiu en el diagnostic de la febre reumatica
aguda i la glomerulonefritis aguda per tal de demostrar infecci6 recent.

El diagnostic serologic es basa en la deteccid de la resposta immune contra
productes extracel-lulars incloent estreptolisina O, DNAsa B, hialuronidasa i
estreptoquinasa, que indueixen fortes respostes immunes en ’hoste infectat'*’*’'. Els
anticossos produits contra aquests productes extracel-lulars assoleixen un pic a les 3 0 4
setmanes després de la infeccié aguda i normalment es mantenen durant 2 o 3 mesos”".
El rang de valors normals de cada test és variable i depen de I’edat del pacient, la
localitzacié geografica i I’estacio de I’any.

La determinacié del titol d’antiestreptolisina O (ASO) és la tecnica més
estandarditzada i la més utilitzada per a la confirmacié d’infeccid estreptococcica
recent, encara que en alguns pacients amb febre reumatica i especialment en casos de
glomerulonefritis subsegiients a infeccions cutanies no sempre es produeixen fortes
respostes ASO. En aquests casos la determinacié del titol d’anticossos contra altres

productes extracel-lulars com la DNAsa B incrementa el diagnostic'*’.

1.5. Tractament de les infeccions produides per S. pyogenes

La introducci6 de les sulfamides en els anys 1930 obri I’era de la terapeutica
antimicrobiana 1 va suposar el primer tractament efectiu de les infeccions
estreptococciques. La demostracié de 1’efectivitat d’aquest agents en la prevencié de
recurrencies en pacients afectats de febre reumatica va propiciar la seva utilitzacié
profilactica massiva en personal militar durant la Segona Guerra Mundial on
representaren un important benefici en el control de les infeccions estreptococciques.
Poc temps despres emergi la resist®ncia a aquests agents en S. pyogenes™*, situacié que

es va veure compensada amb [’adveniment de la penicil-lina, a la qual el

47



Introduccio

microorganisme continua mantenint-se uniformement sensible, no havent-se descrit fins

a ’actualitat cap aillat clinic resistent al mén4e

. Per aquest motiu i degut a la seva
eficacia en la prevencié de la febre reumatica, seguretat, curt espectre i baix cost, la
penicil-lina continua essent el tractament d’eleccié de la major part d’infeccions
produides pel microorganisme’ "',

Els pacients al-lergics a penicil-lina requereixen una terapia antimicrobiana
alternativa i en aquests casos els macrdlids constitueixen el tractament d’elecci6’”.
Inicialment, les tetraciclines van ser ampliament utilitzades en el tractament
d’infeccions estreptococciques, pero la resistencia en S. pyogenes emergi poc temps
despres de la seva introduccié en la practica clinica®®® i en I’actualitat no es consideren
un tractament d’elecci6 degut a les elevades prevalences de resistéencia i a la
disponibilitat d’altres alternatives terapeutiques. Per altra banda, el desenvolupament de
resistencia a macrolids en S. pyogenes, que pot comportar també resistencia a
lincosamides, ha sofert una evolucié considerable fins a constituir un fenomen
preocupant en molts paisos. El 1959 Lowbury i Hurst van descriure les primeres soques
de S. pyogenes resistents a eritromicina aillades en una unitat de cremats d’un hospital
de Birmingham al Regne Unit*®, i el 1968 es van publicar les segiients comunicacions
de l'aillament esporadic de soques resistents a eritromicina i lincomicina als Estats
Units™” i Canada®'. Un dels primers paisos en els que es descriu un rapid i alarmant
increment en la resisténcia a eritromicina en S. pyogenes va ser el Jap6 durant la decada
de 1970 on la resistencia es va incrementar del 2% observat el 1971 fins al 62% el
1975%%. En altres paisos d’Europa 1 America del Nord la resisténcia en S. pyogenes era
en aquell moment inusual®” i no va ser fins a la década del 1990 quan s’observa una
important escalada en la freqiiencia de resisténcia en alguns paisos europeus com

24 Ttalia®>*° i Espanya®’*®. Subsegiientment, la resisténcia a macrolids en

Finlandia
S. pyogenes s’ha descrit en tot el mén encara que amb notables variacions en diferents
arees geografiques tant en la freqiiencia com en els mecanismes de resistencia implicats.
Alguns autors han considerat la possible utilitat de fluoroquinolones com a terapia de
segona linia en el tractament d’infeccions en adults en casos d’al-lérgia a B-lactamics,
especialment en zones on la resist®ncia a macrolids i lincosamides és elevada™. La
resistencia a fluoroquinolones en S. pyogenes €s en 1’actualitat inusual i es limita a casos

260-264

esporadics descrits en arees geografiques diverses . No obstant, estudis recents
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indiquen que la prevalenca de soques de S. pyogenes amb sensibilitat disminuida a
fluoroquinolones pot ser més elevada del que s’havia contemplat previament, havent-se
descrit freqiiencies del 3,5% a Espanya®® i del 5,4% a Belgica®®.

Malgrat la universal sensibilitat in vitro de S. pyogenes a la penicil-lina, s’han
aportat evidencies de la seva baixa eficacia en ’eradicacié del microorganisme del
tracte respiratori superior tant de portadors267 com de pacients amb faringoamigdalitis
on els fracassos en 1’eradicacié poden arribar al 35%>%. S’han ofert diverses possibles
explicacions d’aquest fet que inclouen la produccié de [-lactamases per
microorganismes presents en la flora faringia, poca adheréncia del pacient a la
medicacid, la internalitzacié del bacteri a cel-lules epitelials on els antibiotics [3-
lactamics no assoleixen concentracions terapeutiques, i la tolerancia fenotipica, encara
que la significacié d’aquest dltim fenomen és controvertida®®. Altres regims avaluats
que s’han mostrat eficacos en el tractament de la faringitis estreptococcica inclouen
I’amoxicil-lina i els tractaments curts (5 dies o menys) amb macrolids (claritromicina,
azitromicina) o amb cefalosporines orals (cefuroxima, cefixima, ceftibute, cefnidir,

cefpodoxima)270.

No obstant aixo, aquests agents presenten un major espectre
antimicrobia respecte a la penicil-lina amb els potencials efectes ecologics en la flora
normal i en el desenvolupament de resisteéncies.

Si bé les formes més lleus d’infeccié cutania poden ser controlades
adequadament amb terapia antimicrobiana, en infeccions greus com FN, miositis i
STTS resulta imperatiu un reconeixement tempra del quadre clinic 1 sovint és necessari
el desbridament quirdrgic i mesures de suport complementariesm. En aquests casos el
tractament Unicament amb penicil-lina no es considera efectiu i es recomana la inclusié
de clindamicina en el régim teraputic'*’. La ineficacia de la penicil-lina en aquests
tipus d’infeccions s’ha atribuit a 1’efecte inocul produit per una elevada concentracié de
microorganismes que assoleixen rapidament la fase estacionaria durant la qual

21 La utilitat de la

disminueix 1’expressié de proteines d’unié a penicil-lina (PBPs)
clindamicina ha estat demostrada en models animals de miositis estreptocc‘)ccica272 1,
encara que no s’han realitzat assaigs clinics randomitzats, la combinacié de
clindamicina amb un P-lactamic s’ha mostrat superior a la monoterapia amb un -
lactamic en un estudi retrospectiu d’infecci6 invasiva en humans”>. La clindamicina és

un inhibidor de la sintesi proteica i la seva eficacia s’atribueix a la seva capacitat de
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suprimir tant la produccié de toxines bacterianes i de proteina M com de citocines per
monocits humans'?. Addicionalment, degut a la implicaci6 dels superantigens en les
manifestacions de la SSTS i la FN, s’ha proposat 1’tis d’immunoglobulines intravenoses
(IGIV) com a terapia adjuntiva en infeccions greus degut a la seva capacitat de
neutralitzar una amplia varietat de superantigens i de facilitar 1’opsonitzacié del

274,27 - . . L.
275 1,eficacia de les IGIV ha estat descrita en diversos casos clinics

microorganisme
aixi com en un estudi observacional on es va trobar una reduccié significativa en la
mortalitat dels pacients tractats amb IGIV respecte dels controls*’®. Un assaig clinic
multicentric europeu a doble cec ha proporcionat evidencia addicional de I’eficacia de la

terapia adjuntiva amb IGIV en pacients amb SSTS*"’

. Encara que I’estudi es va acabar
prematurament degut al baix nombre de pacients i no es van obtenir diferéncies
significatives, els resultats van mostrar una tendeéncia cap a la reduccié de la mortalitat

en pacients tractats amb IGIV respecte dels controls (10% versus 36%).

1.6. Prevencié

1.6.1. Quimioprofilaxi

En I’actualitat només existeixen guies consensuades per a la prevencio primaria i
secundaria de la febre reumatica'*®. L’anomenada prevencié primaria consisteix en el
tractament antibiotic de la faringitis simptomatica. La prevencié secundaria consisteix
en ’administracié de profilaxi antibiotica continuada als pacients amb un episodi previ
de febre reumatica o de malaltia reumatica cardiaca per tal d’evitar la infecci6 del tracte
respiratori superior i el desenvolupament d’atacs subsegiients de febre reumatica. El
regim antibiotic més acceptat per a la prevencié secundaria de la febre reumatica
consisteix en I’administracié cada 3 o 4 setmanes de penicil-lina G benzatina o bé de
penicil-lina oral en zones amb baixa incidencia de febre reumatica. L’eritromicina es
considera un tractament alternatiu en els pacients al-lergics a la penicil-lina. La duracié
optima del la profilaxi secundaria varia en funci6é del risc de recurréncies de febre
reumatica (disminueix amb I’edat i amb els anys transcorreguts des de I’atac més
recent) 1 es correlaciona de manera directa amb la quantitat d’atacs previs i amb la

. : . . 128
presencia i gravetat de la malaltia cardiaca preexistent ~.
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En el cas de la prevenci6 de la infecci6 invasiva, 1’administracié de
quimioprofilaxi als contactes d’un cas amb infecci6 invasiva és un tema controvertit>’®.
La controversia deriva de les limitades evidéncies de 1’eficacia de la quimioprofilaxi i
del regim antibiotic més adequat. A més, si bé s’han descrit brots d’infeccié invasiva en
comunitats tancades com families, centres sociosanitaris 1 hospitals, la gran majoria de
casos d’infecci6 invasiva sén esporadics 1 adquirits en la comunitat, i del 4 al 13% s6n
nosocomials®® 2,

El CDC ha formulat recomanacions per a la prevencié d’infeccions invasives
entre contactes familiars de pacients amb infeccid invasiva i per al control d’infeccions

e ., . 12
d’adquisicié nosocomial 8

. Les recomanacions per a la prevencié de la infeccid
invasiva adquirida en la comunitat es basen en dos unics estudis poblacionals publicats
en els que s’ha avaluat el risc d’infeccié invasiva entre contactes propers. En un estudi
realitzat a Ontario (Canada) es van identificar 4 casos d’infeccié invasiva entre 1.362
contactes, el que representa una taxa de 294 casos per 100.000 contactes (IC 95% 80-
750/100.000)". En I’altre estudi portat a terme en diverses arees dels Estats Units es va
identificar un cas confirmat i un cas probable (quadre clinic compatible amb infeccid
invasiva per S. pyogenes amb cultiu negatiu) entre 1.540 contactes, situant una taxa de
66,1 casos per 100.000 contactes (IC 95% 2-367/100.000) o de 132 casos per 100.00
contactes (IC 95% 16-476/100.000) si s’inclou el cas probable286. D’aquests estudis es
deriva que la infeccié invasiva secundaria entre contactes propers €és poc freqiient,
malgrat representar un risc relatiu entre 19 i 200 vegades superior al risc basal en la
comunitat. En base a aquests resultats, el CDC recomana oferir quimioprofilaxi
unicament als contactes que presentin factors de rics associats amb el desenvolupament
d’infeccié invasiva (edat avancada, immunosupressid, diabetis, etc.). En el cas de que
s’hagi d’administrar profilaxi, el régim antimicrobia proposat pel CDC es basa en els
resultats d’estudis sobre 1’eradicacié dels portadors faringis de S. pyogenes i inclou
I’administraci6 de penicil-lina G benzatina més rifampicina, o clindamicina o
azitromicina.

Per a la prevenci6 d‘infeccié invasiva d’adquisici6 nosocomial les
recomanacions formulades pel CDC inclouen la recerca del personal sanitari colonitzat i
el tractament antibiotic, en especial si es produeixen dos o més casos d’infeccid invasiva

causats per la mateixa soca en un periode inferior a 6 mesos™".
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1.6.2. Vacunes

En els dltims anys s’ha progressat considerablement en la identificaci6 de
candidats per a ser utilitzats en la formulacié de vacunes, que es troben en diferents
estadis de desenvolupament i avaluacié™’. Els principals avencos s’han produit amb la
utilitzacié6 de porcions peptidiques de la proteina M, excloent sistematicament els
epitops que evoquen reaccions immunologiques creuades contra teixits humans. Una
aproximacid que té 1’avantatge de cobrir multiples serotips es basa en la utilitzaci6 de
porcions peptidiques conservades de la porcié carboxi-terminal, que en models animals
s’ha demostrat que indueixen la produccié d’anticossos en superficies mucoses i
prevenen la colonitzacié de soques de multiples serotips. Ates que la porcié6 amino-
terminal serotip especifica origina la produccié d’anticossos opsonics que confereixen
proteccid, una altra aproximacié €és la construccié de vacunes multivalents que
continguin seqiiencies amino-terminals corresponents als serotips més prevalents. S’han
construit versions inicials amb un baix nombre de serotips representats com és el cas
d’una vacuna hexavalent avaluada en adults288, i recentment s han publicat els resultats
de I’avaluaci6 en adults d’una vacuna 26-valent (StreptAvax, ID Biomedical) formulada
en base als serotips més comuns als Estats Units en casos de faringitis, infeccions
invasives 1 als considerats actual o historicament “reumatogénics”167’289. Aquests estudis
han demostrat que les vacunes son ben tolerades, altament immunogenes 1 no indueixen
anticossos reactius contra teixits humans. Un potencial obstacle a I'is de vacunes
multivalents és 1’elevat nombre de tipus emm descrits i la variada prevalencga temporal i
geografica. A diferencia d’ America del Nord i altres paisos industrialitzats, la cobertura
de la vacuna pot ser menys efectiva en paisos menys desenvolupats on predominen
serotips M diferents”*?*%. A més, a I’igual que amb altres vacunes serotip especifiques,
la implementacié d’un programa de vacunacidé pot comportar el reemplagcament dels

serotips vacunals per altres no inclosos a la vacuna o I’emergencia de nous tipus emm.
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1.7. Mecanismes de resisténcia als antimicrobians

1.7.1. Macrolids, lincosamides i estreptogramines

Els macrolids van ser introduits en clinica en la decada de 1950 amb
Ieritromicina A, obtinguda el 1952 a partir de Streptomyces erythreus, com a primer
representant d’aquesta familia. Posteriorment es van anar introduint altres compostos
naturals i1 diversos derivats semisintétics amb millor activitat i perfil farmacocinétic,
malgrat no representar una millora substancial en I’activitat antibacteriana respecte a

293,294 . . C
93294 Bl coneixement dels mecanismes moleculars de resisténcia a

I’eritromicina
macrolids ha permes el desenvolupament d’una nova familia de derivats, els cetolids,
representats per la telitromicina com a primer membre del grup d’us clinic amb activitat
contra organismes amb determinats tipus de resisténcia a macrolids®>>*,

Estructuralment, els macrolids d’us clinic estan constituits per un anell lactonic
(macrolactona) unit a dos o més sucres neutres o basics. Es diferencien en funcié del
nombre d’atoms de carboni (14, 15 o 16) i dels radicals de I’anell lactona (Taula 9).
L’eritromicina pertany al grup de macrolids de 14 atoms 1 es caracteritza per ser
inestable al medi acid de I’estémac el que provoca que la seva biodisponibilitat sigui
escassa i imprevisible. Modificacions especifiques en els grups quimics que participen
en la seva degradaci6 (grup hidroxil en posicié C6, oxigen en posicié C9 i hidrogen en
posicié C8) han donat lloc a diversos derivats semisintetics més estables en medi acid,
amb millor absorcié per via oral i vida mitja més perllongada. Aixi, entre els derivats
semisintetics de 14 atoms, la roxitromicina presenta un radical etiloxima en posicié C9
mentre que la claritromicina conté un grup metoxi en posicié C6. L’azitromicina és el
representat tipus dels macrolids de 15 atoms, també anomenats azalides, i es caracteritza
per presentar una substitucié en posicié C9 formada per un grup metil amb un atom de
nitrogen. Els macrolids de 16 atoms, que inclouen I’espiramicina, la josamicina i la
midecamicina com a productes naturals, i la rokitamicina i la miocamicina com a
derivats semisintetics, son intrinsecament estables en medi acid.

Els cetolids son derivats semisintetics de macrolids de 14 atoms en els que el

sucre neutre cladinosina en posicié 3 es troba reemplacat per un grup cetonic. La

telitromicina presenta a més un grup metoxi en posicié C6 que incrementa la seva
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biodisponibilitat i un grup carbamat en les posicions C11-C12 responsable de la seva

major afinitat pel ribosoma i millor activitat respecte als macrolids.

Taula 9. Classificacié dels macrolids en funcié del nombre d’atoms de C de 1’anell lactona

14 atoms 15 atoms 16 atoms
Naturals Semisintetics Semisintetics Naturals Semisintetics
Eritromicina Claritromicina Azitromicina Espiramicina Rokitamicina
Oleandomicina Roxitromicina Josamicina Miocamicina
Esporeamicina Diritromicina Midecamicina
Fluritromicina Tilosina

Les lincosamides s6n un grup d’antimicrobians derivats de Streptomyces
lincolnensis, amb propietats biologiques semblants a les dels macrolids, perd amb
diferent estructura quimicazgs. L’any 1962, es va obtenir el primer compost de la
familia, la lincomicina. Modificacions posteriors de la seva estructura van donar lloc a
nous derivats, entre els quals la clindamicina és el més utilitzat actualment en clinica.
L’estructura basica de les lincosamides consisteix en un aminoacid unit a un
aminosucre.

Les estreptogramines inclouen compostos naturals 1 derivats semisintetics 1 es
classifiquen en els grups A i B en funci6 de la seva estructura®®. Les estreptogramines
del grup A sén macrolactones i les del grup B son polipeptids ciclics. Els compostos
naturals, entre els que es troben, en el grup A, la pristinamicina Il i la pristinamicina
IIg, i en el grup B, la pristinamicina I, i la virginiamicina S;, procedeixen de diverses
especies de Streptomyces. Entre els compostos semisintetics es troba 1’associacid
quinupristina-dalfopristina que deriva de la pristinamicina I i de la pristinamicina Ilg,
respectivament. Una de les principals caracteristiques d’aquests compostos €s la seva
capacitat d’actuar sinérgicament.

Els macrolids, les lincosamides i les estreptogramines (MLS) presenten
estructura quimica diferent perd comparteixen el mateix mecanisme d’accié que
consisteix en la inhibici6 de la sintesi proteica. S’uneixen reversiblement a la subunitat
50S del ribosoma bacteria on actuen bloquejant directament la funcié del centre de la

peptidiltransferasa, o en el cas de I’eritromicina i els seus derivats el canal de sortida de
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la cadena peptidica naixent®**’. Addicionalment, els macrolids interfereixen en la
formaci6 de subunitats ribosomiques 50S. Els llocs d’unié dels macrolids es localitzen
en el domini V de I’ARNr 23S (especialment en els nucleotids A2058 i A2059) i
probablement es superposen als de les lincosamides i estreptogramines de tipus B. La
telitromicina presenta un lloc d’unié addicional en el domini II (residu A752) de
I’ ARNTr 23S a través del radical carbamat de la posicié C11-C12 el que incrementa la
seva afinitat pel ribosoma.

Han estat descrits quatre mecanismes principals pels quals els microorganismes
adquireixen resistencia a antibiotics del grup MLS que inclouen la modificacié de la
diana per I’accié de metilases, I’expulsié activa de I’antibiotic (bombes d’expulsid), la
modificacié de la diana per mutacions en I’ARNr 23S o en proteines ribosdomiques, i la
inactivacié enzimatica de Dantibiotic®’*®. Amb [I’excepcié de la inactivaci6
enzimatica, tots aquests mecanismes han estat descrits en S. pyogenes, essent la

modificacié de la diana per ’acci6é de metilases i I’expulsié activa els de major impacte

clinic.

1.7.1.1. Modificacié de la diana per I’accié de metilases

La modificacié ribosdmica per metilacié va ser el primer mecanisme de
resisteéncia a eritromicina en ser elucidat i va romandre com 1’tinic mecanisme conegut
durant decades. Esta originat per I’accié de metilases que monometilen o dimetilen un
residu d’adenina (A2058) del domini V de I’ARNr 235%”. La metilacié provoca un
canvi conformacional al ribosoma que redueix la uni6 de 1’antibiotic a la subunitat 50S.
Aquest mecanisme confereix resistencia creuada a macrolids de 14, 15 1 16 atoms,
lincosamides 1 estreptogramines del grup B, donant lloc a 1’anomenat fenotip de
resistencia MLSg. No afecta les estreptogramines del tipus A, i es manté la sinergia
entre estreptogramines del tipus A i B.

Aquestes metilases estan codificades per gens erm (erythromycin resistance
methylase) que han estat identificats en una amplia varietat de generes bacterians
filogeneticament diversos i la major part es troben associats a transposons conjugatius o

3% (http://faculty.washington.edu/marylinr) (Taula 10).

no conjugatius i a plasmidis
L’homologia en les seqiiencies aminoacidiques de les metilases suggereix que els gens

erm deriven d’un ancestre comdu, probablement d’un microorganisme productor
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d’antibiotics. Davant el gran nombre de gens erm descrits, Roberts ef al. van proposat
un nou sistema de nomenclatura per tal d’evitar la complexitat en la designaci(’)300.
Segons aquesta nova classificacid, els gens erm amb una homologia en la seqiiencia
aminoacidica deduida superior o igual al 80% es designen amb la mateixa lletra i
s’inclouen en la mateixa classe, mentre que els que presenten una homologia inferior al
80% es designen amb lletres diferents.

Inicialment tant en S. pyogenes com en altres estreptococs la resisténcia a
antibiotics MLSg va ser atribuida a 1’adquisicié de determinants erm(AM), actualment
denominats erm(B). En estreptococs el gen erm(B) es troba associat amb freqiiencia a
transposons conjugatius de la familia Tn9/6-Tnl545 que transporten gens de resistencia
a tetraciclina (tet(M)) i/o aminoglucosids (aph(3’)—III)301. Aquests elements
contribueixen a la disseminacié de multirresistencia amb la integracié en altres
transposons conjugatius com Tn5252 1 Tn3872 que codifiquen gens de resistencia
addicionals com el gen cat,cjo4 de resistencia a cloramfenicol. En S. pyogenes el gen
erm(B) s’ha identificat en una amplia diversitat de transposons incloent Tn917, Tnl116
(un element compost format per la integracié d’un fragment de DNA que conté el gen
erm(B) en el del transposé defectiu Tn5397), Tn3872 (un element compost format per
la inserci6 del transpos6 Tn917 en Tn916) i el nou element Tn6002°%%.

El 1998 es va identificar un nou gen erm en soques de S. pyogenes amb fenotip

de resistencia MLSg induible anomenat .erm(TR)303

. Aquest gen presenta una homologia
del 82,5% amb el gen erm(A) de Staphylococcus aureus i es va incloure
subsegiientment en la classe de gens erm(A)’”, encara que alguns autors mantenen la
designaci6é original. El gen erm(TR) s’ha descrit principalment en estreptococs [3-
hemolitics, €s infreqiient en S. pneumoniae, havent-se identificat també en especies del
genere Peptostreptococcus™ . Arrel dels projectes de seqiienciacié gendmica, I’element
genetic que transporta el gen erm(TR) ha estat caracteritzat en la soca de S. pyogenes
MGASI10750 1 s’ha observat que presenta caracteristiques de transposé i1 profag
remanent’’. Un element genetic similar portador del gen gen erm(TR) ha estat descrit

recentment en una soca de S. pneumoniae305 .
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Taula 10. Gens erm relacionats amb la resisténcia a macrolids *

Nomenclatura
actual del gen
erm(A)

Gens inclosos

erm(A), erm(TR)

Generes bacterians

Actinobacillus, Bacteriodes, Peptostreptococcus, Prevotella,
Staphylococcus, Streptococcus

erm(B) erm(AM), erm(AMR), erm(B),  Actinobacillus, Acinetobacter, Aerococcus,
erm(BC), erm(BP), erm(BZ1), Arcanobacterium, Bacillus, Bacteriodes, Clostridium,
erm(BZ2), erm(IP), erm(P), Corynebacterium, Enterococcus, Eubacterium,
erm(Z), erm, erm(2) Fusobacterium, Haemophilus, Lactobacillus, Micrococcus,
Neisseria, Pediococcus, Peptostreptococcus,
Porphyromonas, Pseudomonas, Rothia, Staphylococcus,
Streptococcus, Treponema, Wolinella , Enterobacteriaceae
erm(C) erm(C), erm(IM), erm(M) Actinobacillus, Actinomyces, Bacillus, Bacteroides,
Corynebacterium, Enterococcus, Eubacterium, Haemophilus,
Lactobacillus, Micrococcus, Neisseria, Peptostreptococcus,
Prevotella, Staphylococcus, Streptococcus, Wolinella . .
erm(D) erm(D), erm(J), erm(K) Bacillus, Salmonella
erm(E) erm(E), erm(E2) Bacteriodes, Eubacterium, Fusobacterium, Ruminococcus,
Shigella, Sreplomyces ..o
erm(F) erm(F), erm(FS), erm(FU) Actinobacillus, Actinomyces, Bacteroides, Clostridium,
Corynebacterium, Enterococcus, Eubacterium,
Fusobacterium, Gardnerella, Haemophilus, Lactobacillus,
Mobiluncus, Neisseria, Porphyromonas,
Peptosptreptococcus, Prevotella, Ruminococcus,
Selenomonas, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus,
Treponema, Veillonella, Woli
erm(G) erm(G)
erm(H) car(B)
erm(I) mdm(A)
erm(N) tir(D)
erm(0O) Irm
erm(Q) erm(Q) Actinobacillus, Bacteroides, Clostridium, Staphylococcus,
Streptococcus, Wolinella
erm(R) erm(R)
erm(S) erm(SF), tlr(A)
erm(T) erm(GT)
erm(U) Imr(B)
erm(V) erm(SV)
erm(W) myr(B)
erm(X) erm(CD), erm(A), erm(CX) Arcanobacterium, Corynebacterium, Propionibacterium
erm(Y) erm(GM) Staphylococcus
erm(Z) srm(D)
erm(30) pikR1
erm(31) pikR2
erm(32) tir(B)
erm(33) "
erm(34)
erm(35)
erm(36) erm(MT)
erm(37) ¢
erm(38) ¢
erm(39) ¢
erm(40) d Mycobacterium
Classificaci6 d’acord a la nomenclatura Roberts et al*® i a Tactualitzacié publicada a

http://faculty.washington.edu/marylinr. °Hibrid entre erm(A) i erm(C). °Metilasa cromosdmica natural de
Mycobacterium tuberculosis. * Metilasa cromosdmica natural de Mycobacterium sp.
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L’expressio dels gens erm pot ser de caracter constitutiu o induible, i ambdds
tipus d’expressio es poden detectar fenotipicament mitjangant un test de doble difusié
utilitzant un disc d’eritromicina situat proper a un disc de clindamicina®®. La producci6
constitutiva de la metilasa confereix un fenotip de resisténcia creuada a tots els
macrolids, lincosamides 1 estreptogramines del tipus B. En el cas de 1’expressio
induible, les soques mostren resisténcia a macrolids de 14 1 15 atoms, mentre que els
macrolids de 16 atoms, les lincosamides i les estreptogramines B romanen actives. Si bé
aquest comportament €s evident en estafilococs, I’expressié induible dels gens erm en
estreptococs pot donar lloc a una major diversitat de fenotips307. S’ha observat que
molts membres del grup MLSg, incloent clindamicina 1 macrolids de 16 atoms sén
inductors a diferents graus de 1’expressi6 de la metilasa codificada per erm(B)**® i que
en S. pneumoniae el fenotip caracteritzat per resistencia creuada i d’alt nivell a
antibiotics MLSg és freqiientment induible’®.

L’especificitat de la inducci6é depen de forma critica de la seqiiencia del domini
regulador o seqiiencia lider que precedeix al gen estructural erm i també es troba
influenciada per I’estructura quimica de I’antibiotic. El mecanisme molecular de la
induccié ha estat estudiat extensivament en el determinant erm(C) d’estafilococs i
s’explica d’acord a un model d’atenuacié de la traduccid, que probablement també
tingui lloc en el cas dels determinants de les classes erm(B) i erm(A)m. Segons aquest
model, es sintetitza I’ARNm pero en una conformacié inactiva que esdevé activa només
en presencia de macrolids inductors. La inactivitat de I’ARNm es deu a I’estructura del
seu extrem 5’°, que conté una serie de seqiiencies invertides repetides que s’associen en
virtut de la seva complementarietat donant lloc a bucles on queden segrestades les
seqiiencies d’iniciacié de la metilasa (Iloc d’unié al ribosoma i cod6 d’iniciacid),
quedant per tant inaccessibles al ribosoma. En preséncia d’eritromicina o d’un altre
antibiotic inductor, la unié de 1’antibiotic al ribosoma fa que aquest s’aturi durant la
traducci6 del peptid lider el que indueix reordenacions conformacionals en I’ARNm que
deixen accessibles les seqiiencies d’iniciacio de la metilasa i permeten la seva sintesi.

La regi6é reguladora de gens de les classes erm(A), erm(B) i erm(C) ha estat
estudiada en diversos grups bacterians, havent-se observat tant en soques cliniques com
en mutants de laboratori seleccionats amb antibiotics no inductors que deleccions,

insercions i mutacions puntuals en aquesta regié donen lloc a I’expressié constitutiva de
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les metilases®® ™", Aixi per exemple, Fines et al. a partir d’una soca clinica de S.
pyogenes portadora del gen erm(TR) que expressava inicialment resistencia induible
van obtenir mutants resistents constitutius a freqiiéncies de 107 mitjancant la seleccié in
vitro amb clindamicina. La resisténcia a clindamicina es va associar a deleccions de 163
1 6 pb i a una duplicaci6 en tandem de 101 pb en la seqiiencia reguladora del gen
erm(TR)*"'. En S. aureus s’han aportat evidencies cliniques de fracassos terapeutics
amb la utilitzacié de clindamicina en el tractament d’infeccions produides per soques
amb resistencia MLSg induible, fet que ha plantejat dubtes sobre la seguretat de I’ds de
clindamicina o altres antibiotics MLS no inductors en el maneig d’infeccions produides
per soques amb aquest tipus de resistencia®’. En estreptococs, encara que no s’ha
documentat fracassos terapeutics, existeix una controversia similar respecte a 1’activitat
de clindamicina contra soques sensibles a aquest antibiotic perd amb un fenotip de

resistencia MLSg induible .

1.7.1.2. Expulsi6 activa

Un altre dels principals mecanismes de resisténcia adquirida a macrolids en
organismes grampositius és I’expulsié activa de 1’antibiotic que esta originada per la
produccié de dos tipus de bombes, les formades per membres de la familia de
transportadors d’uni6 a ATP (ABC) 1 les de la superfamilia de facilitacié major (MFS).
En Staphylococcus la resistencia a macrolids per expulsié activa va ser inicialment
identificada en Staphylococcus epidermidis i ve determinada pel gen msr(A) (macrolide
streptogramin resistance) que codifica una proteina caracteristica dels transportadors
ABC amb activitat especifica sobre macrolids de 14 i1 15 atoms i estreptogramines B
(fenotip MSg)*'°.

En Streptococcus la resisténcia a macrolids per expulsio activa esta determinada
principalment per 1’expressié de gens mef (macrolide efflux) que codifiquen proteines
pertanyents a la familia de transportadors MFS. Confereixen resistencia a macrolids de

317 -
. Han estat descrites dues

318

14 1 15 atoms, patré de resistencia designat com fenotip M
variants principals de gens mef, el gen mef(A) originalment identificat en S. pyogenes
i el gen mef(E) identificat posteriorment en S. pneumoniae’”. Darrerament s han
identificat les variants al-leliques mef(O) en S. pyogenes 320, mef(1) en S. pneumoniae3 21

i altres variants en S. agalactiae®* i en estreptococs B-hemolitics del grup G**. Els gens
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mef s’han assignat a una uUnica classe de gens mef(A) en base a una homologia en la
seqiiencia aminoacidica superior o igual al 80%"", encara que alguns autors recomanen
mantenir la distinci6 inicial entre mef(A) 1 mef(E) degut a importants diferéncies en els
elements mobils als que es troben associats i en la seva distribucié®**. El gen mef(A) és
el predominant en S. pyogenes, mentre que en S. pneumoniae i estreptococs del grup
viridans el gen mef(E) es troba amb major freqiiencia. En S. pneumoniae el gen mef(E)
forma part d’un element d’insercié genetica anomenat mega (macrolide efflux genetic

325 mentre que el gen mef(A) s’ha descrit en el transposé Tn/207.1°*°. En S.

assembly)
pyogenes el gen mef(A) s’ha identificat en elements quimerics amb caracteristiques de
transposO 1 profag que inclouen dos elements relacionats formats per la insercié de

Tni207.1 en un profag en el cromosoma® >

, 1 un tercer element en el que el gen
mef(A) es troba associat al determinant de resisténcia a tetraciclina tet(O) que conté
diverses variants defectives del transposo Tn/207.1 1 sembla estar inserit en un profag
diferent’™. Els elements genetics que transporten els gens mef(A/E) contenen a més el
gen msr(D), homoleg al msr(A) d’estafilococs, que contribueix a la resisténcia
independentment dels gens mef 1 afecta també lleugerament [D’activitat de

telitromicina®®.

Addicionalment, en soques de S. pyogenes amb mecanisme de
resistencia MLSp induible s’ha detectat la presencia d’un sistema d’expulsié no
caracteritzat diferent de mef(A/E) 1 msr(A/D) que afecta a macrolids de 14, 151 16
atoms i en menor proporci6 a cetdlids™'.

La resistencia a lincosamides per mecanisme d’expulsié s’ha descrit
principalment en Enterococcus faecalis 1 esta determinada per 1’expressié del gen
cromosomic [Isa, responsable de la caracteristica resistencia intrinseca d’aquest

332,333
A

microorganisme a lincosamides i estreptogramines . Un determinant analeg

anomenat Isa(B) que confereix baix nivell de resistéencia a clindamicina ha estat
identificat en un plasmidi en Staphylococcus sciuri?,

Addicionalment, s’han descrit determinants de resisténcia a estreptogramines A
per mecanisme d’expulsid associats a elements genetics mobils en Staphylococcus que
inclouen els gens vga(A), vga(A)V i vga(B). Un estudi recent ha confirmat que vga(A) i
vga(A)V també confereixen baix nivell de resisténcia a lincosamides en S. aureus i S.

epidermidids i1 s’ha suggerit que els fenotip LS, trobat ocasionalment en estafilococs

pot ser degut aquests elements™”.
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A la taula 11 es mostren els principals determinants de resistencia a antibiotics

del grup MLS relacionats amb sistemes d’expulsio activa 1 la seva distribucio.

Taula 11. Gens relacionats amb sistemes d’expulsié que confereixen resistencia a macrolids,
lincosamides i estreptogramines *

Nomenclatura actual del gen Fenotip Microorganismes

Transportadors ABC

msr(A) MS;g Corynebacterium, Enterobacter, Enterococcus, Gemella,
Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus

msr(C) MSg Enterococcus

msr(D) M(K) Acinetobacter, Bacteroides, Corynebacterium, Enterococcus,

Neisseria, Pseudomonas, Ralstonia, Staphylococcus,
Stenotrophomonas, Streptococcus, Enterobacteriaceae

Isa(A) LS, Enterococcus

Isa(B) L Staphylococcus

ole(B), ole(C) M Streptomyces

srm(B) M Streptomyces

tlr(C) M Streptomyces

vga(A), vga(B) SA(L) Staphylococcus

Transportadors MFS

mef(A) M Acinetobacter, Bacteroides, Corynebacterium, Enterococcus,

Fusobacterium, Gemella, Lactobacillus, Micrococcus, Neisseria,
Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas, Streptococcus,
Enterobacteriaceae

Imr(A) Streptomyces

*Classificaci6 d’acord a la nomenclatura de Roberts et al’® i a Dactualitzaci6 publicada a
http://faculty.washington.edu/marylinr/.

1.7.1.3. Modificacions en la diana per mutacions en ’ARNr 23S o en proteines
ribosomiques

La resistencia a macrolids es pot produir també com a conseqiiencia de
mutacions que afecten la conformacié de la regié critica d’unié d’aquests antibiotics.
Aquestes mutacions es localitzen en els dominis V i I de ’ARNr 23S i en les proteines
ribosdmiques L4 i L22**°. La importancia clinica de les mutacions en I’ARNr 23S en la
resistencia a macrolids ha estat llargament reconeguda en patdogens que presenten un o
dos operons d’ARNr (rrn) com Helicobacter, Mycoplasma 1 Mycobacterium. En
microorganismes amb miltiples operons rrn com S. pyogenes 1 S. pneumoniae aquest
mecanisme de resistencia és infreqiient ja que es requereixen mutacions en varies copies
del rrn per evidenciar resistencia. Les mutacions identificades en aquestes especies son
similars a les previament descrites en altres microorganismes i afecten principalment als

residus A2058 i A2059 del domini V de I’ARNTr, si bé en S. pneumoniae s’han descrit
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mutacions en altres posicions que inclouen A2166, A2610, A2611 i A752, aquesta
darrera localitzada en el domini IF""* El fenotip de resisténcia conferit per
mutacions en I’ARNr 23S varia no només en funcié del nombre de copies de rrn
mutades siné també amb la natura de la substitucié. Les mutacions A2058G i A2058U
confereixen els nivells més alts de resistencia a macrolids, lincosamides 1
estreptogramines B, 1 poden afectar també a telitromicina.

Mutacions en les proteines ribosomiques L4 i L22 han estat també recentment
associades amb la resistencia a macrdlids en S. pyogenes®"', S. pneumoniae®>*, i S.

4 . 4
aureus®*, demostrant-se en alguns casos la seleccié d’aquests mutants després de la

terapia amb macrolids.

1.7.2. Tetraciclines

Els primers membres de la familia de les tetraciclines (clortetraciclina i
oxitetraciclina) es van obtenir a finals de la decada del 1940 a partir de Streptomyces
aureofaciens 1 Streptomyces rimosus. Posteriorment es van identificar altres molecules
naturals com tetraciclina i dimetilclortetraciclina i es van desenvolupar productes
semisintetics com metaciclina, doxiciclina i minociclina, essent les glicilciclines
representades per la tigeciclina el grup de tetraciclines semisintetiques més recentment
desenvolupat3 43344

L’estructura de les tetraciclines consta d’un nucli tetraciclic format per quatre
anells benzenics on s’uneixen diferents grups funcionals que donen lloc a les diferents
molecules de tetraciclines.

Les tetraciclines actuen inhibint la sintesi proteica mitjancant la seva uni6 de
forma reversible a la subunitat ribosomica 30S, on interfereixen amb 1’associacié de
I’aminoacil-ARNt amb el ribosoma bacteria****,

Els mecanismes pels quals els microorganismes adquireixen resisténcia a
tetraciclines inclouen 1’expulsio activa de 1’antibiotic, la proteccié del ribosoma i amb
menor importancia clinica la inactivacié enzimatica®”*. Aquests mecanismes estan
determinats per 1’adquisicié de gens tet que es troben associats a elements genetics
mobils, el que explica la seva amplia distribuci6é en bacteris gramnegatius, grampositius,

343,344

aerobis 1 anaerobis (http://faculty.washington.edu/marylinr/). A la taula 12 es
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mostren els gens fet de resistencia a tetraciclines descrits, i els gens ofr de resistencia a
oxitetraciclina identificats en especies de Streptomyces productores d’antibiotics. Altres
mecanismes de resisténcia a tetraciclines no codificats per gens tet inclouen la
disminucié de 1’acumulaci6 de les tetraciclines al citoplasma bacteria per alteracions en

la membrana externa o per sistemes d’expulsié activa no especifics de tetraciclines.

Taula 12. Mecanismes de resisténcia a tetraciclines i gens fet associats

Bombes d’expulsio Proteccio del ribosoma Inactivaci6 enzimatica  Desconegut
tet(A), tet(B), tet(C), tet(M), tet(O), tet(S), tet(X) €, tet(34), tet(U)*
tet(D), tet(E), tet(G), tet(W), tet(Q), tet(T), tet(37) ¢
tet(H), tet(J), tet(V), tet(32), tet(36),
tet(Y), tet(Z), otrt(A), tetB(P) ® tet

tet(K), tet(L),

tet(30), tet(31), tet(33),
tet(35)?, tet(38), tet(39),
tet(40), tet(41),tetA(P),
otr(B), otr(C), tcr3

“tet(35) no es troba relacionat amb altres gens que codifiquen bombes d’expulsi6. ° tezB(P) sempre s’ha
trobat en el mateix operé que tetA(P). © ret(X) i ret(37) no estan relacionats perd ambdés codifiquen
oxidoreductases. ¢ fe7(U) ha estat seqiienciat perd no sembla estar relacionat amb bombes d’expulsi6 ni
amb proteines de proteccié del ribosoma. Obtingut de Chopra er al.**, Roberts®* i de 1’actualitzaci6
publicada a http://faculty.washington.edu/marylinr/.

1.7.2.1. Bombes d’expulsié activa especifiques de tetraciclines

Les bombes d’expulsié activa codificades per gens fet pertanyen a la
superfamilia de facilitacié major (MFS) 1 son proteines associades a la membrana que
actuen intercanviant un prot6 per un complex tetraciclina-catid, el que origina una
disminucié intracel-lular de 1’antibiotic. La majoria confereixen resisténcia a tetraciclina
i doxiciclina pero no a minociclina ni a les glicilciclines, amb 1’excepcié de Tet(B) que
també confereix resistencia a minociclina.

La major part dels gens fet que codifiquen bombes d’expulsio de tetraciclines
han estat identificats en organismes gramnegatius amb 1’excepci6 de fet(K) i tet(L)
descrits principalment en grampositius, tef(Z) i tet(33) descrits en Corynebacterium,
tettNV) en Mycobacterium, i otr(B), otr(C) 1 tcr3 en Streptomyces

(http://faculty.washington.edu/marylinr/). Encara que en S. pyogenes no s’han trobat
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gens tet relacionat amb bombes d’expulsid, els gens tet(K) i tet(L) han esta identificats

43,344
en altres estreptococs” =+,

1.7.2.2. Proteccié del ribosoma

El mecanisme de proteccié ribosomica es troba associat a la produccié de
proteines citoplasmatiques Tet que s’uneixen al ribosoma el que provoca un canvi
conformacional i la inhibici6 de la unié de tetraciclines. Aquestes proteines mostren
certa homologia amb els factors d’elongacié EF-Tu i EF-G i presenten activitat GTPasa
essencial per al seu funcionament. El patré de resistencia inclou tetraciclina,
minociclina 1 doxiciclina, i per tant un major espectre de resistencia que les bombes
d’expulsid.

Els gens tet que codifiquen proteines de proteccidé ribosomica han estat descrits
principalment en organismes grampositius, en anaerobis i en alguns gramnegatius com
Neisseria, Haemophilus i Campylobacter. Aquests gens es troben associats generalment
a transposons conjugatius 0 no conjugatius integrats en el cromosoma i amb menys
freqiiencia en plasmidis. El gen fet(M) és el que es troba més ampliament distribuit,
degut en part a la seva associacié a la familia de transposons conjugatius Tn9/6 que
codifiquen la seva propia transferéncia. Aquests transposons es poden integrar en altres
transposons donant lloc a elements compostos que contenen gens de resistencia a altres
antimicrobians com macrdlids, kanamicina i cloramfenicol®”’. En . pyogenes el
determinant més freqlientment implicat en la resisteéncia a tetraciclina és tet(M) i en

menor proporcio tezf(O)345 , havent-se descrit ocasionalment tezf(S)346 i tet(T)347.

1.7.3. Quinolones

Les quinolones son antibacterians d’origen sintetic, essent el primer representant
de la familia introduit en clinica I’acid nalidixic, agent descobert I’any 1962 de manera
fortuita durant el procés de sintesi i purificaci6 de la cloroquina. Originalment I’ds clinic
de I’acid nalidixic 1 dels seus primes analegs com I’acid oxolinic i 1’acid pipemidic
estava limitat al tractament d’infeccions urinaries. El desenvolupament del norfloxacino

el 1978 obri I’era de les quinolones fluorades o fluoroquinolones, compostos amb
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millors parametres farmacocinetics 1 espectre d’acci6 ampliat a organismes
grampositius, mantenint 1’ activitat sobre gramnegatius®*%.

Les fluoroquinolones deriven de la modificacié del nucli central 4-oxo-1,4-
dihidroquinoleina amb 1’addici6 d’un atom de fluor en posici6 6 i de diverses cadenes
radicals®*®**’. Recentment, gracies al major coneixement de 1’estructura-activitat de les
quinolones s’ha desenvolupat un nou grup de compostos anomenats
desfluoroquinolones o quinolones no fluorades que es caracteritzen per 1’abséncia de
I’atom de fluor en posicié 6, encara que poden contenir atoms de fluor en altres
posicions350. El primer representant d’aquest grup és el garenoxacino, molecula amb
activitat incrementada enfront bacteris grampositius respecte a altres fluoroquinolones.

Atenent a I’espectre d’accid i als parametres farmacocinetics les quinolones es

poden classificar en quatre generacions, encara que hi ha molecules que s’agrupen en

- 48,349,351
una generacié o en una altra depenent de I autor #3495 (Taula 13).

Taula 13. Classificaci6 de les quinolones

1 generacio 2°" generacio 3" generacio 4™ generacié
Acid nalidixic Lomefloxacino Levofloxacino Trovafloxacino
Acid oxolinic Enoxacino Esparfloxacino Moxifloxacino
Acid pipemidic Norfloxacino Gatifloxacino Gemifloxacino
Cinoxacino Ofloxacino Grepafloxacino Clinafloxacino
Flumequino Ciprofloxacino Sitafloxacino

Les quinolones actuen inhibint I’accié dels enzims DNA girasa i topoisomerasa
IV, que son topoisomerases de tipus II relacionades amb els processos de replicacio i
segregacié del cromofor bacteria®****. La funci6 principal de la DNA girasa és la de
catalitzar el superenrotllament negatiu del DNA, mentre que la topoisomerasa sembla
intervenir en la segregacié dels cromosomes després de la duplicaci6. Ambdos sén
enzims tetramerics semblants estructuralment constituits per dues subunitats, GyrA i
GyrB en la DNA girasa, i ParC i ParE (anomenades GrlA i1 GrIB en S. aureus) en la
topoisomerasa IV.

La resistencia a quinolones es produeix principalment per 1’alteracié de les
dianes 1 per la disminucié de 1’acumulacié intracel-lular de 1’antibiotic degut a la

: s . : s 349,354,355
impermeabilitat de la membrana o a I’expulsié activa de I'antibiotic®*”>**> A
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diferencia d’aquests mecanismes que es produeixen per mutacions en gens
cromosomics, s’han descrit altres mecanismes de resistencia transmissibles que

inclouen la proteccié de les dianes mitjangada pels gens gnr>®>®

i la inactivacio
enzimatica produida per wuna variant de [Dacetiltransferasa modificadora
d’aminoglucosids ACC(6’)-Ib anomenada ACC(6’)—Ib—cr359, ambdos identificats en

enterobacteris.

1.7.3.1. Alteracié de les dianes

L’alteraci6 de les dianes és el mecanisme de resisténcia a quinolones amb més
importancia clinica i es produeix com a conseqiiencia de mutacions puntuals en el gens
que codifiquen la DNA girasa i la topoisomerasa V349354335 Aquestes mutacions es
localitzen en regions concretes de les subunitats conegudes com QRDR (quinolone
resistance determining region).

L’especificitat de les diferents quinolones per cadascuna de les dianes és
variable i depen del microorganisme i de la quinolona especifica. De manera general, en
bacteris gramnegatius la diana primaria é€s GyrA, mentre que en grampositius €és

349,354,355
C

Par , encara que algunes quinolones més recents com clinafloxacino i

garenoxacino presenten una afinitat similar per tots dos enzims i sén referides com
quinolones duals**%

La resistencia a quinolones es produeix de manera esglaonada com a
conseqiiencia de I’acumulacié de mutacions successives, de manera que el nivell de
resisténcia conferit per una primera mutacié en la diana primaria s’incrementa amb
mutacions addicionals en la mateixa diana o en la diana secundaria. Aixi, en E.coli una
primera mutacié en gyrA normalment confereix resistencia d’alt nivell a acid nalidixic,
pero per a evidenciar resistencia a fluoroquinolones es requereixen mutacions
addicionals en gyrA i/o parC*®'. De forma analoga, en S. pneumoniae una mutacié en
parC confereix resistencia a ciprofloxacino de baix nivell, mentre que mutacions
addicionals en parC i/o gyrA originen un nivell de resistencia moderat o alt a diverses
fluoroquinolones®®. Les mutacions en gyrB i parE sén menys freqiients i sovint sén
secundaries a mutacions en les altres subunitats.

En S. pneumoniae les mutacions detectades amb més freqiiencia afecten les

posicions Ser79 i Asp83 de ParC, i Ser81 1 Glu85 de GyrASSS. En S. pyogenes i altres
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estreptococs B-hemolitics la resisténcia a quinolones s’ha comengat a descriure i
caracteritzar en els dltims anys, trobant-se mutacions similars a les descrites en S.
pneumoniae260'264 (Taula 14).

Un mecanisme de resistencia transmissible descrit en S. pneumoniae i en
estreptococs viridans que sembla ser poc habitual €s la transferéncia de resisténcia a
quinolones mitjancada per la incorporacié de fragments dels gens gyrA i parC per
transformacié®®. En . pyogenes, un organisme que no es considera naturalment
transformable, s’ha descrit fins ara una unica soca amb evidencies de 1’adquisicié d’un
fragment del gen parC amb la mutaci6 Ser79Phe probablement a partir de S.

dysgalactiae™™.

Taula 14. Principals mutacions descrites en les QRDR de parC i gyrA en S. pneumoniae, S. pyogenes, S.
agalactiae i estreptococs B-hemolitics els grups Ci G

parC gyrA
Especie Posicié AA AA substituit Posicié AA AA substituit
salvatge salvatge
S. pneumoniae Ser79 Phe, Tyr Ser81 Phe, Tyr
Asp83 Asn, Tyr, Thr, Gly  GlIu85 Lys, Gly
Ala84 Thr
Arg95 Cys
Tle81* Thr
LYSI3T 0 s
S. pyogenes Ser79 Phe Ser81 Phe
Asp91*? Asn
Alal2l® L
S. agalactiae Ser79 Phe, Arg, Tyr Ser81 Leu, Tyr
ASPS Asn, Tyr, Gly . Glu8S o Lys, Ala .
Estreptococs Ser79 Phe Ser81 Phe, Tyr, Cys
grups C, G Asp83 Tyr Glu85 Lys
Thr36 * Met

*No es coneix el seu significat en la resisténcia

1.7.3.2. Disminucié6 de la concentracié intracel-lular de 1’antibiotic

Les quinolones penetren a I’interior cel-lular per un sistema de difusi6 passiva,
principalment travessant la membrana i a través de porines. En gramnegatius la
disminuci6 en 1’expressié de porines com OmpF i OmpC s’ha associat a una disminucid
de la sensibilitat de determinades quinolones349’354. Aquest és un mecanisme de
resistencia multiple que afecta a altres antibiotics no emparentats com tetraciclines,

cloramfenicol i B-lactamics.

67



Introduccio

Addicionalment, tant organismes gramnegatius com grampositius disposen de
sistemes d’expulsié activa amb una funcié fisiologica relacionada amb processos
d’excreci6 de metabolits secundaris, productes toxics i fins i tot proteines de captacié de
nutrients. L’increment en [’expressié d’alguns d’aquests sistemes d’expulsié per
induccid, mutacions en els promotors o alteracions en sistemes reguladors pot originar
resisténcia a quinolones i a altres antibidtics no relacionats estructuralment®**343%%,

En organismes grampositius els sistemes d’expulsié més ben caracteritzats que
actuen sobre quinolones sén NorA de S. aureus, Pmra de S. pneumoniae, Bmr de

365

Bacillus 1 Lde de Listeria™. Aquests sistemes confereixen una resistencia moderada a

quinolones hidrofiliques com norfloxacino 1 ciprofloxacino perd no afecten a altres
fluoroquinolones. En S. aureus s’han descrit recentment els sistemes d’expulsié NorB i
NorC, analegs a NorA perd que confereixen resistencia a diverses fluoroquinolones

366,367

incloent esparfloxacino 1 moxifloxacino . Estudis amb mutants seleccionats in vitro

han descrit la possible existencia de sistemes d’expulsi6 amb activitat sobre

368,369

norfloxacino i ciprofloxacino en S. pyogenes , si bé aquests sistemes no han estat

encara caracteritzats.
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Objectius

S. pyogenes és 1’agent causal d’una varietat d’infeccions en humans que varien
ampliament en termes de severitat. La vigilancia epidemiologica i I'estudi de les
caracteristiques del microorganisme que puguin conformar un major potencial virulent,
aixi com la identificaci6 de grups de risc, constitueixen eines essencials en el

desenvolupament d’estrategies per al maneig i control d’aquestes infeccions.

Els objectius d’aquesta tesi han estat els segiients:

— Determinar I’espectre de presentacions cliniques invasives causades per S.

pyogenes en la nostra serie 1 les caracteristiques dels pacients afectats.

— Analitzar la freqiiencia dels tipus 1 subtipus emm 1 la seva distribuci6é en les

soques aillades dels casos invasius i no invasius.

— Determinar la prevalenca dels gens que codifiquen les exotoxines pirogeniques
estreptococciques speA-C, speF-J, speL, speM, superantigen estreptococcic ssa i
exotoxina mitogenica estreptococcica smeZ, les variants al-leliques de speA i
smeZ, 1 analitzar la seva distribuci6 en les soques aillades dels casos invasius 1

no invasius.

— Determinar la prevalenca i evolucié de la resisteéncia a eritromicina, tetraciclina i

fluoroquinolones i els mecanismes de resistencia implicats.
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3.1. Caracteristiques i ambit de I’estudi

S’ha realitzat un estudi retrospectiu, descriptiu i observacional en el que s han
analitzat 126 soques cliniques de S. pyogenes aillades entre gener de 1999 i juny de
2003 a I’hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona. Aquest és un centre
hospitalari de tercer nivell que disposa de 645 llits i cobreix una poblacié
d’aproximadament 300.000 habitants.

Les soques incloses en I’estudi representen una part del total de soques de S.
pyogenes aillades en el laboratori durant el mateix periode que va ser de 229. La major
part de les soques no incloses van correspondre a soques aillades d’infeccions faringies
degut a que no es trobava entre els procediments del laboratori el seu estudi de
sensibilitat als antimicrobians ni la seva conservacio.

Les dades cliniques 1 demografiques dels pacients van ser recollides de la
historia clinica per metges residents del Servei de Medicina Interna amb un qiiestionari
confeccionat a partir de ['utilitzat pel Working Group on Severe Invasive Disease
europeu (http://www.strep-euro.lu.se). Aquestes dades inclouen edat, sexe, diagnostic,
lloc 1 evolucid de la infeccié aixi com factors que puguin haver predisposat al
desenvolupament d’infeccié invasiva incloent traumatismes cutanis, is de drogues per
via parenteral, alcoholisme, cancer, infeccié per HIV, diabetis, immunosupressié i
varicel-la.

La infecci6 invasiva es va definir com ’aillament de S. pyogenes a partir d’un
lloc normalment esteril incloent sang, liquids organics (cefaloraquidi, peritoneal, pleural
i articular), abscessos tissulars profunds i de llocs no esterils en associacié clinica amb
FN o SSTS. La SSTS es va definir d’acord als criteris establerts pel Working Group on
Severe Invasive Disease'’’ (veure Taula 4, pagina 23). La infeccié no invasiva es va
definir com I’aillament de S. pyogenes de llocs normalment no esterils incloent pell,
conducte auditiu extern, tracte genital, faringe i altres llocs diversos. Es va considerar
infeccié d’adquisici6 nosocomial quan I’aillament del microorganisme es produi
després de les 48 hores de 1’ingrés hospitalari sempre i quan no existis evidencia
d’infecci6 en el moment de ’ingrés. La taxa de mortalitat es va avaluar en els 30 dies
posteriors a la data de recollida de 1la mostra.

Unicament en el cas de I’estudi de la sensibilitat a fluoroquinolones el periode es

va ampliar fins a juny de 2004, avaluant-se un total de 189 soques.
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3.2. Cultiu i identificacio

El cultiu de les mostres cliniques es va efectuar seguint procediments
estandarditzats en funcié de la localitzacié de la infeccié®. Els hemocultius es van
realitzar amb el sistema BacTAlert (Organon Teknika Corp., Durham North Carolina).

La identificacié de les soques es va realitzar en base a un conjunt de
caracteristiques fenotipiques que inclouen la morfologia colonial, hemolisi en agar sang,
tincié de Gram, catalasa, sensibilitat a la bacitracina (0,04 U), activitat pirrolidonil
arilamidasa (PYR), reacci6 de Voges-Proskauer, hidrolisi d’hipurat i deteccié de
I’antigen del grup A de Lancefield (Streptex, Wellcome, Regne Unit)”. Les soques es

van conservar a -80°C en brou tripticasa soja suplementat amb glicerol al 10%.

3.3. Estudi de la sensibilitat als antimicrobians

L’estudi de la sensibilitat als antimicrobians es va realitzar mitjancant la tecnica
de disc difusié en agar Mueller-Hinton suplementat amb 5% de sang (bioMerieux,
Franca) amb discs impregnats de concentracions estandarditzades d’antibiotics (Oxoid,
Regne Unit o Bio-Rad, Franca) seguint la normativa del CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute), anteriorment NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards)’"°. Després de 18-24 hores d’incubaci6 a 37°C en atmosfera suplementada
amb 5% de CO; es van llegir i interpretar els halos d’inhibicié en funcié dels criteris
establerts pel CLSI’’'. Es van avaluar els segiients antibiotics: penicil-lina, cefotaxima,
eritromicina, clindamicina, tetraciclina, levofloxacino, rifampicina i vancomicina.

Els fenotips de resisténcia a macrolids es van determinar per la tecnica de difusi6
amb doble disc en agar Mueller-Hinton suplementat amb 5% de sang utilitzant discs
d’eritromicina (15pg) 1 clindamicina (2pug) situats a una distancia d’1,5 a 2,5 em’™. La
resisténcia a eritromicina i clindamicina es va interpretar com fenotip MLSg constitutiu.
La resisténcia a eritromicina i la preséncia d’un halo d’inhibicié tallat de clindamicina
en la zona propera al disc d’eritromicina (forma de D) es va considerar fenotip MLSg
induible, mentre que la resisténcia a eritromicina i1 la sensibilitat a clindamicina en
abseéncia d’un halo d’inhibici6 tallat es va interpretar com fenotip M.

Es va determinar la concentracié inhibitoria minima (CIM) mitjangant la teécnica

d’Etest (ABiodisk, Suecia) de penicil-lina, cefotaxima 1 levofloxacino en totes les
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soques, i la CIM d’eritromicina en les soques que van mostrar resisteéncia a aquest
antimicrobia per disc difusi6. Addicionalment, en les soques que van mostrar una CIM
de levofloxacino >2 ug/ml es va determinar la CIM de norfloxacino, ciprofloxacino,
esparfloxacino, moxifloxacino i clinafloxacino amb la tecnica d’Etest.

La soca S. pneumoniae ATCC 49619 es va utilitzar com a control de qualitat en

els estudis de sensibilitat.

3.4. Tipificaci6é emm

La determinacié dels tipus i subtipus emm es va realitzar mitjancant
I’amplificacié del gen emm per la tecnica de la reaccié en cadena de la polimerasa
(PCR) 1 I’analisi de la seqiiencia que codifica la porcié amino-terminal hipervariable de
la proteina M seguint el protocol descrit pel CDC amb lleugeres modificacions
(http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/protocols.htm). El procés consta de sis etapes

que es detallen a continuacio.

3.4.1. Extraccié del DNA

Per a I’extracci6 del DNA es va partir d’un cultiu pur en agar sang incubat

durant 24 hores a 37°C en atmosfera suplementada amb 5% de CO,.

Procediment

1. Resuspendre una nansa del cultiu en 100 pl d’aigua ultrapura.
2. Congelar i descongelar dues vegades a -80°C durant 10 minuts.
3. Incubar a 95°C durant 30 minuts i efectuar una centrifugacio breu a alta velocitat.

3.4.2. Amplificaci6 del gen emm

La PCR permet una amplificacié in vitro de fragments especifics de DNA
localitzats entre dues regions de seqiiencia coneguda. La reacci6 requereix la preparacio
d’una barreja amb el DNA de doble cadena del qual se’n vol amplificar un fragment,
dos iniciadors (oligonucleotids) que s’uneixen especificament a les regions que
delimiten la seqiiencia a amplificar, la DNA polimerasa, una barreja dels quatre
deoxinucleotids (dNTPs) i un tampd de reaccié adequat. La repeticié de cicles

successius de desnaturalitzacid, hibridacié amb els iniciadors 1 extensio o sintesi del

77



Material i Metodes

DNA a partir dels iniciadors permet una amplificaci6 exponencial del fragment de

DNA. A la taula 15 es mostren els iniciadors utilitzats per a I’amplificaci6 del gen emm.

Taula 15. Iniciadors utilitzats per a I’amplificaci6 i seqiienciacié del gen emm.

Iniciador Seqiiéncia

emmprimer1 5’-TATT(C/G)GCTTAGAAAATTAA-3’
emmprimer2 5’-GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT-3’

emmseq2 5’-TATTCGCTTAGAAAATTAAAAACAGG-3’

emm1REV .seq”
emm12REV.seq©
emm83REV .seq

5’-TTACGCTGGTCTTCTAAGGC-3’
5’-CCGCTAAGCTCATTATACGC-3’
5’-TTAAGTCGTTCCAACGCAAC-3’

Referéncia
CDC

CDC

CDC

Aquest treball
Aquest treball
Aquest treball

“ Iniciador utilitzat per a la seqiienciacié del gen emm marcat amb Cy5 a I’extrem 5°. ™ ¢ ¢ Iniciadors
utilitzats per a la seqiienciaci6 (reversa complementaria) dels gens " emml, ¢ emml2 i * emm83 marcats

amb Cy5 a’extrem 5°.

Procediment

1. Preparar la barreja d’amplificacié per a un volum final de 20 pl:

Reactiu
Tampé 10X (15 mM MgCl,)
dNTPs [Roche] (2 mM cada un)

Iniciador 1 [Isogen-Life Science] (10 pmol/ul)
Iniciador 2 [Isogen-Life Science] (10 pmol/pl)

Taq Expand [Roche] (3,5 U/ pl)
Aigua
DNA

Volum
2 ul
2 ul

2,8 ul

2,8 ul

0,1 ul

9,8 ul

0,5 ul

2. Programar el termociclador (Perkin Elmer 2400 o Bio-Rad i-cycler) amb les segiients

condicions :

Etapa
Desnaturalitzacié inicial
Desnaturalitzacid
Hibridacio

Extensio
Desnaturalitzacid
Hibridaci6

Extensio

Extensio final

Conservacio

Temperatura/Temps N° cicles
94°C/1°
94°C/15”
46,5°C/30” 10
72°C/ 1’ 157
94°C/15”
46,5°C/30” 20
72°C/ 1’ 157
(amb 10” d’increment per cicle)
72°C/110°

4°C
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3.4.3. Electroforesi en gel d’agarosa i visualitzacié del producte amplificat

La tecnica d’electroforesi s’utilitza per a separar i identificar fragments de DNA i
també permet I’aillament d’un determinat fragment a partir d’una barreja heterogenia.
Aquesta tecnica es basa en la migracié del DNA (carregat negativament a pH neutre)
cap el pol positiu a través d’una matriu porosa (I’agarosa) en ser sotmes a un camp
electric. La mobilitat electroforetica depen de diversos parametres entre els que es
troben la longitud del DNA, la seva conformacié estructural, la porositat del gel

d’agarosa (percentatge d’agarosa) i el corrent electric aplicat.

Procediment

1. Preparar una solucié d’agarosa (Biorad) al 0,8% en tamp6é TBE 0,5X (50mM Tris,
50mM acid boric i 0,2 mM EDTA). Dissoldre 1’agarosa al microones evitant que quedin
particules en suspensio.

2. Deixar refredar fins a uns 50-55°C i addicionar 7.5 pl de bromur d’etidi d’una solucid
stock de 10 mg/ml (concentracié final de 0,5 pg/ml).

3. Abocar la soluci6 sobre un suport, en el que els frontals s hauran segellat
transitoriament amb cinta adhesiva. Col-locar una peca dentada (pinta) per a la formaci6
dels pouets a 0,5-1 cm de I’extrem, verificant que estigui separada de la base del suport
de 0,5 a 1 mm per tal de mantenir la integritat dels pouets. Deixar a temperatura
ambient fins que estigui solidificat.

4. Retirar la pinta i la cinta adhesiva i col-locar el gel en una cubeta d’electroforesi plena
de tampo6 TBE 0,5X que ha de cobrir el gel.

5. Mesclar 2 ul de tampd de carrega 10X (0,25% blau de bromofenol, 0,25% xilen cianol i
60% glicerol) amb 10 pl de cada mostra. Carregar els pous amb aquesta mescla.
Generalment en un o més pous s’afegeix un marcador de pes molecular que conté
fragments lineals de mida coneguda (Marker VIII, Roche) i permet, un cop acabada
I’electroforesi, establir relacions amb les bandes de la mostra del DNA 1 deduir la seva
mida aproximada.

6. Tancar la cubeta i connectar els electrodes aplicant un voltatge constant d’entre 70 i 80
volts, 25-30 mA (Power Pac 300, Biorad).

7. Per a la visualitzacié del DNA es situa el gel en un transil-luminador de radiaci6
ultraviolat (UVP).

3.4.4. Purificacié dels fragments de DNA

El producte amplificat s’ha de purificar per tal d’eliminar nucleotids i
oligonucleotids no incorporats a la cadena que poden intervenir en la reaccidé de
seqiienciacid. Per a la purificacié del DNA es va utilitzar el sistema Wizard SV Gel and

PCR Clean-Up System (Promega) seguint les instruccions del fabricant.
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3.4.5. Seqiienciacié

La seqiienciaci6 del DNA es va realitzar en base al metode enzimatic de Sanger
(1977) que es fonamenta en la sintesi i terminacié amb dideoxinucleotids (ddNTPs)
mitjancant cicles de PCR. Es van utilitzar iniciadors marcats amb Cy5 emprant el kit
fmol® DNA Cycle Sequencing System (Promega) en el seqiienciador ALFexpress' ™
DNA Sequencer (Amersham Pharmacia Biotech).

Per a la determinaci6 d’una seqiiencia es realitzen quatre reaccions
d’amplificacié independents que contenen el DNA a seqiienciar, un iniciador
complementari a un fragment de la cadena motlle, una barreja dels quatre dNTPs, la
DNA polimerasa (Sequenase®) i el tampd adequat (DNA Sequencing 5X Buffer). A
cada reacci6é s’afegeix una quantitat limitant d’un ddNTP diferent (A, C, G o T) de
manera que en totes les reaccions es generen una serie de fragments finalitzats per la
incorporacié del ddNTP corresponent. Els fragments finals es separen per mida en un
gel d’electroforesi de poliacrilamida d’alta resolucid. La lectura del gel es realitza
automaticament amb el sistema ALFexpress™ (Amersham Pharmacia Biotech) que es
basa en la lectura de I’excitaci6 que produeix un llum laser al marcador fluorescent Cy35,
que en aquest cas es troba en els iniciadors utilitzats. L’analisi de les seqiiencies es
realitza per mitja del software Sequence Analyser 2.10 (Amersham Pharmacia Biotech).

A la taula 15 es mostren els iniciadors utilitzats per a la seqiienciacié del gen
emm. En tres casos la seqiienciacid es va efectuar en ambdues cadenes per tal de
confirmar nous subtipus emm utilitzant els iniciadors emm1REV.seq, emm12REV.seq i

emm83REV .seq dissenyats en aquest estudi.

3.4.5.1. Reacci6 de seqiienciacio

Procediment

1. Preparar la barreja de reaccié per un volum final de 16 pl:

Reactiu Volum
Tampéd Sul
Iniciador marcat (10 pmol/ul) 1,5ul
Taq 1ul
Aigua 6,5 ul
DNA 2 ul
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2. Addicionar 2 pl de cada ddNTP en el seu respectiu eppendorf (dipositar-los al fons
del tub).

3. Afegir 4 pl de la barreja de reacci6 a cada eppendorf

4. Programar el termociclador (Perkin Elmer 2400 o Bio-Rad iCycler) amb les segiients

condicions:
Etapa Temperatura/Temps N° cicles
Desnaturalitzacid 95°C/30”
Hibridacié 58°C/30” 30
Extensi6 70°C/2’
Conservacio 4°C

5. Addicionar 3 pl de solucié stop de seqiienciacié i conservar els tubs a 4°C fins el
moment de 1’electroforesi de seqiienciacio.

3.4.5.2. Preparacio del gel de seqiienciacié

Procediment

1.

oo

Rentar els vidres del seqiienciador amb sabd Mistol (que €s el que menys interacci6
déna amb el llum laser) i esbandir abundantment amb aigua destil-lada. Un cop
secs, passar alcohol de 70° i tornar a rentar amb aigua destil-lada. Fer el mateix amb
els separadors i la pinta per a fer els pouets.

Preparar una solucié fixadora amb 1 ml d’etanol absolut, 250 pl d’acid acetic al
10% i 3 pl de Bind-Silane.

Aplicar la solucié fixadora amb un paper de cel-lulosa en 5 cm de la part superior
del vidre exterior i en 3 cm de la part superior del vidre interior. Aquesta solucid
facilita la formacié d’uns pouets ben alineats.

Muntar els vidres i netejar amb alcohol de 70° les superficies exteriors.

Preparar la barreja d’acrilamida/bisacrilamida segons les indicacions del kit
ReproGel High Resolution i introduir-la lentament evitant la formacié de
bombolles.

Col'locar la pinta per a formar els pouets i deixar solidificar el gel aplicant llum
ultraviolat durant 10 min.

3.4.5.3. Electroforesi

Procediment

1. Iniciar el programa ALFwin i el seqiienciador ALFexpress.

2. Introduir les condicions de I’electroforesi per High Resolution: de 1500V, 60mA,
25 W, 55°C durant 450 minuts.

3. Col-locar la cubeta del tampd i el gel poliacrilamida en I’ ALFexpress 1 connectar els
tubs de refrigeracio.

4. Addicionar 1 litre de tamp6 d’ electroforesi TBE 0.5X a cada cubeta i deixar que el
[lum laser s’alinei.

5. Comprovar que el llum laser estigui ben alineat (90% o >600 de transmitancia) i

pressionar “preset” per tal que el tampd arribi a la temperatura de 55°C. Durant
aquest procés el valor del laser disminueix perd mai ha d’estar per sota de 300.
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6. Un cop el gel esta a 55°C, es procedeix a retirar la pinta i es netegen els pouets de
restes d’acrilamida injectant tampd a pressié amb I’ajut d’una xeringa.

7. Desnaturalitzar les mostres 3 minuts a 72°C i posar-les a 4°C (en gel).

Carregar les mostres, col-locar els electrodes i iniciar la reaccié de seqiienciacio.

9. Un cop acabada I’electroforesi, les seqiiencies es guarden automaticament en el
software Sequence Analyser 2.10.

o

3.4.6. Assignacié dels tipus i subtipus emm

Per a I’assignaci6 dels tipus i1 subtipus emm, les seqiiencies obtingudes es van
comparar amb les seqiiencies de la base del CDC utilitzant el BLAST 2.0 Server
(http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/strepblast.htm). Es considera que una
seqiiencia pertany a un tipus emm determinat si presenta una homologia >92% en les 90
primeres bases que codifiquen la proteina M madura amb el tipus emm de referencia
(dessignat com “.0”). Els subtipus es defineixen en base a qualsevol alteracié en la
seqiiencia nucleotidica que codifica els primers 50 aminoacids de la proteina M madura.
En els casos en els que es van detectar nous subtipus, les seqiiencies obtingudes es van

enviar al CDC per a la seva verificacié i1 per a I’assignaci6 del subtipus corresponent.

3.5. Deteccio6 dels gens speA-C, speF-], speL, speM, ssa i smeZ

La detecci6 dels gens speA, speC, speH, spel, sped, speL, speM, ssa i smeZ es va
efectuar mitjancant PCR utilitzant iniciadors préviament descrits i/o dissenyats en
aquest estudi en base a la seqiiencia de cada gen disponible al GenBank (Taula 16). Es
van utilitzar dos parells d’iniciadors diferents per a la deteccié de cada gen excepte en el
cas de speL, speM i smeZ. Per a la deteccié dels gens de codificacié cromosomica speB,
speF i speG es va emprar la tecnica de Slot blot.

Es van determinar les variants al-leliques dels gens speA 1 smeZ mitjancant la
seqiienciacié del producte amplificat. En el cas del gen speA es va determinar la
seqiiencia en totes les soques, mentre que el cas del gen smeZ només es va determinar la
seqiiencia de 95 soques seleccionades que representaren tots els tipus i subtipus emm
incloent les soques amb diferents patrons d’exotoxines.

En els experiments de PCR 1 Slot Blot es van incloure cinc soques control

préviament publicades proporcionades per T. Proft (Taula 17)*"2.
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Taula 17. Soques control utilitzades en els experiments de deteccié d’exotoxines

Soca control Contingut gens d’exotoxines

FP 4223 speG, spelJ, speM, smeZ

FP 5417 speA, speG, sped, speL, smeZ

FP5971 speA, speC, speG, speH, sped, smeZ

1/5045 speA, speC, speG, spel, ssa, smeZ

85/167 speG, speH, spel, spel, smeZ
3.5.1. PCR

3.5.1.1. Extraccio del DNA

L’obtenci6é del DNA es va realitzar seguint el protocol preéviament utilitzat per a la

tipificacié emm (apartat 3.4.1.).

3.5.1.2. Reacci6 d’amplificacio

Procediment

1. Preparar la barreja d’amplificacid per a un volum de 50 pl:

Reactiu Volum
Tampé 10X (15 mM MgCl,) Sul
dNTPs [Roche] (2 mM cada un) Sul
Iniciador up [Isogen-Life Science] (10 pmol/ul) 2 ul
Iniciador dw [Isogen-Life Science] (10 pmol/ul) 2 ul
Taq Expand [Roche] (3,5 U/ pl) 0,4 pl
Aigua 30,6 ul
DNA Sul

2. Les condicions d’amplificacié van ser les segiients:

Etapa Temperatura/Temps N° cicles
Desnaturalitzacid inicial 94°C/5’

Desnaturalitzacié 94°C/30”

Hibridacié */30” 30
Extensié 72°C/ 1°

Extensi6 final 72°C/10°

Conservacio 4°C

*Les temperatures utilitzades amb cada parell d’iniciadors es mostren a la Taula 16.
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3.5.1.3. Electroforesi en gel d’agarosa i visualitzacié del producte amplificat

Per tal de visualitzar els resultats de 1’amplificacié, 5 ul de cada producte
amplificat es van sotmetre a electroforesi convencional en gels d’agarosa al 1% en TBE

0,5X durant 60’ a 120 volts seguint el procediment previament descrit (apartat 3.4.3.).

3.5.2. Seqiienciacié dels gens speA i smeZ

La seqiienciacio dels gens speA i smeZ es va portar a terme a partir els productes de
la PCR, purificats amb el sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), emprant els mateixos iniciadors marcats amb Cy5 (Taula 16) i el kit fmol®
DNA Cycle Sequencing System (Promega), tal com s’ha descrit per a la seqiienciacid
dels gens emm (apartat 3.4.5.).

Les condicions de la PCR de marcatge van ser les segiients:

Temperatura/Temps N° cicles
95°C/30”
o @ o b 25
50°C*, 49°C °/30 30
72°C/1
4°C

*speA, “smeZ

Les seqiiencies obtingudes es van analitzar amb el Alfwin Sequence Analyser
2.10 (Amersham Pharmacia Biotech) i es van comparar amb les seqiiencies publicades
en el GenBank per tal d’assignar els al-lels corresponents. Els al-lels smeZ no descrits
previament es van designar amb nimeros correlatius consecutius al de I'ultim al-lel

descrit.

3.5.3. Slot blot

La tecnica de Slot blot es basa en la fixacié6 del DNA a una membrana i en la
deteccié subsegiient de fragments especifics mitjancant la hibridaci6 amb sondes
marcades. Per a la deteccid dels gens speB, speF i speG, les mostres de DNA es van
aplicar a una membrana de nylon carregada positivament (Hybond N*, Amersham
Biosciences) utilitzant I’aparell Micro-Sample Filtration Manifold (Shleicher &

Schuell) unit a un dispositiu de succid. Les sondes utilitzades per a la hibridacié es van
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obtenir mitjancant PCR, que es va realitzar amb els iniciadors mostrats a la taula 16 i les
mateixes condicions que les emprades per a la deteccid de les altres exotoxines (apartat
3.5.1.2.). Els productes de la PCR es van purificar amb el sistema Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega). Per al marcatge de les sondes, la hibridaci6 i la
deteccié es va utilitzar el kit ECL™ Direct Nucleic Acid Labelling (Amersham
Biosciences) que es basa en el marcatge de la sonda amb peroxidasa i la deteccié amb
quimioluminiscéncia. Aquest marcatge s’aconsegueix desnaturalitzant completament la
sonda 1 obtenint per tant cadenes carregades negativament. L’enzim peroxidasa
acompanyada d’un polimer carregat positivament s’uneix al DNA per atraccid
electrostatica i, posteriorment, de forma covalent mitjancant glutaraldehid. La sonda
marcada s’uneix especificament als fragments de DNA homolegs fixats a la membrana i
desnaturalitzats per calor. Durant el procés de deteccid, la peroxidasa catalitza
I’oxidacié del luminol que en presencia d’un element quimic intensificador emet llum
que es pot detectar a través d’una pel-licula radiografica. Els resultats de la hibridaci6 es

van confirmar mitjan¢ant PCR en 38 soques seleccionades a I’atzar.

3.5.3.1. Extraccio del DNA

L’extraccié del DNA es va realitzar seguint el protocol préviament descrit per
Pan et al.’” a partir d’un cultiu pur en agar sang incubat durant 24 hores a 37°C en

atmosfera suplementada amb 5% de CO,.

Procediment

1. Resuspendre una nansa del cultiu en 500 pl d’una solucié de TE (50mM Tris-HCI, pH
8.0, ImM EDTA).

2. Centrifugar, resuspendre en 10 ml de la solucié de TE amb 1% de SDS i proteinasa K

(50ug/ml).

Incubar a 37°C durant 2 hores i centrifugar.

Recuperar el sobrenadant i afegir la solucié fenol-cloroform (1:1 v/v). Barrejar fins a

I’obtencié d’una emulsié homogenia.

Centrifugar 1’ a 6500 g.

Recuperar el sobrenadant i afegir 200 pl d’etanol absolut, agitar per inversio

Centrifugar 5° a 6500 g.

Eliminar el sobrenadant per decantacié o amb 1’ajut d’una bomba de succi6.

Dissoldre el sediment amb 25 a 50 ul de 10mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA i

conservar-lo a 4°C o a -20°C.

Ll

O © N
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3.5.3.2. Fixacio del DNA a la membrana

Procediment

1.

Retallar la membrana de nylon a la mida de la base de I’aparell de transferencia i
submergir-la en SSC 5X (citrat sodic 0,3 M; NaCl 3M pH 7) durant 2 minuts.

Muntar 1’aparell de transferéncia, connectar la bomba de buit i esperar a que
s’absorbeixi el tampd.

Carregar els pouets amb 5 pl de DNA desnaturalitzat préeviament 5 minuts a 95°C.

Un cop la solucié6 amb el DNA hagi estat absorbida, col-locar la membrana sobre un
paper Whatman i procedir a la fixacié del DNA situant-la a 80°C durant 30 minuts.

3.5.3.3. Marcatge de la sonda

Procediment

1.

N

NN AW

w
W

Diluir la sonda amb aigua destil-lada fins a una concentracié de 10ng/ml amb un volum
final de 10 pl.

Desnaturalitzar la sonda per ebullicié durant 5 minuts i refredar-la immediatament en
gel durant 5 minuts.

Afegir 10 ul del DNA labelling reagent.

Afegir 10 pl de glutaraldehid.

Incubar a 37°C durant 10 minuts.

La sonda ja marcada es pot mantenir en gel durant 10 a 15 minuts o pot ser conservada
amb un 30% de glicerol a -20°C un maxim de sis mesos.

.3.4. Hibridacio i deteccio

Procediment

1.

*®

Introduir la membrana en un tub d’hibridacié (evitar la formacié de bombolles d’aire
entre el tub i la membrana ja que poden dificultar el contacte de la sonda amb la
membrana).

Per a la pre-hibridacid, afegir 15 ml de tampé d’hibridacié préviament atemperat a 42°C
i incubar en un forn d’hibridacié a 42°C durant 2 hores a 6 rpm (Mini Oven MK II
Hybind).

Per a la hibridaci6 afegir 30 pl de la sonda marcada al tampé d’hibridacio. Per a evitar
el contacte directe de la sonda concentrada amb determinades regions de la membrana
efectuar la barreja en un recipient a part.

Incubar tota la nit en el forn d’hibridaci6 a 42°C a 6 rpm.

Descartar el tamp6 d’hibridacié amb la sonda (es pot guardar en un tub per a una segona
hibridacio) i efectuar un rentat de 5 minuts amb SSC 5X.

Treure el SSC i realitzar dos rentats de 20 minuts cadascun a 42°C amb la solucié de
rentat 1 (0,4% SDS, 0,5% SSC).

Treure la membrana del tub i col-locar-la en una cubeta amb 500 ml de la solucié de
rentat 2 (SSC 2X). Rentar durant 5 minuts amb agitacio i eliminar el liquid.

Repetir el rentat anterior.

Barrejar 15 ml d’ECL detection reagent 11 15 ml de ECL detection reagent 2, col-locar
la membrana previament escorreguda en una cubeta, afegir la barreja i agitar durant 1
minut.
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10. Col-locar la membrana en un cassette (Hypercassette RPN-3646, Amersham), sobre
papers de foli blanc que absorbiran 1’excés de reactiu, i situar sobre la membrana un full
de transparencia que impedeixi el contacte directe amb la pel-licula fotografica.

11. Col-locar la pel-licula fotografica (Hyperfilm ECL, Amersham) i tancar el cassette.

12. Després d’uns 30 o 40 minuts, revelar la pel-licula submergint-la en el liquid de revelat
(G153, Asla) durant uns segons fins observar 1’aparicié de bandes. Treure la pel-licula i
procedir a la fixacié submergint-la en el liquid de fixacié (G354, Asla) fins que passi
d’opaca a translicida.

3.6. Estudi dels mecanismes genétics de resisténcia

3.6.1. Deteccié dels determinants genetics de resisténcia a macrolids i

tetraciclines

La deteccid dels gens de resistencia a macrolids es va realitzar mitjancant PCR en
totes les soques resistents a eritromicina. Es van estudiar els gens codificadors de
metilases erm(B) i erm(A) subclasse erm(TR) i1 el gen responsable d’un sistema
d’expulsié activa mef(A). En les soques que van mostrar resisténcia a tetraciclina es va
efectuar la deteccié mitjancant PCR dels gens fet(M) 1 tet(O) que codifiquen proteines
de protecci6 ribosomal.

La metodologia emprada per a I’obtencié del DNA va ser I’exposada anteriorment
(apartat 3.4.1.). La preparacié de la barreja d’amplificacié es va realitzar tal com s’ha
descrit en el cas dels gens d’exotoxines (apartat 3.5.1.2.) 1 els iniciadors i condicions de

la PCR es mostren a la taula 18.

3.6.2. Estudi dels mecanismes genétics associats a la sensibilitat

disminuida o resisténcia a fluoroquinolones

En les soques que van mostrar una CIM de levofloxacino >2 pg/ml es va
realitzar I’amplificaci6 de les regions QRDR dels gens gyrA, gyrB, parC i parE i la seva
posterior seqiienciaci6. La metodologia emprada per a 1’obtencié del DNA va ser
I’exposada anteriorment (apartat 3.4.1.). La preparacio de la barreja d’amplificaci6 es va
realitzar tal com s’ha descrit en el cas dels gens d’exotoxines (apartat 3.5.1.2.). A la

taula 18 es mostren les condicions 1 els iniciadors utilitzats en les reaccions
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d’amplificaci6. Els iniciadors es va dissenyar en base a les seqiiencies conegudes de
cada gen disponibles al GenBank (ndmeros d’accés: parC, AF220946; parE,
AE006540; gyrA, AF220945; gyrB, AE006524).

La seqiienciaci6 es va portar a terme a partir els productes purificats de la PCR
amb el sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) utilitzant els
mateixos iniciadors marcats amb Cy5 emprant el kit fmol® DNA Cycle Sequencing
System (Promega) en el seqiienciador ALFexpressTM DNA Sequencer (Amersham
Pharmacia Biotech), tal com s’ha descrit per la seqiienciacié dels gens emm (apartat
3.4.5.). Les seqiiencies es van comparar amb les seqiiencies salvatges de cada gen
mencionades previament (nimeros d’accés: parC, AF220946; parE, AE006540; gyrA,
AF220945; gyrB, AE006524) per tal de determinar la posici6 i el tipus de mutaci

present en aquestes regions.

3.7. Analisi estadistica

Les dades obtingudes es van analitzat amb el paquet estadistic SPSS 11.5 (SPSS
Inc, Chicago, Illinois, Estats Units). Per a comparar la distribucié de variables
categoriques es va utilitzar el test de chi quadrat o la prova exacta de Fisher 1 per a la
comparacié6 de mitjanes el test t de Student, considerant un valor de p < 0,05
estadisticament significatiu. Per a quantificar el risc relatiu es va aplicar el calcul de

I’Odds Ratio 1 de I’interval de confiancga al 95%.
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Taula 16. Iniciadors utilitzats per a I’amplificacié dels gens speA, speB, speC, speF, speG, speH, spel, speJ, speL, speM, ssa i smeZ

Gen
speA
speA
speB
speC
speC
speF
speG
speH
speH
spel
spel
speJ
speJ
speJ
speL
speM
ssa
ssa

smeZ

Iniciador forward (5°-3’)

ACT(T/C)AAGAACC(A/G)AGAGATG(G/T)"

CCAAGCCAACTTCACAGATC
CAACCAGTTGTTAAATCTCT
AAGTGACTCTAAGAAAGACA
TGTCTTATGAGGCCTCTC
CGAAATTAGAAAAGAGGAC
GATGAAAATTTAAAAGATTTAA
AATTCTTATAATACAACCAA
CACATATTGATAAGAAAATCTACAGC
ATGAGTAGTGTGGGAGTTATTAA
CTTTGGAGTATTCTCCTCCC
GATAGTGAAAATATTAAAGACG
GATAGTGAAAATATTAAAGACG
GTTATAATAATCTTTCATGGGTACGG
TTAGGATGGTTTCTGCGGAAGAGAC
GCTCTATACACTACTGAGAGTGTC
AGTCAGCCTGACCCTACTCC
GTGCACAATTATTATCGATTAGTG
TAGAAGTAGATAATAATTCC®

Iniciador reverse (5°-3%)

CTTTAT(T/C)CTTAG(G/A)TATGAAC®
CTTTAT(T/C)CTTAG(G/A)TATGAAC®
CTAAGGTTTGATGCCTACAA
TTGAGTATCAATGTTTAATG
ATCTGATCTAGTCCCTTC
GGCTGAGCAAAAGTGTGTG
GGGGGGAGAATAGCACTAGT
TTAGCTGATTGACACATCTA
GAAATTGAGTTGAGTCTATTCTCTCG
TTATTTATTAAATTTAACTAAG
CTCTCTCTGTCACCATGTCC
GCTCCTATCTTATTTAGTCC
TTATTTAGTCCAAAGGTAAATATC
CTTTCATGTTTATTGCCATTGATCGC
TTCCTCTTTCTCGCCTGAGCCGTG
CATATCAATCGTTTCATTATCTG
TAAGGTGAACCTCTATAGCT
GGTGAACCTCTATAGCTATAGCTGAAG
TTAGGAGTCAATTTCTATAT ¢

Posicio *
273/628
106/628
436/1197
78/207
245/630
-25/1168
73/720
97/711
23/688
1/678
212/593
70/708
70/699
31/575
89/684
49/660
82/772
47/769
741702

Mida
(pb)
356

523
762
130
386
1193
648
615
666
678
382
639
630
545
596
612
691
723
629

T

50
50
58,3
50
50
57,3
50
52
59
50
59
55
55
59
60
56
57
60
48,3

Referéncia

Modificat de Chatellier et al’™*

Aquest estudi

Modificat de Chatellier et al’™*

Chatellier et al’™
Aquest estudi
Aquest estudi

Modificat de Chatellier et al’™*

Modificat de Chatellier et al’™*

Igwe et al’”

Proft et al’’®

Aquest estudi

Modificat de Proft et al’"®
Modificat de McCormick et al’”’
Igwe et al’”

Igwe et al’”

Igwe et al’”

Modificat de Chatellier ef al’™*

Igwe et al’”

Modificat de Chatellier et al’™

* Posicié 5’de cada oligonucledtid respecte al codé inicial de traduccié de cada gen No. accés GenBank: speA, speAl: X61560; speA2: X61561; speA3: X61568; speA4:
X61573; speAS: AF029051; speB, L26161; speC, M35514; speF, AE006625; speG, AE006489; speH, AE006546; spel, AF438524 / AE006546; speJ AF321000 / AE006504;
speL, AE010048; speM, AE010048; ssa, 1.29565; smeZ, AE010110. " Iniciadors utilitzats per a la seqiienciacié del gen speA, marcats amb Cy5 a I’extrem 5°. ¢ Iniciadors
utilitzats per a la seqiienciacié del gen smeZ, marcats amb Cy5 a I’extrem 5°.
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Taula 18. Iniciadors i condicions utilitzats per a I’amplificaci6 dels gens erm(TR), erm(B), mef(A), tet(M), tet(O) i de les QRDR dels gens parC, parE, gyrA i gyrB

Gen

erm(TR)

erm(B)

mef(A)

tet(M)

tet(O)

parC

parE

gyrA

gyrB

Iniciador

ermTR.up
ermTR.dw
ermB.up
ermB.dw
mefA.up
mefA.dw
tetM.up
tetM.dw
tetO.up
tetO.dw
parC.up
parC.dw
parE.up
parE.dw

gyrA.up
gyrA.dw

gyrB.up
gyrB.dw

Seqiiencia (5°-3”)

TTATAACCGGCAAGGAGAAG

GCTTCAGCACCTGTCTTAATTGAT

CGAGTGAAAAAGTACTCAACC
GGCGTGTTTCATTGCTTGATG
CTATGACAGCCTCAATGCGT
ACCGATTCTATCAGCAAAGA
GTGGACAAAGGTACAACGAG
CGGTAAAGTTCGTCACACAC
AACTTAGGCATTCTGGCTCAC
TCCCACTGTTCCATATCGTCA
GGATTGAAACCCGTTCAGCG
CTGGTAAAACGGTGGGTTCT
AAAGCGCGTGATGACTCACG
TCAGCTCCCACTCCAGCTCC
TCGTCGTATTCTCTATGGG
CCCTGTCGCTCCATTGACTA
TTGGAAAACCCACAAGTTGC
CATCGGCATCGGTCATGATA

Posicié ?

-26
652
38
654
-313
1122
106
511

13
527
106
469
1189
1478
129
513
1117
1531

Mida
(pb)

678

617

1435

406

515

364

290

385

415

Desnat.

inicial

94°C/5’

94°C/5°

94°C/5°

94°C/5°

Desnat.

94°C/30”

94°C/1°

94°C/1°

94°C/30”

Hibrid.

60°C/30”

60°C/I’

64,5/1°

67/1°

55°C/30”

Ext.

72°C/1°

72°C/
1,5°

72°C/
1,5

72°C/1

Cicles

30

30

Ext.
final

72°C/10°

72°C/10

72°C/10

72°C/10

Referencia

Modificat de

Reinert er al’™®

Weber et. al’”.

Modificat de

Reinert er al’™®

Ng et. al®®

Aquest estudi

*Posici6 5°de cada oligonucleotid respecte al codé inicial de traduccié de cada gen No. accés GenBank: erm(TR), AF002716; erm(B), X52632; mef(A), AF227521; tet(M),
X909309; tet(0), YO7780; parC, AF220946; parE, AE006540; gyrA, AF220945; gyrB, AE006524.
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Resultats

4.1. Caracteristiques de la mostra

L’estudi inclou 126 soques de S. pyogenes obtingudes de 126 pacients entre
gener de 1999 1 juny de 2003. En funci6 del lloc d’aillament i de les sindromes cliniques
1 complicacions associades a la infeccid, 27 soques (21,4%) van correspondre a casos
d’infeccio invasiva i 99 soques (78,6%) a casos d’infeccié no invasiva. La distribuci6 de

les soques en funci6 del tipus d’infecci6 i de I’any d’aillament es mostra a la taula 19.

Taula 19. Distribucié de les soques de S. pyogenes per tipus d’infeccid i any d’aillament

Any d’aillament Iil:lf::scii‘?;lss nIOnifI(isgis(;;lZs
1999 S 19
2000 9 12
2001 4 15
2002 S 21
2003 (gener-juny) 4 32
Total 27 99

Totes les soques van mostrar els resultats esperats en les proves fenotipiques
d’identificacié amb I’excepcié de dues soques (1,6%) que van presentar resisteéncia a

bacitracina.

4.2. Caracteristiques demografiques i cliniques dels pacients

4.2.1. Infeccions invasives

La mitjana de 1’edat dels pacients amb infeccié invasiva va ser de 51,2 anys
(mediana 55 anys; rang 10 mesos a 89 anys), registrant-se Unicament tres pacients
pediatrics (10 mesos, 3 1 8 anys). Considerant la distribucié per grups d’edat, la major
proporcié de casos es va observar en pacients d’edat superior a 65 anys (12 pacients,
44,4%), seguit d’un altre pic en el grup d’edat de 25-44 anys (7 pacients, 25,9%).
(Figura 9). En quant a la distribucié per sexes, 16 pacients (59,3%) eren homes i 11

pacients (40,7%) eren dones.
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Figura 9. Distribuci6 dels casos d’infecci6 invasiva per grups d’edat.

La major part dels pacients (17/27, 63%) van presentar bacteriemia. Entre els 10
pacients sense bacteriemia documentada, S. pyogenes es va aillar del liquid articular (4),
teixit de desbridament (4), liquid pleural (1), 1 material d’abscés de psoas (1). En un
pacient la infecci6 va ser polimicrobiana i S. pyogenes es va aillar conjuntament amb S.
pneumoniae.

A la taula 20 es mostren les presentacions cliniques invasives objectivades i les
caracteristiques demografiques dels pacients. Les presentacions cliniques més freqiients
dels casos invasius van correspondre a infeccions de la pell i teixits tous (11/27, 40,7%)
en la forma de cel-lulitis (5), FN (4), tromboflebitis septica associada a la infeccié del
punt d’inserci6 del cateter (1) i sobreinfeccié de varicel-la (1). Altres presentacions
cliniques van incloure artritis (5), bacteriemia sense focus (4), pneumonia (3),
meningitis (1), peritonitis (1), endocarditis (1) i abscés de psoas (1). En base als criteris
de la definicié de la SSTS, quatre dels casos invasius (14,8%) van ser catalogats com
casos definitius de SSTS.

Dels casos invasius analitzats, 11 (40,7%) van requerir procediments quirdrgics i
6 (22,2%) I’admissié en unitats de cures intensives. La taxa de mortalitat va assolir
I’11,1% (3 pacients), essent del 50% (2/4) en els casos de SSTS i del 4,3% (1/23) en la
resta de casos invasius. La mortalitat es va registrar durant les primeres 24 hores després

de la recollida de la mostra en dos pacients i als 7 dies en I’altre.
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Taula 20. Caracteristiques cliniques i demografiques dels 27 casos d’infecci invasiva

Presentacio clinica

Infeccions de la pell i
teixits tous

Cel-lulitis
FN
Altres *
Artritis
Bacteriémia sense focus
Pneumonia
Meningitis
Peritonitis
Endocarditis
Abscés de psoas

Total

No.
pacients

S Y Al

1

27

Edat

Mitjana (rang)

67 (40-80)
55,2 (38-78)
2 (10 m-3)
414 (20-89)
54 (8-88)
61 (35-82)

79

76

45

35

51,2 (10 m-89)

No. pacients (%)

Sexe

Home/Dona

1/4
3/1
171
372
3/1

16 (59,3)/11 (40,7) 4 (14,8)

SSTS Mortalitat

1 1

3(11,1)

“Un pacient amb bacterieémia secundaria a varicel-la i un pacient amb tromboflebitis septica secundaria a

infeccid del lloc d’insercié del cateter.

A la taula 21 es detallen les caracteristiques cliniques i demografiques

corresponents als quatre casos de SSTS. Els pacients afectats de SSTS eren de sexe

masculi, d’edats compreses entre els 38 i 55 anys i en tots els casos amb factors

predisposants. La SSTS es va presentar com una complicacié de FN en dos casos, en un

cas d’endocarditis 1 en un cas de bacteriemia sense focus.

Taula 21. Caracteristiques cliniques i demografiques dels quatre casos de SSTS

Data
23/1/1999 45 H
6/6/2002 55 H
27/12/2002 40 H

H

1/3/2003 38

Endocarditis Immunosupressié

Edat Sexe Clinica

Sepsia

FN

FN

Factor
predisposant

Enolisme
HIV, ADVP

HIV, ADVP

Caracteristiques Lloc

de la SSTS
HI, AR, CID

HI, AR, CID
HI, AR, N

HI, AR, N

d’aillament BT
Sang Exitus
Sang Exitus
Sang Curaci6
Sang Curaci6

H, home; HI, hipotensid; AR, afectaci6 renal; CID, coagulaci6 intravascular disseminada; N, necrosi de

teixits tous.
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Unicament es va registrar un cas (3,7 %) d’infeccié d’adquisicié nosocomial que
va correspondre a un pacient pediatric amb tromboflebitis septica en el que el cultiu es
va obtenir als quatre dies de I’ingrés

Es va obtenir informacié sobre els factors de risc o malalties subjacents en 25
dels 27 pacients amb infeccié invasiva. Com es mostra a la taula 22, 20 (80%) dels 25
pacients amb dades disponibles presentaven al menys un factor de risc. La perdua
d’integritat de la barrera cutania per traumatismes o lesions previes va ser el factor més
freqiient (8), seguit de I’is de drogues per via parenteral i la infeccié per HIV (4),
neoplasies (4), malaltia vascular periferica (3), immunosupressié (2), enolisme (2),
diabetis (1) 1 varicel-la (1). Els quatre pacients HIV addictes a drogues per via parenteral
presentaven edats compreses entre els 20 i el 40 anys i processos invasius consistents en
FN associada a SSTS en dos casos, artritis i cel-lulitis. Tots els pacients de 45 anys o
més amb dades disponibles van presentar al menys un factor de risc o malaltia
subjacent, mentre que la major proporcié de pacients sense factors de risc identificats es
va concentrar en el grup d’edat de 25 a 44 anys (4 de 7 pacients). El cas de varicel-la va

correspondre a un pacient pediatric.

Taula 22. Factors predisposants en pacients amb infeccié invasiva

Factor predisposant No. pacients (%)
Un o més factors predisposants 20 (80)
Traumatismes cutanis 8 (40)
ADVP i infeccié per HIV 4 (20)
Neoplasies 4 (20)
Vasculopatia periferica 3 (15)
Immunosupressio * 2 (10)
Enolisme 2 (10)
Diabetis 1(5)
Varicel-la 1(5)

*Tractament amb corticoides per artritis reumatoide en un pacient i
pancitopenia no filiada en un pacient.

4.2.2. Infeccions no invasives

En el grup de 99 pacients amb infeccié no invasiva la mitjana de 1’edat fou de
229 anys (mediana 8 anys; rang 1 mes a 91 anys), essent I’edat dels pacients

significativament més baixa que en el grup invasiu (p < 0,001). La major proporcié de
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casos (54,5%) va correspondre als pacients d’edat inferior a 15 anys (34 pacients, 34,3%
en el grup de 0-4 anys i 20 pacients, 20,2% en el grup de 5-14 anys), seguit d’un altre
pic en el grup de pacients de 25-44 anys (19 pacients, 19,2%) (Figura 10). La proporcié
d’ambdds sexes va ser similar amb 49 (49,5%) homes i 50 (50,5%) dones.

N No. casos no invasius Percentatge

40 1 T 40

35 34,3 - 35
2 30 - 30 &
§ 25 1 T 25 §
< 20 502 w952 1208
s 15+ 1 15 &
Z 10 + 71 21— 10 ~

5+ : . +s

0 - 1 1 . 1 1 1 0

0-4 5-14 15-24  25-44  45-64 >65
Grup d'edat

Figura 10. Distribuci6 dels casos d’infeccié no invasiva per grups d’edat.

Les presentacions cliniques o llocs d’aillament dels casos no invasius van
incloure infeccions cutanies superficials (infeccions de ferides i impetigen) (37),
infeccions genitals (20), otitis (19), abscessos (11), faringitis (10), conjuntivitis (1) 1

orina (1) (Taula 23).

Taula 23. Presentacions cliniques i caracteristiques demografiques dels 99 casos no invasius

Preseflt.aci() clinica/ Rfes s » Edat Sexe

lloc d’aillament Mitjana (Rang) Home/Dona
Infeccions cutanies superficials * 37 28,2 (1 m-91) 26/11
Infeccions genitals b 20 21,3 (3-73) 3/17

Otitis 19 3,5 (1-15) 11/8
Abscessos © 11 47 (3-90) 5/6
Faringitis ¢ 10 18 (1-68) 3/7
Conjuntivitis 1 1 1/-

Orina 1 29 -/1

Total 99 22,9 (1 m-91) 49(49,5)/50 (50,5)

* Infecci6 de ferides 18 pacients, impetigen 13 pacients, dermatitis sobreinfectada 5 pacients,
sobreinfecci6 de varicel-la 1 pacient. ® Vulvovaginitis 17 pacients, balanitis 3 pacients. ¢ Abscessos cutanis
10 pacients, abscés amigdalar 1 pacient. “ Dos pacients van presentar escarlatina.
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En 24 casos (24,2%) la infeccié va ser polimicrobiana. Els microorganismes
aillats conjuntament amb S. pyogenes van ser Staphylococcus aureus en 22 pacients (20
infeccions cutanies i dues genitals), Proteus mirabilis (infeccié genital) i Serratia

marcescens (infecci6 de ferida).

4.2.3. Distribucié estacional

Atenent la distribuci6 estacional, la major proporcié de casos d’infeccié invasiva
va correspondre al periode d’hivern i primavera, principalment entre els mesos de gener
a juny (24 de 27 casos), no trobant-se cap cas durant els mesos de juliol a setembre
(Figura 11). Les infeccions no invasives van mostrar un patré estacional similar amb

una disminucid en el nombre de casos durant els mesos estivals.

—o— Invasives No invasives

18
16
14
12
10

No. casos

S N A &N X

Gen Feb Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Oct Nov Des
Mes

Figura 11. Distribucié mensual acumulada dels casos d’infeccié invasiva i no invasiva.

4.3. Distribucio de tipus emm

En la col-leccié de 126 soques de S. pyogenes es van identificar un total de 29
tipus emm, dels quals emml (17,5%) va ser el més prevalent, seguit per emm3 (8,7%),
emm4 (8,7%), emmli2 (7,1%), emm28 (7,1%), emmlil (6,3%) i emm77 (6,3%) (Taula

24). Aquest set tipus emm van correspondre al 61,9% del total de soques.

98



Resultats

La major part de les soques (90 soques, 71,4%) van presentar tipus emm amb
seqiiencies identiques a les seqiiencies de referencia del CDC (designades per “.0”). Set
tipus emm (emm3, emml8, emm25, emm29, emm43, emm49 i emm83) es van trobar
representats exclusivament per variants al-leliques o subtipus de les respectives
seqiiencies de referencia. Dintre del mateix tipus, Unicament es va trobar heterogeneitat
de subtipus en soques emml (emml.0, emml.25), emm3 (emm3.1, emm3.2), emm4

(emmA4.0, emm4.2) 1 emmli2 (emmli2.0, emmli2.1, emmli2.7, emmli2.18, emmli2.27).

Taula 24. Tipus i subtipus emm de les 126 soques de S. pyogenes estudiades

No. (%) de soques

Tipus emm Subtipus emm Total

1 1.0,1.25° 22 (17,5)
2 2.0 4(3,2)

3 3.1,3.2° 11 (8,7)

4 4.0,42% 11 (8,7)
6 6.0 3124
9 9.0 4 (3,2)
11 11.0 8 (6,3)
12 12.0,12.1, 12.7, 12.18, 12.27° 9(7,1)
18 18.9 1(0,8)
22 22.0 2 (1,6)
25 25.2 4 (3,2)
28 28.0 9(7,1)
29 29.2 1(0,8)
43 435 1(0,8)
44/61 44/61.0 2 (1,6)
49 49.3 1(0,8)
50 50.0 3124
58 58.0 2(1,6)
59 59.0 2(1,6)
63 63.0 1(0,8)
64 64.0 2 (1,6)
70 70.0 1 (0,8)
75 75.0 3124
77 77.0 8 (6,3)
81 81.0 1(0,8)
83 83.4 1(0,8)
87 87.0 324
89 89.0 5(4,0)
st11014 st11014.0 1(0,8)

Es mostren en negreta els tipus i subtipus emm més prevalents (percentatge > 5%)

*El nombre de soques de cada subtipus és el segiient: emm1.0 11 soques, emm1.25 11 soques,
emm3.1 10 soques, emm3.2 1 soca, emm12.0 5 soques, emmlI2.1 1 soca, emml2.7 1 soca,
emml2.18 1 socaiemmi2.27 1 soca.
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En aquest estudi s’han identificat tres subtipus no descrits préviament que han
estat designats com emml.25, emml2.27 1 emm83.4 i figuren al GenBank amb els
numeros d’accés AY686603, AY742805 1 AY742806, respectivament. Aquests subtipus
difereixen de les respectives seqiiencies de referencia emml.0, emm12.0 i emm83.0 per
la presencia d’una a tres mutacions puntuals no sinonimes en la regi6 hipervariable que

codifica els primers 50 aminoacids de la proteina M madura (Taula 25).

Taula 25.Canvis aminoacidics dels nous subtipus emm identificats respecte a les seqiiencies de referencia

Subtipus emm * Seqiiéncia aminoacidica (1-50 primers AA de la proteina M)

emml. 0 1 NGDGNPREVIEDLAANNPAIQNIRLRHENKDLKARLENAMEVAGRDFKRA 50
emml.25 L e e P 50
emml2.0 1 DHSDLVAEKQRLEDLGQKFERLKQRSELYLQQYYDNKSNGYKGDWYVQQL 50
emml2.27 1 o e S 50
emm83. 0 1 DNPRETDAHNAVTQGRTVPLONLLHEMDKNGKLRSENEELKADLHKKEQE 50
emm83. 4 1 oY .. - Q..... 50

* Els subtipus es designen amb un nimero precedit del punt decimal i es defineixen com qualsevol
alteraci6 en els primers 50 AA de la proteina M madura respecte a la seqiiencia de la soca de referéncia
del CDC designada com “.0”.

4.3.1. Distribucié de tipus emm per any d’aillament

La distribucié anual dels tipus emm detectats es mostra a la taula 26. La major
part dels tipus emm més freqiients es van mantenir al llarg de tot el periode estudiat amb
algunes fluctuacions, especialment en el cas del tipus emm3.1. Cal destacar I’aparici6 a
partir de I’any 2002 dels tipus emm?25.2, emml1.0 i del nou subtipus emm1.25, arribant

aquests dos ultims a ser els més prevalents durant els anys 2002 i 2003 (gener a juny).
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Taula 26. Distribucié de subtipus emm per any d’aillament

No. soques (%)

Subtipus
emm 1999 2000 2001 2002 ALY Total
(gener-juny)

1.0 3(12,5) 2095) 2(10,5) 2(7,7) 2(5.5) 1
1.25 i i i 5(19.2) 6 (16.7) 1
2.0 1 (42) i 1(5.3) 1 (3.8) 1 (2.8) 4
3.1 2(83) 4 (19) i 1 (3.8) 3(83) 10
32 i i i i 1 (2.8) !
40 2(8.3) 2095) 1(5.3) 2(77) 3(83) 10
42 i i i i 1 (2.8) !
6.0 i 1 (4.8) 1(5.3) 1 (3.8) i 3
9.0 2(8.3) 1 (4.8) i i 1 (2.8) 4
11.0 i i i 33115 5(13.9) 8
12.0 2(8.3) 1 (4.8) 1(5.3) i 1 (2.8) 5
12.1 i i i i 1 (2.8) !
127 i i 1(5.3) i i !
12.18 i 1 (4.8) i i i !
12.27 i i i i 1 (2.8) !
18.9 i i 1(5.3) i i !
220 2(8.3) i i ] i )
252 i i i 33115 1 (2.8) 4
28.0 2(8.3) i 3(15.8) 2(77) 2(5.5) 9
292 i i i 1 (3.8) i !
435 1 (42) i i i i !
44/61.0 i 1 (4.8) 1(5.3) i i 2
493 i i i i 1 (2.8) !
50.0 i 2095) i i 1 2.8) 3
58.0 i 1 (4.8) i i 1 2.8) 2
59.0 i i 2.(10,5) i i 2
63.0 i i i 1 (3.8) i !
64.0 i 2095) i i i 2
70.0 1 (42) i i ] i )
75.0 1 (42) i 2.(10,5) i i 3
77.0 3(12,5) 2095) 1(5.3) 2(77) i 8
81.0 i i i i 1 (2.8) !
83.4 1(4,2) i i i i !
87.0 i i 2.(10,5) 1 (3.8) i 3
89.0 1 (42) i i 1 (3.8) 3(83) 5
st11014.0 i 1 (4.8) i i i !
Total 24 21 19 26 36 126
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4.3.2. Distribucié de tipus emm en funcié del tipus d’infeccié i de
variables demografiques dels pacients

En les 27 soques aillades d’infeccions invasives es van identificar un total de 15
tipus emm. Tots aquests tipus emm excepte dos representats per soques Uniques es van
trobar també en les soques aillades d’infeccions no invasives (Taula 27). Els tipus més
prevalents en les soques invasives van ser emm3 (14,8%), emm4 (11,1%), emm25
(11,1%), emm77 (11,1%), emm1 (7,4%), emm6 (7,4%) 1 emm9 (7,4%). En les 99 soques
no invasives es van detectar 27 tipus emm, essent els més prevalents emml (20,2%),

emm4 (8,1%), emmli2 (8,1%), emm28 (8,1), emm3 (7,1%) 1 emmli1 (7,1%).

Taula 27. Distribucié de tipus emm en les soques aillades d’infeccions invasives i no invasives

X No. soques (%)
Tipus emm

Invasives No invasives Total
1 2(74) 20 (20,2) 22 (17,5)
2 13,7 3 (3,0 4(3,2)
3 4 (14,8) 7(7,1) 11 (8,7)
4 3(11,1) 8 (8,1) 11 (8,7)
6 2(74) 1(1,0) 324)
9 2(74) 2 (2,0 4(3,2)
11 1(3,7) 7(7,1) 8 (6,3)
12 13,7 8 (8,1) 9(7,1)
18 13,7 - 1(0,8)
22 13,7 1(1,0) 2 (1,6)
25 3(11,1) 1(1,0) 4(3,2)
28 1(3,7) 8 (8.,1) 9(7,1)
29 - 1(1,0) 1(0,8)
43 - 1(1,0) 1(0,8)
44/61 - 2 (2,0 2 (1,6)
49 - 1(1,0) 1(0,8)
50 1(3,7) 2 (2,0 324)
58 - 2 (2,0 2 (1,6)
59 - 2 (2,0 2 (1,6)
63 - 1(1,0) 1(0,8)
64 - 2 (2,0 2 (1,6)
70 - 1(1,0) 1(0,8)
75 - 3 (3,0 324
77 3(11,1) 5(5,1) 8 (6,3)
81 - 1(1) 1(0,8)
33 13,7 - 1(0,8)
87 - 3 (3,0) 3(24)
89 - 5(5,1) 5(4,0)
st11014 - 1(1,0) 1(0,8)
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Encara que les freqiiencies relatives dels diferents tipus emm van variar en
infeccions invasives 0 no invasives, no es va observar cap tipus emm associat de forma
significativa a infeccions invasives amb la tinica excepci6 del tipus emm25.2 (p = 0,03;
OR 12,25 [IC 95% 1,2-123]) perd amb un interval de confianca molt ampli degut al
baix nombre de soques. Cal remarcar que totes les soques invasives emm25.2 van ser
aillades de pacients ADVP i probablement formaven part d’un brot local descrit a la
ciutat de Barcelona en pacients ADVP durant el mateix periode®®.

La distribuci6 de tipus emm en cadascuna de les manifestacions cliniques
invasives es mostra a la taula 28. No es van observar tipus emm predominants en les sis
soques aillades d’infeccions invasives greus (FN i/o SSTS), que contrariament van
presentat una elevada diversitat, incloent dues soques del tipus emm25.2 1 una soca de

cadascun dels tipus emm1.25, emm4.0, emm11.0 1 emm22.0. Les soques procedents dels

tres pacients amb evolucio fatal van pertanyer als tipus emm1.25, emm3.1 1 emm22.0.

Taula 28. Distribuci6 de tipus emm en les presentacions cliniques invasives

Presentacio clinica No. pacients Subtipus emm (No. soques) *
Cel-lulitis 5 emm9.0, emm12.0, emm?25.2, emm50.0, emm77.0
Artritis 5 emm4.0 (2), emm9.0, emm77.0, emm83.4
FN 4 emm?25.2 (2) b, emm4.0, emml1.0
Bacteriemia sense focus 4 emml.25 (2) b ¢, emm6.0, emm77.0
Pneumonia 3 emm3.1 (2), emmi18.9

Meningitis 1 emm3.1°

Peritonitis 1 emm3.1

Endocarditis 1 emm22.0™¢

Abscés de psoas 1 emm28.0

Bacteriemia amb varicel-la 1 emm6.0

Tromboflebitis septica 1 emm?2.0

“S’indica el nombre de soques dels tipus emm representats per més d’una soca. ” Tipus emm de les soques
aillades dels casos de SSTS. ° Tipus emm de les tres soques aillades dels pacients amb evoluci6 fatal.

Tal com es mostra a la taula 29, en les infeccions no invasives alguns dels tipus
més comuns com emml, emm3, emm4 1 emmlI2 es van trobar tant en infeccions
cutanies, genitals com del tracte respiratori superior, destacant el predomini de emm1I en

infeccions otiques on representaren el 52,6% de les soques aillades en aquesta
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localitzaci6. Els tipus emmll, emm28 1 emm77 es van trobar principalment en

infeccions cutanies i genitals.

Taula 29. Distribuci6 de tipus emm en en les presentacions cliniques no invasives

Tipus
emm

—_— 0 N B W N =

1

12
22

25

28

29

43
44/61
49
50

58
59

63

64
70
75

77

81

87

89
st11014
Total

Cutani
5(13,5)
2(5,4)
3(8,1)
4(10,8)
12,7)
12,7
4(10,8)
12,7)
12,7)
12,7)
2(5,4)
12,7)
2(5,4)
12,7)
3(8,1)
2(5,4)
2(5,4)
12,7)
37

Genital
2 (10)
1(5)
3(15)
2 (10)
1(5)
2 (10)
2 (10)
3(15)

20

Otic
10 (52,6)
2 (10,5)
2 (10,5)

1(5.3)

1(5,3)

No. soques (%)

Abscés
19,1
1(9,1)
19,1

2 (18,2)
1(9,1)
1(9,1)
19,1
1(9,1)
1(9,1)

Faringi

1 (10)
1 (10)
1(10)
2 (20)
1 (10)

Altres
2 (100)

Total
20

— N W= W= N = NN =N = = 0= = 0NN =00 W

Nel
=]

Els resultats de la distribuci6 de tipus emm per grups d’edat es detallen a la taula

30. La figura 12 mostra la distribucio6 de les soques dels tipus emm més representats en

els casos invasius i no invasius en funci6 del tipus d’infecci6 i del grup d’edat. Els tipus

emm més prevalents en poblacié pediatrica (0-14 anys) van ser emml, emml2, emm4,

emm3 1 emmll que representaren en conjunt el 66,7% (38 de 57 soques) i es van

associar exclusivament a processos no invasius en aquest grup de poblacié. En el grup
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d’adults majors de 65 anys aquests mateixos tipus emm representaren el 47,8% (11 de
23 soques), mentre que en adults de 15-64 anys la seva freqiiencia va ser del 26,1% (12
de 46 soques), trobant-se en ambdds casos tant en infeccions invasives com no
invasives. Cal destacar I’especial prevalenca de les soques emm3 juntament amb emm77
en adults d’edat avancada on es van trobar associades majoritariament a infeccions

invasives, i la distribucié predominant de soques invasives emmZ25 en el grup d’edat de

25-44 anys.

Taula 30. Distribuci6 de tipus emm per grup d’edat

No. soques (%)

Tipus emm
0-4 5-14 15-24 25-44 45-64 >65
1 9 (25) 6 (28,6) - 3(11,5) 2 (18,2) 2 (8,7)
2 1(2,8) 2(9,5) - 1(3,8) - -
3 3(8,3) 2(9,5) - - 19,1) 5(21,7)
4 6 (16,7) - 2(22,2) 2(7,7) - 1(4,3)
6 2 (5.,5) 1(4,8) - - - -
9 - - - 2(7,7) 2 (18,2) -
11 4(11,1) 1(4,8) - 1(3,8) - 2 (8,7)
12 3(8,3) 4 (19) - 1(3,8) - 1(4.3)
18 - - - 1(3,8) - -
22 1(2,8) - - - 1(9,1) -
25 - - - 3(11,5) - 1(4,3)
28 1(2,8) 1(4,8) 1(11,1) 2(7,7) 2 (18,2) 2 (8,7)
29 - 1(4,8) - - - -
43 - - - 1(3,8) - -
44/61 - - 1(11,1) - 19,1) -
49 - - - 1(3,8) - -
50 - - - 1(3,8) - 2(8,7)
58 - - 1(11,1) - - 1(4,3)
59 - - 1(11,1) 1(3,8) - -
63 - - - - 19,1 -
64 1(2,8) - 1(11,1) - - -
70 - - - 1(3,8) - -
75 2 (5.,5) - - 1(3,8) - -
77 2 (5,5) 1(4,8) - 2(7,7) - 3(13)
81 - - 1(11,1) - - -
83 - - 1(11,1) - - -
87 - - - 1(3,8) - 2(8,7)
89 1(2,8) 2(9,5) - 1(3,8) - 1(4,3)
st11014 - - - - 19,1) -
Total 36 21 9 26 11 23
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Figura 12. Distribucié de les soques pertanyents als tipus emml, emm3, emm4, emm6, emm9, emmll, emmli2, emm25,

emm28 i emm77 per grup d’edat i tipus d’infeccid.
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4.4. Distribucio dels gens speA-C, speF-], speL, speM, ssa i
smeZ

Els superantigens (SAgs) es consideren importants mediadors de les infeccions
invasives greus en virtut de la seva potent activitat immunoestimuladora. Donat que la
major part de SAgs estan codificats per bacteriofags 1 subjectes per tant a la
transferencia genica horitzontal mitjancant transduccid, I'estudi de la seva distribuci6
representa una eina epidemiologica addicional per tal d’explorar la heterogeneitat
genomica i la possible correlacié entre el contingut d’exotoxines i el tipus d’infeccio.

Es va efectuar la deteccid dels gens speA-C, speF-J, spel, speM, ssa i smeZ
mitjancant PCR 1 es van determinar les variants al-leliques de speA 1 smeZ. La
freqiiencia en el total de soques de cadascun dels gens analitzats es mostra a la taula 31.
Entre els gens de codificacié cromosomica, speB, speF, speG 1 smeZ es van trobar a
freqiiencies del 84,1% al 100%, mentre que speJ es va identificar en el 33,3% de les
soques. Els SAgs codificats per bacteriofags es van detectar a freqiiencies variables,
essent el més abundant speC present en el 44,4% de les soques i el menys abundant

speL present en el 8,7% de les soques

Taula 31. Distribuci6 dels gens speA-C, speF-J, speL, speM, ssa i smeZ
en les 126 soques de S. pyogenes estudiades

Gen No. soques (%)

Cromosomic
speB 126 (100)
speF 126 (100)
speG 106 (84,1)
speJ 42 (33,3)
smeZ* 88 (91,7)

Associat a bacteriofags
speA 40 (31,7)
speC 56 (44,4)
speH 30 (23,8)
spel 24 (19)
speL 11 (8,7)
speM 41 (32,5)
ssa 36 (28,6)

*La detecci6 del gen smeZ només es va realitzar en 96 soques.
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4.4.1. Distribucié dels al‘lels speA i smeZ

L’analisi de la seqiiencia del gen speA va revelar la presencia de quatre al-lels
previament descrits, amb una distribucié limitada de speA2, speA3 i speA4 en totes les
soques emml, emm3 i emm6, respectivament (Taula 32). Addicionalment speA2 es va
trobar en una de les vuit soques emm?28. L’al-lel speAl es va trobar en soques uniques

de tres tipus emm diferents (emm4.2, emm18.9 1 emm49.3).

Taula 32. Distribuci6 dels al-lels del gen speA en funcié del tipus emm

Al‘lel speA Subtipus emm

speAl emm4.2, emml8.9, emm49.3
speA2 emml.0, emmli.25, emm28.0
speA3 emm3.1, emm3.2

speA4 emm6.0

L’analisi de la seqiiencia del gen smeZ va permetre identificar 23 al-lels, cinc dels
quals designats com smeZ-35 a smeZ-39 es va identificar per primera vegada en aquest
estudi i figuren al GenBank amb els nimeros d’accés AY965265, AY965878,
AY965879, DQ001538 1 DQO01539, respectivament.

Es va trobar una forta associacid entre 1’al-lel smeZ 1 el tipus emm amb algunes
excepcions (Taula 33). Les soques del mateix tipus emm van presentar el mateix al-lel
smeZ excepte les soques del tipus emm50 en les que es van detectar dos al-lels diferents
(smeZ-33 1 smeZ-35) i I’tinica soca emm4.2 que contenia el nou al-lel smeZ-39 a
diferencia de les de soques emm4.0 en les que es va detectar 1’al-lel smeZ-8. Per altra
banda, cinc al-lels smeZ (smeZ-3, smeZ-4, smeZ-13, smeZ-17 i smeZ-37) es van trobar
en soques de tipus emm diferents. Addicionalment la deteccié del gen smeZ va donar
resultats negatius en totes les soques analitzades dels tipus emm2, emm81, emm63 i en

una de les dues soques de cadascun dels tipus emm44/61 1 emm64.
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Taula 33. Distribucié6 dels al-lels del gen smeZ en funcié del tipus emm

Al'lel smeZ Subtipus emm
Ispy * emml.0, emml.25
3spy ? emm3.1, emm3.2
6spy * emm6.0

smeZ-3 emmli2.0, emmli2.1, emmli2.7, emmli2.18, emmli2.27, emm49.3
smeZ-4 emm44/61.0, emm64.0
smeZ-5 emm87.0

smeZ-7 emm43.5

smeZ-8 emm4.0

smeZ-12 emm59.0

smeZ-13 emm89.0, emm18.9
smeZ-15 emm83.4

smeZ-16 emm?28.0

smeZ-17 emm70.0, emm29.2
smeZ-22 emm22.0

smeZ-28 emm58.0

smeZ-29 emm75.0
smeZ-30/31 emml 1.0

smeZ-33 emm50.0

smeZ-35 emm50.0

smeZ-36 emm9.0

smeZ-37 emm77.0, emm25.2
smeZ-38 st11014.0

smeZ-39 emm4.2

“Les seqiiencies nucleotidiques dels al-lels smeZ de les soques emml, emm3 i emm6 sén
identiques a les de les soques M1 SF370 (AE004092), M3 MGAS315 (AE014074) i
M6 MGAS10394 (CP000003), respectivament. No ha estat atribuida una designacié
especifica a aquests al-lels.

4.4.2. Distribucio dels SAgs en soques invasives i no invasives

A la taula 34 es mostra la freqiiencia dels SAgs analitzats en les soques aillades
d’infeccions invasives 1 no invasives. La recerca de diferencies en la distribucié de
cadascun dels gens analitzats entre les soques aillades d’infeccions invasives i no
invasives va revelar que Unicament ssa presentava una freqiiencia significativament
superior en les soques aillades d’infeccions invasives (p = 0,03; OR 2,50 [IC 95% 1,27-
4,91]). Per altra banda, speJ va mostrar una associacid estadisticament significativa a

infeccions no invasives (p = 0,02; OR 0,27 [IC 95% 0,09-0,87]).
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Taula 34. Distribuci6 dels gens speA, speC, speG-J, speL, speM, ssa i smeZ en les soques
aillades d’infeccions invasives i no invasives

Gen e () p OR (IC 95%)
Invasives No invasives

speA 9(33,3) 31(31,3) 0,84 1,09 (0,44-2,71)
speC 16 (59,3) 40 (40,4) 0,08 2,15 (0,90-5,10)
speG 22 (81,5) 84 (84,8) 0,67 0,78 (0,25-2,39)
speH 6(22,2) 24 (24,2) 0,82 0,89 (0,32-2,46)
spel 5(18,5) 19 (19,2) 0,93 0,96 (0,25-3,7)

speJ 4(14,8) 38 (38,4) 0,02 0,27 (0,09-0,87)
speL 4(14,8) 7(,1) 0,20 2,28 (0,61-8,47)
speM 10 (37) 31(31,3) 0,57 1,29 (0,53-3,13)
ssa 12 (44,4) 24 (24,2) 0,03 2,50 (1,27-4,91)
smeZ" 20 (95.,2) 68 (90,7) 0,50 2,05 (0,23-17,74)

*La deteccié de smeZ només es va realitzar en 96 soques (21 invasives i 75 no invasives).

Es van analitzar els patrons de SAgs per adrecar la qiiestié de si les soques
procedents d’infeccions invasives presentaven un patrd caracteristic o comud que
permetés definir una soca o un conjunt de soques ‘“hipervirulentes”. Tal com es mostra a
la taula 35, les soques aillades dels casos invasius van presentar una elevada diversitat,
identificant-se 15 patrons diferents en les 27 soques.

Tots els patrons de SAgs de les soques aillades d’infeccions invasives amb
I’excepcid de tres corresponents a soques Uniques es van identificar en soques aillades
d’infeccions no invasives. Cal remarcar també que les sis soques aillades dels casos de

FN i/o SSTS van presentar patrons diferents.
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Taula 35. Patrons de SAgs de les 27 soques aillades d’infeccions invasives

No. soques (%)

Patro de SAgs

speA speC speG speH spel spe] spel speM ssa

+ - +
- + -

- +

+ +
- + +
- + +
- - +
- + +
- - +
+ + +
- - +
- + +
- + +
- + -
- + -

+ + - - - -
- - - -+ + -
+ + - - - +
- - + -
+ + - - -
- - + - - -
+ - - - - +

+, presencia; -, absencia. S’indiquen colorejats els patrons corresponents a les sis
soques aillades dels casos de SSTS i/o FN.

Els patrons de SAgs es van trobar fortament associats al tipus emm

independentment del tipus d’infeccid (Taula 36). Aixi, les soques del mateix tipus emm

van presentar un patré comu (tipus emm 1, 3, 6, 9, 59, 64, 87 i1 89) o un patré6 numeric

predominant amb variacions consistents majoritariament en la preseéncia o abséncia d’un

o dos gens en comparacié amb el patré predominant. La variabilitat més elevada en

soques d’un mateix tipus emm es va observar en la soca emm4.2 que diferia en quatre

dels gens analitzats i en 1’al-lel smeZ de les soques emm4.0.

A la figura 13 es mostra la distribucié dels gens analitzats i els patrons caracteristics de

les soques dels tipus emm més prevalents.
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Taula 36. Patrons de SAgs de les soques aillades d’infeccions invasives i no invasives de cada tipus emm

Subtipus emm

(No. soques)

emml.0 (11)
emml.25 (11)
emm?2.0 (2)
emm2.0 (1)
emm2.0 (1)
emm3.1 (10)
emm3.2 (1)
emm4.0 (10)
emm4.2 (1)
emm6.0 (3)
emm9.0 (4)
emml1.0 (7)
emml1.0 (1)
emmli2.0 (3)
emmli2.0 (1)
emmli2.0 (1)
emml2.1 (1)
emml2.7 (1)
emml2.18 (1)
emmli2.27 (1)
emml8.9 (1)
emm22.0 (1)
emm22.0 (1)
emm?25.2 (3)
emm?25.2 (1)
emm28.0 (6)
emm28.0 (1)
emm28.0 (1)

No. soques
invasives/no invasives

0/11

2/9
171
01
071
4/6
071
3/7
0/1
2/1
2/2
1/6
071
0/3
1/0
071
071
071
01
071
1/0
01
1/0
2/1
1/0
0/6
071
071

Al‘lel speA

speA2
speA2

speC

+ + +

speG

+ + + + + + o+

+ 4+ + + A+ o+

speH

+ + + + + o+

+ +

spel

+ + + + + + o+

+ +

Patro de SAgs

speJ

speM

+ + + + +

ssa

+ + + +

Al‘lel smeZ
(No. soques
positives/testades)
1spy (6/6) *
1spy (6/6) *
(0/2)
(0/1)
(0/1)
3spy (6/6) °
3spy (1/1)°
smeZ-8 (5/5)
smeZ-39 (1/1)
6spy (3/3) ¢
smeZ-36 (4/4)
smeZ-30/31 (4/4)
smeZ-30/31 (1/1)
smeZ-3 (3/3)
smeZ-3 (1/1)
smeZ-3 (1/1)
smeZ-3 (1/1)
smeZ-3 (1/1)
smeZ-3 (1/1)
smeZ-3 (1/1)
smeZ-13 (1/1)
smeZ-22 (1/1)
smeZ-22 (1/1)
smeZ-37 (2/2)
smeZ-37 (1/1)
smeZ-16 (2/2)
smeZ-16 (1/1)
smeZ-16 (1/1)
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Taula 36. Continuaci6

Patré de SAgs
Subtipus emm No. soques Al'lel smeZ
(No. soques) invasives/no invasives Al'lel speA speC speG speH spel speJ spel speM ssa (No. soques
positives/testades)

emm28.0 (1) 1/0 - + + - - + - - - smeZ-16 (1/1)
emm?29.2 (1) 01 - - + - - - + + - smeZ-17 (1/1)
emm43.5 (1) 0/1 - + + - - + - - - smeZ-7 (1/1)
emm44/61.0 (1) 0/1 - - + + - + - + + (0/1)
emm44/61.0 (1) 0/1 - - + - - + - - + smeZ-4 (1/1)
emm49.3 (1) 0/1 speAl - + + + - - - - smeZ-3 (1/1)
emm50.0 (2) 1/1 - + + - - - - - - smeZ-33 (1/1)
emm50.0 (1) 0/1 - - + - - - - + + smeZ-35 (1/1)
emm58.0 (1) 01 - - + - - - - - + smeZ-28 (1/1)
emm58.0 (1) 071 - + + + - - - - - smeZ-28 (1/1)
emm59.0 (2) 02 - - + - - + - + - smeZ-12 (2/2)
emm63.0 (1) 071 - - - - - - - - - (0/1)
emm64.0 (2) 0/2 - - + - - - - + - smeZ-4 (1/2)
emm70.0 (1) 0/1 - - + - - - + + - smeZ-17 (1/1)
emm75.0 (2) 0/2 - + + + + + + + - smeZ-29 (2/2)
emm75.0 (1) 0/1 - + + + + - + + - smeZ-29 (1/1)
emm77.0 (5) 1/4 - + - - - - - - - smeZ-37 (5/5)
emm77.0 (1) 1/0 - + + - - - - - - smeZ-37 (1/1)
emm77.0 (1) 01 - + - + - - - - - smeZ-37 (1/1)
emm?77.0 (1) 1/0 - + - + - - - - + smeZ-37 (1/1)
emm81.0 (1) 0/1 - - + + - - - - - (0/1)
emm83.4 (1) 1/0 - + + - - - + + - smeZ-15 (1/1)
emm87.0 (3) 0/3 - + + - - + - - + smeZ-5 (2/2)
emm89.0 (5) 0/5 - - + - - - - - - smeZ-13 (4/4)
st11014 (1) 0/1 - + - + - - - - - smeZ-38 (1/1)
Total 27/99 40 56 106 30 24 42 11 41 36 88/96
Percentatge 21,4/78,6 31,7 444 84,1 238 19 333 8,7 32,5 28,6 91,7

+bCAl.lels smeZ sense designacié especifica amb seqiiéncies nucleotidiques identiques a les de les soques * SF370 (AE004092), " MGAS315 (AE014074) i
“ MGAS10394 (CP000003).
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Figura 13. Patrons de SAgs de les soques pertanyents als tipus emml, emm3, emm4, emml 1, emmli2, emm28 i emm?77.
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4.5. Estudi de sensibilitat als antimicrobians

Totes les soques es van mostrar sensibles a penicil-lina G, cefotaxima,
rifampicina i vancomicina. El rang de CIM de penicil-lina fou <0,016-0,032 ug/ml i els
valors de CIMsp i CIMgg <0,016 pg/ml. El rang de CIM de cefotaxima es situa en 0,004-
0,032 ug/ml i els valors de CIMsy i CIMgy en 0,016 pg/ml i 0,023 pg/ml,
respectivament.

Un total de 35 soques (27,8%) van presentar resistencia a eritromicina, 18
soques (14,3%) a clindamicina (es van interpretar com a resistents les soques amb
fenotip de resisténcia induible) i 32 soques (25,4%) a tetraciclina. La corresisténcia a
eritromicina i tetraciclina es va detectar en 15 soques (42,8% de les soques resistents a
eritromicina i 11,9% del total).

Tal com s’ha descrit a 1’apartat ambit de I’estudi de la seccié material i metodes,
el periode d’estudi de la sensibilitat a levofloxacino es va ampliar fins a juny de 2004,
avaluant-se un total de 189 soques. Durant aquest periode es van detectar quatre soques
amb sensibilitat disminuida a levofloxacino (CIM 2-3 pg/ml) i dues soques amb
resistencia d’alt nivell (CIM >32 ug/ml), el que representa una freqiiencia del 3,2%

durant el periode avaluat.

4.5.1. Estudi de sensibilitat a eritromicina

4.5.1.1. Resisténcia a eritromicina en funcié del grup d’edat i del tipus d’infeccié

La freqiiencia de soques resistents a eritromicina fou del 30,5% en pacients
pediatrics (edat <14 anys) i del 25,4% en adults (edat >14 anys) (p = 0,522) (Taula 37).
Considerant un rang més estret d’edats, la freqiiencia més elevada de resistencia es va

observar en el grup d’edat de 0-4 anys (41,7%) seguit del grup de 25-44 anys (38,5%).
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Taula 37. Resistencia a eritromicina en funcié de 1’edat dels pacients

Grup d’edat

Pediatrics
Adults
0-4

5-14

15-24
25-44
45-64

>65

59
67
36
21

26
11
23

Total

No. soques (%)

Eritromicina R
18 (30,5)
17 (25,4)
15 (41,7)
3 (14,3)
2(22,2)
10 (38,5)
1(9,1)
4(17,4)

En relaci6 al tipus d’infeccid, la freqiiencia de resisténcia a eritromicina va ser

del 22,2% en el grup invasiu 1 del 29,3% en el grup no invasiu (p = 0,629). Els tipus

d’infecci6 en els que es van observar els percentatges més elevats de resistencia van ser

les infeccions genitals (45%) i les faringitis (40%) (Taula 38).

Taula 38. Resistencia a eritromicina segons el tipus d’infeccid

Tipus d’infeccié

Invasives

No invasives
Cutania
Genital
Otitis
Abscés
Faringitis
Altres

Total

27
99
37
20
19
11
10

No. soques (%)

Eritromicina R
6(22,2)
29 (29.,3)
8 (21,6)

9 (45)
5(26,3)
3(27,3)

4 (40)

0

4.5.1.2. Evolucié de la resisténcia a eritromicina, fenotips i determinants de

resistencia

La freqiiencia de soques resistents a eritromicina va mostrar un increment

progressiu al llarg del periode estudiat del 16,6% el 1999 al 38,8% el 2003 (gener a

juny) (Taula 39).

Es van estudiar els fenotips de resistencia a macrolids mitjancant la tecnica de

difusi6 amb doble disc, detectant-se el fenotip M en 17 soques (48,6%), el fenotip

116



Resultats

MLSg(c) en 15 soques (42,8%) i el fenotip MLSg(i) en tres soques (8,6%). Les

freqiiencies relatives dels fenotips de resistencia majoritaris M 1 MLSg(c) van anar

variant al llarg del periode estudiat amb una tendencia cap a I’increment del fenotip M

fins I’any 2001, en el que va ser I’tnic fenotip observat, i una inversié 1’any 2002 en el

que el fenotip MLSg(c) va ser el majoritari. El fenotip MLSg(i) no es va observar en

soques aillades abans de 1’any 2002 (Taula 39 i1 Figura 14).

Taula 39. Distribuci6 anual de les soques resistents a eritromicina i dels fenotips de resisteéncia

Any

1999
2000
2001

2002
2003

(gener-juny)

Total

Percentatge

Fenotip de resistencia

Total Eritromicina R No. soques (%)
No. soques No. soques (%) M MLS4(c) MLS4(i)
24 4 (16,6) 2 (50) 2 (50) -
21 4 (19) 3(75) 1(25) -
19 421 4 (100) - )
26 9 (34,6) 2(22,2) 6 (66,7) 1(11,1)
36 14 (38,8) 6 (42,8) 6 (42,8) 2 (14,3)
126 35 (27,8) 17 (48,6) 15 (42,8) 3 (8,6)
m MLSB(3) = MLSB(c) =M
100
920 ‘
80
50
70 ‘
60
50
40
30
20
10 11,1 14,3
0 T 1
1999 2000 2001 2002 2003 (gener-
Jjuny)

Any

Figura 14. Distribuci6 anual dels fenotips de resisténcia a antibiotics MLSg.
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En totes les soques resistents a eritromicina es va efectuar la deteccié mitjangant
PCR del gen mef(A) codificador d’un sistema d’expulsié activa que confereix el fenotip
M, i dels gens erm(B) i erm(A) subclasse erm(TR) (designat a partir d’ara com
erm(TR)) responsables de la sintesi de metilases que confereixen el fenotip MLSg.

A la taula 40 es mostren els fenotips de resistencia i la seva correlacié amb els
gens de resistencia investigats. En totes les soques que expressaven el fenotip M es va
detectar el gen mef(A). El fenotip MLSg(c) es va trobar en associacié amb el gen
erm(B) en totes les soques excepte una en la que es va detectar el gen erm(TR). De les
tres soques que expressaven el fenotip MLSg(i), dues soques presentaven el gen erm(B)
1 Ialtra soca el gen erm(TR). No es va detectar cap soca portadora simultaniament de

més d’un gen de resistencia.

Taula 40. Correlaci6 dels fenotips amb els genotips de resisténcia a macrolids

No. soques (%)

Fenotip

Total mef(A) erm(B) erm(TR)
M 17 17 - -
MLSg(c) 15 - 14 1
MLSg(i) 3 - 2 1
Total 35 17 (48,6) 16 (45,7) 2(5,7)

Les soques portadores del gen mef(A) van presentar nivells de resisteéncia
moderada (rang 6-16 ug/ml) a eritromicina, lleugerament superiors als de les dues
soques portadores del gen erm(TR) (CIM 2 pg/ml en la soca amb fenotip MLSp (i) i 4
pg/ml en la soca amb fenotip MLSg(c)), mentre que la preséncia del gen erm(B) es va
associar amb els nivells més elevats de resistencia (>256 ug/ml en totes les soques)

(Taula 41).
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Taula 41. Valors de CIM d’eritromicina en funcié del genotip de resisténcia

Genotip (No. soques)

mef(A) (17)
erm(B) (16)

erm(TR) (2)

NA, no aplicable.

CIM
Rang CIM;, CIMy,
6-16 8 16
>256 >256 >256
2,4 NA NA

4.5.1.3. Distribucié de tipus emm en les soques resistents a eritromicina

Les soques resistents a eritromicina van pertanyer a 11 tipus emm, essent els més

prevalents emm4, emml 1, emmli2 (subtipus emml12.0, emmli2.1, emmli2.7, emml12.27),

emm?25 i emm75 (Figura 15 i Taula 42).

Cal destacar la forta associacié a la resisténcia a eritromicina dels tipus emm4,

emml 1, emm25 1 emm?75 en els que la major part de les soques van mostrar resisténcia

(entre el 81,8% i el 100%), i en menor proporcié la del tipus emm12 (44,4% de soques

resistents). En conjunt aquests cinc tipus van representar el 80% de les soques resistents

a eritromicina, perd només el 7,7% de les soques sensibles.

1 Resistent | Sensible

25
20
15
10 |
5 -

N I IS TN I N T

- T o A= AN XN XN DX NN T O NN = NN -

s

<+ O

Rl

emm @

Figura 15. Nombre de soques sensibles i de soques resistents a eritromicina de cada tipus emm.
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Com es pot observar a la taula 42, les soques resistents del mateix tipus emm van
presentar el mateix fenotip de resistencia amb 1’excepcié de les soques emm25.2 que
van mostrar resisténcia constitutiva o resistencia induible.

Els genotips de resisténcia van ser homogenis en soques del mateix tipus emm,
trobant-se. el gen mef(A) en soques dels tipus emm4, emml2, emm75 1 emm81, el gen
erm(B) en soques dels tipus emml, emml 1, emm25, emm28 1 emm75 1 el gen erm(TR)
en soques dels tipus emm58 i emm77 (Taula 42). Cal esmentar que les uniques dues
soques resistents a bacitracina de la col-leccié van correspondre a les soques del tipus

emm?28 resistents a eritromicina.

Taula 42. Tipus emm, fenotips i genotips de resistencia de les soques resistents a eritromicina

- No. soques (%) Fenotip Gens de resistencia
Tipus No. soques No. soques
emm  pitor PO R/Total o 0 MLSG)  mef(A) erm(B) erm(TR)

de cada emm
1 1(2,8) 1122 (4.,5) - 1 - - 1 -
4 9 (25,7) 9/11 (81,8) 9 - - 9 - -

11 8 (22,8) 8/8 (100) - 8 - - 8 -

12 4(11,4) 4/9 (44.,4) 4 - - 4 - -

22 1(2,8) 1/2 (50) - 1 - - 1 -

25 4(11,4) 4/4 (100) - 2 2 - 4 -

28 25,7 2/9 (22,2) - 2 - - -

58 1(2,8) 1/2 (50) - - 1 - - 1

75 3 (8,6) 3/3 (100) 3 - - 3 - -

77 1(2,8) 1/8 (12,5) - 1 - - - 1

81 1(2,8) 1/1 (100) 1 - - 1 - -

Eritro R, eritromicina resistent

4.5.2. Estudi de la sensibilitat a tetraciclina

4.5.2.1. Resisténcia a tetraciclina en funcié6 del grup d’edat i del tipus d’infeccié

La freqiiencia de resistencia a tetraciclina va ser significativament superior en
soques aillades de pacients adults (edat >14 anys) (34,3%) que en soques aillades de

pacients pediatrics (edat < 14 anys) (15,2%) (p = 0,005). Considerant un rang més estret
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d’edats, la freqliencia més elevada de resistencia es va observar en els grup d’edat de

25-44 anys (38,8%) 1 de 45-64 anys (36,4%) (Taula 43).

Taula 43. Resistencia a tetraciclina en funci6 de I’edat dels pacients

No. soques (%)
Grup d’edat .
Total Tetraciclina R

Pediatrics 59 9(15,2)
Adults 67 23 (34,3)
0-4 36 7(19,4)
5-14 21 29,5

15-24 9 3(33,3)
25-44 26 10 (38,8)
45-64 11 4(36,4)
>65 23 6(26,1)

Tal com es mostra a la taula 44, la resisténcia a tetraciclina va ser superior en el
grup invasiu que en el no invasiu (33,3% versus 23,2%), encara que la diferéncia no va
ser significativa (p = 0,322). El percentatge més elevat de resistencia va correspondre a
les soques aillades d’infeccions cutanies superficials (40,5%), situacié que contrasta
amb l'observada en les soques aillades d’infeccions oOtiques que es van mostrar

sensibles en la seva totalitat.

Taula 44. Resistencia a tetraciclina segons el tipus d’infeccié

No. soques (%)

Tipus d’infeccié
Total Tetraciclina R

Invasives 27 9 (33,3)

No invasives 99 23 (23,2)
Cutania 37 15 (40,5)
Genital 20 3 (15)
Otitis 19 0
Abscés 11 3(27,3)
Faringitis 10 2 (20)
Altres 2 0
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4.5.2.2. Evolucié de la resisténcia a tetraciclina i determinants de resisténcia

La resisténcia a tetraciclina en la col-leccié de soques analitzades fou del 25,4%,
observant-se en el 42,8% de les soques resistents a eritromicina i en el 18,7% de les
sensibles (p = 0,01). El percentatge de resistencia a tetraciclina va fluctuar durant el
periode estudiat assolint la freqiiencia maxima (34,6%) I’any 2002 i la minima (15,8%)
I’any 2001 (Taula 45).

En totes les soques resistents a tetraciclina es va estudiar la preseéncia dels
determinants de resistencia tet(M) i tet(O) mitjancant PCR. El gen fef(M) es va detectar
en 18 soques (56,2%), el gen tet(O) en sis soques (18,7%) 1 ambdds gens en una soca
(Taula 45). En set soques resistents a tetraciclina no es va trobar cap dels dos gens

estudiats.

Taula 45. Distribuci6 anual dels genotips de resistencia de les soques resistents a tetraciclina

Gens de resistencia
Total Tetraciclina R No. soques

Any
No. soques No. soques (%) tet(M)+
tet(M) tet(0) 1et(0) Cap
1999 24 8 (33.3) 5 3 - -
2000 21 4(19) 2 2 - -
2001 19 3 (15,8) 3 - - -
2002 26 9 (34,6) 4 1 1 3
2003 36 8 (22.2) 4 - - 4
(gener-juny)
Total 126 32 (25,4) 18 (56,2) 6 (18,7) 1(3,1) 7 (21,9)

4.5.2.3. Distribucié de tipus emm en les soques resistents a tetraciclina

Les soques resistents a tetraciclina van pertanyer a 14 tipus emm, essent els
predominants emml 1, emm77 1 emm25 (Taula 46).

El gen tet(M) es va trobar en una amplia diversitat de tipus emm, mentre que el
gen tet(O) es va trobar exclusivament en soques emm?77. Les soques resistents a
tetraciclina en les que es van obtenir resultats negatius en la deteccié d’ambdds gens van

correspondre a set de les vuit soques emml 1.
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Taula 46. Tipus emm i genotips de resistencia de les soques resistents a tetraciclina

No. soques (%) Gens de resistencia

Tipus o No. soques
emm Tetraciclina R/
Tetraciclina R Total de cada tet(M) tet(0) tet(M)+tet(O) Cap
emm
11 8 (25) 8/8 (100) 1 - - 7
22 2 (6,2) 2/2 (100) 2 - - -
25 4 (12,5) 4/4 (100) 4 - - -
43 13,1 1/1 (100) 1 - - -
44/61 13,1 172 (50) 1 - - -
49 13,1 1/1 (100) 1 - - -
50 13,1 1/3 (33,3) 1 - - -
58 13,1 1/2 (50) 1 - - -
59 2 (6,2) 2/2 (100) 2 - - -
63 13,1 1/1 (100) 1 - - -
70 13,1 1/1 (100) 1 - - -
77 7(21,9) 7/8 (87,5) - 6 1 -
83 13,1 1/1 (100) 1 - - -
st11014 13,1 1/1 (100) 1 - - -

4.5.2.4. Associacions dels determinants de resisténcia en les soques corresistents a
eritromicina i tetraciclina

En les soques resistents a eritromicina es va trobar una forta associacio entre la
resisténcia mitjangada pels gens erm(B) i erm(TR) i la resisténcia a tetraciclina (Taula
47). Per contra, cap de les soques resistents a eritromicina portadores del gen mef(A)
van mostrar resisteéncia a tetraciclina. A la taula 48 es detallen els tipus emm de les 15
soques corresistents a eritromicina i tetraciclina i els determinants de resisteéncia

associats.

Taula 47. Distribuci6 dels gens de resisténcia a eritromicina i tetraciclina en les soques corresistents

No. soques (%)

Gen No. soques (%)

Tetraciclina R tet(M) tet(0)
erm(B) 16 (45,7) 13 (81,2) 6 -
erm(TR) 25,7 2 (100) 1 1
mef(A) 17 (48,6) - - -
Total 35 (100) 15 (42,8) 7 1
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Taula 48. Tipus emm i determinants de resistencia de les soques corresistents a eritromicina i tetraciclina

Gens de resisténcia
No. soques

Tipus No. soques
emm Total Tetra-Eritro erm(B)+ erm(TR)+ erm(TR)+ erm(B)+
L tet(M) tet(M) tet(0) Tetra R
11 8 8 1 - - 7
22 2 1 1 - - -
25 4 4 4 - - -
58 2 1 _ 1 ) i
77 8 1 - - 1 )

Tetra R, tetraciclina resistent; Eritro R, eritromicina resistent.

La contribucié anual durant el periode estudiat dels diferents tipus emm a la
resisténcia a eritromicina i/o tetraciclina i els determinants de resisteéncia associats es
mostra a la taula 49. Cal destacar que I’increment del fenotip MLSg majoritariament de
tipus constitutiu associat al gen erm(B) en els anys 2002 i 2003 es va trobar relacionat
principalment amb I’emergencia de soques dels tipus emmll i emm25 que eren també
corresistents a tetraciclina i en menor proporcidé amb soques emm28 resistents a
bacitracina no detectades en anys anteriors. Aquesta situacié contrasta amb la del tipus
emm4 que es va trobar durant tot el periode estudiat i va ser el tipus predominant en les
soques resistents a eritromicina amb fenotip M portadores del gen mef(A).

En quant a la resisténcia a tetraciclina, la seva associacié amb la resistencia a
eritromicina 1 els tipus emm implicats es van observar dos periodes diferenciats. Entre
1999 i 2001 la resisteéncia a tetraciclina va estar causada per soques de 10 tipus emm
diferents tots ell poc prevalents en el conjunt de soques analitzades amb I’excepci6 del
tipus emm77. De les 15 soques resistents a tetraciclina aillades durant aquest periode
només dues (13,3%) van mostrar corresistencia a eritromicina. Per contra, en els anys
2002 i 2003 es van observar 6 tipus emm en les 17 soques resistents a tetraciclina
aillades durant aquests periode, de les quals 13 (76,5%) van mostrar corresisténcia a
eritromicina 1 tal com s’ha esmentat anteriorment es van associar principalment als tipus

emmll i emm?25.
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Taula 49. Distribuci6 anual de tipus emm i de gens de resistencia de les soques resistents a eritromicina
i/o tetraciclina

Genotip de Subtipus emm (No. soques)

resistencia 1999 2000 2001 2002 2003 Total
emm4.0 (3) emm4.0 (9)
emml2.1 (1) emmli2 (4)

emml2.27 (1) emm75.0 (3)
emm81.0 (1) emm81.0 (1)

emm4.0 (1)
emmli2.7 (1) emm4.0 (2)
emm75.0 (2)

emm4.0 (1) emm4.0 (2)

ey emm75.0 (1) emml12.0 (1)

emm28.0 (2)

erm(B) emml.0 (1) emm28.0 (1)  emm28.0 (1) emml.0 (1)

emm25.2 (4)
emml1.0 (1)
emm22.0 (1)

emm?25.2 (1)

erm(B)+tet(tM)  emm?22.0 (1) emm?25.2 (3) emm11.0 (1)

erm(B)+Tet-R emmll.0 (3) emmll.0(4) emmli 1.0 (7)
erm(TR)+tet(M) emm58.0 (1) emm58.0 (1)

erm(TR)+tet(O) emm77.0 (1) emm77.0 (1)

emm59.0 (2)
emm22.0 (1)
emm43.5 (1)
emm22.0 (1) emm44/61 (1)
emm43.5 (1)  emm50.0 (1) emm59.0 (2) emm49.3 (1)
emm70.0 (1) 5t11014.0 (1) emmdd/fs1.0 (1) ™mo30 M) emmd9.3 () 500 (1)
emm83.4 (1) emm63.0 (1)
emm70.0 (1)
emm83.4 (1)
st11014.0 (1)

tet(O) emm77.0 (2) emm77.0 (2) emm77.0 (1) emm77.0 (5)

tet(M)

tet(M)+tet(O) emm77.0 (1) emm77.0 (1)

Tet-R, tetraciclina resistent

4.5.3. Estudi de la sensibilitat a fluoroquinolones

El rang de CIM de levofloxacino de les 189 soques de S. pyogenes analitzades
entre gener de 1999 i juny de 2004 es situa en 0,023->32 pg/ml i els valors de CIMs 1
CIMyy en 0,38 pug/ml i 1 pg/ml, respectivament. Es van detectar quatre soques amb
sensibilitat disminuida o resisténcia intermedia a levofloxacino (CIM 2-3 pg/ml) i dues
soques amb resistencia d’alt nivell (CIM >32 ng/ml), el que representa una prevalenca
del 3,2% durant el periode estudiat. Aquestes sis soques es van seleccionar per al seu
posterior analisi respecte a la sensibilitat enfront de cinc fluoroquinolones addicionals
(norfloxacino, ciprofloxacino, esparfloxacino, moxifloxacino i clinafloxacino) i per a
I’estudi de la presencia de mutacions en les QRDR dels gens gyrA, gyrB, parC i parE.
Encara que els punts de tall de CIM de levofloxacino establerts pel CLSI per a S.
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pyogenes s6n de <2 ug/ml per a definir la categoria sensible, 4-8 pg/ml per a la
categoria de resistencia intermedia 1 >8 pg/ml per a la categoria resistent, en el present
estudi el valor de CIM de levofloxacino de 2 pg/ml es va considerar arbitrariament com
a sensibilitat disminuida degut a ser superior als valors de CIMsj i CIMy i a la troballa
en estudis previs tant en S. pyogenes com en S. pneumoniae de la presencia de
mutacions en parC en soques que exhibeixen aquest valor de CIM?Z00-382383

Les soques van ser aillades de sang (3), exsudat cutani, esput, i teixit pulmonar
de necropsia de tres pacients adults i tres pacients pediatrics (Taula 50). Si bé en els tres
pacients pediatrics no es va documentar tractament previ amb quinolones, en dos dels
pacients adults les soques es van aillar durant el tractament amb ciprofloxacino de
processos respiratoris. El tercer pacient adult presentava una historia d’infeccions
respiratories recurrents i havia rebut diferents tractament incloent levofloxacino tres
mesos abans de I’aillament.

A la taula 50 es mostren els valors de CIM de norfloxacino, ciprofloxacino,
levofloxacino, esparfloxacino, moxifloxacino i clinafloxacino de les sis soques de S.
pyogenes. Les soques van pertanyer als tipus emm3.1, emm6.0 (dues soques), emm12.27
1 emm12.26 (dues soques). Cal destacar que el subtipus emm12.26 identificat ’any 2004
en les soques altament resistents a fluoroquinolones €s un altre dels subtipus descrits per
primera vegada arrel d’aquest estudi i1 figura al GenBank amb el nimero d’accés

AY742804.

Taula 50. Caracteristiques dels pacients, tipus emm i valors de CIM de fluoroquinolones de les sis soques
de S. pyogenes

Soca ., DA gy tSexe ., Lloc  Subtipus Gop crp RV SPA MOX CLI
d’aillament d’aillament emm

342-D 19-3-2000 71/H Sang 3.1 32 2 2 1 025 0,125

357-D  2-6-2000 3/H Sang 6.0 64 4 3 1 038 0,125

363-D  18-1-2001 8/H Sang 6.0 64 4 3 1 038 0,125

P0064  10-5-2003 3/D Exsudat 1227 128 4 315 038 0,125
cutani

P0287  20-3-2004 79/H Esput 1226 256 >32 >32 >32 15 038

P0292  24-3-2004 87/H Pulmé 1226 >256 >32 >32 >32 15 038
(necropsia)

NOR, norfloxacino; CIP, ciprofloxacino; LEV, levofloxacino; SPA, esparfloxacino; MOX,
moxifloxacino; CLI, clinafloxacino. H, home; D, dona.
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Es va observar una relacié epidemiologica entre els dos pacients dels quals es
van aillar les dues soques altament resistents emm12.6. Els dos pacients es trobaven
ingressats en la mateixa sala d’hospitalitzacié i les soques van ser aillades en un interval

de 72 hores, el que suggereix una possible transmissié nososcomial.

4.5.3.1. Analisi de les QRDR dels gens gyrA, gyrB, parC i parE

Es van determinar les seqiiencies de les QRDR dels gens gyrA, gyrB, parC i
parE de les sis soques amb sensibilitat disminuida o resisténcia a fluoroquinolones i es
van comparar amb seqiiencies salvatges de cada gen disponibles al GenBank (gyrA,
AF220945; gyrB, AE006524; parC, AF220946; parE, AE006540).

Les mutacions identificades es mostren a les figures 16 i 17. Les quatre soques
amb sensibilitat disminuida o resisténcia intermedia a levofloxacino presentaven una o
dues mutacions en parC consistents en les substitucions Ser80—Pro (TCT—CCT) en la
soca emm3.1 (CIM levofloxacino 2 pg/ml), Ser79—Ala (TCC—GCC) en les dues
soques emm6.0 (CIM levofloxacino 3 pg/ml), i la substitucié doble Ser79—Phe
(TCC—-TTC) 1 Alal21—Val (GCT—GTT) en la soca emmi2.27 (CIM levofloxacino 3
pg/ml). Les dues soques emml2.26 amb alt nivell de resistencia (CIM levofloxacino
>32 ug/ml) van presentar la mateixa doble substitucid en parC Ser79—Phe i
Alal21—Val que la soca emml2.27 i el canvi Ser81—Tyr (TCT—TAT) en gyrA.
Addicionalment, es van identificar diverses mutacions silents en diferents posicions de
les regions analitzades dels gens gyrA, parC 1 parE amb patrons identics en soques del

mateix tipus emm.
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Soca

342-D

357-D

363-D

P0064

PO187

P0292

52
emm Gly
(GGO)
emm3.1
emm6.0
emm6.0
Gly
emml2.27 (GGT)
Gly
emml2.26 (GGT)
Gly
emml2.26 (GGT)

69

Ile
(ATT)

Ile
(ATC)

Ile
(ATC)

Ile
(ATC)

75

Pro
(CCA)

Pro
(CCG)

Pro
(CCG)

Pro
(CCG)

Pro
(CCG)

Pro
(CCG)

79

Ser
(TCC)

Ala
(GCO)

Ala
(GCO)
Phe
(TTC)
Phe
(TTO)

Phe
(TTC)

80

Ser
(TCT)

Pro
(CCT)

Codo
parC
86 97
Val Ile
(GTA) (ATO)
Val
(GTT)
Val
(GTT)
Ile
(ATT)
Ile
(ATT)
Ile
(ATT)

99

Val
(GTT)

Val
(GTG)

Val
(GTG)

Val
(GTG)

110

Gly
(GGT)

Gly
(GGC)

Gly
(GGC)

Gly
(GGC)

Gly
(GGC)

Gly
(GGC)

121 127 142
Ala Ala Ala
(GCT) (GCG) (GCM

Ala
(GCG)
Ala Ala
(GCA) (GCG)
Ala Ala
(GCA) (GCG)
Val Ala
(GTT) (GCG)
Val Ala
(GTT) (GCG)
Val Ala
(GTT) (GCG)

Figura 16. Canvis aminoacidics i mutacions silents detectats en les QRDR del gen parC de les sis soques amb sensibilitat disminuida o resisténcia a
fluoroquinolones.
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Figura 17. Canvis aminoacidics i mutacions silents detectats en les QRDR dels gens parE, gyrA i gyrB de les sis soques amb
sensibilitat disminuida o resisténcia a fluoroquinolones.
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La introduccié d’agents antimicrobians i1 vacunes en 1’arsenal terapeutic durant
I’dltim segle inspira optimistes prediccions sobre la possibilitat de controlar 1 fins i tot
eradicar determinades malalties infeccioses. Aquesta perspectiva s’ha vist desdibuixada
pel nou repte plantejat per les malalties infeccioses emergents i reemergents i pel
desenvolupament de resistencia antimicrobiana, reflex del potencial evolutiu i la
capacitat d’adaptacié dels microorganismes i de les dinamiques relacions entre aquests,
els seus hostes i 1’ambient™".

En el cas de S. pyogenes, si bé es manté uniformement sensible a la penicil-lina,
en els dltims 20 anys ha ressorgit com agent causal de formes cliniques particularment
greus després de decades de declivi en la mortalitat 1 morbiditat associada a les
infeccions i seqiieles causades pel microorganisme'>*. El ressorgiment i persist®ncia de
formes cliniques greus associades a una elevada mortalitat, malgrat 1’administracié
d’antimicrobians i la disponibilitat de sofisticades mesures pel suport vital dels pacients,
ha motivat una intensa recerca sobre els aspectes microbiologics, epidemiologics i
clinics de les infeccions produides pel microorganisme i dels factors de 1’hoste que
puguin suposar una major sensibilitat a la infeccié. S6n nombrosos els estudis arreu del
mon que han analitzat les caracteristiques de les soques causants d’infeccions invasives,
perd sén més escasses les investigacions que han examinat la seva relacié amb soques
aillades d’infeccions no invasives o de portadors. La inclusi6é de soques procedents de
casos no invasius es considera important per tal de distingir entre les propietats
virulentes de soques determinades i la seva prevalenca a la poblacié™ .

En la present investigacié s’han analitzat les caracteristiques de soques de S.
pyogenes aillades d’infeccions invasives i1 no invasives en pacients atesos al nostre
hospital en relacié a la distribucié de tipus emm, perfils genetics de SAgs (speA-C,
speF-J, speL, speM, ssa i smeZ), aixi com els patrons de sensibilitat a diversos agents
antimicrobians i els mecanismes de resistencia implicats. El sistema de tipificacié emm
ha esdevingut una important eina epidemiologica per a la investigacié de la dinamica de
les infeccions produides per S. pyogenes. A més, amb el continu interes en el
desenvolupament de vacunes efectives basades en la proteina M, resulta de gran
importancia la vigilancia de la distribuci6 dels tipus emm circulants per tal d’identificar
la possible emergencia de tipus menys predominants o de noves seqiiencies que puguin

representar un impacte en la formulacié de vacunes. Degut a que una gran part dels gens
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que codifiquen els SAgs coneguts en S. pyogenes estan codificats per bacteriofags i
sotmesos per tant a la possible transferencia horitzontal, I’estudi de la seva distribucié
constitueix una eina epidemiologica addicional per tal d’explorar diferéncies entre

soques del mateix serotip i la seva correlacié amb el tipus d’infeccid.

5.1. Presentacions cliniques

L’espectre de presentacions cliniques invasives objectivat en el nostre estudi fou
bastant similar al descrit en altres estudis realitzats tant a America del Nord com a
Europal5’90’121’122’138’386'389. Les infeccions de la pell i teixits tous, que representaren el
40,7% dels casos, van constituir les formes predominants d’infeccié invasiva i s’han
descrit també com les més comuns en la major part dels estudis. Altres presentacions
cliniques relativament freqiients van incloure artritis, bacteriemia sense focus 1
pneumonia, essent molt més infreqiients altres entitats cliniques com meningitis,
peritonitis, i endocarditis que van estar representades per casos unics. Addicionalment
es va registrar un cas d’abscés de psoas, una forma clinica que s’ha associat
excepcionalment a S. pyogenes™ . A diferéncia d’altres series publicades no es va trobar
cap cas de sepsia puerperal, entitat que representa el 2,2% dels casos invasius causats
per S. pyogenes en un estudi de base poblacional realitzat als Estats Units (1995-
2000)*!, perd que s’ha descrit a freqii®ncies més elevades en altres paisos com Holanda
(1992-1996) on es va trobar en el 7% dels pacients afectats de quadres invasius™™.

Dels casos invasius analitzats en la nostra serie, quatre pacients (14,8%) van
presentar SSTS, complicacié que es va trobar associada al 50% dels casos de FN. En
altres estudis epidemiologics d’infeccid invasiva per S. pyogenes la freqiiencia de SSTS
es situa entre el 6 i el 24%, i tal com ha estat observat en el present estudi la FN és una
de les presentacions cliniques més comunament associades a la SSTS!>90-121122.138.386-
¥ Aixi per exemple, en un estudi prospectiu poblacional realitzat a Ontario (Canada)
la presentaci6 clinica en la que es va registrar una major proporcié de casos complicats
amb SSTS va ser la FN (55%), seguida de la infeccié del tracte respiratori inferior
(26%) i de la bacterimia sense focus (16%)".

Contrastant amb la distribucid d’edats dels casos no invasius on més de la meitat

dels pacients eren pediatrics, la majoria de casos d’infeccié invasiva es va registrar en
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adults, corresponent la major proporcié a pacients majors de 65 anys seguit d’un altre
pic en adults joves (25-44 anys). Diversos estudis epidemiologics de base poblacional
indiquen que els valors maxims d’incidéncia d’infeccié invasiva corresponen al grup
d’edat de majors de 65 anys, trobant-se també en alguns estudis una elevada incidéncia
en infants de curta edat'>"!21122 138386389 Ay g per exemple, en un estudi prospectiu
realitzat als Estats Units la incidéncia d’infecci6 invasiva en adults majors de 65 es va
situar en 9,3 casos per 100.000 habitants i la corresponent a nens d’edat inferior a dos
anys en 6,3 casos, valors que superen clarament la taxa global que va ser de 3,5 casos’".
En alguns paisos s’ha observat un pic d’incideéncia addicional en adults joves relacionat
en certa mesura amb I’addicié a drogues per via parenteral, pero també en pacients

. 15,138,386,389,392,393
sense factors predisposants .

Aquesta situacié coincideix amb
I’observada en el nostre estudi en el que prop de la meitat dels pacients d’aquest grup
d’edat eren ADVP 1 HIV 1 en la resta no es van identificar factors predisposants. S’ha
suggerit que el pic d’incidencia en adults joves o de mitjana edat pot estar relacionat
amb una elevada exposicié a nens a la llar donat que aquests constitueixen el principal
reservori de S. pyogenes. En aquest sentit, en un estudi de casos i controls en el que es
van avaluar els factors de risc d’infeccid invasiva en contactes familiars, els principals
factors de risc identificats en pacients d’edats compreses entre els 18 1 44 anys van ser
I’exposicié a un o més nens amb faringitis, la infeccié per HIV i 1’ts de drogues per via
parenteral™”.

En una de les majors series realitzada a Espanya on es van estudiar de forma
prospectiva 103 episodis de bacteriemia per S. pyogenes ocorreguts al llarg d’un periode
de 10 anys (1985-1994), el 62% dels pacients eren ADVP i el percentatge més elevat
d’infeccié va correspondre al grup d’edat de 25 a 40 anys®>. Aquesta proporcié
d’ADVP, pero, és considerablement superior a I’observada en el present estudi que va
ser del 14,8%. Altres estudis han destacat també la importancia de 1’is de drogues per
via parenteral com a factor de risc d’infeccions invasives per S. pyogenes395’3 % havent-
se detectat en un estudi epidemiologic d’infeccié invasiva realitzat al Regne Unit un
increment en la proporci6 de pacients ADVP de <5% al 15% entre 1995 i 2002°%.

A més de I'ts de drogues per via parenteral, diverses condicions mediques

subjacents com diabetis, cancer, alcoholisme, malaltia pulmonar cronica, malaltia

cardiaca, ds de corticosteroids, infeccié per HIV, i la perdua d’integritat de la barrera
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cutania s’han descrit com importants factors de risc d’infecci6 invasiva per S. pyogenes,
amb percentatges que varien entre un 56% 1 més del 80% dels pacients en estudis
publicats'>?0121:122:138.278.386389 * A qyegt fet també ha estat constat en el present estudi on
una elevada proporcié dels pacients amb formes invasives presentaven malalties
subjacents o factors predisposants locals, destacant la perdua d’integritat de la barrera
cutania observada practicament en tots els grups d’edat, la infeccié per HIV i I’addiccid
a drogues per via parenteral en pacients adults joves, i diverses condicions mediques
com neoplasies i vasculopatia periferica que van ser especialment prevalents en pacients
d’edat avancada. La varicel-la, observada en un dels pacients pediatrics d’aquest estudi,
s’ha descrit com un dels principals factors de risc d’infecci6 invasiva per S. pyogenes en
infants'>"2"1%%%7 1 importancia de la vacunacié contra la varicel-la com a mesura
preventiva ha estat emfatitzada en un estudi realitzat als Estat Units on després de la
implantacié de la vacuna es va constatar una reduccié de les hospitalitzacions
pediatriques per infeccions invasives causades per S. pyogenes associades a varicel-la**®.

En relaci6 a les caracteristiques dels pacients afectats de SSTS de la nostra serie,
tots els pacients eren de sexe masculi, d’edats compreses entre els 38 i 55 anys i en tots
els casos amb factors de comorbiditat, incloent la infeccié per HIV i I’addiccié a
drogues per via parenteral, enolisme 1 immunosupressid. Si bé la SSTS s’ha descrit en

17,120

tots els grups d’edat i en pacients sense factors predisposants , aquesta complicaci6

s’ha observat amb més freqiiéncia en pacients adults amb factors de comorbiditat'>**'?""
124 En un estudi realitzat a Valéncia de 13 casos de SSTS (12 casos definitius i un cas
probable) diagnosticats entre 1985 1 2003 la major part dels pacients eren d’edat
avancada, sexe masculi, i tots ells amb alguna malaltia de base'>. Zurawski ef al. en un
estudi prospectiu realitzat a Atlanta (Estats Units) identificaren la presencia de factors
predisposants en el 80% dels pacients afectats de SSTS, trobant la major proporcié de
casos (72%) en pacients d’edats compreses entre 10 i 65 anys i la resta distribuit en
proporcions similars en pacients de menys de 10 anys (12%) 1 en majors de 65 anys
(16%)121. Addicionalment, en un estudi realitzat a Ontario (Canada) es van observar
diferencies estadisticament significatives comparant els pacients afectats de SSTS amb

els que presentaven altres infeccions invasives sense SSTS en relacié a 1’edat (mitjana

61 anys versus 38 anys; p < 0,001) 1 a la presencia de factors predisposants (71% versus
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51%; p = 0,003)15, situacié que contrasta amb la descrita a Suecia on no s’observaren
diferencies en cap dels dos parametres entre els dos grups de pacients387.

La taxa global de mortalitat objectivada en el present estudi va ser de 1’11%,
pero molt superior (50%) en els pacients que van desenvolupar SSTS. Aquestes
troballes s6n concordants amb els resultats d’altres estudis que descriuen taxes de
mortalitat de I’11%-20% dels casos invasius i del 36%-85% en els pacients afectats de
QTS !5:90.121-124,138.386-389

En la nostra serie només es va detectar un cas d’infeccié invasiva d’adquisici
nosocomial. Les infeccions invasives per S. pyogenes d’adquisicié nosocomial sén
relativament infreqiients, havent-se descrit a la literatura freqiicncies que oscil-len entre
el 6% observat en estudis realitzats als Estats Units”*”*® i 1"11-14% al Canada'>** i
alguns paisos europeus com Dinamarca® i Suécia'?.

L’ocurrencia d’infeccions invasives va mostrar un patré estacional caracteristic
concentrant-se la major part dels casos a finals d’hivern 1 en primavera, patré similar a
I’observat en els casos no invasius. Aquesta fluctuacié estacional coincideix amb
I’observada en altres estudis i pot estar relacionada amb un major efecte
d’amuntegament durant els mesos freds, situacié que influencia de manera important la

. . . 15,90,138,38
transmissi6 del microorganisme 90,138,389,399

5.2. Distribuci6 de tipus emm i de SAgs

En la present investigaci6 es van identificar un total de 29 tipus emm en les 126
soques de S. pyogenes analitzades, essent el tipus emml (17,5%) el més prevalent,
seguit dels tipus emm3 (8,7%), emm4 (8,7%), emmli2 (7,1%), emm28 (7,1%), emml I
(6,3%) i emm77 (6,3%). Aquests set tipus representaren el 61,9% del total de soques i
han estat identificats entre els més freqiients a America del Nord i Europa'>**4% A
Espanya, si bé la distribuci6 de tipus emm en relacié a la resisténcia a macrolids esta

ben caracteritzada**®*"

, sOn escassos els estudis on s hagi avaluat la distribucié general
dels tipus circulants a la poblacié. Un estudi recent del Centro Nacional de
Microbiologia del Instituto de Salud Carlos III, en el que s’han analitzat 708 soques de
S. pyogenes aillades de mostres cliniques diverses entre 1994 1 2005 en 63 centres

espanyols, indica una distribuci6 encapcalada pels tipus emm4 i emml, ambdos a
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freqiiencies al voltant del 14%, seguits per emm28 (10,3%), emm6 (8%), emm12 (7,8%),
emm3 (6,8%) i emm75 (6,4%)""°.

La distribuci6 dels tipus emm de soques causants d’infeccions invasives ha estat
extensivament caracteritzada en diversos paisos europeus gracies en gran part a la
inciativa del programa Strep-EURO. Els estudis de base poblacional realitzats en els
ultims anys mostren en general un predomini dels tipus emml, emm3, emmli2 i emm28,
encara que amb variacions en diferents paisos i importants fluctuacions temporals en
alguns tipus. Un fet remarcable observat darrerament en diversos paisos és I’emergencia
de tipus emm més elevats (77, 78, 81, 82, 83, 87, 89) com a causa significativa
d’infeccions invasives*''. Aixi per exemple, a Suecia en un estudi realitzat entre 2002 i
2004 els tipus emm89 i emm81 encapgalen per primer cop en un pais europeu la relacié
de tipus emm causants d’infeccions invasives®’. Per altra banda, en un estudi realitzat
entre 1994 1 2003 a Holanda el tipus emmlI va ser el més prevalent, seguit de emm3,
emm89, emm28, emml2 i emm6 demostrant-se en aquest cas un notable increment de
soques emml del 11-12% el 1995-1999 al 40% el 2001, situaci6 similar a la descrita
a Dinamarca entre 1999 i 2002*2. A Italia, un estudi en que s’han analitzat les dades
corresponents a 11 anys de vigilancia epidemiologica (1994-2005) indica que la major
part de les soques causants d’infeccions invasives pertanyen als tipus emml, emm89,
emm3, emmli2, emm4, emm6 1 emml8, amb una proporcié estable durant el periode
estudiat dels tipus emml, emm3 i emm6, un increment més recent dels tipus emmli2,
emm4 i emml8, i una notable disminuci6 del tipus emm89 404,

En altres paisos industrialitzats fora d’Europa els tipus més comuns observats en
estudis poblacionals d’infeccié invasiva sén M1, M3, MPT2967 (emml14) i M12 a
Canada (2000-2002)"*%; emm1, emm3, emm28, emm12 i emm89 als Estats Units (2000-
2004)°%; i emm3, emm28, emm2, emm62 i emm41 a Israel (1995-1997) on s’ha observat
una inusual baixa prevalenca de soques emm| a3l

En el cas de les infeccions no invasives, en el major estudi de base poblacional
realitzat als Estats Units en el que es va analitzar 1.975 soques aillades de faringitis no
complicada durant un periode de dos anys (2000-2002), a banda de fluctuacions
temporals 1 variacions en funcié de 1’area geografica, els tipus emm més freqiientment
implicats en el dos anys del estudi van ser emml, emml2, emm28, emm3, emm4, emm?2 1

emm6 que representaren en conjunt el 78% de les soques analitzades*®”.
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L’epidemiologia de les infeccions produides per S. pyogenes és complexa, fet
que es troba emfatitzat pel patr6 fluctuant tant temporal com geografic en la distribucid
dels tipus emm, la qual cosa és consistent amb la natura tipus especifica de la immunitat
contra les infeccions produides pel microorganisme®”**. En el present estudi, encara que
no es van observar importants fluctuacions anuals en els tipus emm més prevalents, es
va constatar I’aparicié a partir de I'any 2002 dels tipus emmll, emm25 1 del nou
subtipus emm1.25 en un nombre significatiu de soques.

L’analisi de les seqiiencies determinants dels tipus emm va revelar una notable
conservacio, 1 si bé alguns tipus es van trobar representats exclusivament per variants
al-leliques, la major part de les soques (71,4%) van presentar seqiiencies identiques a les
respectives seqiiencies de referencia del CDC (designades “.0”) moltes de les quals
corresponen a soques aillades fa entre 20 i 70 anys. Com a resultat de la present
investigacié es van afegir tres nous subtipus a la base de seqiiencies del CDC designats
emml.25, emml2.27 1 emm83.4 que difereixen de les respectives seqiiencies de
referéncia en un a tres canvis aminoacidics. En altres estudis epidemiologics recents
s’ha observat també una notable proporcié de soques caracteritzades per tipus emm
unica o principalment representats per seqiiencies identiques a les respectives
seqiiencies de referéencia del CDC amb una contribucié de subtipus relativament
minoritaria*®*!*. Una notable excepcid és el tipus emm3 del qual el suptipus emm3.1 és
el més freqiient en les soques contemporanies, fet que ha estat també constatat en aquest
estudi. En anys recents la descripcié de nous tipus emm és relativament infreqiient i
prové principalment de paisos on I’epidemiologia de les infeccions produides per S.

290 .

pyogenes ha estat menys estudiada com Etibpiazgz, Malaisia*'®, Tailandia® i Brasil*'”.

Aixi, malgrat que la porci6 amino-terminal de la proteina M es troba sotmesa a la

pressié selectiva exercida per la resposta immune de I’hoste®’

, aquestes dades
suggereixen que deuen existir restriccions estructurals o funcionals que limitin
I’aparici6 d’infinites seqiiencies.

El coneixement de la distribucié dels tipus emm més prevalents ha servit de base
per a la formulacié d’una vacuna 26-valent'®’ que ha estat avaluada en adults i pot
cobrir teoricament el 86% de les soques causants de faringitis405 i el 79% de les soques

388

invasives aillades als Estats Units™ . En base als tipus emm detectats en la col-lecci6

analitzada en el nostre estudi, la cobertura d’aquesta vacuna abastaria el 70,6% del total
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de soques (62,9% de les aillades en infeccions invasives 1 72,2% de les aillades en
infeccions no invasives).

Per altra banda, s’ha observat que la distribucié de tipus emm de soques
recuperades a America del Nord i Europa difereix notablement de la de paisos menys
desenvolupats com Etiopia, Nepal i 'India on a més s’ha evidenciat una major
diversitat de tipu5291’292’418’419. Aixi per exemple, en un estudi realitzat al Nepal amb
soques aillades d’infeccions no invasives en infants només es van trobar 7 tipus emm
(19,2% de les soques) inclosos a la vacuna 26-valent™.

Un tema que roman controvertit €s si les soques causants d’infeccions invasives
s6n simplement un reflex de les aillades d’infeccions no invasives o si hi ha evidencies
de que alguns serotips o soques pertanyents a determinats serotips presentin un major
potencial virulent. Els primers estudis publicats als inicis dels anys 1990 coincidint amb
el ressorgiment d’infeccions invasives van identificar un canvi en els serotips prevalents
1 una major associacié de serotips particulars a infeccions invasives. Al Regne Unit
I’analisi de 12.469 soques de S. pyogenes enviades a un centre de referencia per a la
seva tipificacié entre 1980-1987 va revelar que dels serotips M6, M49 i MSI
predominants durant els primers anys de I’estudi es passava a un predomini dels serotips
M1, M3 i1 M28 a finals d’aquest420. De forma notable, el 80% de les soques procedents
d’infeccions greus pertanyien al serotip M1. Els brots epidemics d’infeccid invasiva
descrits al Nord d’Europa el 1988-1989 semblen confirmar aquestes dades ja que la
major part de les soques pertanyien també al serotip M1, essent del 70% a Suécia®! i
del 89% a Noruega422. Als Estats Units I’estudi d’una col-leccié de soques enviades al
CDC per a la seva tipificacié entre 1972 1 1988 va evidenciar també un increment
significatiu de soques dels serotips M1, M3 en el periode 1980-1988 en relacié a 1972-
1979 i una major prevalenca d’aquests serotips en infeccions invasives i en casos fatals
respecte a la d’altres serotipslg. Johnson et al. van examinar més de 1.100 soques
aillades als Estats Units entre 1988 1 1990 i observaren una associacié estadisticament
significativa d’aquests mateixos serotips a infeccions invasives en comparacié a casos
de faringitis no complicada'”. Subsegiientment es va postular que 1’emergéncia de
clons altament virulents possiblement com a variants de soques preexistents podia
explicar al menys en part I’inesperat fenomen epidemiologic observat a finals de la

decada del 1980. En aquest sentit, Musser et al. van analitzar la diversitat genetica
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mitjancant MEE (multilocus enzyme electrophoresis) d’una col-leccié de 108 soques de
S. pyogenes aillades de pacients afectats de SSTS 1 altres infeccions invasives als Estats
Units entre 1986 1 1990, i encara que es va observar una considerable variacié genetica
en les soques analitzades que es van distribuir en 33 tipus electroforetics, prop de la
meitat dels episodis invasius i fins a dos ter¢os dels casos de SSTS estaven causats per
soques pertanyents a dos clons designats com tipus eletroforetics ET1 1 ET2 que
expressaven els serotips M1 i M3, respectivament'>. En aquest mateix estudi es va
observar també una forta correlacié entre la produccié de I’exotoxina SpeA i els casos
de SSTS tant en soques clonals com en soques de llinatges filogenetics distants,
correlacié que va ser igualment evidenciada en altres estudis coetanis' "% Aquestes
dades es van interpretar com una forta evideéncia circumstancial de que SpeA era un
factor primordial en la patogenesi de la SSTS. En un estudi subsegiient en el que es van
comparar soques contemporanies procedents d’America del Nord 1 Europa aillades de
casos invasius amb soques recuperades durant els anys 1920 1 1930 es va demostrar que
les soques contemporanies assignades als tipus eletroforetics ET1/M1 i ET2/M3 es
trobaven ampliament disseminades i presentaven les variants al-1eliques speA2 i speA3,
respectivament, mentre que les soques dels mateixos serotips i tipus electroforetics

recuperades abans contenien 1’al-lel speA1**®

. Els autors van proposar que el canvi
al-lelic de SpeAl a SpeA2 i SpeA3 podia haver contribuit al progressiu increment en la
virulencia del bacteri. Kline et al. van demostrar posteriorment que SpeA3 presenta una
activitat mitogenica i una afinitat per molecules del CMH de Classe II significativament
incrementades respecte a SpeAl, mentre que en el cas de SpeA2, si bé la seva afinitat
per molecules de Classe II és lleugerament superior a la de SpeAl, no mostra una major

activitat mitogenica**’

. Més recentment, Sumby et al. analitzant una col-lecci6 de
soques M1 temporal i geograficament diversa han suggerit que el reemplacament clonal
representa un factor clau en el recent increment en la freqiiencia i gravetat de les

1%%. Com a resultat d’estudis de

infeccions invasives causades per soques del serotip M
seqiienciacié genomica, DNA-DNA microarrays i analisis de SNP (single-nucleotide
polymorphism) els autors proposen que el clon actual M1 ha evolucionat a través d’una
serie d’esdeveniments genetics que inclouen la transduccié de profags portadors de
SpeA2 i la DNasa SdaD2 i la recombinacié reciproca d’un segment de 36 kb que

codifica les toxines extracel-lulars NAD-glicohidrolasa (NADasa) i estreptolisina O
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procedent probablement d’una soca M12. De forma similar Beres ef al. han suggerit que
I’adquisicid seqiiencial de factors de virulencia codificats per bacteriofags pot haver
originat un inusual subclon virulent del serotip M3 ampliament disseminat en
’actualitat™. No obstant aixo0, en un altre estudi recent en que es va analitzar la
dinamica del contingut de profags i dels respectius gens de virulencia associats en
soques de S. pyogenes dels serotips M1 1 M28 aillades d’infeccions invasives i no
invasives entre 1959 i 1996 a Holanda, encara que es va observar un increment en el
contingut de profags en les soques contemporanies, aquest enriquiment va ser similar en
soques corresponents a ambdues categories d’infecci6*®®. Els autors suggereixen que
I’augment en la freqiiencia d’infeccions invasives es pot haver vist afavorit per aquest
increment general en el potencial virulent més que per l’emergencia de clons
hipervirulents.

En base a la distribuci6 dels tipus emm obtinguda en la nostra investigacio, si bé
les freqiiencies relatives dels tipus més prevalents van variar entre infeccions invasives 1
infeccions superficials, no es va poder establir clarament una associacié entre tipus emm
particulars i infecci6 invasiva encara que la possibilitat de trobar aquestes associacions
es pot haver vist limitada pel baix nombre de soques de cada tipus emm. Es va trobar
forca heterogeneitat de tipus emm en les soques causants d’infeccid invasiva,
identificant-se 15 tipus diferents en les 27 soques. Els tipus emm3, emm4, emm25 i
emm?77 van ser els més freqiient en els casos invasius i es van trobar també entre els més
prevalents en infeccions no invasives amb 1’excepcié del tipus emm?25. Cal remarcar
perO, que les soques invasives emm25 van ser aillades de pacients HIV i ADVP 1
probablement formaven part d’un brot en pacients ADVP descrit a la ciutat de

Barcelona durant el mateix periode™'

. Aixi, I’associacié de soques emm?25 a infeccions
invasives observada en aquest estudi podria reflectir un brot epidémic en pacients amb
una major vulnerabilitat a quadres invasius d’origen cutani degut al comportament de
risc, més que una virulencia intrinseca associada a aquest tipus emm particular. De fet,
el tipus emm25 és extremadament infreqiient tant a America del Nord com a Europa on
curiosament s’ha descrit principalment formant part de brots en pacients ADVP*** A
Berna (Suissa), la investigacié d’un brot en pacients ADVP causat per un clon emm25

es va relacionar amb un distribuidor especific o un lloc comu d’adquisicié de la de la

droga i amb els habits de consum430, situaci6 similar a la referida a Barcelona®!.
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Per altra banda, el tipus emm25 s’ha documentat encara que amb baixa prevalenga en

290 291 431 s 292
? 1!, Taiwan®™' i Et10p1a9 sense que

altres zones geografiques com Tailandia™", Nepa
existeixi constancia d’una associacio particular a infeccions invasives.

Coincidint amb les dades obtingudes en la present investigacio, diversos estudis
recents en els que s’ha comparat la distribucié de tipus emm en infeccions invasives i no
invasives en una mateixa area geografica durant un mateix periode s’ha observat també
un notable encavalcament en la distribuci6 dels tipus emm més freqiients en ambdues
categories d’infeccié*>***. Degut a que pot existir variabilitat genética en soques del
mateix tipus emm, altres investigadors han aplicat aproximacions genetiques addicionals
com REA (restriction enzyme analysis), PFGE (pulsed field gel eletrophoresis) o RAPD
(random amplification of polymorphic DNA) sense identificar cap clon particularment
associat a infeccions invasives > **'43>#0  Ajx{ per exemple, Muotiala et al. van trobar
una elevada homologia genetica entre soques del serotip M1 aillades d’infeccions
invasives i faringitis a Finlandia entre 1988-1995"*'. Johnson ef al. amb la premissa de
que si un clon determinat presentava propietats que incrementaven la seva viruléncia
aquest s’hauria de trobar sobrerepresentat en els casos invasius, van comparar soques
dels serotips M1, M3 1 M28 procedents de diversos quadres invasius i de faringitis no
complicada als Estat Units mitjancant REA i PFGE sense trobar cap clon amb una
associacié estadisticament significativa a infeccions invasives™ . Un altre exemple
il-lustratiu va ser aportat per Cockerill ef al. en un estudi en el que es descriu un brot de
set casos d’infeccié invasiva greu atribuit a un dnic clon del serotip M3**?. En aquest
estudi el brot es va produir en pacients adults amb malalties subjacents en la major part
dels casos. De forma notable, la soca clonal associada a aquest brot es va detectar en el
26,5% dels casos de faringitis produida per S. pyogenes en la mateixa area i en el 78%
dels portadors faringis analitzats, que eren tots ells nens en edat escolar. Aquests estudis
van aportar l’argument de que els clons causants d’infeccid invasiva es troben
ampliament distribuits en la poblacid, essent especialment la poblacié pediatrica on la
prevalenca d’infeccions superficials i de portadors asimptomatics €s elevada el principal
reservori per a la disseminacié de soques causants d’infeccié invasiva en individus
susceptibles.

En contrast amb aquestes dades, Cleary ef al. en un estudi de 56 soques de S.

pyogenes del serotip M1 aillades en els anys 1980 als Estats Units van trobar una
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associaci6 significativa de soques amb un determinat perfil RFLP (random fragment
length polymorphism) (perfil 1) a infeccions invasives respecte d’infeccions no
complicades*®. En un recent estudi poblacional realitzat a Dinamarca, s’ha observat una
associacio significativa de soques emml a casos invasius en comparacié a infeccions no
invasives i variacions en el patr6 de SAgs de les soques emmI*®. En el nostre estudi
totes les soques emml compartien un mateix patré de SAgs (speA, speB, speF, speG,
speJ, smeZ) 1 el mateix al-lel speA 1 smeZ, i si bé les dues soques emml causants
d’infeccié invasiva eren del nou subtipus emml.25, aquest mateix subtipus va ser
freqlient en els casos no invasius. Aquest mateix patré de SAgs coincideix també amb
I’observat per altres investigadors en soques emml associades a un ampli espectre de
manifestacions cliniques® *****%*3 Un altre dels estudis on s’ha suggerit un major
potencial virulent de determinats clons ha estat un estudi de base poblacional realitzat a
Suecia en el que els resultats combinats de PFGE, tipificacié emm 1 perfil genetic de
SAgs revelaren subgrups en tipus emm especifics (emm89 1 emm8I) amb una major
associaci6 a infeccions invasives que altres soques dels mateixos tipus emm> . En el
nostre cas si bé no es va aplicar la tecnica de PFGE, les soques emm89 que van
representar el 3,7% del total van ser aillades exclusivament d’infeccions no invasives
(faringitis 1 infeccions cutanies superficials) i presentaven totes elles el mateix patr6é de
SAgs (speB, speF, speG 1 smeZ) que 1’observat en el subgrup associat a infeccions
invasives de I’estudi esmentat anteriorment.

La relaci6 entre la dotaci6 genetica de factors de viruléncia especifics i el tipus
d’infecci6 ha estat avaluada en diversos estudis sense que s’hagi assolit un clar consens.
Contrastant amb estudis inicials en els que es descriu una forta associacid de speA a

17423424 "o 1a present investigacié només una de les

infeccions invasives i a casos greus
sis soques aillades dels pacients afectats de SSTS i/o FN presentava el gen speA. De fet,
la freqiiencia del gen speA va ser practicament identica en soques causants d’infeccions
invasives i no invasives (33,3% versus 31,3%), situaci6 similar a la descrita en un estudi
realitzat a Belgica on es va trobar també que una elevada proporcié de soques aillades
de casos invasius (70,8%) no presentaven el gen speA*”’. En una investigacié realitzada
als Estats Units en poblaci6 pediatrica sobre la relacid entre soques aillades de faringitis

1 soques aillades de casos invasius es va trobar una proporcid significativament més

elevada de soques positives per speC en casos de faringitis que en casos invasius,
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mentre que la proporcié de soques portadores de speA va ser similar en ambdues
categories d’infecci6®. Tal com s’ha descrit previament, I’analisi de la seqiiencia del
gen speA va revelar una forta associacié dels al-lels speA2, speA3 i speA4 a soques

. . 98,219,220,444
emml, emm3 1 emm6, respectivament Ny

al-lel speAl es va trobar en soques
uniques pertanyents a tres tipus emm diferents (emmlI8, emm4 1 emm49). En altres
estudis speAl s’ha descrit en llinatges filogenetics diversos i en soques aillades durant la
primera part del segle passat i es presumeix que constitueix la variant
ancestra]219220:426.444.
SmeZ s’ha descrit com un dels més potents superantigens de S. pyogenes™™,
havent-se demostrat que indueix una resposta de citocines en leucocits mononuclears
humans aproximadament 10 vegades més alta que SpeA*°®. Aquesta toxina és de
codificacié cromosdmica i exhibeix una remarcable variacié al-Iélica’®. En la nostra
investigacio el gen smeZ es va detectar en el 91,7% de les soques analitzades fet que pot
ser degut a que els iniciadors utilitzats no cobrien totes les possibles variants al-leliques.
L’analisi de la seqiiencia del gen smeZ va revelar la presencia de 23 al-lels, cinc dels
quals designats com smeZ-35 a smez-39 es van identificar per primera vegada en aquest
estudi. Coincidint amb observacions prévieszzs, es va trobar una forta associacié entre
I’al-lel smeZ 1 el tipus emm, amb escasses excepcions de soques del mateix tipus emm 1
diferent al-lel smeZ, i el mateix al-lel smeZ en soques de diferents tipus emm.
Considerant les difereéncies en la distribucié individual dels gens analitzats
(speA-C, speF-J, speM, speL, ssa i smeZ) entre infeccions invasives i no invasives,
unicament es va observar una associacid estadisticament significativa a infeccions
invasives del gen ssa (44,4% versus 24,2%, p = 0,03). La distribuci6 del gen ssa en
soques invasives ha estat investigada en diversos estudis, havent-se observat a
freqiiencies que varien considerablement. Aixi per exemple s’han descrit prevalences
del 76% en un estudi realitzat al Japo (1994—1999)447, del 44% a Dinamarca (1999-
2002)*'2, del 23,6% en un estudi multicéntric europeu (1997-1998)*2, i del 4,9% a
Polonia (1997-2005)**. Coincidint amb els resultats de la present investigacio,
Murakami et al. observaren en un estudi realitzat al Japé una major freqiiencia del gen
ssa en soques aillades d’infeccions invasives respecte de no invasives (76% versus 37%,
401434440

447 N o . .
p < 0,01)™", pero aquesta associacié no ha esta confirmat en altres estudis

la nostra serie el gen ssa es va trobar en soques de determinats tipus emm incloent totes
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les soques emm3, em4.0, emm22.0, emm25.2, emm44/61.0 i emm87.0 1 en soques
uniques d’altres tipus. La forta associacié del gen ssa a determinats tipus emm,
especialment emm3 1 emm4, ha estat també evidenciada en altres
treballs*0!#02-412:440447.499.450 "1 o5 variacions en la prevalenca del gen ssa en diferents
estudis podrien dependre per tant de la distribucié de tipus emm en la poblacié de
soques de S. pyogenes analitzada.

L’analisi detallada dels patrons de SAgs de les soques investigades en el present
estudi va revelar una forta correlaci6 entre el patré6 de SAgs i el tipus emm
independentment del tipus d’infeccid. Les soques del mateix tipus emm compartien un
perfil d’exotoxines comu en el cas dels tipus emml, emm3, emm6, emm9, emm59,
emm64, emm87 1 emm89, 1 encara que es va observar certa heterogeneitat dintre d’altres
tipus, en general presentaven un perfil predominant amb variacions consistents
principalment en la presencia o abséncia d’un o dos gens d’exotoxines respecte del
perfil majoritari. La principal excepcio va ser la soca emm4.2 que diferia en quatre dels
gens analitzats i en 1’al-lel smeZ del perfil dominant de les soques emm4.0. No es va
identificar un patré de SAgs comu o predominant en les soques aillades dels casos
invasius ni en les sis soques aillades pacients afectats de SSTS i/o FN, que
contrariament van presentar una notable diversitat de tipus emm 1 consegiientment
multiples patrons de SAgs. Similars resultats han estat obtinguts en altres estudis en els
que si bé s’han trobat perfils de SAgs especifics de tipus emm no s’ha trobat un perfil
especific associat a infeccions invasives ni a SSTS el que suggereix que no es requereix
una dotaci6 particular de SAgs per incrementar la virulencia® 0140243340451 A en
un estudi europeu en el que s’han analitzat un major nombre de soques, malgrat la
presencia d’un nombre variable de perfils de SAgs en soques del mateix tipus emm,
cada tipus emm estava caracteritzat per un o dos perfils dominants i particulars de cada
tipus, sense observar diferencies significatives entre soques aillades d’infeccions

402 En un altre estudi realitzat a Holanda en

invasives, faringitis o infeccions de ferides
el que es va analitzar la diversitat genetica de 76 soques cliniques dels vuit serotips més
freqlients en aquell pais (M1, M3, M12, M28, M4, M6, M11 i M89) i la possible
associacié entre una dotacié genetica particular i SSTS no es va identificar un perfil

genomic comu en les soques associades a SSTS, essent aquestes similars a les no
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associades a SSTS en el contingut de gens de virulencia i en altres biomarcadors
analitzats®™ ",

Per tal d’aportat una perspectiva més global entre el contingut genomic de
factors de viruléncia coneguts i de gens encara no investigats, en un estudi recent s’han
comparat soques invasives amb no invasives de diversos serotips utilitzant microarrays
dissenyats per a detectar la presencia de 226 gens incloent els que codifiquen factors de
virulencia classics, gens homolegs als que codifiquen factors de viruléncia en altres
especies 1 ORFs (open reading frames) que codifiquen proteines de funcié putativa o
desconeguda443 . Malgrat el gran nombre de gens estudiats no es van obtenir diferéncies
significatives en la distribucié de cap dels gens investigats entre soques invasives i no
invasives utilitzant metodes estadistics estandard. Utilitzant altres metodologies que
permeten una analisi més complexa (genetic algorithm neural network GANN, support
vector regression 1 classification trees) Unicament es van trobar tres gens (ssa, mf4 1
spa) amb una associacié marginal a soques invasives.

La manca d’associacié de forma concloent d’una dotaci6 especifica de factors de
virulencia amb un major potencial invasiu emfatitza la complexitat de la malaltia
estreptococcica. Cal considerar també que diferencies en 1’expressié de gens implicats
en la virulencia o determinats factors relacionats amb 1’hoste poden ser més decisius en
I’evolucié de la infeccid. L’expressié de factors de virulencia de S. pyogenes es troba
sota el control d’'un complex conjunt global de reguladors transcripcionals. Aixi per
exemple, I’analisi de I’expressié genica de soques de S. pyogenes fagocitades ha revelat
que la resposta del regulador Ink/Inrr és critica per a la supervivencia del
microorganisme a I’interior de les cel-lules falgocitiques452 1 que I’eliminacié del gen
regulador irr dona lloc a una soca mutant amb viruléncia notablement atenuada en un
model animal d’infeccié necrosant®>. Un altre dels reguladors de dos components més
ben caracteritzats és CovR-CovS (control of virulence) que modula 1’expressié de
diversos factors de virulencia incloent la capsula, la proteasa SpeB 1i la citotoxina SLS 1
juga un paper rellevant en 1’adaptacio de S. pyogenes a diverses condicions d’estrés com
calor, acid i hiperosmolaritat**. Sumby et al. analitzant I’expressié génica de soques
procedents de faringitis i d’infeccions invasives van obtenir dos trascriptomes clarament

diferenciats en funci6 del tipus d’infeccid 1 van evidenciar també que mutacions en el
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locus covR-covS es podien correlacionar amb un canvi fenotipic de formes d’infeccid
superficials a invasives'™.

La intensitat de la resposta individual a la infeccié és un altre parametre que pot
ser determinant en 1’evoluci6 de la infeccid. La importancia de la immunitat humoral en
la progressi6 de la infeccié ha estat emfatitzada en diversos estudis, havent-se observat
que baixos nivells d’anticossos protectors contra la proteina M i contra altres antigens
de superficie i d’anticossos neutralitzants de SAgs constitueixen importants factors de
risc en el desenvolupament d’infeccions invasives™ ™. En un estudi realitzat per
Basma er al. es van comparar 23 pacients afectats d’infeccions invasives greus
(SSTS/FN) amb 12 casos no greus (bacteriemia, cel-lulitis sense signes d’hipotensié o
fracas multiorganic) i amb controls sans i s’observa que si bé els casos invasius
presentaven nivells significativament més baixos d’anticossos protectors contra la
proteina M 1 d’anticossos neutralitzants de SAgs en relaci6 als controls sans, els nivells
eren igualment baixos en els casos invasius greus i no greus455. En base a aquests
resultats els autors van suggerir que si bé la manca d’immunitat humoral pot conferir un
major risc d’infeccié invasiva, no sembla modular 1’evolucié de la infeccié a quadres
sistemics greus i apuntaren el paper rellevant de factors immunogenétics involucrats en
la resposta a la infecci6. En aquest sentit, diverses linies d’investigacié han aportat
evidencies de que polimorfismes en les molecules HLA de classe II influencien la
magnitud de la resposta als SAgs, el que podria significar una major predisposicié de
determinats individus als efectes toxics dels SAgs i oferir una possible explicacié a les
diferencies individuals en la sensibilitat a infeccions greus produides per S.
pyogenes227’228’460. Addicionalment, les diferéncies individuals a la infeccié d’un
microorganisme que colonitza primariament superficies mucoses poden implicar
variacions en la produccié de peptids antibacterians presents en superficies mucoses.
S’han realitzat estudis en aquesta linia utilitzant un model animal defectiu en la
producci6 del peptid antimicrobia CRAMP (cathelicidin-related antimicrobial peptide)
en el que s’ha evidenciat una major sensibilitat a la infeccié cutania necrotica per S.

pyogenes™®".
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5.3 Resisteéncia antimicrobiana

Una caracteristica remarcable de S. pyogenes confirmada en el present estudi és
la seva continuada sensibilitat a la penicil-lina amb baixos valors de CIM (rang <0,016-
0,032 pg/ml, CIMgy <0,016). De fet, no s’ha descrit cap soca clinica resistent, i un
estudi en el que es va analitzar la sensibilitat de soques de S. pyogenes aillades en un
periode de 80 anys va revelar que l’activitat in vitro de la penicil-lina no s’havia
modificat en tots aquests anys246. El perque d’aquesta situacidé tenint en compte
I’adquisicid de resistencia en altres especies del genere com S. prneumoniae i
estreptococs del grup viridans continua essent una qiiestié per dilucidar. No esta clar si
I’existencia de barreres fisiologiques o genetiques actuen prevenint 1’adquisicié i
manteniment de la resistencia a -lactamics en S. pyogenes o si el desenvolupament de
resisténcia en aquesta especie és imminent®*’.

Encara que en condicions de laboratori s’han obtingut soques de S. pyogenes
resistents a penicil-lina que expressen PBPs de baixa afinitat, I’observacio en aquests
mutants de greus defectes fisiologics amb taxes de creixement extremadament baixes i
importants anormalitats morfologiques suggereix que és altament improbable que
aquestes soques puguin apareixer 1 mantenir-se com aillats clinics*®. En el cas de S.
pneumoniae la resistencia a penicil-lina es deu a alteracions en una o més de les PBPs
causades per 1’adquisici6 i incorporacié de fragments de DNA per transformacio a partir
d’altres espécies relacionades donant lloc a gens pbp amb estructura en mosaic’®. A
diferencia de S. pneumoniae, no s’ha demostrat que S. pyogenes sigui naturalment
competent per a la transformacié i a més presenta barreres per a 1’adquisicid i
incorporacié de DNA exogen que inclouen la produccié6 de diferents DNAses
extracel-lulars i d’enzims de restricci6 codificats per bacteriofags.

Els macrolids constitueixen el tractament d’eleccié en pacients al-lergics als 3-
lactamics i també s’han mostrat eficagos en 1’eradicacié del microorganisme en casos de
faringitis recurrent degut al fracas terapeutic previ amb B—lactémics77’268. La
clindamicina esta recomanada en el tractament d’infeccions invasives greus com FN i
SSTS degut al seu efecte en la inhibici6 de la produccié de toxines. Contrastant amb la
uniforme sensibilitat de S. pyogenes als B-lactamics, des de la descripci6 de les primeres

soques de S. pyogenes resistents a eritromicina el 1959 al Regne Unit*” i el 1968 als

149



Discussio

-0 250 - 5251 TURN . \1: . .
Estats Units>® i Canada , la resistencia a macrolids s’ha observat en diversos paisos
encara que amb una remarcable variabilitat en la freqiiencia de resistencia en diferents
arees geografiques. A Espanya les primeres soques de S. pyogenes resistents a

464,465
0

eritromicina es van descriure a finals del 198 , 1 a partir del 1990 la resisténcia es

va incrementar progressivament assolint freqiiencies ’any 1995 de fins el 34,8% en

N s 257,258 4
algunes arees geografiques 57.258.466

. Subsegiients estudis multicentrics realitzats a
Espanya han evidenciat un patré fluctuant en la freqiiencia de resisténcia observant-se
un increment significatiu del 23,5% el 19987 al 29,7% el 2001*® i una disminucié6 fins
el 21,7% I’any 2004*. En la nostra série la freqiiencia de resisténcia a eritromicina
durant el periode estudiat va ser del 27,8%, observant-se un increment anual progressiu
de la resistencia del 16,6% el 1999 fins el 38,8% de gener a juny del 2003.

Altres paisos com Canada, Polonia, Franca i Belgica també han experimentat
recentment importants augments en la freqiiencia de resistencia a macrolids en S.
pyogenes. A Toronto (Canada) la resisténcia a eritromicina es va incrementar més de 6
vegades en un periode de cinc anys passant del 2,1% el 1997 al 14,4% el 2001474 A
Polonia la resisténcia va augmentar de 1’1,8% en el periode 1996-1997 fins el 25,1% en
2000-2002**. De forma similar, a Franca es va documentar una freqiicncia de
resisténcia a eritromicina del 6,2%473 entre 1996-1999 que assoli el 22,4% durant el
periode 2002-2003, i a Belgica la resistencia es va duplicar entre els periodes 1995-
1997 (6,5%) i 1999-2003 (13%)*>*’®. En altres paisos europeus els estudis realitzats en
els ultims anys revelen elevades freqiiencies de resisténcia en paisos de I’area
mediterrania com Italia (25,5%, 2002—2003)477, Portugal (26,6%, 1998—2003)478 1 Grecia
(24%, 1999-2002)*"°, moderades a Alemanya (14%, 2002-2003)*°, i baixes a Turquia
(2,6%, 2000-2002)*®', Bulgaria (2,1%, 1995-2001)*?, Dinamarca (2,7% 2001)** i
Noruega (2,7%, 1993—2002)484. Freqiiencies de resisténcia variables també han estat
observades en un estudi realitzat entre 2000 1 2001 en deu paisos d’Europa Central i de
I’Est, on les taxes de resisténcia van oscil-lar entre el 0,9% 1 el 25 %%,

Als Estats Units diversos estudis multicéntrics publicats en els tultims anys
indiquen que la resistencia a macrolids en S. pyogenes es manté al voltant del 4-
6%>*447 sjtuaci6 similar a la descrita en alguns paisos d’America del Sud com
Argentina (8%)*** i Brasil (2%)*®. A Asia s’han descrit elevades taxes de resisténcia a

Corea (44,8%)490, Hong Kong (26%)436 i considerablement més baixes a I’India (2,7%
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entre 1986-2002 pero que assoleix el 13,8% ’any 2002)491. A Taiwan, en comparaci6 a
les elevades freqiiencies de resistencia registrades abans de I’any 2000 (40-70%), la
resisténcia ha disminuit considerablement en els dltims anys fins a situar-se en valors
inferiors al 20%*">*%?

Les variacions en la freqiiencia de resistencia entre diferents arees geografiques
0 en una mateixa area s’han atribuit a variacions en el consum de macrolids 1 a
fluctuacions naturals en els clons prevalents, pero donada la complexitat de 1’ecologia
de la resistencia que es troba influenciada per multiples variables, les causes de les
oscil-lacions en la resistencia son sovint dificils d’esbrinar. Diversos estudis han
emfatitzat la relacié temporal entre el consum de macrolids a la comunitat i la
freqiiencia de resistencia en S. pyogenes 4 Seppili er al. van proporcionar
evidencies d’aquesta relacié temporal en un estudi nacional realitzat a Finlandia on
després d’una reducci6é en 1’Gis de macrolids, principalment d’eritromicina, es va
constatar una disminuci6 significativa en la freqiicncia de resistencia en S. pyogenes del
16,5% el 1992 fins el 8,6% el 19967, Una experiencia similar es va descriure a Taiwan
on les mesures per alleugerar el problema creixent de la resisténcia a macrolids van
donar lloc a una reducci6 en el consum del 52% entre 1999 1 2003 i a una concomitant
disminucié de la resisténcia a eritromicina en S. pyogenes del 46% el 1999 al 17% el
2003*".

A Espanya Granizo et al. en un estudi realitzat entre 1986-1997 van trobar una
correlacid positiva entre I’increment en el consum de macrolids, especialment dels nous
derivats de llarga activitat que s’administren una vegada (azitromicina, diritromicina) o
dues vegades (claritromicina, roxitromicina) al dia, i ’augment de la freqiiencia de

466

soques de S. pyogenes resistents a eritromicina . Aquest mateix efecte s’ha observat en

a*"! i Eslovenia®”. En base a criteris farmacodinamics s’ha

altres paisos com Canad
suggerit que I’exposicid bacteriana a concentracions baixes i perllongades de macrolids
pot tenir una paper important en la seleccid de resistencia. Aixi, els macrolids amb baixa
Cmax 1 elevada vida mitja (com els que s’administren una o dues vegades al dia)
proporcionen probablement una finestra selectiva més amplia, representant una
exposicié bacteriana més perllongada a concentracions subinhibitories que poden

) L . . . 500
afavorir de manera més eficient la seleccié de resisténcia®®.
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Per altra banda, en un estudi realitzat en un hospital de Cantabria es va constatar
una reducci6 significativa en la resistencia a eritromicina en S. pyogenes sense que es

01 Aquest fenomen es va atribuir a I'emergencia i

produis una variacié en el consum
disseminacié clonal de soques sensibles dels tipus emmlI i emm3.

Al Jap6 la progressiva escalada de la resistencia durant els anys 1970 fins assolir
freqiiencies properes al 70%, 1 que va disminuir fins el 22% als inicis dels anys 1980, va
ser causada majoritariament per soques del serotip T12%°*°%2. En aquest cas, si bé la
resisténcia es va trobar influenciada per I'ds elevat de macrolids va estar clarament
associada a la disseminaci6 d’un serotip particular. Altres exemples que posen de
manifest la presencia de focus geografics d’elevades freqiiencies de resisteéncia en
combinacié amb la disseminaci6 i rellevament clonal han estat proporcionats per dos
recents estudis longitudinals de soques de S. pyogenes recuperades de mostres faringies
a Pittsburgh (Estats Units). En la primera investigaci6 realitzada entre 1998 i 2001, el
100% de les soques eren sensibles a macrolids fins a 1’altim periode de I’estudi (octubre
2000 a maig 2001) en el que la resisténcia es va incrementar fins el 48% degut a la
disseminacié d’un tnic clon del tipus emm6°”. En un estudi subsegiient realitzat a la
mateixa localitat entre setembre de 2001 i maig de 2002 es va observar una resisténcia
mitja del 9,6% pero que assoli el 35% en els dos ultims mesos de I’estudi, associada en
aquesta ocasio a dos tnics clons dels tipus emm75 (87%) 1 emml (13%)5 04,

La prevalenca dels diferents mecanismes de resisténcia a macrolids en S.
pyogenes és variable en diferents arees geografiques i també pot presentar un patrd
fluctuant en una mateixa area al llarg del temps. En les soques resistents a eritromicina
de la nostra serie es van analitzar els fenotips de resistencia a macrolids i es va efectuar
la detecci6 dels determinats de resistencia mef(A), erm(B) i erm(A) subclasse erm(TR).
Es va observar una correlacié absoluta entre I’expressié del fenotip M i la presencia del
gen mef(A), una associacié del fenotip MLSg(c) amb la presencia del gen erm(B) en
totes les soques excepte una en la que es va trobar el gen erm(TR), mentre que les
escasses soques amb fenotip MLSg(i) van presentar indistintament els gens erm(B) o
erm(TR). Si bé en S. pyogenes el fenotip de resisténcia constitutiu es relaciona amb més
freqliencia amb la presencia del gen erm(B) i el fenotip induible amb el gen erm(TR),
altres autors també han constatat que qualsevol dels dos gens es pot relacionar amb el

340,408 472,477,484,505 .
. Els fenotips

fenotip de resisteéncia constitutiu o induible de resisténcia
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a macrolids van presentar una variable distribucié cronologica amb una tendencia cap a
I’increment del fenotip M fins I’any 2001, en el que va ser I'unic fenotip observat, i un
subsegiient increment del fenotip MLSg majoritariament de tipus constitutiu que va
suposar el 77,8% de les soques resistents aillades el 2002 i el 57,1% de les aillades entre
gener 1 juny de 2003. A Espanya si bé el fenotip M s’ha mantingut extremadament
prevalent durant els anys 1990 i inicis del 2000 representant el 90-98,6% de les soques

257:238.265.406467468 o) anys recents diversos estudis indiquen un increment en la

resistents
prevalenca del fenotip MLSg. Aixi, I’analisi de I’evolucié de la resisténcia a macrolids
en soques de S. pyogenes aillades entre 1999-2005 a Guipudscoa i Madrid ha revelat un
increment del fenotip MLSg a partir de I’any 2003 que ha passat a representar el 50% de
les soques resistents en els anys 2004 i 2005, mentre que en aquest mateix estudi el 85%
de les soques aillades el 1999 expressaven el fenotip M*®. Una experiéncia similar ha
estat descrita en un altre hospital de Barcelona entre 1996 1 2003 on es va observar un
reemplacament de soques amb fenotip M per soques amb fenotip MLSg(c) que van
suposar el 59% de les soques resistents durant els anys 2002-2003°%. Un estudi
multicéntric espanyol també ha revelat un increment significatiu de soques amb el
fenotip MLSg(c) ’any 2004, encara que el fenotip M (67,8%) ha continuat essent el
predominant469. Curiosament al pais vei Portugal s’ha descrit una situacid inversa amb
una disminucié progressiva del fenotip MLSg (85% de les soques resistents el 1998) i
un increment del fenotip M (76,6% de les soques resistents el 2003)*"®.

El fenotip M, descrit en S. pyogenes inicialment a Finlandia el 1990, es va
incrementar rapidament en aquest pais passant del 38% de les soques resistents el 1990
al 82% el 1992°°°%"_ Les soques resistents amb fenotip M van assolir prevalenca en
alguns paisos com Suécia’®, Canada’’®, Taiwan®” i també a Espanya tal com s’ha
comentat anteriorment. En estudis publicats en els ultims anys el fenotip M s’ha descrit
com el més prevalent a Belgica (55%)476, Grecia (51—61%)479’510, Alemanya (55-
949%)™91 " Argentina (95,7%)"*®, Estats Units (68-70%)***" i Canada (62-91%)*"'~"2,
mentre que el fenotip MLSg(c) és prevalent a Franca (69,4%)474 i1 Dinamarca (46%)483, i
el fenotip MLSg(i) a Noruega (75%)**, Polonia (66,6%)*"* i Bulgaria (57,7%)"***.

En el nostre estudi les soques resistents a eritromicina van pertanyer a 11 tipus

emm, perd cal destacar que cinc tipus emm cadascun dels quals associat a un dnic

genotip de resistencia a macrolids (emm4/mef(A), emml2/mef(A), emm75/mef(A),
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emml l/lerm(B) 1 emm25/erm(B)) van representar el 80% de les soques resistents. De
forma notable, les soques d’aquests tipus van constituir només el 7,7% de les soques
sensibles el que suggereix una forta associacié d’aquests tipus emm a la resistencia. En
un estudi realitzat en tres provincies espanyoles (Madrid, Guiptscoa i Alaba) entre
1988-1997, encara que es va establir la natura policlonal de les soques de S. pyogenes
resistents a eritromicina, el 78,8% pertanyien a dos clons emm4/mef(A) 1
emm75/mef(A)*°. En un altre estudi multicentric realitzat a Espanya entre 1996 i 1999
es va mostrar que les soques dels tipus emm4, st1815, emmiI2 i emm75 constituien el
85% de les soques resistents i el 19% de les sensibles’”’. Similars resultats es van
obtenir en un estudi realitzat als Estats Units entre 2000-2003 amb soques de S.
pyogenes aillades de faringitis en poblacié pediatrica, on les soques dels tipus emm?75,
emml2 1 emm4 representaren el 61,7% de les soques resistents i el 28,4% de les

. 486
sensibles*®

. Els mateixos tipus emm4, emml12 i emm75 que van constituir la practica
totalitat de les soques resistents a eritromicina portadores del gen mef(A) en el present
estudi representaren el 83%, 63,3%, 94,7%, de les soques de S. pyogenes mef(A)

positives a Grécia®’”®, Alemanya™**’

i Franca®”®, respectivament.

L’increment de la resistencia mitjancada pel mecanisme MLSy a partir de I’any
2002 observada en el present estudi va ser causada principalment per soques pertanyents
a dos tipus emm portadores del gen erm(B) que no havien estat identificades en anys
anteriors, essent les soques del tipus emm1 1 les més prevalents seguides per les del tipus
emm?25. Les restants soques portadores del gen erm(B) van correspondre a dues soques
emm?28 que presentaven la caracteristica de ser resistents a bacitracina i es van detectar
també per primera vegada 1’any 2002. A Guipuscoa 1 Madrid, el recent increment de les
soques de S. pyogenes amb fenotip MLSg s’ha relacionat especialment amb la rapida
difusié d’un clon emml1/T11/ST403 que es va comengar a detectar el 2002 i va
esdevenir el més prevalent entre 2003 1 2005, seguit en ordre de prevalenca per un clon
emm28/T28/ST52 que comprenia dos subclons, un bacitracina resistent i [’altre
bacitracina sensible’”. Soques de S. pyogenes del tipus emmll portadores del gen
erm(B) s’han descrit amb freqiiéncia en altres paisos europeus com Belgica®’®, Franca*’™

) ) <q1: 513
1 ocasionalment a Italia

. A Espanya es van detectar per primera vegada soques emm28
portadores del gen erm(B) resistents a bacitracina el 1999%*®, havent-se descrit també a

Portugal’'*, Franca®’ i Belgica™’, el que indica la seva disseminacié per Europa'”. La
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troballa de soques de S. pyogenes resistents a bacitracina emfatitza la necessitat
d’utilitzar proves complementaries en la identificaci6é del microorganisme.

En la present investigacid la freqiiencia de resisténcia a eritromicina va ser
lleugerament superior en poblacié pediatrica que en adults (30,5% versus 25,3%) encara
que les diferencies no van ser significatives. Els resultats obtinguts en altres estudis
consultats mostren escassa uniformitat, descrivint-se en alguns casos freqiicncies

similars en ambdés grups de poblacig™®*7!"1

258,482

, freqiiencies significativament més
elevades en poblacié pediatrica o més elevades en adults*’>*®!. No s’evidenciaren
diferencies significatives en la freqiiencia de resisténcia a eritromicina entre soques
aillades d’infeccions invasives o no invasives (22,2% versus 29,3%), situacié que
coincideix amb I’observada en altres estudis*>***7. Aquestes dades contrasten amb les
obtingudes per York ef al. en un estudi realitzat a I’area de San Francisco (Estats Units)
durant els anys 1994-1995 en el que s’observa una freqiicncia de resisténcia a
eritromicina significativament superior en soques de S. pyogenes aillades de casos
invasius (32%) que en soques procedents de faringitis (9%)>°.

Si bé i en I’actualitat les tetraciclines no es consideren un tractament d’eleccié de
les infeccions produides per S. pyogenes degut a I’elevada freqiiencia de resistencia
observada en molts paisos 1 a I’existencia d’altres alternatives terapeutiques, en els
ultims anys I’estudi dels determinants genetics de resistencia a tetraciclina 1 el seu
possible paper com a cofactor en la seleccié de resisténcia a macrolids ha rebut
considerable atenci6****. La freqiiencia de resisténcia a tetraciclina en S. pyogenes
varia en diferents paisos, havent-se descrit taxes del 40-50% al Brasil516, I'Tran’'” i
alguns paisos europeus com Poldnia*’?, del 33,7% a Dinamarca®® i de I'l1% a
Espanya’". Les dades obtingudes en la present investigacié reflecteixen una prevalenca
de resistencia a tetraciclina del 25,4% amb un patré fluctuant al llarg del periode
estudiat (33% 1999, 19% 2000, 15,8% 2001, 34,4% 2002 i 24,2% de gener a juny de
2003). Comparant la freqiiencia de resisteéncia a tetraciclina en soques resistents a
eritromicina respecte de les sensibles, aquesta va ser superior en les soques resistents a
eritromicina (42,8% versus 18,7%), trobant-se en el 83,3% de les soques amb fenotip
MLS5 1 absent en soques amb fenotip M. Aquest resultats son concordants amb els

objectivats en estudis realitzats a Espanya i en altres paisos on una elevada proporci6 de

les soques resistents a eritromicina i especialment les que expressen el fenotip MLSg,
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Lo . 1 409472478483 484,518
mostren corresisténcia a tetraciclina®??#72478:483.484.

, s1 bé en alguns paisos com Italia
s’ha observat també una elevada freqiiencia de resistencia a tetraciclina (69,5%) en
soques que expressen el fenotip M*™.

La resistencia a tetraciclina en S. pyogenes s’ha associat principalment al gen
tet(M) 1 menys freqiientment al gen 1et(0)**, els quals poden trobar-se en el mateix
element genetic mobil que els gens que codifiquen resistencia a macrolids® ",
Coincidint amb les dades aportades per altres investigadors, el gen tet(M) va ser el
predominant en les soques resistents a tetraciclina analitzades i es va trobar en soques
pertanyents a 13 tipus emm. El gen fef(O) va presentar una distribucié restringida a
soques emm77. A [Espanya, Italia 1 Noruega el gen tef(O) s’ha observat
predominantment en soques emm?77, havent-se descrit la disseminacié clonal de soques
emm?77/erm(A) subclasse erm(TR)—tet(0)408’409’520. En el nostre cas, si bé la major part
de les soques emm?77 portaven el gen tet(O), només una va ser corresistent a
eritromicina 1 portadora del gen erm(TR). Prop del 60% de les soques resistents a
tetraciclina del nostre estudi es van distribuir en els tipus emmll, emm25 i emm77,
essent els dos primers els predominats en les soques corresistents a eritromicina. Cal
assenyalar que en set soques resistents a tetraciclina totes elles del tipus emml1 es van
obtenir resultats negatius en la detecci6 dels gens fet(M) 1 tet(O), el que suggereix la
possible existencia d’altres gens de resisténcia a tetraciclina no investigats.

A diferéencia de S. pneumoniae on la resistencia a fluoroquinolones esta
ampliament reconeguda i caracteritzada no ha estat fins els dltims anys que s’han
comencgat a descriure soques cliniques de S. pyogenes amb sensibilitat disminuida a
fluoroquinolones. Els resultats publicats indiquen una prevalenca de S. pyogenes amb
sensibilitat disminuida a ciprofloxacino (CIM >2 pg/ml o >4 pg/ml segons els autors)
del 3,5% a Espanya (1998-99)*®, del 5,4% a Belgica (1999-2002) i de fins el 10,9%
en un estudi realitzat als Estats Units (2002-2003)**'. Les soques de S. pyogenes
altament resistents a fluoroquinolones (CIM levofloxacino >32 pg/ml) sén infreqiients i
es limiten de moment a casos esporadics documentat als Estats Units, Espanya i a altres
paisos europeus com Alemanya i Suécia®®®?**. En la present investigacié es van detectar
dues soques altament resistents a fluoroquinolones (CIM levofloxacino >32 pg/ml) i
quatre soques amb sensibilitat disminuida (CIM ciprofloxacino 2-4 pg/ml, CIM

levofloxacino 2-3 pug/ml), el que representa una taxa del 3,2% durant el periode estudiat
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(gener 1999- juny 2004). Si bé en la meitat dels casos les soques van ser aillades de
pacients d’edat avancada (71-87 anys) afectats de processos respiratoris en els que es va
documentar tractament previ amb fluoroquinolones, resulta notori 1’aillament de la resta
de soques de pacients pediatrics (3-8 anys), en els que I’is de fluoroquinolones no esta

. . 22
generalment indicat’

. En un estudi realitzat a Belgica el 55% de les soques amb
sensibilitat disminuida a fluoroquinolones procedien de pacients pediatrics 1 a Espanya
en una analisis de 226 soques amb sensibilitat disminuida a ciprofloxacino la proporcid
corresponent a poblaci6 pediatrica va ser fins i tot superior (79,6%)>°%.

En S. pyogenes els mecanismes relacionats amb la resistencia a fluoroquinolones
s’han associat a alteracions localitzades en regions especifiques (QRDR) de les dianes
DNA girasa i topoisomerasa II i semblen ser analegs als descrit en S. pneumoniae i
altres estreptococs”. Els resultats de la present investigacié coincideixen amb els
observats previament tant en soques cliniques de S. pyogenes com en mutants
seleccionats al laboratori on s’ha observat que les soques amb sensibilitat disminuida a
fluoroquinolones presenten mutacions tnicament en parC>2%0-219327 ‘mentre que la
resisténcia d’alt nivell s’associa a mutacions addicionals en gyrA®®?****_ En les quatre
soques amb sensibilitat disminuida a ciprofloxacino (CIM 2-4 pg/ml) i levofloxacino
(CIM 2-3 pg/ml) I'analisi de la seqiiencia de les QRDR va revelar la preséncia de
substitucions en ParC consistents en els canvis aminoacidics Ser80Pro, Ser79Ala, o la
doble mutacié Ser79Phe i Alal21Val, mentre que les dues soques altament resistents
van presentar la doble substitucié en ParC Ser79Phe i Alal21Val, i el canvi Ser81Tyr
en GyrA. Aquestes dades també confirmen les obtingudes en estudis previs on s’ha
evidenciat que en S. pyogenes les substitucions més comuns en ParC es situen en la
posicié aminoacidica 79 on la Ser és reemplacada per Ala, Phe o Tyr i les substitucions
observades amb més freqiiencia en GyrA afecten al residu 81 amb el reemplacament de
Ser per Tyr o Phe. Alonso ef al. observaren en una soca de S. pyogenes amb sensibilitat
disminuida a ciprofloxacino (CIM 4 pg/ml) la presencia d’una tdnica substitucid
Ser79Ala en ParC, identica a 1’observada en el present estudi, i demostraren la seva
contribucid a la resisténcia mitjancant la transformacié amb el fragment de DNA que

. ., . o . . 24
contenia la mutaci6 en una soca de S. pneumoniae previament sensible’

. En la primera
publicacié de la caracteritzacié d’una soca de S. pyogenes altament resistent a

fluoroquinolones (CIM levofloxacino >32 ug/ml) I’any 2000, Yan et al demostraren la
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260 Richter

presencia de mutacions en ParC (Ser79Tyr) y GyrA (Ser81Phe 1 Met99Leu)
et al. van descriure en una soca de S. pyogenes emml2 amb alts nivells de resisténcia a
fluoroquinolones les substitucions Ser79Phe i Alal21Val en ParC i Ser81Tyr en GyrA
que soén identiques a les observades en les soques emml2.26 altament resistents del

261 " EBls canvis aminoacidics en ParC Ser80Pro i Alal21Val s’han

present estudi
documentat de manera inusual en S. pyogenes i en estreptococs B-hemolitics d’altres
grups261’263’266. La contribucié d’aquestes mutacions a la resistencia a fluoroquinolones
sembla ser dubtosa ja que s’han observat per si soles en soques de S. pyogenes sensibles
a levofloxacino (CIM <0,5 i 1 pg/ml)’*’. Aquestes dades suggereixen, almenys en la
soca en la que es va detectar Uinicament la mutacié Ser80Pro i va presentar valors de
CIM de ciprofloxacino i levofloxacino de 2 pg/ml la possible existencia d’altres

. s . . 4368
mecanismes de resistencia com sistemes d’expulsid 369

no investigats en aquest
estudi.

Les quatre soques amb sensibilitat disminuida a fluoroquinolones van pertanyer
a tres tipus emm, incloent emm6.0 (dues soques), emm3.1 1 emm12.27, i les dues soques
altament resistents eren del nou subtipus identificat en aquest estudi emm12.26. De
forma notable, es van identificar diverses mutacions sinOnimes en les regions
analitzades dels gens parC, parE i gyrB que eren idéntiques en soques del mateix tipus
emm independentment del subtipus. Es va trobar una relacié epidemiologica entre els
dos pacients dels quals es van aillar les soques emml2.26 altament resistents a
fluoroquinolones. Aquest pacients es trobaven ingressats en la mateixa sala
d’hospitalitzacié i les soques van ser aillades en un lapse de temps de 72 hores, el que
suggereix una possible transmissié nosocomial.

Diversos estudis han aportat evidencies de la disseminaci6 clonal de soques de S.
pyogenes no sensibles a fluoroquinolones particularment del tipus emm6. Alberti et al.
en un estudi en el que es van analitzar soques de S. pyogenes aillades en 17 hospitals
espanyols observaren que el 63,3% de les soques amb sensibilitat disminuida a
ciprofloxacino exhibien el tipus emm6 1 el 50% d’aquestes presentaven patrons de
PFGE indistingibles’>. Coincidint amb aquests resultats, Alonso ef al. van documentar
la disseminacié clonal de soques de S. pyogenmes amb sensibilitat disminuida a
ciprofloxacino pertanyents al tipus emm6 en poblacié pediatrica a Bilbao™. A Belgica

en una analisi de 152 soques de S. pyogenes amb sensibilitat disminuida a
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ciprofloxacino, dos clons pertanyents als tipus emm6 i1 emm?75 construiren el 88% de les
soques analitzades, i de forma notable el clon emm6 representa per si sol el 74% de les
soques no sensibles a fluoroquinolones®®. En tots els estudis citats anteriorment i en el
nostre cas, la mutacié identificada en les soques emm6 va ser invariablement el canvi
Ser79Ala en ParC. Orschen et al. han proposat que la sensibilitat disminuida a
fluoroquinolones en soques de S. pyogenes del tipus emm6 és intrinseca com a resultat

21 En un estudi realitzar

d’un polimorfisme en parC que codifica el canvi Ser79Ala
entre 2002-2003 als Estats Units en el que els autors van evidenciar una freqiiéncia
inusualment elevada (10,9%) de soques de S. pyogenes amb sensibilitat disminuida a
ciprofloxacino, van trobar que el 90,3% de les soques eren del tipus emm6 i contenien
totes elles la substitucié Ser79Ala en ParC. En aquest mateix estudi, I’analisi de soques
addicionals del tipus emmo6 aillades en diferents periodes i en diverses zones
geografiques arreu del mon va revelar la presencia de la mateixa mutacid, incloent la
soca de referencia M6 aillada el 1918 i caracteritzada per R. Lancefield 1 altres soques
recuperades abans de la introducci6 de ciprofloxacino en la practica clinica el 1987.
Malgrat I’existencia de soques de S. pyogenes amb una menor sensibilitat a
fluoroquinolones degut a la presencia d’una primera mutacié en parC i que poden ser
les precursores de mutants altament resistents si desenvolupen mutacions addicionals, la
resistencia a fluoroquinolones en S. pyogenes €s actualment inusual i no constitueix un
problema clinic. No obstant, la freqiiencia de soques resistents pot incrementar-se a
mesura que continua la pressié selectiva exercida per 1’ds d’aquests agents. Seran
necessaris esfor¢os en la vigilancia epidemiologica per a determinar si la resistencia a

fluoroquinolones en aquesta especie constitueix un fenomen emergent.
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Conclusions

Les infeccions de la pell 1 teixits tous van constituir les formes predominants
d’infecci6 invasiva. La SSTS es va registrar en quatre pacients i es va trobar

associada a fascitis necrosant en la meitat dels casos.

La majoria dels pacients afectats de quadres invasius eren adults, principalment
d’edat avangada (> 65 anys) (44,4%) 1 adults joves (25-44 anys) (25,9%), mentre
que la major proporcié de casos no invasius (54,5%) va correspondre a pacients

pediatrics (< 15 anys).

Es va observar la presencia de factors predisposants en una elevada proporci
dels casos invasius, destacant I’alteracié de la barrera cutania, la infeccié per
HIV, I'ts de drogues per via parenteral, i les neoplasies entre els més

objectivats.

El tipus emm més prevalent en la col-leccié de soques analitzada va ser emml,
seguit dels tipus emm3, emm4, emml2, emm28, emmll i emm77. Aquests set

tipus representaren en conjunt el 61,9% de les soques analitzades.

No es van observar diferencies significatives en la distribuci6 de tipus emm entre
soques aillades d’infeccions invasives i no invasives. L'inica excepcié fou el
tipus emm25, que es va trobar associat a infeccions invasives en ADVP i que

s'ha descrit previament en el context de brots en aquest grup de poblacio.

Es va trobar una forta correlacié entre el patré de superantigens i el tipus emm

independentment del tipus d’infeccid.

No es va identificar un patr6 de superantigens comu o predominant en les soques
aillades d’infeccions invasives ni en les associades a les formes més greus
d’infeccioé (FN i SSTS), que contrariament van mostrar una elevada diversitat de

tipus emm 1 consegiientment multiples patrons de superantigens.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

En base als gens de virulencia analitzats, la manca d’associacié de forma
concloent entre una dotacié particular de gens de virulencia 1 un major potencial
invasiu suggereix que I’evolucié de la infecci6é pot dependre d’altres factors de
virulencia del microorganisme, de mecanismes involucrats en la regulacié de la

seva expressio i de factors intrinsecs de 1’hoste.

La resisténcia a eritromicina va mostrar un increment progressiu al llarg del

periode estudiat del 16,6% el 1999 al 38,8% en la primera meitat de 2003.

Les freqiiencies relatives dels fenotips de resistencia a macrolids van fluctuar
durant el periode estudiat amb una tendéncia cap a I’increment del fenotip M

fins I’any 2001 i un increment subsegiient del fenotip MLSg.

Es va observar una correlaci6 absoluta entre I’expressio del fenotip M 1 la
presencia del gen mef(A), mentre que en les soques amb fenotip MLSg es va

detectar el gen erm(B) i en menor proporcié el gen erm(TR).

Es va detectar una moderada diversitat de tipus emm en les soques resistents a
eritromicina (35 soques, 11 tipus), amb un predomini dels tipus emm4, emml |,
emml2, emm75 i emm25. Aquests cinc tipus van constituir el 80% de les soques
resistents perd només el 7,7% de les sensibles, el que indica una forta associacié

d’aquests tipus a la resistencia.

La freqiiencia de resisténcia a tetraciclina va fluctuar durant el periode estudiat
(maxim 34,6% el 2002 i minim 15,8% el 2001) i va ser significativament

superior en les soques resistents a eritromicina que en les soques sensibles

(42,8% versus 18,7%).
En les soques resistents a tetraciclina el gen tef(M) va ser el predominant i es va

trobar distribuit en soques pertanyents a 14 tipus emm, mentre que la distribuci6

del gen ret(O) va estar restringida a soques emm?77.
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15.

16.

17.

No es van observar diferéncies significatives en la prevalenca de resistencia a
eritromicina ni a tetraciclina en el grup de soques aillades d'infeccions invasives

respecte del de soques aillades d'infeccions no invasives.

S’observa una baixa prevalenca de resistencia a levofloxacino (3,2%) 1 va ser

majoritariament de baix nivell.

La resistencia de baix nivell a fluoroquinolones es va associar a substitucions
unicament en ParC consistents en els canvis Ser79Ala o Ser79Phe, observant-se
també els polimorfismes Ser80Pro i Alal21Val. Les soques que van mostrar
resisténcia d’alt nivell van presentar alteracions en dues dianes, la substitucié

Ser79Phe en ParC i la substitucié Ser81Tyr en GyrA.
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