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Hasta la fecha no se ha detectado resistencia a penicilina en Streptococcus pyogenes. No obstante
se ha registrado un aumento en la resistencia a macrélidos en varios paises del mundo. En la Argen-
tina se han observado escasos porcentajes de resistencia a eritromicina, a excepcion de un 11.1% registrado en
Mendoza. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la sensibilidad in vitro a penicilina y eritromicina de 251 ais-
lamientos sucesivos de S. pyogenes obtenidos en cuatro centros asistenciales localizados en las ciudades de
Neuquén y Cipolletti durante el periodo abril-diciembre de 1998. Se empleé el método de difusién con discos de
penicilina y el método del doble disco (eritromicina 15 pg y clindamicina 2 pg) para observar la resistencia a
macrélidos y el mecanismo involucrado. Los aislamientos resistentes a macrélidos fueron estudiados por E-test
(AB Biodisk, Solna, Suecia) para establecer los niveles de sensibilidad a eritromicina, y por dilucién en agar
para penicilina, eritromicina, ceftriaxona, azitromicina y clindamicina. Todos los aislamientos fueron sensibles
a penicilina y treinta de ellos (12.0%) fueron resistentes a eritromicina. Estos Gltimos mostraron el fenotipo M,
caracteristico del mecanismo de eflujo activo. Todos los aislamientos resistentes a eritromicina (CIM entre 8
y 16 mg/l) también resultaron resistentes a azitromicina, pero sensibles a clindamicina, penicilina y ceftriaxona.
De acuerdo a estos resultados concluimos que S. pyogenes continda siendo sensible a la penicilina, pero
creemos que en nuestra zona es necesario realizar estudios rutinarios de pruebas de sensibilidad a macrélidos
debido al relativamente elevado porcentaje de resistencia a eritromicina observado.

Resumen

Abstract Streptococcus pyogenes:  penicillin and erythromycin susceptibility in the cities of Neuguen and

Cipolletti. Penicillin resistance has not yet been detected in Streptococcus pyogenes. However
macrolide-resistant streptococci have emerged in several countries. Only low rates of erythromycin-resistant
S. pyogenes were reported in Argentina, with the exception of a 11.1% observed in Mendoza. The aim of the
present study was to determine the susceptibility to penicillin and to erythromycin of 251 consecutive clinically-
significant isolates of S. pyogenes obtained from four centers of Cipolletti and Neuquén during the period April-
December 1998. The double disk test with erythromycin and clindamycin disks was employed as a screening method
to detect ERY-resistant streptococci and to determine the phenotype of macrolide resistance. Disk diffusion was
also employed for determining penicillin susceptibility. Macrolide-resistant isolates were also tested for penicillin,
ceftriaxone, erythromycin, clindamycin and azithromycin susceptibility by the agar dilution method. Additionally they
were also tested for erythromycin susceptibility by E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden). All streptococci studied were
susceptible to penicillin and thirty of them (12.0%) were resistant to erythromycin. All these resistant isolates were
also resistant to azithromycin but susceptible to ceftriaxone and clindamycin. They showed the phenotype M (probably
efflux-mediated mechanism) and the MICs of erythromycin ranged between 8 and 16 pg/ml. According to these results
we conclude that in spite of universal susceptibility to penicillin in S. pyogenes, macrolide resistance is a matter of
concern in Neuguén and Cipolletti. At least in those cities it appears to be necessary to routinely perform macrolide
susceptibility tests in beta-hemolytic streptococci.
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El Streptococcus pyogenes se ha mantenido sensi-
ble a bajas concentraciones de penicilina a través del
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tiempo!. Este antibidtico continla siendo el de primera
eleccion para el tratamiento de muchas de las infeccio-
nes producidas por este microorganismo. Eritromicina,
clindamicina, y los nuevos macroélidos (roxitromicina,
claritromicina, azitromicina, etc.) son drogas alternativas
especialmente indicadas en casos de hipersensibilidad
a penicilina. El uso de los nuevos macrolidos para el
tratamiento de las faringitis estreptocécicas es cada vez
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mas frecuente debido a su comoda administracion y bue-
na tolerancia gastrica.

A diferencia de la uniforme sensibilidad a penicilina,
se ha descripto el aumento de la resistencia a macrolidos
en varios paises del mundo: Reino Unido?, Australia®,
Japon®, Finlandia®, Italia®, Espafia’, Taiwan®.

En la Argentina, los estudios publicados hasta el mo-
mento coincidieron en sefialar la sensibilidad a penicili-
na de las cepas estudiadas e informaron porcentajes
muy bajos de resistencia a eritromicina y macrolidos. En
1987, Casellas y col. no detectaron ninguna cepa resis-
tente a eritromicina sobre 30 aislados de S. pyogenes
estudiados®. En otro estudio, realizado entre 1989y 1994
con 373 cepas, se detectd un 0.5% de resistencia a
eritromicina considerando todo el periodo. Las cepas
resistentes fueron aisladas solamente durante 1989 ele-
vando la incidencia para ese afio al 1.5%. En 1994 se
realizé un estudio multicéntrico que incluyd 1767 cepas
de S. pyogenes aisladas en 58 centros de todo el pais
durante los meses de mayo y octubre. La resistencia
global a eritromicina resulté del 0.14% en mayo y del
0.28% en octubre!. Sin embargo, se observaron dife-
rencias regionales ya que las cepas aisladas en algunos
lugares tuvieron una resistencia mayor (Concordia: 6.2-
7.7%, Mendoza: 0-1.6%). En un estudio adicional reali-
zado en Mendoza en 1995 la resistencia a eritromicina
fue del 11.1%*".

Teniendo en cuenta estas diferencias regionales, de-
cidimos realizar el presente trabajo para evaluar la sen-
sibilidad a penicilina y eritromicina en nuestra zona. En
el mismo intervinieron cuatro centros asistenciales:
Policlinico Neuquén y Hospital Bouquet Roldan de la ciu-
dad de Neuquén y Policlinico Modelo y Hospital Pedro
Moguillansky de la ciudad de Cipolletti. Estas dos ciuda-
des, si bien pertenecen a diferentes provincias argenti-
nas, se encuentran geograficamente muy proximas e
integradas en una misma region.

Se estudiaron 251 aislamientos sucesivos de S.
pyogenes obtenidos a partir de materiales clinicos de
pacientes atendidos en los cuatro centros participantes
durante el periodo abril-diciembre de 1998.

Del total de cepas estudiadas, 69 (27.5%), fueron re-
cuperadas de pacientes adultos y 182 (72.5%) de pacien-
tes pediatricos. Doscientas treinta y dos cepas (92.4%)
fueron aisladas de exudados de fauces y 19 (7.6%) de
otros materiales (heridas: 9; oido medio: 3; sangre: 3;
flujo vaginal: 2; esputo: 1; senos paranasales: 1).

La identificacion de los microorganismos aislados se
realizé mediante las siguientes pruebas: sensibilidad a
0.04 Ul de bacitracina con discos comerciales (Britania,
Buenos Aires, Argentina) e hidrélisis de PYR (L-pirro-
lidonil-B-naftilamida) en discos (PYR-A-ENT, Britania,
Buenos Aires). Como pruebas confirmatorias se emplea-
ron la de Voges-Proskauer y la aglutinacién con antisuero
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especifico con particulas de latex (Slidex Strepto-Kit
BioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia).

Para estudiar su sensibilidad a los antibi6ticos se
empled el método de difusion en medio sélido segun
normas NCCLS?2. Los indculos se realizaron a partir de
estrias en medio sélido de 24 horas de incubacion,
resuspendiendo colonias aisladas en caldo Mueller-
Hinton. La concentracion bacteriana se ajusté de modo
de obtener una turbiedad equivalente a la del tubo N°
0.5 de la escala de Mc Farland.

Se utilizé agar Mueller-Hinton (Britania, Buenos Ai-
res), adicionado con sangre ovina al 5% (Alfredo
Gutiérrez S.R.L., Buenos Aires, Argentina). Se emplea-
ron discos comerciales de 10 Ul de penicilinay 15 pg de
eritromicina. (Britania). Las placas se incubaron 18 ho-
ras a 35° C.

Como cepa de referencia para el control del método
de difusion se utilizd6 Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Para la identificacion de los mecanismos de resisten-
cia a macrolidos se utilizaron discos comerciales de
15 pg de eritromicina 'y 2 pg de clindamicina colocados a
2.5 cm de distancia entre si (método del doble disco).
Este método se realizo en las mismas condiciones que
las descriptas anteriormente para las pruebas de difu-
sion. Adicionalmente se realizaron pruebas de E-test para
eritromicina de acuerdo a las indicaciones del fabricante
(AB Biodisk, Solna, Suecia). Ademas, se emplearon dis-
cos de lincomicina (10 pg), espiramicina (100 pg), pristi-
namicina | (estreptogramina B) (40 pg) y pristinamicina
Il (estreptogramina A) (20 pg) tal como se describiera
previamente?l.

Se utiliz6 también el método de dilucién en medio
sélido con placas de Agar Mueller Hinton adicionadas
de 5% de sangre ovina y de las diluciones de los
antibidticos: penicilina (0.007-8.0 mg/l), ceftriaxona
(0.007-8.0 mg/l), eritromicina (0.06-128 mg/l), clinda-
micina (0.06-128 mg/l) azitromicina (0.06-128 mg/l). Los
inoculos bacterianos fueron de 10* UFC/gota, utilizan-
dose un replicador de Steers para su distribucion en las
placas. La incubacion se realiz6 en atmosfera normal a
35 °C durante 24 horas.

Las 251 cepas estudiadas resultaron ser sensibles a
penicilina, exhibiendo halos de inhibicion entre 28 y 40
mm. Todas ellas fueron identificadas como S. pyogenes
por producir aglutinacion con el reactivo de latex corres-
pondiente y por dar positivas las pruebas de PYR y
bacitracina (sensible) y negativa la de Voges-Proskauer.

Treinta cepas (12.0%) fueron resistentes a eritro-
micina con halos de inhibicién entre 9 y 17 mm y 221
(88.0%) resultaron sensibles, con halos mayores de
21 mm.

Todas las cepas resistentes a eritromicina fueron sen-
sibles a clindamicina, lincomicina, pristinamicinas y
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TABLA 1.— Resultados de las pruebas de sensibilidad a los antibidticos con 30 aislamientos de Streptococcus
pyogenes resistentes a eritromicina obtenidos en las ciudades de Neuquén y Cipolletti, Argentina, afio 1998

Antibiético Método empleado

Difusién con discos Dilucion en agar E-test
Carga Halo Categoria! CIM Categoria CIM Categoria
(mm) (mgl/l (mall)

Penicilina 10 UI > 28 S <0.007-0.015 S ND ND
Ceftriaxona 30 ug > 28 S <0.015 S ND ND
Eritromicina 15 pg 9-15 R? 8-16 R 12-16 R
Clindamicina 2 ug 21-27 Sz3 <0.015 S ND ND
Azitromicina 15 pg ND ND 32-64 R ND ND
Lincomicina 10 ug 19-24 S? ND ND ND ND
Pristinamicina | 40 pg 19-23 S? ND ND ND ND
Pristinamicina Il 20 ug 19-21 S? ND ND ND ND
Espiramicina 100 pg 22-26 S ND ND ND ND

1 Categoria: S = sensible, | = con sensibilidad intermedia, R = resistente, ND: no determinado

CIM: concentracién inhibitoria minima.

2 Estos resultados corresponden al esquema recomendado por Leclercq y Courvalin para poder reconocer los mecanismos involucrados

en la resistencia a macrolidos*®.

3 Ningun aislamiento presentd antagonismo clindamicina-eritromicina por el método del doble disco

espiramicina cuando fueron ensayadas por el método
de difusién. Ninguna de ellas present6 antagonismo
eritromicina-clindamicina por el método de aproxima-
cion de discos (Tabla 1).

Tanto las pruebas de E-test como las de dilucion en
medio sélido mostraron datos de CIM para eritromicina
entre 8 y 16 mg/l (Tabla 1).

En los ensayos de dilucion, coincidentemente, las
cepas resistentes a eritromicina resultaron ser sensibles
a penicilina (CIM < 0.03 mg/l) a ceftriaxona (CIM < 0.015
mg/l) y a clindamicina (CIM < 0.06 mg/l). Las CIM de
azitromicina oscilaron entre 32 y 64 mg/l (Tabla 1).

De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro tra-
bajo podemos decir que S. pyogenes continta siendo
altamente sensible a penicilina en nuestra zona. Sin
embargo, la resistencia a eritromicina fue del 12.0%. Este
valor difiere de los datos publicados hasta el momento
en Argentina, donde la resistencia a este antibi6tico ha-
bitualmente no superaba el 1.5%°% "8, pero se asemeja
al 11.1% de resistencia observada en Mendoza en
1995,

El nivel de resistencia a eritromicina encontrado en
nuestro estudio nos plantea la necesidad de mantener
una vigilancia epidemiolégica activa de la misma y nos
alerta sobre el riesgo del uso empirico de macrdlidos en
faringitis estreptocécicas. Creemos necesario en nues-
tra zona la realizacion rutinaria de pruebas de sensibili-
dad a macrdlidos ante el aislamiento de S. pyogenes de
materiales clinicos.

Teniendo en cuenta que las cepas resistentes a
eritromicina fueron sensibles a clindamicina sin defor-
macion de los halos de inhibicion, los fenotipos encon-

trados parecen coincidir con un mecanismo de resisten-
cia mediado por eflujo activo, ya descripto anteriormen-
te en cepas argentinas!. La posibilidad de utilizacion
de clindamicina frente a esas cepas motiva la necesi-
dad del reconocimiento del posible mecanismo
involucrado debido a las ventajas que parece aportar
este antibiotico respecto de la penicilina en el tratamien-
to de infecciones estreptocécicas severas®.
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In 1773, Dijon Cathedral became so infected by putrid exhalations from bodies that it was deserted.
L.B. Guyton de Morveau (1737-1816), a chemist, successfully purified the air with hydrogen chloride.
Afterwards he used chlorine and developed the portable bottle for producing the gas (there in exhibition).
It still contains the manganese dioxide on to which acid was poured.

Fumigador (Finales del Siglo XVIII)

En 1773, la Catedral de Dijon lleg6 a estar tan infectada por emanaciones de cadaveres, que quedd
desierta. L.B. Guyton de Morveau (1737-1816), un quimico, logré purificar el aire con acido clorhidrico.
Mas tarde, uso cloro, y perfecciond la botella portéatil para producir el gas cloro (que se halla en exhibi-
cion en el Museo). Ella aun contiene el diéxido de manganeso sobre el que se volcaba el acido.

Traité des moyens de désinfecter l'air. (Tratado sobre la desinfeccion del aire).
L.B. Guyton de Morveau. Paris, 2 Ed., 1801

*Science Museum, Exhibition Road, London SW7 2DD



