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Characterization of group A beta-haemolytic streptococcus with mucoid
phenotype isolated in a tertiary hospital

ABSTRACT

Keywords: Introduction: The objective of this study is to characterize Streptococcus pyogenes isolates with a mucoid
Streptococcus pyogenes phenotype and to compare them with non-mucoid isolates obtained between April and August 2016.
Scarlet fever Material and methods: Identification and antimicrobial susceptibility were performed in all isolates. The
SMeLrlg(t);?)e emm3 emm type and exotoxin genes speA, speB, speC, speF, speG, speH, spe], speZ and ssa were analyzed. Clinical
and demographic data were collected.
Results: From 96 isolates analyzed, 47% had a mucoid phenotype and 95.5% of them presented speA-speB-
speF-speG-ssa genes and emm3 genotype. The main clinical manifestation was pharyngotonsillitis (77.1%)
evolving to scarlet fever in 67.5% of the cases.
Conclusion: This study describes the circulation of a mucoid phenotype strain with a speA-speB-speF-
speG-ssa toxin profile and emm3.1 genotype considered one of the most frequent and virulent of SGA.
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Introduccién

Streptococcus pyogenes o estreptococo beta-hemolitico del
grupo A (SGA) causa numerosos procesos infecciosos que abarcan
desde faringitis o infecciones cutaneas hasta enfermedades inva-
sivas como bacteriemia, artritis séptica, neumonia, sindrome del
shock téxico o sepsis puerperal’.

Como principal factor de virulencia del SGA se ha descrito la
proteina M, codificada por el gen emm, empleada para clasificar las
cepas en diversos genotipos?. Otros determinantes de virulencia
son las exotoxinas pirogénicas estreptocécicas, codificadas por los
genes spe, y la expresién de polisacarido capsular de acido hialuré-
nico que confiere un aspecto mucoide a las colonias>.

En abril de 2016, se observ6 un aumento repentino de aislados
de S. pyogenes con fenotipo mucoide en las muestras recibidas en el
Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Reina Sofia de
Cérdoba (HURS). El objetivo de este estudio fue la caracterizacién
epidemioldgica y molecular de estas cepas con fenotipo mucoide
y su comparacion con las cepas no mucoides aisladas en el mismo
periodo de tiempo.

Material y métodos

Se estudiaron los aislados de SGA obtenidos de muestras clini-
cas recibidas en el Servicio de Microbiologia del HURS entre abril
y agosto de 2016. Las muestras se sembraron en placas de agar
sangre con un disco de bacitracina y se incubaron durante 48 h
en atmoésfera enriquecida con el 5% de CO, a 35+2°C. La identi-
ficacién y la sensibilidad antimicrobiana se llevé a cabo mediante
microdilucién con paneles del sistema semiautomatizado Wider
(Panel 94B MIC/ID, Francisco Soria Melguizo SA, Madrid, Espana).
Los resultados se interpretaron de acuerdo al «<European Commit-
tee on Antimicrobial Susceptibility Testing» (EUCAST). Los aislados
resistentes a eritromicina se clasificaron en 3 fenotipos en fun-
cién del patrén de sensibilidad mostrado en el test de doble disco
con eritromicina (15 wg) y clindamicina (2 pg): fenotipo M (eri-
tromicina resistente y clindamicina sensible), fenotipo constitutivo
MLSg (eritromicina y clindamicina resistente) y fenotipo inducible
MLSg (eritromicina resistente y resistencia inducible a clindamicina
detectada por el achatamiento del halo de inhibicién de clindami-
cina cerca del disco de eritromicina).

La caracterizaciéon molecular de las cepas se llevé a cabo
en el Instituto de Salud Carlos IIl. Se determiné el genotipo
emm de todos los aislados mediante amplificacién por PCR
y posterior secuenciacién del gen emm siguiendo el proto-
colo de los Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
(https://www.cdc.gov/streplab/protocol-emm-type.html). Se ana-
lizaron los genes de exotoxinas speA, speB, speC, speF, speG, speH,
spe], speZ y ssa mediante PCR*. Se recogieron datos clinicos y demo-
graficos de los pacientes en los que se aislaron las cepas estudiadas.
Los datos fueron analizados en el programa SPSS® versién 19.0.

Resultados

Se analizaron un total de 96 aislados de SGA obtenidos de exuda-
dos faringeos (74; 77,1%), esputos (4; 4,2%), exudados vaginales (8;
8,3%), exudados de herida (3; 3,1%), sangres (2; 2,1%), exudado 6tico
(1; 1%), broncoaspirado (1; 1%), biopsia ganglionar (1; 1%), liquido
pleural (1; 1%) y loquios (1; 1%). Las muestras procedian de 14 cen-
tros de atencién primaria (CSs) (70; 72,9%), urgencias pediatricas
(9; 9,4%), consultas especializadas (10; 10,4%), medicina interna (4;
4,2%), unidad de cuidados intensivos (2; 2,1%) y cirugia toracica
(1; 1%). La edad media de los pacientes del estudio fue de 16 afios
(rango: <1 a 76 afos), siendo el 61,5% mujeres y el 38,5% varones.
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Las colonias de 45 (46,9%) de los aislados presentaron un aspecto
mucoide y 51 (53,1%) tenian la apariencia clasica de colonias planas
brillantes.

En el conjunto de los 96 aislados se identificaron 13 genotipos,
siendo el mas frecuente el tipo emm3 (49,4%), seguido de emm4
(10,4%), emm6 (6,3%) y emm12 (5,2%). En 11 pacientes se identificé
un nuevo subtipo emm3, clasificado por el CDC como emm3.166.
Entre los aislados con fenotipo mucoide, 44 (97,8%) pertenecieron
al tipo emm3, siendo en su mayoria el subtipo emm3.1 (75,6%) y
emm3.166 (15,6%). El otro aislado mucoide correspondié al tipo
emm?77. El 31,4% de los aislados no mucoides presentaron el geno-
tipoemm3, incluyendo emm3.1(23,5%)y emm3.166 (7,8%), asi como
otros 10 genotipos siendo los mas frecuentes emm4 (19,6%), emm6
(11,8%) y emm12 (9,8%).

Se identificaron 19 perfiles de toxinas diferentes. Los genes spe
mas comunes fueron speB (92,7%), speF (91,6%) y speG (86,5%). El
95,5% de las cepas con fenotipo mucoide presentaron los genes
speA-speB-speF-speG-ssa. En las cepas con fenotipo no mucoides los
perfiles de toxinas mas comunes fueron speA-speB-speF-speG-ssa
y genotipo emm3 (25,5%) seguido de speB-speC-speF-speG-speH y
genotipo emm6 (21,6%).

Todos los aislamientos fueron sensibles a penicilina, ampicilina,
clindamicina y vancomicina. Tres aislamientos mostraron resis-
tencia a eritromicina con fenotipo M de resistencia a macrélidos
presentando el genotipo emm?77 con fenotipo mucoide, emm3 con
fenotipo mucoide y emm94 con fenotipo no mucoide.

La principal manifestacién clinica fue la faringoamigdalitis en el
77,1% de los casos que evoluciond a escarlatina en el 67,5% de ellos.
El 65% de estos casos fue en menores de 5 afios. No se observa-
ron diferencias significativas (p=0,220) entre el fenotipo mucoide
y no mucoide en cuanto al desarrollo de escarlatina. El 67,3% de
los aislados productores de escarlatina presentaron el tipo emm3,
aunque esta tendencia no alcanzé una asociacion estadisticamente
significativa (p=0,17).

Se diagnosticaron 6 enfermedades invasivas, siendo 4 de ellas
(una bacteriemia, una mediastinitis, una artritis de rodilla y una
adenopatia cervical) producidas por aislados con fenotipo mucoide
y genotipo emm3.1, no encontrando asociacién estadisticamente
significativa (p=0,316). Dos de estos pacientes fallecieron. Las otras
2 enfermedades invasivas (una bacteriemia que finalizé en exitus y
una sepsis puerperal) fueron producidas por aislados con fenotipo
no mucoide con genotipo emm87 y emma89. Se produjo otro falle-
cimiento en un paciente con cancer de pulmén en quién se aislé
SGA (fenotipo no mucoide con genotipo emm1) en una muestra de
esputo. El resto de manifestaciones clinicas fueron 8 vaginitis, 3
neumonias, 2 infecciones de herida y una infeccién ética.

En la tabla 1 se presenta la distribucion de los casos aislados
por fenotipo, tipo de muestra, sindrome, genotipo emm y perfil de
genes exotoxinas.

Discusion

Los genotipos emm mas prevalentes de SGA a nivel global son
emm1, emm28, emm3, emm89 y emm4. Esta distribucién varia
significativamente segin la regién geografica y manifestacién cli-
nica, siendo los tipos emm1, emm3, emm28 y emm18 los mas
asociados con enfermedad invasiva®®. En Espafia, los genotipos
emm mas frecuentes son emm1, emm3, emm4, emm12, emm28 y
emma89, asociandose principalmente emm1 y emm3 con enferme-
dad invasiva’:3,

De las 6 enfermedades invasivas observadas en este estudio, 4
de ellas fueron producidas por el tipo emm3 con fenotipo mucoide,
mostrando una tendencia no estadisticamente significativa debido
probablemente al bajo nimero de aislados productores de enfer-
medades invasivas obtenidos en esta serie.
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Tabla 1

Relacién entre fenotipo, tipo de muestra, sindrome, genotipo emm y perfil de genes de exotoxinas en 96 aislamientos de estreptococos del grupo A
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Fenotipo (n)

Tipo muestra (n)

Sindrome (n)

Genotipo emm (n)

Perfil exotoxinas (n)

Mucoide
(45)

No mucoide (51)

Exudado faringeo
(34)

Esputo (2)

Liquido pleural (1)
Exudado vaginal

(4)

Exudado 6tico (1)
Sangre (1)

Exudado purulento (1)
Biopsia ganglionar (1)
Exudado faringeo

(40)

Esputo (2)

Broncoaspirado (1)
Sangre (1)
Exudado vaginal

(4)

Exudado purulento
(2)
Loquios (1)

Faringoamigdalitis

9)

Escarlatina (25)

Neumonia (1)
Bronquiectasias (1)
Mediastinitis (1)*
Vulvovaginitis (4)

Otitis media (1)
Bacteriemia (1)*

Artritis de rodilla (1)
Adenopatia cervical (1)?
Faringoamigdalitis

(16)

Escarlatina (24)

Neumonia (1)
Bronquiectasias (1)
Neumonia (1)
Bacteriemia (1)*
Vulvovaginitis (4)

Herida inguinal (1)
Ulcera por presién (1)
Sepsis puerperal (1)*

3.1(6) ABF,G],ssa(2)
AB,F,G,ssa(4)
3.93(1) ABFGssal)
3.166 (1) ABFG,ssa(1)
77 (1) B,CF(1)
3.1(18) ABF,GJ,ssa(4)
ABF,G,ssa (13)
AG,ssa (1)
3.166 (6) AB,F,G,ssa (6)
3.93(1) ABJF,G,ssa(1)
3.1(1) ABFG]ssa(1)
3.1(1) ABF,G,ssa(1)
3.1(1) ABJF,G,ssa(1)
3.1(3) ABFG],ssa(1)
ABF,G,ssa (1)
G,ssa (1)
3.24(1) ABFG,ssa (1)
3.1(1) AB,F,GJ,ssa (1)
3.1(1) ABF,G,ssa(1)
3.1(1) ABJF,G,ssa(1)
3.1(1) ABF,G,ssa (1)
1.0(1) ABFGJZ(1)
3.1(5) ABF,GJssa(1)
ABF,G,ssa(3)
B,F,G,ssa (1)
3.166 (1) ABF,G,ssa(1)
4.0 (4) B,C,FJ,Zssa (1)
B,C,F.Zssa (2)
B,CFG (1)
6.0 (1) B,CF,GH (1)
12.0(2) Negativo (1)
B,CFG (1)
82.0(1) AB,CFGH(1)
89.0(1) B,F,G (1)
1.0(1) ABFGJZ(1)
3.1(6) AB,F,G,ssa (6)
3.166 (3) Negativo (1)
ABF,G,ssa (2)
4.0(6) CZssa(2)
B,C,F,.Z,ssa (4)
6.0(3) B,CF,GH (3)
12.0(2) B,CF,G,H (2)
21.0(1) B,CFG (1)
87.0(1) B,CF,GJ.Zssa (1)
94.1 (1) B,C,F,G,H (1)
1.0(1) Negativo (1)
6.0 (1) B,CF,GH (1)
12.0(1) B,C,F,GH (1)
87.0(1) B,F,G,J,Zssa (1)
2.0(1) B,CFGJ (1)
3.1(1) ABJF,Gssa(1)
6.0(1) B,CF,GH,J (1)
1236 (1) B,CF,GH (1)
75.0(1) B,CF,G (1)
6.4 (1) B,C,F,G,H (1)
89.0(1) B,C,G (1)

2 Enfermedades invasivas.

Se detectd un caso de sepsis puerperal por el genotipo emma89,
previamente asociado con esta enfermedad?.

En otras partes del mundo, como EE. UU,, las cepas mucoi-
des estan ampliamente distribuidas, pero existen pocos estudios
sobre este fenotipo en Espafia. Varios trabajos asocian este factor
de virulencia con el genotipo emm3°19, El 97,8% de los aisla-
dos con fenotipo mucoide de este estudio present6 el genotipo
emm3 (emm3.1, emm3.24, emm3.93 y el de nueva descripcién
emm3.166), siendo mayoritariamente emm3.1 con perfil de toxinas
speA-speB-speF-speG-ssa. La poblacién no mucoide presentd hasta
11 genotipos emm distintos, siendo igualmente emm3.1 uno de los
mas frecuentes, asi como diferentes perfiles de toxinas.

El 51% de los pacientes desarrollaron escarlatina, siendo el 65%
menores de 5 afios. Esto podria dificultar la diferenciacién de este

cuadro con infecciones virales mas propias de esta edad. Estos datos
coinciden con los obtenidos por estudios en otros paises que obser-
van un aumento de la tasa de escarlatina en los dGltimos afios'!.
En Espafia, al no ser la escarlatina una enfermedad de declaracién
obligatoria es dificil determinar su incidencia real.

Algunos autores asocian la produccién de exotoxina pirogé-
nica speA con la aparicién de escarlatina'?. En este estudio el 69%
de los aislados productores de escarlatina portaban el gen speA
frente al 60% de los aislados productores de faringitis, no obser-
vando diferencias significativas (p=0,419) entre ambos grupos.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros autores
donde tampoco observaron diferencias'>.

Los 3 aislados resistentes a eritromicina (emm77, emm3 y
emm94) presentaron el fenotipo M, siendo este el mas frecuente
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en los SGA aislados en Espafia. La resistencia a antibi6ticos en SGA
se concentra en algunos genotipos siendo emm77 uno de los tipos
emm mas resistentes. El genotipo emm94 es mas infrecuente en
Espafia, pero presenta igualmente alta resistencia a eritromicina.
Se describe la circulacién de una cepa de aspecto mucoide con
perfil de toxinas speA-speB-speF-speG-ssa y genotipo emm3.1 con-
siderado de los mas frecuentes y mds virulentos de SGA>>.
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