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INTRODUCCION






Introduccién

Uno de los aspectos mds probleméticos que existe hoy en dia es el de tratar
adecuadamente una infeccidn, lo que en principio representa una paradoja, al
considerar que nunca anteriormente se ha tenido en el arsenal terapéutico tal variedad
de compuestos eficaces para hacer frente a una buena parte de procesos infecciosos
producidos por microorganismos. |

Mucho antes del descubrimiento de la penicilina y su posible aplicacién para el
tratamiento de algunas infecciones, ya existia la resistencia, al tratarse de un
fenémeno natural ligado a la propia produccion del antimicrobiano. En efecto,
existen en la naturaleza diferentes microorganismos capaces de excretar sustancias
que destruyen a otros considerados como competidores suyos. El primer requisito de
los microorganismos productores de antibidticos es que la sustancia antimicrobiana
que elaboren no les afecte a ellos; para eso, disponen de mecanismos selectivos que
impiden que el antibidtico sintetizado les perjudique, en definitiva, disponen de
mecanismos de resistencia a los mismos.

BEste fenémeno de la resistencia ha ido aumentande y apareciendo en otras
bacterias y con otros antibidticos. El uso continuado de antibiéticos ha condicionado
la seleccidn de bacterias resistentes, que se han ido extendiendo de acuerdo con el
fipo de bacteria, la cantidad de antibioticos consumida, la prevalencia de
determinadas infecciones y la densidad de poblacién en un lugar determinado. En
general, existe una correlacion entre los antimicrobianos utilizados masivamente en
un hospital determinado y la aparicién de bacterias resistentes a los mismos.

La busqueda de mecanismos que expliquen porqué las bacterias adquieren
resistencias ha sido una constante de la investigacion biomédica. Para cada grupo de
antibidticos hay distintas vias para hacerse resistentes, que incluyen en ocasiones la
participacién de elementos genéticos maéviles (plasmidos, genes extracromosomicos
con capacidad de replicacion autonoma...), que en determinadas circunstancias
pueden fransmitirse de bacteria a bacteria por conjugacién, como clemento de

recombinacién genética mds frecuente.



Introduccién

1.  GENERO Streptococcus

Los estreptococos son cocos Gram-positivos, dispuestos en parejas o en cadenas
de longitud variable. Estos microorganismos son anacrobios facultativos, catalasa-
negativos, no forman esporas, por lo general son inmdviles y tienen requerimientos
nutricionales complejos y variables. Para su identificacién se tienen en cuenta dos
factores: el serogrupo de Lancefield y los patrones de hemdlisis en agar sangre de
cordero.

1. La clasificacién de Lancefield (1933) se basa en la constitucién de
carbohidratos de la pared celular. En medicina clinica, los estreptococos mas
importantes segun este esquema son:

v'  Grupo A: Streptococcus pyogenes.

v’ Grupo B: Streptococcus agalactiae.

v'  Grupo D: Streptococcus spp. (no se debe confundir con Enterococcus spp.,

que también posee el antigeno D).

v Grupo C: Streptococcus equisimilis.

v Grupo G: Streptococcus anginosus.

2. Los patrones hemoliticos son los siguientes:

v’ Estreptococos a-hemoliticos: Provocan la destruccidén incompleta de los

glébulos rojos dentro del agar sangre de cordero, dando lugar a una

decoloracion verde oscura al medio, alrededor o debajo de las colonias, que

refleja la presencia de biliverdina y otros componentes de tipo hemo. lLos
Neumococos y estreptococos viridans son tipicamente ci-hemeliticos.

v Estreptococos B-hemoliticos: Destruyen completamente las células rojas en el
agar sangre de cordero, dande lugar a la transparencia del agar. La
estreptolisina O es una hemolisina 1dbil al oxigeno encontrada en
estreptococos, especialmente en S pyvogenes y. en pequefia cantidad, en
estreptococos del grupo C y G. La estreptolisina S estable al oxigeno estd
presente en el 98% de los aislados de S. pvogenes. La zona de B-hemolisis
aumenta si el cultivo se incuba en anaerobiosis. S. pyogenes y S. agalactiae
son [-hemoliticos, asi como otras especies de estreptococos de poca
relevancia clinica.

v/ Estreptococos no hemeoliticos: Se encuentran a menudo como comensales.
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Tanto los estreptococos del grupo D como los enterococos pueden ser alfa, beta o

no hemoliticos.

1.1 Streptococcus pyogenes

S. pyogenes, también denominado estreptococo B-hemolitico del grupo A, fue
descubierto por Pasteur en 1882. Es un coco Gram-positivo, catalasa negativo,
inmévil y no esporulado. Tras 24 horas de incubacién en agar sangre, las colonias
son B-hemoliticas, de forma redonda u ovalada y aparecen en parejas o formando

cadenas cortas,

Ecologia: Las infecciones provocadas por S. pyogenes son transmitidas
frecuentemente por portadores asintomdticos en el tracto respiratorio superior o en la
piel. Las infecciones se propagan por contacto interpersonal directo, probablemente a
través de la saliva o de secreciones nasales, provocando microepidemias en el
entorno familiar, escolar, laboral o callejero. Este hecho ha sido documentado en
dreas confinadas, por ejemplo en guarderias, donde hasta el 50% de los nifios estaban
colonizados por S. pyogenes (Feldman ef al., 1987). Mds recientemente, Nguyen ef
al. (1997) estudiaron el polimorfismo genético de cepas de S. pyogenes aisladas de
pacientes y de individuos sanos en contacto con ellos en un drea con infecciones
estreptococicas endémicas. Se estudiaron 52 pacientes con faringotonsillitis
estreptococica aguda, que mostraron 14 clones de S. pyogenes no relacionados, lo
que da idea de la diversidad genética de esta especie. Durante los 3 ¢ 4 meses
siguientes, se hizo un seguimiento a los pacientes ya curados, y se observo que la
recolonizacién por S. pyogenes fue de un 20%: pacientes curados eran colonizados
por clones nuevos, que en su mayoria, coincidian con los que portaban individuos
sanos en contacto diario con ellos. Estos resultados sugieren una rapida diseminacién

y redistribucion de cepas de S. pyogernes entre personas que viven en contacto.

Importancia clinica: 5. pyogenes es uno de los patdgenos bacterianos de mayor
importancia en el ser humano. Es la causa mds frecuente de faringoamigdalitis aguda
de etiologia bacteriana -especialmente en los nifios-, produce numerosas afecciones

supuradas cutdneas y sistémicas en pacientes de todas las edades y puede dar lugar,
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ocasionalmente, a dos importantes secuelas: la fiebre reumdtica y la
glomerulonefritis aguda postestreptococica.

El pico de la incidencia de la enfermedad respiratoria atribuida a S. pyogenes se
da entre los 6 y los 13 afios de edad, siendo mas comun a finales de invierno y
comienzos de primavera en climas templados. En Espafia e [talia se han descrito
estas variaciones estacionales (Orden et al., 1996; Baquero ez al., 1999b; Borzani et
al., 1997), con una menor incidencia de cepas de S. pyogenes en los meses de verano.
Las infecciones de la picl son més frecuentes en nifios en edad preescolar y se

manifiestan especialmente en verano y comienzos de otofio en climas templados.

Susceptibilidad a antibiéticos: Por fortuna, S. pyogenes se ha venido
manteniendo durante afios uniformemente sensible a la penicilina. En el momento
actual son muchos los autores que siguen manteniendo este farmaco como
tratamiento de eleccidn, ya que, en sentido estricto, no existe resistencia a penicilina
en 5. pyogenes. Las unicas cepas resistentes debido a moditicaciones en sus protefnas
fijadoras de penicilina (PBPs) sc¢ han obtenido siempre en condiciones de laboratorio.
El porqué esta seleccion, relativamente facil de conseguir en el laboratorio, no se ha
dado in vivo, cuando es notorio que numerosos pacientes estdn sometidos durante
periodos prolongados de tiempo a concentraciones tisulares relativamente bajas de
penicilina, es una cuestion por dilucidar (Tomasz et al, 1995). Sin embargo,
actualmente se dan dos circunstancias que han hecho que algunos autores se planteen
la pertinencia de mantener la penicilina como tratamiento de eleccién: el aumento de
fracasos terapéuticos y la aparicion de nuevos firmacos que podrian constituir una
buena alternativa. Diversos estudios describen, con frecuencia creciente en algunas
dreas, fracasos terapéuticos en faringoamigdalitis estreptocdcicas tratadas con
penicilina (Pichichero, 1995), que s¢ achacan a disminuciones en la sintesis de PBPs
en los (ejidos, dando lugar a un cierto grado de tolerancia o a una hipotética
proteccién por betalactamasas producidas por otras bacterias integrantes de la
microbiota faringea. Ademds van apareciendo oiros farmacos, como las nuevas
cefalosporinas orales y los nuevos macrélidos y derivados que, con una actividad
sobre S. pyogenes préxima a la de la peniciling, presentan caracteristicas

farmacocinéticas mucho mds favarables.
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Los macrélidos han sido y son ain el tratamiento de eleccion de las infecciones
producidas por S. pyogenes en los pacientes con reacciones de hipersensibilidad a las
penicilinas. No obstante, desde que en 1959 se describié la primera cepa de
S. pyogenes resistente a eritromicina y a otros macrolidos (Lowbury and Hurst, 1959)
aislada en una unidad de quemados de un hospital de Birmingham en Reino Unido,
s¢ han comunicado resistencias a este antibidtico en diversos paises, aunque con
grandes variaciones geogréficas. Durante los afios posteriores a la comunicacién del
primer aislamiento resistente, éstos se presentaban de forma esporddica (Gerber,
1995). Sin embargo, a principios de 1970 se observa en Japon un répido y alarmante
incremento de S. pyogenes resistentes a eritromicina, llegandose a alcanzar, en 1979,
cifras del 61,8% (Maruyama et al., 1979). En otros paises de Europa y Norteamérica
el numero de aislamientos resistentes oscilaba, en ese momento, entre un 0,7 y un 5%
(Scott ef al., 1989; Jirvinen et al., 1989 y Wittler et al., 1990). Durante la década de
1990 se ha observado un incremento importante de la resistencia a eritromicina en S.
pyogenes en Europa, especialmente en Finlandia, Italia y Espafia (Kataja er al., 1999;
Giovanetti ez al., 1999 y Pérez-Trallero et al., 1998).

1.2 Streptococcus agalactiae

S. agalactiae, o estreptococo -hemolitico del grupo B, es un coco Gram-positivo,
catalasa y oxidasa negativo, anaerobio facultativo, que se presenta formando cadenas
de longitud wvariable. Puede crecer en medios simples, aunque los medios
suplementados con sangre o suero favorecen su crecimiento. Tras 18-24 horas de
Incubacion en agar sangre, las colonias son de aproximadamente 2 mm de didgmetro,
lisas y rodeadas por un halo de $-hemdlisis, aunque existen cepas no hemoliticas,
Presenta, ademds del antigeno polisacarido comin que le caracteriza como
perteneciente al grupo B de Lancefield, antigenos polisacaridos especificos y

antigenos proteicos, que permiten su clasificacidn en serotipos.

Ecologia: S. agalactiae forma parte de la flora normal del tracto gastrointestinal
desde donde coloniza la vagina y a veces ¢l tracto urinario. La colonizacion del tracto
genital puede ser intermitente y es un hecho importante en las mujeres gestantes, por

la posible transmisién de este microorganismo al recién nacido.
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Importancia clinica: Durante los ultiros afios S. agalactiae ha demostrado ser
un agente etiolégico importante en un amplio espectro de infecciones, sobre todo en
neonatos y en adultos susceptibles, como diabéticos o alcohdlicos, entre otros.
Comunmente, coloniza la vagina y la regién ano-rectal de la poblacién femenina, con
mas frecuencia en mujeres embarazadas. En los paises industrializados es causa
importante de infeccidn neonatal. La cifra de colonizacién oscila entre 15% vy 40%,
pero varia segun la regién geografica (Committe, 1992), La colonizacién vaginal en
mujeres embarazadas se correlaciona con las infecciones neonatales por este germen.
La principal via para transmitir el microorganismo consiste en ¢l paso por el canal
del parto colonizado, aunque también puede obtenerse por infeccién intrauterina y
adquisicién nosocomial postparto. En los neonatos es un patégeno importante que
causa neumonia, sepsis y meningitis, con una mortalidad alta. En las madres, puede
producir infecciones intrauterinas, endometritis, fichbre postparto, infeccion urinaria y
bacteriemia. Aunque la transmisidon madre-hijo ocurre entre el 29% y el 70% de los
casos, no todos los neonatos desarrollan infecciones (Suara ef al., 1994).

Cada vez con mayor frecuencia 5. agalactiae origina problemas de salud, sobre
todo en ancianos y en adultos con enfermedades crénicas y con algin grado de
inmunosupresion (particularmente cirrdticos v diabéticos). En estos individuos las
manifestaciones mas comunes son infecciones de la piel y de los tejidos blandos. La
bacteriemia de fuente desconocida es la manifestacion mas frecuente de infeccién
invasiva; también es causa de urosepsis, neumonia, peritonitis, meningitis, artritis
séptica. y endocarditis (Verghese et af., 1986; Opal et al., 1988; Farley ef ai., 1993;
Wessels er al., 1993; Jackson ef al., 1995; Marrén et al., 1997).

Susceptibilidad a antibidticos: El tratamiento de las infecciones por
8. agaluciioe s complejo porque la concentracidon mifnima inhibitoria (CMI) a la
penicilina, por lo general, es mayor que para otras especies de Strepfococcus v,
ademas, se observan allas concentraciones de la bacleria en el lugar de la infeccion,
Por este motivo, se requicren dosis mayores de penicilina v muchas veces es
necesario emplear otros antibidticos, como los aminoglicdsidos. Aunque rara vez se

prueba, la resistencia de alto nivel a aminoglic6sidos, indicativa de que la cepa no se
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verd afectada sinérgicamente por la combinacién de una penicilina y un
aminoglicésido, se ha descrito en cepas de S. agalactiae (Buu-Hoi ef al., 1990). En
ocasiones se producen fallos terapéuticos, segin ¢l tipo de pacientes en los que se

presenta la infeccion.

1.3 Streptococcus B-hemoliticos de los grupos C y G de Lancefield

Ademds de ser clasificados por el grupo carbohidrato de Lancefield, los
estreptococos P-hemoliticos se subdividen segun formen colonias grandes o
pequefias en placas de agar suplementadas con sangre de cordero (Carmeli ef al.,
1995): las colonias de morfologia grande se asocian generalmente con infecciones en
humanos. Los Streptococcus del grupo C (SGC) vy los Streptococcus del grupo G
(SGG) comparten muchos factores de virulencia con 8. pyogenes (VanDamme ef al,
1996).

Ecologia: Los SGC son patdgenos comunes en animales, pero ocasionalmente
provocan infecciones en humanos, que pueden adquirirse por contacto con animales
o por ingestién de productos crudos de origen animal. Asimismo, pueden colonizar el
tracto respiratorio, digestivo y urogenital en un pequefio porcentaje de individuos
sanos (Duma et al., 1969). Por otra parte, los SGG abarcan dos especies distintas:
Streptococcus milleri y Streptococcus canis. Esta dltima, que forma las colonias méas
grandes, es la que se asocia con mds frecuencia a humanos y puede encontrarse en la

flora normal de la faringe, intestino, vagina y piel (Gaunt and Seal, 1987).

Importancia elinica: Desde que en la década de 1930 se establecieron los
métodos para distinguir estreptococos de los grupos A, C y G, y se considerd
8. pyogenes como la mayor fuente de infecciones humanas severas, se ha venido
desestimando la importancia clinica de SGC y SGC. Sin embargo, desde los afios 80
ha habido un creciente interés por ¢l papel de estos microorganismos como
patégenos humanos nosocomiales y oportunistas, que pueden producir septicemia
(Skogberg et al., 1988) y con menor frecuencia, artritis séptica (Schattner ef al.,
1998). Los SGC se consideran agentes causales de faringitis exudativa en colegiales

(Turner et al, 1997) y adultos (Meier et al., 1990), y causa poco comun de
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bacteriemia (Berenguer ef al., 1992) y otras infecciones severas (Salata ef al., 1989).
A su vez, los SGG pueden causar faringitis y una gran variedad de enfermedades

severas en humanos (Vartian ef al., 1985).

Susceptibilidad a antibiéticos: La mayorfa de SGC y SGG demuestran in vitro
sensibilidad a penicilinas, vancomicina, eritromicina y cefalosporinas (Rolston et ai.,
1982; Bayer er al., 1983). Sin embargo, se ha descrito tolerancia a penicilina y a
otros antibidticos en cepas de SGC y SGG (Noble ef al., 1980; Portnoy et al., 1981;
Rolston et al., 1984).

1.4 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae fue descubierto por Pasteur y sus discipulos en la saliva de un
individuo en 1881, y por Talamon en 1883, en el esputo de un paciente neuménico.
Es un coco Gram-positivo, catalasa-negativo, de forma ovalada o lanceolada que
aparece formando parejas (diplococo) o cadenas cortas. El polisacérido capsular, del
cual existen 85 tipos diferentes, es su principal factor de virulencia. No posee
antigeno especifico de grupo segun la clasiticacion de Lancefield. Tras 24 horas de
incubacion en agar sangre, las colonias son o-hemoliticas si crecen aerébicamente;
en cambio, si el crecimiento es anaerébico puede aparecer B-hemdlisis por debajo de
la superficie del agar, debido a la produccién de una pneumolisina que es labil al

oxigeno.

Ecologia: S. pneumoniae es un comensal comun del tracto respiratorio superior
humano, aislindose en un 5-70% de la poblacién adulta sana. El estado de portador
sano varia con la edad, ambiente v época del afio. Este porcentaje es mucho mds alto
durante los meses de invierno, en los nifios que en los adultos y en comunidades

cerradas (ue en la poblacion general urbana (Linares ef a/., 1992).

Importancia clinica: A partir de la puerta de entrada respiratoria, S. preumoniae
es capaz de producir diferentes cuadros clinicos que afectan al tracto respiratorio
superior, como la otitis media, mastoiditis y sinusitis, o al tracto respiratorio inferior,

como la neumonia. Entre los cuadros clinicos extrarrespiratorios destaca la
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meningitis, que puede ser debida a la entrada directa del microorganismo a través de
una fistula que comunique la nasofaringe con el espacio meningeo, o bien puede ser
una complicacién de la neumonia bacteriémica, mastoiditis, sinusitis o endocarditis.
Ofras localizaciones de la enfermedad neumocécica son el empiema, la endocarditis,
la artritis y la peritonitis espontanea (Musher, 2000).

En los dltimos afios se ha producido un incremento de la prevalencia de
infecciones neumocdcicas en determinados grupos de riesgo, como son los pacientes
ancianos, los que tienen infeccién por el VIH y aquéllos que presentan enfermedades
debilitantes crénicas (Nuorti et al., 2000). Actualmente, los cuadros clinicos mas
frecuentes son la necumonia, la meningitis y la otitis media aguda. S. preumoniae es
el agente etiologico de, aproximadamente, el 60% de las neumonias bacterianas
adquiridas en la comunidad. Después de Neisseria meningitidis, es el segundo agente
causal de meningitis bacteriana en la poblacion adulta vy 1a causa de mds de la mitad

de los casos de otitis media aguda en la poblacién infantil.

Susceptibilidad a antibidticos: El desarrollo de resistencias a antibidticos por
parte de 5. preumoniae ha originado problemas terapéuticos. Hasta hace unos afios,
la penicilina era el tratamiento de eleccién para infecciones causadas por
neumococos. Durante la década de los afios 80 y YU se ha observado en todo ¢l
mundo el desarrollo de resistencia de este microorganismo a la penicilina por
alteraciones de PBPs, presentando a su vez resistencia cruzada a otros 3-lactamicos
{Doern et al., 1998; Baquero ef al., 1999a; Thornsberry ef al., 1999a; Hsueh ef al.,
2000). En Espana, se han encontrado variaciones estacionales en las infecciones por
neumococos, con mayores tasas de resistencia a f-lactdmicos en verano e invierno
(Baquero et al., 1999¢; Marco et al., 2000), que pueden ser debidas al consumo de
antibidticos, aunque estas variaciones no se han observado para los macrdlidos. La
eritromicina ha sido durante mucho tiempo una alternativa a la penicilina en el
tratamiento de infecciones respiratorias. Sin embargo, en el momento actual, en
Europa alrededor de un 36% de neumococos son resistentes a este antibidtico y
suelen mostrar frecuentemente (30%) resistencia cruzada al resto de macrolidos y

lincosamidas (Baquero e al., 1999a).

I
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La nueva generacién de fluoroquinolonas (levofloxacino, sparfloxacino,
grepafloxacino y trovafloxacino) parece ser una buena alternativa terapéutica para el
tratamiento de infecciones causadas por neumococos multirresistentes (George ef al.,
1997; Piddock ef al., 1998), aunque su uso indiscriminado puede llevar en un tiempo

corto al desarrollo de resistencias.

2. GENERO Enterococcus

Ecologia: La clasificacién de enterococos como estreptococos del grupo D se
remonta al esquema establecido por Rebecca Lancefield a principios de 1930
(Lancefield, 1933). En 1984, se otorgd a los enterococos la categoria de género,
después de que estudios de hibridacion ADN-ADN y ADN-ARN demostraron una
relacién filogenética distante con los estreptococos (Schleifer et al., 1984).
Generalmente, los enterococos se consideran microorganismos comensales del tracto
gastrointestinal de una variedad de organismos, incluido el hombre. Se encuentran en
variedad de ambientes, debido probablemente a la diseminacién mediante
excrementos animales y a su adaptacion ambiental. Ciertas especies de enterococos,
por sus caracteristicas intrinsecas, pueden sobrevivir largos periodos de tiempo, 1o
que contribuye a su difusidén y persistencia. Asi, Enterococcus faecalis es capaz de
crecer en 6,5% de NaCl, a temperaturas que oscilan entre 10 y 45°C y puede
sobrevivir 30 minutos a 60°C. Ademds, crece en presencia de 40% de sales biliares y
en un amplio rango de pH (Moellering, 1995). Cuando se examinaron las
condiciones ambientales de estos microorganismos, se observé que E. faecalis se
adapta a la presencia de sales biliares y detergentes como sodio dodecil sulfato
(SDS), al cultivarse primero a niveles subletales durante tan sélo 5 segundos (Flahaut
et al., 1996a; Flahaut et al., 1996b). La habilidad de los enterococos para adaptarse y
resistir en presencia de detergentes les permite sobrevivir en condiciones poco
higiénicas, contribuyendo a su persistencia en el hospital. Numerosos estudios han
demostrado que estos microorganismos pueden transmitirse de persona a persona en
el hospital, a través de las manos del personal sanitario o de instrumentos clinicos,

como los termometros (Chenoweth er al., 1990; Jett et al., 1994),
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Importancia clinica: La patogenicidad de los enterococos fue estudiada a finales
del siglo XIX por MacCallum y Hastings, quienes aislaron un microorganismo de un
caso de endocarditis aguda y, basandose en sus propiedades fermentativas, lo
designaron como Micrococcus zymogenes (MacCallum and Hastings, 1899). Dicho
microorganismo era resistente a la desecacion, al calentamiento a 60°C y a varios
antisépticos, incluido ¢l cloroformo. Asimismo, resulté ser letal al ser inyectado
intraperitonealmente en ratones blancos y era capaz de producir endocarditis en un
modelo canino. Un siglo mas tarde, los enterococos son considerados patégenos
nosocomiales relevantes, responsables del 12% de los procesos infecciosos (NNIS,
1997), ocupando el segundo lugar después de las infecciones nosocomiales causadas
por Escherichia coli. Las infecciones causadas por el género Enferococcus
{generalmente por E. faecalis) incluyen infecciones del tracto urinario, bacteriemia,
mfecciones intra-abdominales y endocarditis (Huycke ez al., 1991; Moellering ¢f al.,
1995).

Los enterococos colonizan el tracto gastrointestinal humano y son relativamente
abundantes en heces humanas (10°-107 microorganismos por gramo) (Noble, 1978).
Es probable que exista asociacion entre los enterococos y su hospedador, ya que si
no, éstos serian eliminados simplemente por movilidad intestinal (Jett et al., 1994).
Existen estudios sobre la posible unién de enterococos al epitelio intestinal. Ademas,
estos microorganismos son capaces de sobrevivir al paso a través del estémago, a
pesar del bajo pH, 1o que facilita la colonizacidn. Uno de los enigmas de la infeccion
nosocomial enterocdcica es la colonizacién de un medio ya ocupado por miembros
de la misma especie. Los antibigticos sin accidn enterocéeica (que no afectan a cepas
endogenas de enterococos) predisponen a la infeccidon por este género bacteriano
(Chenoweth er al., 1990). Estas infecciones son causadas por cepas de enterococos
multirresistentes adquiridas de forma exdgena y que compiten con enterococos
enddgenos en ausencia de seleccion directa. Los microorganismos exdgenos deberian
encontrarse en un numere muy bajo frente a los enddgenos; sin embargo, ef hecho de
que las cepas mullirresislentes colonicen el tracto gastrointestinal sugiere que no
compiten directamente por el mismo nicho, lo que podria explicarse por la presencia
de proteinas de superficiec de membrana o por una mejor utilizacién de nutrientes por

parte de las cepas multirresistentes.
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Los enterococos ocupan ¢l segundo puesto como agentes causantes de bacteriemia
nosocomial, con un 12,8% de los casos (NNIS, 1997). El paso de enterococos a
través de la barrera del epitelio intestinal conduce a bacteriemias sin origen
identificable (Wells et al., 1990; Jett er al., 1994), pero éstas también pueden
provocarse por via intravenosa, abscesos e infecciones del tracto urinario (Jett ef al.,
1994). Entre los factores de riesgo de mortalidad asociada a bacteriemia por
enterococos se encuentran la gravedad de la enfermedad, la edad del paciente y el
uso de antibidticos de amplio espectro, como cefalosporinas de tercera generacion o
metronidazol (Sood ef af., 1998).

Las infecciones del tracto urinario atribuidas a enterococos son mas frecuentes en
pacicntes con anomalias estructurales, protesis o enfermedades genitourinarias de
base (Huycke er al, 1998). La interacciéon de los enterococos con el tejido
uroepitelial es compleja v depende de adhesinas de superficie, de proteinas y/o de la
naturaleza de carbohidratos.

Por tltimo, de todas las infecciones causadas por enterococos, la endocarditis
infecciosa es uno de los mayores retos terapéuticos (Megran, 1992). Los enterococos
son la tercera causa de endocarditis infecciosa, enfermedad mads frecuenie en
hombres que en mujeres (relacién 2:1). Las personas con defectos congénitos en
valvulas del corazdn tienen mayor riesgo de padecer endocarditis enterocdcica que
las personas sanas (Chenoweth, 1990; Murray, 1990). En concreto, E. faecalis es el

respousable del 15% del total de endocarditis, con una mortalidad del 25%.

Susceplibilidad a antibioticos: La fortaleza intrinseca de los enterococos
también confiere un inusual nivel de tolerancia a varias clases de antibioticos,
incluyendo  aminoglicdsidos, B-lactiamicos y quinolonas. La resistencia de
enterococos a aminoglicésidos se debe a su habilidad para bloquear el antibidtico en
la pared celular (Hewitt er af., 1966; Moellering er af., 1971). La dificultad de un
aminoglicosido para atravesar la membrana bacteriana y alcanzar la diana queda
superada cuando €ste se asocia con un agente activo frente a la pared celular: un 3-
lactamico o un glicopéptido. Sin embargo, este tratamiento combinado se ha visto
comprometido por la rdpida diseminacién de altos niveles de resistencia a

aminoglicésidos entre enterococos (CMI 22000 pg/ml) (Horodniceanu et al., 1979).
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La resistencia de alto nivel a aminoglucésidos en enterococos se debe, generalmente,
a la presencia de enzimas modificantes de aminoglucdsidos, como la enzima
bifuncional APH(2”)-AAC(6°) (Ferretti ef al., 1986), la fosfotransferasa APH(3*)-111
0 las nucleotidiltransferasas ANT(4°}(4”) y ANT(6), entre otras (Eliopoulos et al.,
1988; Oumissi ef al, 1990). Muchas cepas de enterococos, especialmente de
Enterococcus faecium, son resistentes a la mayoria de agentes antimicrobianos de
uso clinico {Centers for Disease Control and Prevention, 1993; Sawicka-Grzelak ef
al., 1999), lo que hace que las infecciones con estos microorganismos sean a veces
dificiles de tratar (Dennesen ef al., 1998; Murray, 1990). En poco mds de 10 afios, la
resistencia a antibidticos se ha diseminado entre enterococos, llegando a ser un
importante problema de salud publica (Gilmore ef ai., 1999; Murray, 2000).

Es evidente que el principal problema de las infecciones nosocomiales por
enterococos es su resistencia a multiples antibidticos. Por poner un ejemplo, en un
estudio comparativo eatre pacientes con bacteriemia provocada por E. faecium con
distintos niveles de sensibilidad a vancomicina, se encontraron diferencias en la
duracién de la enfermedad en pacientes infectados por la cepa resistente (46 dias) o
por Ia sensible (19 dfas). Ademds, la presencia de enterococos resistentes a
vancomicina en sangre se ha asociado con un aumento de la mortalidad (37% vs.
16%) (Edmond e al.,, 1996). Sin embargo, estudios m4s recientes sefialan que la
resistencia a vancomicina en enterococos no es un factor de prediccién de
consecuencias clinicas importantes (Mainous er al,, 1997; Lucas er al., 1998).
Quinupristin-dalfopristin  es una combinacién antimicrobiana desarrollada
recientemente para ¢l tratarmiento de infecciones provocadas por cepas de E. faecium
resistentes a vancomicina (Fuller ef al., 1996).

Las tendencias de la resistencia en las cspecies E. faecalis y E. faecium han sido
recientemente revisadas en la literatura. Asi, los datos obtenidos de
aproximadamcnte quince mil aislados en EE.UU. en un periodo de tres afios (1995-
1997) mostraron que, mientras la resistencia a ampicilina v vancomicina es
relativamente poco freocucnte en . faecalis (<2%), en E. fuecium se observa un
aumento de cepas resistentes a ampicilina (83%) y vancomicina (52%). En cambio,
E. faecalis es la especie mas frecuentemente detectada en infecciones nosocomiales

(79%) (Huycke ef al, 1998). Las razones de la disparidad entre el nimero de
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infecciones provocadas por E. faecalis y E. faecium no se conocen muy bien. Una
explicacidn puede estar relacionada simplemente con la abundancia natural de una
especie scbre otra. Varios estudios indican que E. faecalis es mas abundante en el
tracto gastrointestinal humano (Noble, 1978; Benno et al., 1986). Una explicacién
alternativa es que el mayor nimero de infecciones provocadas por E. faecalis se deba

a una mayor virulencia de esta especie (Jett ef al., 1994; Huycke ef al., 1998).

3.  ANTIBIOTICOS MACROLIDOS, LINCOSAMIDAS Y
ESTREPTOGRAMINAS (MLS)

Los antibidticos macrolidos, lincosamidas v estreptograminas de tipo B (MLSg)
forman un grupo de antibidticos porque comparten mecanismos de accidn similares y
tienen un patron de resistencia comuin. Los macrélidos entran en la célula bacteriana
por difusidn pasiva y su actividad antibacteriana se incrementa a pH alcalino. Se
consideran primariamente bacteriostdticos, igual que las lincosamidas, aunque
también pueden comportarse como bactericidas, dependiendo del microorganismo, la
concentracion de antibitico v el tiempo de exposicién. Las estreptograminas
naturales de tipo A o de tipo B consideradas de forma individual, posecn cscasa
actividad y son bacteriostdticas; sin embargo, en asociacién, muestran actividad
bactericida sinérgica.

La eritromicina fuc aisiada en 1952 de entre los productos metabdlicos de una
cepa de Streptomyces erythreus, obtenida de un cultivo de tierras filipinas, y se
convirtid en el prototipo de agente antimicrobiano del grupo de los macrélidos
(McGuire ef al., 1952), La mayoria de macrélidos naturales se han obtenido a partir
de la fermentacién de cepas de Streptomyces y de Micromonospora spp.; sin
embargo, también pueden ser producidos por otros géneros bacterianos. Por ejemplo,
la eritromicina A puede obtenerse de la fermentacion de especies de Srreptomyces o
de Arthrobacter spp. (French et al., 1970).

Dentro del grupo de las lincosamidas, la lincomicina fue el primer antibidtico
descubierto. Se aislé en Nebraska, en 1964, de un caldo de fermentacidn de una cepa
de Streptomyces lincolnensis (Mason et al., 1964). Otro representante del mimo
grupo, la clindamicina, fue obtenida en 1966, modificando sintéticamente la

estructura de la lincomicina.
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Por ultimo, las estreptograminas son los antimicrobianos mds recientemente
descritos dentro del grupo MLS. La primera estreptogramina natural, denominada
pristinamicina, se obtuvo a partir de Strepiomyces pristinaespiralis (Barriére et al.,
1992},

Tabla 1.- Macrdélidos de uso terapéutico aislados de especies bacterianas.

Antimicrobiano Microorganismo productor Referencia

Eritromicina A Streptomyces erythreus McGuire et al., 1952
{rcclasificada como
Saccharopolyspora erythrea)

Oleandomicina Streptomyces antibioticus Sobin et al., 1954
Espiramicina Streptomyces ambofaciens Pinnert-Sindico ez al., 1954
Josamicina Streptomyces narbonensis Osono et al., 1967

var. josamyceticus nova sp.
Midecamicina Streptomyces mycarofaciens Niida et al., 1971
Rosaramicina Micromonospora rosaria Wagman et al., 1972
Leucomicina Streproverticillium kitasaroensis Hata et al., 1953
Tilosina Streptomyces fradiae McGuire et al., 1961

3.1 ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS MACROLIDOS

Como indica su nombre, los macrdlidos son moléculas complejas formadas por un
gran anillo basico lactoénico, una macrolactona -que es la que da nombre a todo el
grupo- de 12 a 23 atomos de carbono, al que se une un azicar aminado mediante
enlaces glucosidicos. Esta estructura limité su manipulacién quimica a través de la
introduccién de nuevos grupos funcionales que permitieran mejorar las propiedades
farmacoldégicas y microbiologicas de la eritromicina. Los cambios iniciales
consistieron en la adicion de varios ésteres, pero los compuestos asi sintetizados
(troleandomicina, lactobionato de eritromicina, moxidectina y terdecamicina) no
poseian un perfil que se diferenciase claramente de la eritromicina. Posteriormente,
para obtener nuevos derivados se recurrié a técnicas de ingenieria genética,
modificando sus vias biosintéticas (mutasintesis). Con la utilizacion de ADN
recombinante se lograron nuevos antibidticos hibridos en cultivos de
Saccharopolyspora erythraea genéticamente manipulados (Weber ef al., 1991). La

combinacion de estas técnicas de genética molecular con otras de quimica organica
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ha permitido obtener un niimero creciente de antibidticos macrélidos semisintéticos
que, segun su estructura quimica, pueden clasificarse en tres grupos. Asi, existen

macrolidos con un anillo lacténico de 14, 15 y 16 atomos.

Tabla 2.- Clasificacion de los macrolidos.

De 14 dtomos De 15 4tomos De 16 atomos
Naturales Semisintéticos | Semisintéticos | Naturales Semisintéticos
Eritromicina Claritromicina | Azitromicina |Espiramicina Rokitamicina
Oleandomicina Roxitromicing Josamicina Miocamicina
Esporeamicina  Diritromicina Midecamicina
Fluritromicina Kitasamicina
o leucomicina

3.1.1 Macrélidos de 14 atomos

Naturales:

a) Eritromicina: Su cstructura fue determinada en 1957 (Wiley e af., 1957). La
molécula de eritromicina consta de una lactona de 14 4tomos, denominada
eritrondlido, a la que sc unc un amino azicar, D-desosamina, on ¢l C-5 v un aztcar
neutro en el C-3 (L-cladinosa o L-micarosa) (Figura 1). El complejo de eritromicina
consta de seis moléculas denominadas eritromicina A, B, C, D, E y F. Excepto la
eritromicina E y F, el resto son intermediarios de la sintesis de eritromicina A, que es
la més activa frente a patdgenos comunes.

b) Oleandomicina: Su estructura quimica fue descrita en 1958 (Celmer er al.,
1958; Els et al.,, 1958). La molécula de oleandomicina posee una lactona de 14
dtomos, oleandolido, con un grupo epoxi en el C-8. Al nucleo de lactona se unen dos
azucares (L-oleandrosa en el C-3 v D-desosamina en el C-5). La introduccién de un
grupo acilsulfonamida en el C-4 hace que esta molécula tenga mayor actividad frente
a animales, pero no frente a humanos.

¢) Esporeamicina: Es un macrélido de 14 atomos, aislado de un cultivo filirado de
Saccharopolyspora (Yaginuma ef al., 1992). Bn medio dcido es mas estable que la

eritromicina A, pero menos activo que ésta.

Semisintéticos: El grupo hidroxilo en C-6 de la eritromicina esta implicado en la

inactivacion por dcido de esta molécula. Al pH scido del esidmago se pierde ese
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grupo hidroxilo y se forma rdpidamente anhidroeritromicina, un derivado
bacterioldégicamente inactivo.

a) Claritromicina: Es un derivado semisintético de la eritromicina que contiene un
grupo metoxilo en vez del hidroxilo del C-6 (es la 6-O-metileritromicina), lo que la
convierte en una molécula resistente a la degradacién por 4cido, al tiempo que
mejora su espectro antibacteriano in vitro ¢ in vivo.

b) Roxitromicina: Es otro macrdlido semisintético de 14 itomos en el que el
anillo principal ha sido modificado para prevenir la inactivacién por el medio 4cido
géstrico, asi como para mejorar la toxicidad gastrointestinal de otros macrdlidos.

¢) Diritromicina: En su molécula, el grupo 9-ceto del eritrondlido A ha sido
sustituido por un grupo amino.

d) Fluritromicina: Es otro derivado semisintético de la eritromicina en el cual se

ha introducide una fluorina en C-8 del eritrondlido A.

3.1.2 Macralidos de 15 atomos

Bright es al. (1988) sintetizaron una serie de macrdlidos con un anillo de 15
atomos y propusieron ¢l nombre de azalidos para designarlos dé¢ modo general. El
representante de este grupo es la azitromicina, que posee un dtomo mas (N) en el
anillo lactonico, lo que le confiere caracteristicas especiales (mejor farmacocinética y

actividad que la critromicina).

3.1.3 Macrglidos de 16 atomos

Naturales:

a) Espiramicina: Su molécula estd compuesta por una lactona de 16 dtomos
(platendlido), dos amino azicares (D-micaminosa y D-forosamina) y un azicar
neutro (L-micarosa). El complejo de espiramicina consta de tres componentes
mayores (I, II y III) y tres menores (IV, V y VI). Su estructura quimica y
configuracién fue determinada por varios equipos (Paul ef al., 1959; Kuehne et al.,
1965; Omura er al., 1969; Mitscher ez al., 1973; Freiberg er al., 1974).

b) Josamicina: Es un macrolido con un anillo de lactona de 16 atomos al que se

unen dos aziicares: D-micaminosa y L-micarosa.
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¢) Midecamicina: Incluye cuatro componentes: A;, Aj, As; y A4 Las
midecamicinas Az, Az y As son los componentes minoritarios de la mezcla producida
por Streptomyces mycarofaciens. El componente mayoritario, midecamicina A;, ha
sido comercializado. Su espectro antibacteriano es similar al de otros macrélidos
relacionados, pero su actividad es menor que la de la eritromicina A, similar a la de
la josamicina y mejor que la de la espiramicina.

d) Kitasamicina o leucomicina: Se divide en cinco grupos, que se diferencian
estructuralmente en las posiciones C-9 (cetona o hidroxilo), C-12 y C-13 (presencia o

ausencia de un grupo epoxi) del anillo de lactona.

Semisintéticos:

a) Rokitamicina: Es un derivado semisintético de 16 atomos que se obtiene
afladiendo propionato a la posicidn 3°° de la leucomicina As (Sakakibara et af,
1981a; Sakakibara ef al., 1981b).

b) Miccamicina: Es un macréhdo semisintético de 16 atomos derivado de la
midecamicina A, por la introduccién de dos grupos acetilo en las posiciones C-3 y C-

9. (Omoto ef al., 1976).

3.2 LINCOSAMIDAS
Las lincosamidas estdn constituidas por un acido aminado (metilprolina) y un azicar
(piranosa) unidos por una amida. En este grupo se incluyen dos antibidticos:

a) Lincomicina: La estructura quimica de la molécula de lincomicina consta de un
aminodcido (dcido trans-L-4-propilhigrinico) unido a un azucar mediante un enlace
amida (Figura 1).

b) Clindamicina: En la molécula de clindamicina se ha sustituido el hidroxilo en

posicién 7 por un atomo de cloro (7-cloro-7-desoxi derivado de lincomicina).
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3.3 ESTREPTOGRAMINAS

Tras la pristinamicina, se han ido describiendo nuevas estreptograminas que, al
igual que ésta, consisten en una combinacién de dos moléculas quimicamente no
relacionadas. Estas dos moléculas son macrolactonas ciclicas poliinsaturadas,
denominadas estreptograminas del grupo A (estreptogramina A, pristinamicina 1A,

B y C, dalfopristina y virginiamicina M) y depsipéptidos ciclicos, en el caso de las

estreptograminas del grupo B (estreptogramina B, pristinamicina 1A, B y C,

quinupristina y virginiamicina S) (Figura 1). Las estreptograminas utilizadas en

clinica son:

v Pristinamicina, que estd compuesta por pristinamicina [A y IIA. Sélo puede
administrarse por via oral, y por su escasa solubilidad tiene una biodisponibilidad
muy baja, lo que impide su uso para el tratamiento de infecciones graves.

v Sinergistina (quinupristin-dalfopristin), que se caracteriza por ser la primera
estreptogramina semisintética soluble en agua. Es una mezcla inyectable de
estreptograminas semisintéticas de tipo B (quinupristin) y de tipo A

(dalfopristin), de uso reciente en humanos.

4.  MECANISMO DE ACCION DE ANTIBIOTICOS MLS

La reaccién clave en la sintesis proteica cs la formacidn del enlace peptidico, que
se¢ lleva a cabo en el centro catalitico de la subunidad 50S (centro de la peptidil
transferasa). Los antibidticos del grupo MLSp y otros relacionados, como las
estreptograminas de tipo A o el cloranfenicol, inhiben la sintesis proteica,
bloqueando la funcién del centro de la peptidil transferasa (Di Giambattista et al.,
1990) (Figura 2). La sintesis proteica bacteriana se inhibe reversiblemente por
macrélidos y lincosamidas e irreversiblemente por estreptograminas. Cada
antibiotico MLS tiene un sitio de unidn distinto en la subunidad 50S. Estos sitios se
localizan juntos en dominios del centro activo de la peptidil transferasa, y algunos se
superponen {Cocito, 1983).

Las estreptograminas de tipo A bloquean la unidén del sustrato (peptidil-ARNt y
aminoacil-ARNt) a los sitos donador y aceptor del centro activo de la peptidil
transferasa, impidiendo el inicio de la fase de elongacién (Noller, 1991). Por otra

parte, las estreptograminas de tipo B y los macrdlides impiden la extension de la
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cadena proteica y provocan la liberacion de péptidos incompletos desde el sitio

donador (Di Giambattista er al., 1986).

Figura 2.- Mecanismo de accién de antibioticos MLS.

En estudios recientes se ha observado que, ademas de impedir la elongacion
peptidica, los macrdlidos también afectan al ensamblaje de subunidades ribosomales
nacientes S0S (Champney, 1999). El bloqueo metabdlico de la sintesis proteica
producido por estreptograminas de tipo B se realiza en una etapa posterior al
provocado por las estreptograminas de tipo A (Di Giambattista er al., 1986).
Ademds, las estreptograminas de tipo A sélo pueden unirse a sitios A y P de la
subunidad 50S libres de aminoacil-ARNt, ya que la unién de aminoacil-ARNt a los
sitios de unién del sustrato impide la fijacién de estos antibidticos al ribosoma. Sin
embargo, las estreptograminas de tipo B se pueden unir al ribosoma en cualquier
paso del ciclo (Vannuffel er al., 1992a). Cuando la inhibicion de etapas iniciales
(estreptograminas de tipo A) se asocia con la de etapas mds avanzadas
(estreptograminas de tipo B) se produce un bloqueo metabélico doble. Es lo que se
conoce como efecto sinérgico y tiene lugar cuando la bacteria se incuba con una

mezcla de estreptograminas.
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Como los receptores de estreptograminas de tipo A y B se localizan en dominios
del centro de la peptidil transferasa, su identificacion permitiria determinar el centro
catalitico para la sintesis proteica en la superficie del ribosoma. En una primera
aproximacion, el sitio de union se establecio en la base de la protuberancia central de
la subunidad S0S y, en un estudio mas exhaustivo, se identificaron las proteinas L
presentes en el sitio de unién de estreptograminas de tipo B (Cundliffe, 1987;
Vannuffel er al., 1992b). Al contrario de lo que ocurre con la eritromicina y las
estreptograminas de tipo B, los sitios de unién de estreptograminas B y de
lincosamidas no se solapan. Estas ultimas —y en concreto, la lincomicina- parecen
unirse al dominio Il del centro de la peptidil transferasa (Di Giambattista et al.,
1987). Por otra parte, en estafilococos y otros patégenos, se ha visto que los
macroélidos interactiian con el dominio V de la estructura secundaria del ARNr 23S
(dentro del centro de la peptidil transferasa) (Weisblum, 2000). En E. coli,
mutaciones en el dominio 11 estin también implicadas en la resistencia a eritromicina

(Douthwaite et al., 1985) (Figura 3).

amimo I

Figura 3.- Sitios de unién de macroélidos.
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Presumiblemente, mutaciones en las proteinas ribosomales 14 y 122 que
confieren resistencia a macrélidos en cepas de laboratorio de E. coli (Pardo and
Rosset, 1977), modifican la estructura del ARNr 23S, permitiendo que una molécula
de eritromicina contacte simultancamente con los dominios Il v V (Gregory and
Dahlberg, 1999).

Los sitios de unién de estreptograminas de tipo A no han sido todavia
identificados, pero parece que inducen complejos cambios en el centro de la peptidil

transferasa (Vannuffel ef al., 1994).

5. MECANISMOS DE RESISTENCIA DE ANTIBIOTICOS
MLS
5.1 RESISTENCIA INTRINSECA

La resistencia MLS de bacilos Gram-negativos, en particular enterobacterias,
Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp., probablemente se debida a la relativa
impermeabilidad de la membrana externa a estos compuestos hidrofébicos (Mao et
al., 1968). Las lincosamidas tienen actividad reducida frente a ciertas bacterias,
incluidas las enterobacterias, Pseudomonas spp. y otros bacilos Gram-negativos. La
resistencia a lincomicina en Enterococcus spp. (excepto en algunas cepas de
Enterococcus durans y E. faecium), Staphvlococcus cohnii, Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus sciuri (Kloos et al., 1976), Haemophilus spp. v Neisseria spp. es util
para su identificacién. Los enterococos son ademads resistentes a estreptograminas de

tipo A.

5.2 RESISTENCIA ADQUIRIDA

Los mecanismos de resistencia adquirida a antibidticos del grupo MLSp, todos
ellos descritos en Streptococcus, incluyen: 1) modificacién de la diana por accién de
metilasas, 2) eflujo activo del antibidtico, 3) modificacién de la diana por mutacién

del ARNr 238 y/o proteinas ribosomales, y 4) inactivacion enzimatica.
5.2.1 Modificacién de la diana por accion de metilasas

Este es el mecanismo mas frecuente y ef que mejor se conoce. Se debe a la accidén

de enzimas (metilasas), que mono o dimetilan un residuo de adenina (A2058 en
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Escherichia coli) del dominio V del ARNr 23S en la posicién N° (Lai ef al., 1971).
La metilacién provoca un cambio conformacional en el ribosoma, que reduce la
unién de antibidticos MLS a la subunidad 508, probablemente porque se superponen
los sitios de union de estos antibidticos a los ribosomas (Fernandez-Mufioz ef al.,
1971). Este mecanismo no afecta a las estreptograminas de tipo A, v la sinergia enire
estreptograminas de tipo A y B frente a cepas resistentes a antibidticos MLS se
mantiene (Chabbert et al., 1971). Su expresidn se caracteriza por resistencia cruzada
a macrélidos de 14, 15 y 16 4tomos, lincosamidas y estreptograminas de tipo B
(fenotipo MLSg).

En general, los genes que codifican estas metilasas se han denominado genes erm
(erythromycin resistance methylase), aunque hay excepciones, especialmente en
organismos productores de antibidticos (Weisblum, 1998). Durante los dltimos 30
afios, se han aislado genes erm en un gran numero de bacterias aerobias Gram-
negativas (desde E. coli a Haemophilus influenzae) y Gram-positivas (desde
3. preumoniqe a Corynebacterium spp.), € incluso en diferentes bacterias anaerobias,
tanto Gram-positivas como Gram-negativas (Roberts ef a/., 1999). Las secuencias
aminoacidicas de las metilasas codificadas por estos determinantes estin
relacionadas, lo que indica que los genes erm derivan de un ancestro comiin,
probablemente de un productor de antibidticos (Arthur er al., 1987). Mediante
comparacién de secuencias ¢ hibridacion en condiciones estrictas, se han
diferenciado mds de 20 clases de determinantes erm de resistencia (Rasmussen ef af.,
1986; Arthur ef al.,, 1987; Roberts et al., 1999). En vista del creciente niimero de
genes erm existente en la literatura, y dado que su denominacién no habia sido
consistente en muchos casos, Roberts er al. (1999) propusieron una nueva
nomenclatura para denominar los genes MILS. Seglin esta nueva clasificacion, dos
genes con una identidad de aminodcidos >80% se designaron con la misma letra y se
incluyeron en la misma clase, mientras que dos genes que codificasen proteinas con
una identidad < 79% fueron designados con letras diferentes. Sin embargo, esta
reciente reclasificacion de genes no ha sido undnimemente aceptada. Asi, por
ejemplo, algunos autores prefieren seguir diferenciando el gen erm(A) de su variante,

el gen erm(TR) (Farrel e al., 2001).
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Tabla 3.- Clases de genes erm segiin la nzeva nomenclatura (Roberts et af., 1999).

Clase Proteina Nomenclatura . q00incluidos Géneros bacterianos
actual del gen

A Erm(A) ernm(A) erm(A), erm(TR) Actinebaciilus, Staphylococcus,

Streptococcus',
Enterococcus'™,
Peptostreptococcus™,

B Erm(B) erm(B) erm(AM), erm(B), Actinobacillus, Clostridium,
erm(AMR), erm(BC), Escherichia, Enterococcus,
erm(P), erm(BP), Kiebsiella, Neisseria,
erm(IP), erm(Z), Pediococcus, Staphylococcus,
erm(BZ1), erm(BZ2), Streptococcus, Wolinella
erm, erm(Z)

C Erm(C) erm(C) erm(C), erm{IM), Actinobacillus, Bacillus,
erm(M) Eubacterium, Lactobacillus,

Neisseria, Staphylococcus,
Streptococcus, Wolinella,
Enterococcus™

D Erm(D) erm(D) erm(D), erm(]), Bacillus
erm(K)

E Erm(E) erm(E) erm(E), erm(E2) Streptomyces

F Erm(F) erm(F) erm(F), erm(FS), Actinobacillus, Actinomyces,
erm(FU) Bacteroides, Clostridium,

Fubacterium, Fusobacterium,
Gardnerella, Haemophilus,
Neisseria, Porphyromonas,
FPrevotella, Peptostreptococcus,
Selenomonas, Streptococcus,
Treponema, Veillonella,
Wolinella

G Erm(G) erm(Q) erm(Q3) Bacillus, Bucteroides

H Erm(H) erm(H) car(B) Streptomyces

I Erm(1) erm(l) mdm(A) Streptomyces

N Erm(N) erm(N) tir(D) Streptomyces

O Erm(0) erm(0) frim, srm(A) Streptomyces

Q Erm(Q) erm(Q) erm(Q) Acrinobaciilus, Clostridium,

Streptococcus, Wolinella

R Erm(R) erm(R) erm(R) Aeromicrobium

S Erm(S) erm(8S) erm(SF), #r(A) Streptomyces

T Erm(T) erm(T) erm(GT) Lactobacillus

3] Erm(U) erm(U) fmr(B) Streptomyces

V Erm(V) erm(V) erm(SV) Streptomyces

W Em(W) erm(W) myr(B) Micromonospora

X Erm(X) erm(X) erm(CD), erm(A), Corynebacterium
erm(CX)

Y Erm(Y) erm(Y) erm(GM) Staphylococcus®™

Z Erm{2) erm(2) srm(D)

Sin clr Streptomyces

clasificar

M Syrogiannopoulos ef al., 2001; @ portillo et al., 2000; Schmitz er al., 2000; & Reig et al.,
2001; @ Jensen et al. 1999; © Matsuoka ef al., 2002.
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En la tabla 3 se incluyen las clases de genes erm, asi como su nomenclatura
(anterior y nueva) y los géneros bacterianos en los que estan presentes (Roberts et
al., 1999; Weisblum, 2000). En algunos casos, s¢ han incluido algunos géneros més
en los que, con posterioridad a los articulos referidos, se han detectado genes erm. Se
sefialan en negrita los dos géneros bacterianos en los que se centra esta tesis doctoral:
Streptococcus y Enterococcus.

Durante afios, la resistencia MLSp fue atribuida comunmente a genes
pertenecientes a la clase ermAM, actualmente denominada erm(B) (Roberts ez al.,
1999), tanto en neumococos (Trieu-Cuot ef al., 1990) como en’estreptococos [3-
hemoliticos (Brantl er al., 1994; Ceglowski and Alonso, 1994). Sin embargo, afios
mas tarde, en cepas de S. pyogenes con fenotipo MLSg inducible se identificd un
nuevo gen, denominado erm(TR), que también codifica una metilasa y comparte un
82,5% de identidad con el gen erm(A) de Staphylococcus aureus (Sepild et al.,
1998). Dicho gen erm(TR) se ha descrito posteriormente en estreptococos del grupo
C y G, asi como en S. preumoniae (Kataja et al., 1998b; Syrogianmopoulos et al.,
2001) y en otros géneros bacterianos (Reig ef af., 2001). Actualmente, los genes
erm(A) y erm(TR), por su alto grado de homologia se incluyen en una misma clase
de resistencia, denominada erm(A) (Roberts et @/, 1999). En la tabla 4 se muestran
los genes erm que sc¢ han referido en la literatura en diferentes especics de

Streptococcus y Enterococcus.
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Tabla 4.- Genes erm descritos en Streptococcus y Enterococcus.

Clase erm Genes incluidos  Especies bacterianas Referencias
erm(A) erm(A) S. agalactiae Este trabajo
E. faecium Este trabajo
Schmitz ef al., 2000
erm(TR) 8. pyogenes Seppald ef al., 1908
SGCy SGG Kataja ef al., 1998b
S. agalactiae Este trabajo
S, preumoniae Syrogiannopoulos, 2001
erm(B) erm(AM)erm(B) 8. sanguis Horinouchi er al., 1980
S. preumoniae Weisblum et al., 1979

Ounissi et al., 1981

S. pyogenes Weisblum ez ai., 1979
Ounissi et al., 1981
Gilmore et al., 1982

S. agalactiae Gilmore et al., 1982
erm(B) SGC Seral er al., 2000c
erm(B) E. faecium, E. hirae, Este trabajo

E. durans, E. avium,
E. gallinarum

ermB-like S. faecalis Shaw ef al., 1985

erm(P) L. faecalis Weisblum er ai., 1979
Gilmore ef al., 1982
LeBlanc et af., 1986

erm(AMR) E. faecalis Oh ef al., 1998
erm(C) erm(C) E. faecium Jensen ef al., 1999
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Regulacion de la resistencia MLS

La expresion de la resistencia MLSg puede ser constitutiva o inducible. Cuando es
constitutiva, las cepas son resistentes a todos los macrélidos, lincosamidas y
estreptograminas de tipo B. Si la expresion es inducible, las cepas son resistentes a
macrolidos de 14 atomos y 15 dtomos; los macrolidos de 16 4tomos, las lincosamidas
y estreptograminas permanecen activos. Esta resistencia disociada se debe a
diferencias en la capacidad inductora de los antibidticos MLS. Sélo los macrélidos
de 14 y 15 atomos son inductores efectivos en la sintesis de metilasas (Weisblum,
1995). Este efecto puede observarse mediante el test de doble difusion con disco
{Seppild er al., 1993).

El cardcter inducible o constitutivo de la resistencia no esta relacionado con la
clase de determinante erm, sino que depende de la secuencia del dominio regulador
situado delante de la regién estructural que codifica la metilasa. Por ejemplo, la
regulacién del determinante ermC del plasmido pE194 de estafilococos ha sido muy
estudiada y se explica mediante un mecanismo de atenuacion de la traduccion
(Dubnau, 1984; Weisblum, 1985; Bechhofer, 1990). Junto al gen estructural ermC se
cotranscribe, en el mismo ARNm, una secuencia denominada region reguladora, que
codifica un péptido lider que se encuentra en todos los tipos de determinante erm. En
ausencia de eritromicina, el ARNm presenta una estructura secundaria en forma de
bucle en su extremo 5° que impide el acceso del ribosoma al sitio de unién SD2
{Shine-Dalgarno), y por tanto, impide la traduccion de la metilasa. La union en este
punto es imprescindible para la sintesis de la metilasa de eritromicina, de modo que
al no ser posible esta union, no se traduce el gen que la codifica (Horinouchi, 1980).
En presencia de eritromicina (o de otro macrélido inductor), ésta se une a los
ribosomas. Dicha unién impide su translocacién, lo que induce reorganizaciones
conformacionales en el ARNm, que desplazan el Jocus SD2 hacia una zona externa a
la estructura secundaria. Ello permite que €l ribosoma se una a SD2, y por tanto, se
traduzca la enzima (Dubnau, 1984). En este modelo, la regulacion esta mediada por
la metilacion (efecto de retroalimentacidn): cuando todos los ribosomas estdn
metilados, es posible su translocacion y las moléculas de ARNm vuelven a adoptar

una conformacion inactiva.
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Otro mecanismo propuesto es el de la atenuacion de la transcripcion, que
explica la regulacion del determinante erm(K). En este caso, la ausencia de
eritromicina mmpide la sintesis completa del ARNm (Kwak ef al., 1991; Choi ef al.,
1997).

La especificidad de la induccion varia segin los casos. Asi, los macrdlidos de 14 y
16 dtomos inducen la resistencia mediada por el gen erm(AMR) en E. faecalis (Oh et
al., 1998). Poco se sabe sobre las bases moleculares que diferencian antibi6ticos
inductores de no inductores, excepto que algunos residuos del péptido lider son
cruciales para inducir resistencia y que, mutaciones especificas en algunos
aminoacidos provocan cambios apreciables en ¢l fenotipo de resistencia inducible
(Mayford et af., 198Y; Maytord ef af., 1990). En cuanto a la expresion constitutiva,
se ha observado que cepas inducibles, es decir, dotadas de la informacion genética
necesaria para sintetizar la metilasa Erm y el péptido lider, especialemente cuando se
encuentran expuestas a concentraciones subinhibitorias de antibidticos no inductores
(LSp), terminan expresando la enzima de forma constitutiva, debido a que se
producen mutaciones (deleciones, duplicaciones, repeticiones) en la regi6n
reguladora que hacen que el Jocus SD2 esté siempre accesible. De este modo, la
sintesis de la metilasa se produce independientemente del cambio conformacional
inducido por la eritromicina en el ribosoma (Hahn ez al., 1982). Asi, la expresion
constitutiva de la resistencia MLSg, mediada por el plismido pAMB1 de E. faecalis,
se ha relacionado con la delecidn de la mayor parte de la region reguladora del gen
erm(AM) (Martin et /., 1987). En estudios mds recientes, Rosato er af. (1998 y
1999) mostraron que una delecién similar era responsable de la expresion
constitutiva del gen erm en cepas de S. agalactiae, S. preumoniae y E. faecalis. Por
otra parte, Zhong er al. (1999) confirmaron que los niveles de metilacién ribosomal
en cepas de S. preumoniae que presentaban el gen erm(AM) eran diferentes, lo que
podria deberse a mutaciones en la regién reguladora. Recientemente, Werckenthin
and Schwarz (2000) encontraron, en el atenuador de la traduccién del gen erm(A) de
una cepa de Staphylococcus intermedius, dos mutaciones puntuales que podian ser

las responsables del caracter constitutivo.
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5.2.2 Eflujo activo del antibiético

Los sistemas de eflujo activo de antibidticos en bacterias se clasifican en:

v’ Transportadores primarios, que son conocidos como transportadores ABC
ladenosine-triphosphate (ATP)-binding cassette], e hidrolizan ATP como fuente
de energia (Higgins et al., 1986). Comentaremos mds a fondo sus caracteristicas
en la discusién de esta tesis doctoral.

v/ Transportadores secundarios que, en general, utilizan protones o iones de sodio
como fuente de energia. Un gran grupo de estos transportadores pertenece a la
superfamilia MF (major facilitator) y, tipicamente, consisten en una proteina

integral de membrana con 12 o-hélices transmembrana (Pao ef al., 1998).

Por ¢l momento, en cocos gram positivos, se han descrito sistemas de eflujo de
macrélidos de dos tipos: de tipo MS y de tipo M. Ambos son importantes para
determinar el grado de sensibilidad a un amplio rango de antibidticos MLS y tienen
gran interés clinico.

Efluio de tipo MS: Ross er al. (1989) estudiaron un grupo de cepas de

Staphylococcus epidermidis cuyo fenotipo denominaron “MS”, por ser resistentes a
macrdlidos de 14 dtomos y a estreptograminas de tipo B. Un afio mds tarde, aislaron
y secuenciaron el gen responsable, que denominaron msrA (macrolide streptogramin
resistance), en una de estas cepas. Dicho gen presenta dos dominios de unién a ATP
homélogos a los de una familia de proteinas transportadoras de Gram-negativos y de
células eucariotas (Ross et al, 1990). El sistema parcce ser multicomponente,
abarcando los genes msr(A), smp y/o stp para constituir una bomba de eflujo
totalmente operativa. No estd claro qué papel desempefia cada proteina en el sistema
de ecthyo, pero es evidente que Msr(A) debe estar presente para expresar el tenotipo
MS (Ross et al., 1995).

Eflujo de tipo M: Mediante ¢l test de doble difusién con disco (eritromicina y

clindamicina), se identificé un nuevo patrén de resistencia en algunas cepas de
estreptococos (fenotipo M), caracterizado por sensibilidad a lincosamidas, incluso
después de la induccidén, a estreptograminas y a macrélidos de 16 dtomos. Su
expresidn se debe a la presencia de una bomba de eflujo dependiente de energia

(Sutcliffe ef al., 1996b). Los genes mef{A) (macrolide efflux) v mef{E) codifican el
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eflujo de macrélidos en S. pyogenes y S. pneumoniae, respectivamente (Clancy ef al.,
1996; Tait-Kamradt ez a/., 1997). El andlisis de la secuencia de aminoacidos mostré
la presencia de 12 dominios transmembrana, v los ensayos de eflujo en presencia de
arscnato sugirieron que Mef(A) y Mef(E) dependian de una fuerza motriz de
protones (Clancy et al., 1996; Tait-Kamradt et al., 1997). Segin la nomenclatura
actual ambos se designan como mef{A) (Roberts et al., 1999), va que poseen un 90%
de identidad. Los genes mef se han descrito en otros Gram-positivos, como
Enterococcus spp., Micrococcus luteus y Streptococcus del grupo viridans (Arpin et
al., 1999a; Luna et al., 1999), y también en Gram-negativos (Acinetobacter junii y
Neisseria gonorrhoeae) (Luna et al., 2000).

En su estudio, Tait-Kamradt er al. (1997) clonaron en E. coli un fragmento de
S. pneumoniae de 3,7Kb que contenia el gen mef(E), de 1,2Kb, y afirmaron que éste
era suficiente para conferir resistencia a eritromicina; sin embargo, el fragmento de
ADN adicional no fue caracterizado. Recientemente, en cepas de S. pneumoniae, se
ha encontrado que el gen mef(E) forma parte de un elemento de insercion genética,
mega (macrolide efflux genetic gssembly), asociado al aumento de la resistencia a
macrolidos (Gay ef al., 2001). Mega contiene un operdn en el cual dos genes (mef'y
otro, denominado mel} se cotranscriben, formando parte de un sistema de eflujo dual:
mef(E), codifica un transportador dependiente de protones, tal y como fue descrito
por Tait-Kamradt et al. (1997), y mel, codifica un transportador ABC, homdlogo a
msr(A) de estafilococos (Gay et ai., 2001). Seglin estos autores, parece que mega
cstd relacionado con un transposén conjugativo. La relaciéon de mega con el
transposén defectivo Tr1207.1, que contiene el gen mef{A) en S. preumoniae
(Santagati ef al., 2000), apoya esta hipdtesis (Gay et al., 2001), aunque los tamafios
de estos elementos genéticos difieren en ambos estudios (7,2 frente a 5,5Kb).

Un estudio recientemente publicado (Del Grosse et al., 2002) considera
importante la distincién entre los genes mef{A) y mef(E) en S. pneumonide, ya que
ambos se encuentran en elementos genéticos diferentes, si bien ¢s posible que
procedan de un ancestro comin. Mientras mef{E) se encuentra insertado en diferentes
puntos del cromosoma y es transferible mediante transformacion, mef{A) se integra
en un sitio especifico {ce/B) involucrado en la competencia, por lo que las cepas que

portan dicho gen no presentan capacidad para ser transformadas.
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Tabla 5.- Genes de eflujo de macrdlidos en cocos Gram-positivos.

Nombre Genes Tivo de
actual leui d Fenotipo tr lport d Especie Referencia
del gen Ineueos ansportador bacteriana
msr(A) msr(A) MS Primario 5. epidermidis Ross et al., 1990
(ABC)
S. coagulasa neg. Lina et al., 1999
y S aureus
msr(AYY M ABC S. aureus Wondrack ef al., 1996
Cheng et al., 39" ICAAC
msr(A) S. pyogenes Adrian, 1997
MLS® S. prneumoniae Seral er al., 2001a
M 6 MS® S. pneumoniae Seral et al., 2001*
msr(SAY M ARC S, aureus Matsuoka ef al., 1998
Matsuoka et of., 2002
msr(B)  MS ABC S. xviosus Milton et al., 1992
wmeflAY meflA) M Secundario S. pyogenes Clancy et al., 1996
SGC Kataja et al., 1998b
mef(E) M Secundario S. pneumoniae Tait-Kamradt, 1997
meflA)® M 8. pneumonaie Santagati et al., 2000
meflE) y M Secundario 8. pneumoniae Gay ef al., 2001
mel ABC
mef(E) M S. agalactiae Arpin et al., 1999¢
mef{A/E) M S. agalactiae Este trabajo
Betriu et al., 2000
S. viridans Luna et af., 1999
E. faecium Fraimow, 97" GMASM

Enterococcus spp. Luna et al., 1999
v M. luteus

“ msr(A) asociado a mph(C); ® msr(A) asociado a erm(B); * msr(A) asociado a meflA); ™ msr{A)
en un pldsmido, asociado a mph(C) y erm(Y); ©) mef{A) en un transposén defectivo Tn7207, 1.

Segun estos mismos autores (Del Grosso ef /., 2002), también resulta interesante
el hecho de que los aislados que portaron el gen mef{A) (17 de 20 que expresaron
fenotipo M) fueron sensibles a penicilina, tetraciclina y cloranfenicol, se incluyeron

en un mismo serotipo, presentaron un origen clonal y el gen mef{A) se transfirié por
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conjugacion, mientras que los que contenian mef{(E) (3 aislados de 20) fueron
resistentes a varios de estos antibiGticos, mostraron distintos serotipos, no

presentaron relacion clonal y mef{E) no se transfirié por conjugacion.

Por otra parte, un estudio reciente demostré que ¢l gen mred (macrolide
resistance efflux), inicialmente considerado un nuevo gen de eflujo de macrélidos de
S. agalactiae (Clancy et al., 1997), se localiza en el cromosoma y codifica una
actividad enzimdtica (una flavoquinasa), si bien es cierto que confiere resistencia a

macrolidos en E. coli por un mecanismo ain desconocido (Clarebout ef al., 2001).

S¢ han descrito dos genes, vga y vga(B), en S. epidermidis y en
Staphylococcus haemolyticus, albergados en pldsmidos, que codifican proteinas de
unién de ATP y actuan como sistemas de eflujo de estreptograminas de tipo A
(Allignet er al., 1992; Allignet et al., 1997).

5.2.3 Modificacién de la diana por mutacién del ARNr 23S y/o proteinas
ribosomales

Tras el descubrimiento de los genes erm, han sido identificados otros mecanismos
de resistencia que conllevan una modificacion de la estructura del ARNr. Asi,
recientemente y en condiciones de laboratorio se ha observado que, mutaciones o
deleciones en los dominios V y II de la secuencia del ARNr 23S 0 en las proteinas
ribosomales 14 y 122, que forman parte de los sitios de unién de los macrélidos,
confieren resistencia a dichos antibicticos en S. prneumoniae (Tait-Kamradt ef al.,
2000a; Tait-Kamradt er al., 2000b; Depardieu and Courvalin, 2001; Canu et ol.,
2002; Nagai ex al., 2002b; Shortridge er al., 2002).

5.2.4 Inaclivacion enzimdtica
Otro mecanismo de resistencia es ¢l constituido por genes que inactivan

antibidticos MLS mediante la modilicacidn de su eslructura.

Inactivaciéon _de macrélides: Wondrack ef al. (1996) describieron una cepa de

$. aureus, productora de esterasas, capaz de inactivar macrdlidos de 14 y 16 dtomos
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(a diferencia de las esterasas halladas en E. coli, que inactivan macrélidos de 14 y 15
atomos), y que presentaba ademds un determinante de eflujo msr(A). En estudios
posteriores, se identifico en esa cepa el gen mph(C) (macrolide phosphotransferase),
que codifica una fosforilasa que inactiva macrélidos de 14 4tomos y se encuentra en
el mismo operén que msr(A) (Cheng et al., 39 ICAAC). Por otra parte, Matsuoka et
al. (1998) describieron, en una cepa de S. aureus, la presencia de un plasmido que
portaba tres genes de resistencia a macrolidos: mph(BM), actualmente designado
como mph(C) (Roberts ef al., 1999), que codifica una fosfotransferasa; msr(SA),
actualmente denominado msr(A) (Roberts et al., 1999), que codifica una proteina de
eflujo de macrélidos de tipo ABC y un gen erm, aln sin caracterizar en aquel
momento. Muy recientemente, los mismos autores han identiticado este ultimo gen,
situado detras de mph(C) en el citado pldsmido, como erm(Y) (Matusoka ef al.,
2002). Por el momento, no se han descrito en enterococos ni en estreptococos

enzimas inactivantes de macrélidos.

Inactivacion de lincosamidas: En estafilococos (S. haemolyticus y S. aureus) y

en enterococos (E. faecium) se¢ ha referido la presencia de enzimas inactivantes de
lincomicina (nucleotidiltransferasas), codificadas por los genes /in (Brisson-Noel et
al., 1986; Brisson-Noel ef ¢l., 1988; Bozdogan et al., 1999), actualmente designados
Inu(A) (lincomycin nucleotidyltransferase) y Inu(B) (Roberts ef al, 1999). Un
estudio reciente confirmé la presencia del gen /nu(B) en una cepa de S. agalactiae
con fenotipo L (De Azavedo et al., 2001). Este es el primer caso en el que se

describe un mecanismo de inactivacion enzimatica en estreptococos.

Inactivacion de estreptograminas: Entre los mecanimos que confieren

resistencia a  estreptograminas, se han descrito enzimas que hidrolizan
estreptograminas de tipo B, codificadas por los genes vgb y veb(B) (virginiamycin
Jactor B hydrolase) (Allignet et al., 1988; Allignet et al., 1998), asi como
acetiltransferasas que inactivan estreptograminas de tipo A, codificadas por los genes
vat (virginiamycin factor 4 acetylation) (Allignet ef al., 1993; Allignet et al., 1998) y
sat (Rende-Fournier et al., 1993) —ahora designados vaz, segin Roberts ef al. (1999)-

en estafilococos y enterococos.
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Tabla 6.~ Genes de inactivacién de antibidticos MLS en cocos Gram-positivos.

NombIC Genes que Especificidad  Actividad Especie Reforencia
del gen incluye antibidtica  enzimditica bacteriana
mph(C)  mph(C)V M Fosforilasa S, aureus Wondrack et al., 1996
Cheng et al., 39" ICAAC
mph(BM) M Fosforilasa S aureus Matsuoka et al., 1998
Matsuoka et al., 2002
Inu(A)  lin(A) L Transferasa 8. haemolvticus  Brisson-Noél ef al., 1988
fin(AY L Transferasa S, aqureus Brisson-Noél ez al., 1988
Inu(B) lin(B) L Transferasa  E. faecium Bozdogan et ¢l., 1999
S. agalactiae De Azavedo ef af., 2001
veblA)  vgh Sg Lactonasa . qureus Alhignet ef al., 1988
veh(B) vgh(B) S Lactonasa 8. cohnii Allignet et al., 1998
vat(A)  vat Sa Acetilasa S. aurcus Allignet ef al., 1993
vat(B)  vat(B) Sa Acetilasa S. aureus Allignet et al., 1995
vat(C)  vat(C) Sa Acetilasa S. cohnii Allignet et al., 1998
vat(D)  saf(A) Sa Acetilasa E. faecium Rende-Founier, 1993
vat(E)  sai(G) Sa Acetilasa E. faecium Werner and Witte., 1999

U mph(C) asociado a msr(A); @ mph(C) se encuentra en un plasmido, asociado a los

genes msr(A) v erm(Y).

6. CONSUMO DE MACROLIDOS Y SELECCION DE
RESISTENCIAS EN Streptococcus

El aumento del uso clinico de la eritromicina y sus derivados, en su mayorfa para
tratar infecciones del tracto respiratorio, se ha relacionado con un aumento de la
resistencia a macrélidos en .S, pyogenes (Seppild et al., 1995). Este problema fue
particularmente importante en Japon, donde la resistencia a eritromicina en esta
especie alcanzd niveles de mas del 60% a mediados de los afios 1970 (Maruyama ef
al., 1979), y en Finlandia donde, a partir de 1988, se observo un inesperado aumento
de la resistencia, pasando en solo dos afios de un 5 a un 13% de cepas resistentes en
muestras faringeas (Seppild et al., 1992). Brotes similares fueron descritos en
distintos paises, como Reino Unido (Spencer et al., 1989) y Suecia (Holmstrom et
al., 1990).
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A su vez, el problema se vio agravado por la resistencia cruzada que presentan los
macrolidos (eritromicina, azitromicina y claritromicina), ya que el uso de cualquiera
de ellos puede conducir a la resistencia de los tres agentes antimicrobianos (Seppéila
et al., 1997b; Seppild ef al., 1993). Ademads, es posible que exista relacién entre la
prevalencia de los distintos fenotipos de resistencia a macrélidos y el consumo de
este tipo de antibidticos (Jasir ef al., 2001). En esta misma linea, en Espafia se han
observado variaciones estacionales de la prevalencia de resistencia a eritromicina,
con menor incidencia en verano (Orden ef al., 1996; Baquero ef al., 1999b), que
pueden atribuirse a la variacién en los patrones de consumo de antibidticos; otra
posible explicacién seria la variacién clonal estacional de nuevos fenotipos con
respecto a virulencia y sensibilidad a antibiéticos.

El aumento de la prevalencia de cepas resistentes de S. pyogenes que se produjo
en Japén fue atribuido a la presion ejercida por el uso excesivo de eritromicina en el
tratamiento de las infecciones del tracto respiratorio (Maruyama ef al., 1979). Tal
observacion fue apoyada posteriormente por los datos obtenidos en Finlandia, donde
¢l uso de eritromicina se triplicd en la década de 1980 vy, probablemente en relacion
con ¢llo, se incrementd el nimero de aislamientos resistentes en dicho pais (Seppéld
et al; 1992; Seppéld ef al., 1995). Este hecho también se evidenci6 en Taiwan (Hsueh
et al., 1995), en Australia (Stingemore e al., 1989) y en Italia (Cristiano ef al.,
1996).

A partir de la publicacion de hallazgos tan alarmantes en Japdn, el uso de
eritromicina se redujo en ese pais y la resistencia disminuyd hasta situarse en torno al
1% (Mitsuhashi et al., 1992; Bass ef al., 1994; Fujita ef al., 1994). El aumento de
cepas resistentes en Japén fue de origen monoclonal (Maruyama e al., 1979),
mientras que en Finlandia se debid a la diseminacién de varios clones (Seppéli et af.,
1992), pero por fortuna, la resistencia disminuyd marcadamente en Finlandia dos
anos después de la reduccién en el consumo de macrélidos (Seppala et al., 1997b).
Los incrementos de la resistencia a eritromicina estdn vinculados, en todos los casos,
a una serie de factores, entre los que destaca como decisivo el elevado consumo de
macrélidos, ya que se utilizan con gran frecuencia como tratamiento empirico de
infecciones del tracto respiratorio (Bryskier et al., 1993), como profilaxis y como

tratamiento de infecciones orales (Gialdroni-Grassi et al.,, 1993). A ello hay que
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afladir sus nuevas indicaciones terapéuticas, como son la erradicacién de
Helicobacter pylori en pacientes con tlcera péptica o su utilizacién en pacientes con
inmunodeficiencia adquirida.

Estudios in vitro demuestran la aparicion de resistencia en S. pyogenes y
S. pneumoniae cultivados en medios con concentraciones crecientes de eritromicina
(Carsenti-Etesse et al., 1996; Sutcliffe ef al., 1996b; Carsenti-Etesse ef al., 1999).
Esta situacién puede considerarse paralela a las circunstancias que se dan in vive,
cuando un paciente es tratado de forma crénica o frecuentemente con esos
antimicrobianos. No obstante, ¢l clevado grado de resistencia se ve influenciado
también por otros factores, como son la presencia de reservorios humanos o de otras
especies con microorganismos portadores de genes de resistencia (Reig et g/, 2001)
y la existencia de una situacion que favorezca la transmisién de bacterias, como
puede ser el contacto en los colegios o en la familia (Cohen, 1992). Un estudio
reciente (Pérez-Trallero ef al., 2001b) realizado en nuestro pafs sefiala que mds del
90% de individuos portan en su faringe estreptococos comensales (Strepfococcus
oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus salivarus, entre otros) resistentes a
eritromicina. Por el momento, se desconoce si este alto porcentaje de portadores de
cepas comensales resistentes a eritromicina influye o no en el elevado mimerc de
cepas clinicas de 5. pneumoniae y de S. pyvogenes resistentes a eritromicina en
Espafia, si bien es cierto que la transmision de cepas resistentes de persona a persona
es un hecho frecuente (Reichler er al., 1992; Klugman ef al., 1994; Miller ef al.,
1996; Yagupsky ez al., 1998).

En el caso de infecciones provocadas por 8. preumoniae, la eritromicina se ha
utilizado como una alternativa terapéutica a la penicilina en casos de alergia a este
antibiético. En 1967 se describié por primera vez la resistencia a eritromicina y
lincomicina en esta especie bacteriana en una cepa aislada de un paciente tratado con
macrolidos en EE.UU. (Dixon, 1967). A partir de entonces, el nimero de cepas
resistentes a este antibidtico ha ido en aumento y, después de numerosos estudios
¢pidemiologicos, se cree que existen dos factores de riesgo fundamentales: €l uso
excesivo e innecesario del antimicrobiano y la presién selectiva que el consumo
gjerce sobre el microorganismo (Pérez Trallero ef al., 1989; Baquero, 1999a). Se han

estudiado otros posibles factores de riesgo, como la edad (Fenoll et al., 1991) y la
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hospitalizacion (Pallarés er al., 1987) y se han puesto de manifiesto datos que
parecen relacionarlos con la incidencia de la resistencia. Asi, se ha observado que los
portadores mds frecuentes de cepas resistentes son nifios menores de 5 afios y las
infecciones en adultos son causadas por los serotipos encontrados en nifios. Por otra
parte, la incidencia parece ser mds elevada en pacientes hospitalizados. Sin embargo,
no hay datos concluyentes sobre la influencia que ejercen estos posibles factores de
riesgo. Ademads, como ya se ha comentado anteriormente, en la mayor parte de los
casos, la resistencia a eritromicina supone resistencia cruzada a la mayoria de
antimicrobianos de la familia de antibidticos MLS. Por este motivo, la resistencia de
S. pneumoniae a MLS, tanto por sus altos niveles actuales como por su rapida
evolucion, constituye una causa de preocupacion en el ambito de la microbiologia
clinica y de la terapéutica antimicrobiana. Otro aspecto importante es la alta
frecuencia con que se aislan cepas resistentes a macrdlidos, que son también
resistentes a otros antimicrobianos, como tetraciclinas, cloranfenicol, cotrimoxazol,
penicilinas y ciprofloxacina. Se ha descrito una alta incidencia de multirresistencia
en estas cepas, lo que apoya la influencia de la presion antibidtica en el desarrollo de
resistencias (Appelbaum, 1992). En Francia, varios grupos sefialaron en
S. preumoniae una alta resistencia a macrdlidos asociada con resistencia a penicilina
(Angot ef al., 2000; Bingen et al., 2000), que contrastd con la baja resistencia a
eritromicina detectada en este pais en cepas de S. pyogenes (Bingen et al., 2000). En
cambio, cn Espana, en aquellas localidades con alta tasa de resistencia a eritromicina
en S. preumonine, se¢ detectd una alta tasa de resistencia a este firmaco en
S. pyogenes, y del mismo modo, tasas bajas para uno de estos microorganismos
implicaron tasas bajas para ¢l otro (Gémez-Lus et al., 1999; Pérez-Trallero et al.,
2001a). La asociacién a escala poblacional entre resistencias codificadas por
diferentes mecanismos (fenotipo MLSgp para S. pneumoniae y fenotipo M para
S. pyogenes), enire dos especies de un mismo género que ocupan dos nichos
ecoldgicos distintos y procedentes de muestras de pacientes de edad muy diferente,
hace sospechar la existencia de una causa extrinseca, tal como la presion selectiva
ejercida por el consumo de antibidticos capaz de explicar la coseleccion geografica
de resistencias. En dos recientes publicaciones, Granizo et al. (2000a; 2000b)

estudian la asociacidén entre ¢l aumento del consumo de macrélidos en Espafia y el
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aumento paralelo de la prevalencia de la resistencia a eritromicina en S. pyogenes
(1986-1997) y en S. preumoniae (1979-1997). En ambas especies parece que la
prevalencia de la resistencia a la eritromicina se debe mds al consumo de los nuevos
macrélidos (claritromicina y azitromicina) con intervalos de dosificacién ampliados,
sin que exista relacion estadistica entre la evolucién de la resistencia a la eritromicina

y el consumo de este antibidtico.

7. DATOS REFERENTES A CONSUMO DE MACROLIDOS
EN ESPANA

Desde la introduccidn en clinica de la penicilina, hace sesenta afios, las
enfermedades infecciosas han sido consideradas como el paradigma de las
enfermedades curables en los pafses desarrollados, apareciendo Espafia como el pais
europeo donde existe una actitud més despreocupada y confiada hacia los
antibidticos. Los antimicrobianos se han integrado en la cultura popular por su
eficacia y seguridad, pero durante décadas se ha tenido escasa percepcion de la
problematica social que conlleva su uso y abuso. En la actualidad, varios estudios
sugieren que un importante factor de riesgo en la diseminacién de la resistencia
bacteriana es ¢l aumento del consumo de antibiéticos (Baquero ef al., 1991; Seppili
et al., 1995; Arason et al.,, 1996; Melander et al., 2000). Por este motivo, en los
tltimos afios se viene observando un cierto proceso de racionalizacion en el uso de
antibiéticos para el tratamiento de procesos extrahospitalarios, con menor consumo
de antibiticos parenterales y de asociaciones de antibidticos, y una mayor
preocupacion por el control de antibidticos orales como consecuencia de la voz de
alarma dada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) vy las sociedades
cientificas (“Sociedad Espafiola de Quimioterapia”, entre otras) acerca del problema
de la resistencia bacteriana.

Segun datos recogidos por el Ministerio de Salud y Consumo, Ruiz Bremoén ef al.
(2000} realizaron un seguimiento de los patrones de consumo de antibidticos en
Espafia en la década 1987-1997. Se¢ encontré que en muestro pais las penicilinas de
espectro ampliado fueron el grupo terapéutico que registrd mayores ventas en ese
periodo, seguido de macrdlidos, quinolonas y cefalosporinas. Como indicador

comparativo se emple6 la DHD (DDD/1000 habitantes/dia; siendo la DDD lo que se
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conoce como “dosis definida diaria”). Los macrélidos fueron el grupo que registré
mayor aumento de ventas en el periodo de estudio, pasando de 1,25 en 1987 a 3,63
diez afios mas tarde. A su vez, el porcentaje de DHD de los macrélidos respecto al
consumo global de antibidticos aumentd en ese periodo de un 8 a un 18%. Otros
estudios sobre consumo de macrdlidos publicados en La Rioja (Siles Gutierrez ef al.,
1998), Zaragoza (Goldaracena Tanco ef af., 1996) y Catalufia (Llop, 1997)
demuestran que este grupo de antibidticos ha alcanzado un alto nivel de utilizacién
dentro de la terapéutica antimicrobiana. Segin datos del “Servicio de Marketing
Internacional” de Madrid, el consumo de macrélidos por pacientes externos
experimentd un incremento de mds del 60% cntre 1987-1996 (Alds et al., 2000).
Asimismo, un par de estudios recientes en Espafia, muestran la asociacion entre
aumento de consumo e incremento de resistencia a macrdlidos en cepas de
estreptococos en los tltimos afios (Granizo et al., 2000a; Granizo et al., 2001b). En
esta misma linea, un trabajo recientemente publicado en nuestro pais (Garcia-Rey er
al., 2002) refleja la variacidn local entre diferentes provincias espafiolas, tanto en las
tasas de resistencia en S. preumoniae a eritromicina (22-56%) y a penicilina (41-
68%) como en consumo de antibidticos (DHD: 1,96-4,34 y 11,47-18,25 para
macrélidos y -lactdmicos, respectivamente). Este estudio confirma que el consumo
de macrélidos y P-lactamicos estd relacionado con los niveles de resistencia a
erifromicina y penicilina, si bien los macrélidos tienen mayor impacto gue los -
lactdmicos, a pesar de que su consumo global es cuantitativamente menor, quizds
debido a su efecto bacteriostatico y no bactericida.

El perfil de consumo por grupos de antibidticos en Espaifia difiere del de otros
paises europeos, como Reino Unido (Davey et al., 1996) y Dinamarca (Frimodt-
Moller et al., 1997). Comparativamente con otros paises de nuestro entorno, Espaifia
muestra un mayor consumo de penicilinas semisintéticas de amplio espectro y de -
lactimicos en general, a pesar de la progresion de los macrdlidos en la década de
1990. De 1gual modo, Espafia es uno de los paises con mayor tasa de automedicacién
y uno de los de mayor almacenamiento de antibidticos (SEQ, 2001). En
concordancia con estos datos, se ha publicado recientemente un estudio sobre la
variacion en el uso de antibidticos en quince paises de la Unién Europea (Otto Cars

et al., 2001), del que se desprende que Espafia ocupa ¢l segundo lugar, después de
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Francia, en ventas de antibidticos. En nuestro pais, a mediados de los afios 90, los
macrélidos fueron el segundo grupo de antibiticos en cuanto a volumen de ventas,
con un 17-18% respecto al consumo total de antibidticos (Baquero et al., 1996; Ruiz
Bremon et al., 2000). La misma tendencia se observé en Italia, Luxemburgo y
Francia, con porcentajes de 21, 18 y 16%, respectivamente. En Austria los

macrélidos fueron los antimicrobianos mds consumidos (26%).

8. EMPLEO DE ANTIBIOTICOS MLS EN ANIMALES

En los animales se han utilizado antibidticos con tres finalidades: terapéutica,
profildctica {como en humanos) y como promotores de crecimiento, especialmente
en aves y cerdos, disminuyendo de este modo el coste de las producciones. El
empleo de antibidticos como promotores de crecimiento en animales fue una prictica
habitual desde la década de 1950, cuando se descubrié que pequefias dosis de
tetraciclina mejoraban el crecimiento (Stokstad et al., 1950). En aquel momento se
desestimo el efecto que el consumo de estos “factores nutricionales™ pudiera tener
sobre la resistencia. En 1969 se public el informe britanico Swann (Swann, 1969),
que recomendaba no utilizar en animales antibidticos que fuesen a ser utilizados
posteriormente en humanos, o antibidticos que seleccionasen resistencias cruzadas.
Asi, en 1975 se inici6 el consumo de avoparcina (glicopéptido) para engorde y de
otros antibidticos, como la tilosina (macrélido de 16 dtomos) y la virginiamicina
(estreptogramina). Lo que no se tuvo en cuenta entonces fue que el consumo de
antibiéticos estructuralmente relacionados podia seleccionar los mismos mecanismos
de resistencia y que antimicrobianos que en aquella época tenian poca relevancia en
medicina humana, podrian aplicarse en afios posteriores con fines terapéuticos,
debido a la aparicion de bacterias multirresistentes.

El consumo veterinario de antibidticos en Europa practicamente llegd a igualar al
humano en los afios 90 (Cuéllar, 1999). Del total de antibidticos empleados en
veterinaria, el 69% se empled con fines terapéuticos, en tanto que el 31% restante fue
utilizado como aditivos para alimentacién animal (promotores de crecimiento). De
todos ellos, los macrélidos fueron los antibidticos mds comuinmente empleados

como promotores de crecimiento y ocuparon el segundo lugar, después de las
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tetraciclinas, en cuanto a antimicrobianos utilizados con fines terapéuticos
veterinarios.

En cuanto a los datos referentes al consumo de antibiéticos en veterinaria en
Espafia, los datos disponibles no resultan demasiado fiables, debido a la extremada
dispersion del sistema de distribucién de los medicamentos veterinarios. En nuestro
pafs, el consumo de macrélidos en veterinaria supuso, en 1996, un 10% del volumen
de ventas de productos farmacoldgicos en sanidad animal (Diez ef al., 1997).

En la actualidad, estd demostrado que los animales alimentados con antibidticos
pueden servir como reservorios de bacterias resistentes y/o de genes de resistencia
que pueden diseminarse entre la poblacién humana, limitando asi el valor médico de
estos antimicrobianos (Witte, 1998; Aarestrup, 1999; Aarestrup, 2000b). Varios
estudios ilustraron la influencia de macrélidos y estreptograminas (tilosina y
virginiamicina) como promotores de crecimiento en la prevalencia de la resistencia
en cepas de enterococos de origen animal {(Linton et al., 1985; Hinton et al., 1986;
Kaukas et al., 1987; Kaukas ef af., 1988; Thal ef al., 1996). A su vez, Hummel ef al.
{1981) aislaron cepas de estafilococos resistentes a macrélidos de cerdos a los que se
administraba tilosina con los alimentos y también aislaron esas mismas cepas
resistentes de los empleados que trabajaban directamente con €so0s animales, pero no
de sus familiares. Este estudio y otros similares pusieron en cvidencia que los
antibidticos administrados como aditivos alimentarios en animales, ejercian una
presidn selectiva no solo sobre la microbiota de dichos animales, sino también sobre
la microbiota de los humanos encargados de criarlos.

A lo largo de estos ultimos anos hemaos asistido a la progresiva revocacion de la
autorizacién de determinados antibidticos como promotores de crecimiento. En
Finlandia y Noruega se prohibid el uso de virginiamicina en 1990 y 1991,
respectivamente. Un estudio llevado a cabo en Finlandia tras la prohibicién de dicho
antibigtico, mostré una disminucién de un 20 a un 2% en los porcentajes de
resistencia de cepas de E. faecium obtenidas de pollos y cerdos (DVL, 1998). En
enero de 1998 se prohibid el uso de virginiamicina en animales en Dinamarca.
Durante ese mismo afio, las industrias danesas de alimentacién animal decidieron
voluntariamente, como medida de precaucién, detener el uso de agentes

antimicrobianos como promotores de crecimiento a finales del afio 1999. Asimismo,
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la Union Eurcopea revocd la autorizacidn de espiramicina, tilosina y virginiamicina en
julio de 1999, por presentar resistencias cruzadas con otros antibiéticos MLS de uso
humano.

En un estudio recientemente publicado en Dinamarca (Aarestrup et af., 2001), se
mostré que era posible reducir los niveles de resistencia en cepas de enterococos
aisladas de animales al eliminar la preston selectiva antibidtica de la cadena de
alimentacion animal. Sin embargo, también es cierto que, en algunas condiciones, la
resistencia puede persistir, probablemente como consecuencia de la coseleccién
(vancomicina-eritromicina), tal y como revelaron estudios recientes llevados a cabo
en Dinamarca o en Grecia (Aarestrup, 2000a; Maniatis ez al., 2001).

Con todo lo expuesto, se concluye que es fundamental tomar medidas a gran
escala respecto a los antimicrobianos empleados en produccion animal, a fin de
disminuir la incidencia de resistencia a antibidticos, especialmente a aquellos
utilizados en medicina humana. Se han sugerido algunas alternativas al uso de
antibidticos como promotores de crecimiento en ganaderia, entre los que cabe
destacar el empleo de microorganismos o enzimas probidticos, ciertos 4cidos,
minerales y vitaminas u otros tarmacos.

En la figura 4 se recogen las repercusiones ecolégicas del uso de antibidticos en

animales, cualquiera que sca su finalidad.
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Figura 4- Impacto ecoldgico del empleo de antibidticos en animales.
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Objetivos

Estudiar las tasas de resistencia a eritromicina y los fenotipos de resistencia a
antibidticos MLS en distintas especies de Strepiococcus v Enterococcus aisladas

en La Rioja, asi como su evolucién a lo largo del tiempo.

Analizar los mecanismos de resistencia a antibiéticos MLS, relacionados con
modificacién de la diana o sistemas de eflujo de macrélidos, en las cepas de

Streptococcus y Enterococcus del estudio,

Estudiar la diversidad clonal de las cepas resistentes a antibidticos MLS y su

evolucién temporal.
Estudiar el bombeo de eritromicina en cepas de E. faecium y caracterizar un

nuevo gen, msrC, especifico de dicha especie y relacionado con las proteinas

transportadoras de tipo ABC.
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1.  ESTIRPES BACTERIANAS

1.1  Aislamientos clinicos: En este trabajo se han estudiado 1794 cepas de
diferentes especies del género Streptococcus y Enterococcus, aisladas de muestras
clinicas (un aislado por paciente) del Hospital San Millan de Logrofio (La Rioja),
durante ¢l periodo 1996 — 2001. En total, se recogieron 355 cepas de S. pyogenes;
531 de S. agalactiae;, 47 de SGG; 16 de SGC; 767 de S. preumoniae, asi como 78
cepas de Enterococcus de diferentes especies: 27 E. faecalis, 23 E. faecium,
8 Enterococcus durans, 6 Enferococcus avium, 9 Enferococcus hirae,

3 Enterococcus gallinarum y 2 Enterococcus casseliflavus.

1.2 Identificacion de especies microbianas: La identificacién de S. pyogenes y
otros Streptococcus B-hemoliticos se realizé por la morfologia macroscopica de las
colonias, tincién de Gram, catalasa, hemolisis, sensibilidad a bacitracina y test de
aglutinacién con sueros especificos (bioMérieux). Las cepas de S. preumoniae
fueron identificadas segin la morfologia macroscopica de las colonias en agar
Miieller Hinton (MH) sangre, tincidén de Gram y sensibilidad a optoquina. Las cepas
de Enterococcus fueron identificadas por pruebas microbioldgicas, bioquimicas y de
biologia molecular. Se realizo tincion de Gram, actividades catalasa, oxidasa, y bilis-
esculina, tolerancia 6,5% al NaCl y presencia del antigeno D de Lancefield. Estas
pruebas se completaron con las de fermentacion de amicares recomendadas por
Flacklam y Collins (1989) y se utilizé ademads el sistema bioquimico API 20 STREP
(bioMérieux). En casos dudosos se recurridé a su vez al empleo del sistema
bioquimico API 32 STREP (bioMérieux). Para corroborar la identificacién de las
especies E. faecalis y E. faecium se llevaron a cabo reacciones de amplificacién por
PCR utilizando cebadores especificos (ddl g, fccatis ¥ ddl E fuecium) Para cada una de las
dos especies anteriormente citadas (Dutka-Malen ef ai., 1995) (Tabla 13). Por otra
parte, para la identificacién de las especies E. durans, E. hirae, E. gallinarum y E.
casseliflavus se realizaron PCRs especificas para los genes mur-2.4, mur-2, vanCl y
vanC2/C3, respectivamente (Chu et al,, 1992; Dutka-Malen et al., 1995; Miele et al.,
1995; Robredo et al., 1999) (Tabla 13).
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1.3

Cepas de referencia: A lo largo del estudio se utilizaron las siguientes cepas

como controles en los diferentes ensayos:

v

N

NN
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E. faecalis JH2-2: receptora en experimentos de conjugacion. No posee
ninglin pldsmido y es resistente a rifampicina y 4cido fusidico por mutacién
cromosoémica (Jacob et al., 1974).

E. faecalis ATCC 29212: control en estudios de sensibilidad.

S. aureus ATCC 24213: control en estudios de sensibilidad.

E. hirae CECT 302: empleada como control positivo para la amplificacion
por PCR del gen mur-2,,; .

E. casseliflavus CECT 969: empleada como control positivo para la
amplificacion por PCR del gen vanC1.

E. gallinarum CECT 970: empleada como control positivo para la
amplificacién por PCR del gen van(C2.

S. pneumoniae ATCC 49619: sensible a todos los antibidticos MLS, control
en pruebas de sensibilidad.

M. luteus ATCC 9341: utilizada para bioensayos de inactivacién de
eritromicina.

E. coli BM694 (pAT63): empleada como control positivo para la
amplificacion por PCR del gen ere(A); cedida amablemente por 1a Dra. Joyce
A. Sutcliffe.

E. coli BM694 (pAT72): empleada como control positivo para la
amplificacion por PCR del gen ere(B); cedida amablemente por la Dra. Joyce
A. Sulcliffe.

E. coli 1441D: empleada como control positivo para la amplificacién por
PCR del gen mph(A); cedida amablemenle por la Dra. Joyce A. Suicliffe.

E. coli BM2506: empleada como control positivo para la amplificacién por
PCR del gen mph(B); cedida amablemente por la Dra. Joyce A. Sulclilfe.

S. aureus 01A1032: empleada como control positivo para la amplificacion
por PCR del gen mph(C); cedida amablemente por la Dia. Joyce A. Sutcliffe.
E. coli DHS5q: receptor para transformacion.,

S. pyogenes 02C1064: empleada como control positivo para la amplificacion

por PCR del gen mefi{A); cedida amablemente por la Dra. Joyce A. Sutcliffe.
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2.1

E. faecium SE34: empleada en estudios de acumulacién intracelular de
eritromicina; cedida amablemente por la Dra. Barbara Murray.

E. faecium F11 y E. faecium F12: cepas mutantes (Knock ouf) de E. faecium
SE34 en las que el gen msrC se ha inactivado; cedidas amablemente por la
Dra. Barbara Murray.

S. aureus RN4220: empleada para electroporacion y clonaje del gen msrC.

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Medios de cultivo

Agar Columbia con 5% de sangre de cordero (bioMérieux): utilizado para el

crecimiento de estreptococos.

Infusién de cerebro v corazén (BHI) (Difco): utilizado para crecimiento de

enterococos. Composicidn por litro:

Cerebro de ternera 200 g
Corazoén de vaca 250g
Bacto proteasa peptona 10g
Bacto dextrosa 2g

Cloruro sédico Sg

Fosfato disddico 25¢
Medio s6lido: agar 15g

Miieller Hinton (MH) (Difco): utilizado para la determinacién de la

sensibilidad a antibidticos. Composicidon por litro:

Infusién de ternera 300 g
Bacto casaminodcidos 17,5
Almiddén 1,5g
Medio solido: agar 15¢g

Luria Broth (LB) (Difco): utilizado para el crecimiento de E. coli

Composicion por litro:

Bacto triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
Cloruro sodico 5¢g
Medio solido: agar 17g
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e Caldo de soja tripticada (TSB) (Difco): utilizado en estudios de clonaje.

Composicion por litro:

Bacto triptona 17g
Bacto soja 3g
Bacto dextrosa 2,58
Cloruro sddico 5¢g
Fosfato dipotasico 258
Medio sélido: agar (TSA) 15¢

v S5.0.C. (Life Technologies): empleado para la preparacion de células

competentes. Composicidn por litro:

Bacto triptona 20g
Extracto de levadura 5¢g
Cloruro sédico 0,58 g
Cloruro potasico 0,19¢g

Se ajusta a pH 6.8-7.0 con KOH 1M.
Inmediatamente antes de su utilizacidn, se afiade al medio:

Mg SO4 10 mM
MgCl; 10 mM .
Glucosa 20 mM Sélo para transformacion

2.2 Condiciones de cultivo: Todos los medios se prepararon siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Ademds, se suplementaron con antibidticos cuando
el cultivo asi 1o requeria. La esterilizacion se llevé a cabo en el autoclave durante 20
min a 120°C y 1 atmdsfera de sobre-presion. Los cultivos de neumococos en medio
solido se incubaron a 37°C con una atmdsfera enriquecida con un 5% de CO; durante

18-24 h. Los cultivos en medio liquido se incubaron en agitador orbital.

2.3  Conservacion de cepas: Las cepas se conservaron en una suspension
bacteriana en leche descremada estéril al 20% (Difco) congeladas a —20°C. Las

células competentes se conservaron a —80°C.

3. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

3.1 Método de difusién por disco o antibiegrama: Se realizé ¢ interpreté

signiendo las normas recomendadas por el NCCLS (2000a). Para la preparacién del
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indculo, se recogieron una o dos colonias de un cultivo puro de 24 h en agar nutritivo
y se realizé una suspension en un tubo con 3 ml de solucién salina (SS) estéril (0,9%
NaCl), hasta obtener una turbidez equivalente al 0,5 segiin la escala McFarland.
Posteriormente, se procedid a la inoculacion de la placa. Para ello, s¢ introdujo un
hisopo estéril de algoddén en la suspensién bacteriana, eliminando el exceso por
rotacién sobre la pared interna del tubo por encima del nivel del fluido. Se inoculd,
en su totalidad y homogéneamente, la superficie de una placa de agar MH.
Seguidamente, se colocaron los discos de antibidtico comerciales con las cargas de
antibiotico recomendadas por el NCCLS (2000a), presionando con suavidad la
superficic del agar. Las placas se incubaron a 37°C y se midieron los halos de
inhibicién (mm) una vez transcurridas 24 h. Para detectar la resistencia de alto nivel
a aminoglucosidos, se emplearon discos de alta carga, preparados afiadiendo a discos
estériles (Difco) los antibidticos correspondientes: estreptomicina (1000 pg),

gentamicina (500 pg) y kanamicina (500 pg).

Tabla 7.- Carga de los discos de antibidticos MLS empleados en antibiogramas,

casa comercial y halos de inhibicién del crecimiento bacteriano en cada caso.

Antibistico C;irgg)a Cog::sri . I-ISalos de inhit;icién (en mrg)
Eritromicina 15 BioM¢érieux >21 16 -20 <15
Azitromicina 15 Becton Bickinson 218 14 - 17 <13
Espiramicina 100 BioMérieux >22 16 -22 <16
Clindamicina 2 BioMérieux =19 16 —-138 <15
Virginiamicina 15 BioM¢érieux >19 19 <19
Pristinamicing 15 BioM¢ricux >19 19 <19

S: sensible; I: intermedio; R: resistente.

Test de doble difusién por disco: En todas las cepas resistentes a eritromicina se

realizd el test de doble difusidn por disco (Seppild et al., 1993), que consiste en
colocar en una placa de agar un disco de eritromicina (15 pg/ml) v un disco de
clindamicina (2 pg/ml) a una distancia de [2- 15 mm. Si la resistencia es de tipo

MLSg inducible, tras 18 h de incubacidn, se produce un achatamiento del halo de
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inhibicién de la clindamicina en la zona préxima a la eritromicina; transcurridas 24 h
mas, la clindamicina aparece como resistente. Si la resistencia es de tipo MLSg
constitutivo, se observa resistencia a eritromicina y a clindamicina, sin achatamiento
de los halos, tras 18 h de incubacién de la placa. Por ultimo, ¢l fenotipo M se

caracteriza por resistencia a eritromicina y sensibilidad a clindamicina.

3.2  Determinacién de la CMI: Se siguieron las recomendaciones del NCCLS
(2000b).

Tabla 8.- Antibidticos en polve empleados en los estudios de sensibilidad, sus

disolventes y distribuidores comerciales.

ANTIBIOTICO DISOLVENTE DISTRIBUIDOR
Eritromicina Etanol 95% Sigma Chemical
Azitromicina Etanol 95% Roussel Uclaf
Clindamicina Agua Sigma Chemical
Espiramicina Etanol 95% Sigma Chemical

Pristinamicina | Etanol 95% Rhéne-Poulenc Rorer
Gentamicina Agua Sigma Chemical
Kanamicina Agua Sigma Chemical

Estreptomicina Agua Sigma Chemical
Ampicilina Agua Sigma Chemical
Tetraciclina Agua Sigma Chemical

Espectinomicina Agua Upjohn
Cloranfenicol Etanol 95% Sigma Chemical
Rifampicina Metanol Sigma Chemical

Acido fusidico Agua Sigma Chemical

3.21 Método de dilucién en agar: Se prepararon diluciones seriadas 1:2

de cada antibidtico en agua estéril, partiendo de una solucién 10x que contenia la
maxima concentracién de cada antibidtico a emplear en la determinacién. Se
afiadieron a placas de Petri 2 ml de cada una de estas diluciones y 18 ml de agar MH,
a una temperatura aproximada de 50°C, y se distribuyé la mezcla girando
suavemente las placas en todas direcciones, dejandolas solidificar. Se prepararon dos
placas (inicial y final} de agar sin antibiético como controles. Por otra parte, para la

preparacién del inéculo, se resuspendié cada microorganismo en estudio en SS
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estéril, hasta obtener una turbidez equivalente al 0,5 en la escala McFarland y se
prepard una dilucién 1:10, consiguiendo asf una turbidez de 10’ UFC/ml. Con esta
solucién se llenaron los pocillos del replicador de Steers. Se inocularon las placas
con los diferentes antibidticos con un indculo equivalente a 10° UFC/gota, desde las
de menor a las de mayor concentracién. Se incluyeron ademds dos placas control sin
antibidtico, una al comienzo y otra al final de la replicacion. Los microorganismos E.
Jaecalis ATCC 29212 y 8. aureus ATCC 24213, de susceptibilidad conocida, fueron
incluidos como controles. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h y se considerd
como CMI la menor concentracidn de antibidtico capaz de inhibir el crecimiento del
microorganismo. Un velo muy débil o una colonia aislada se consideraron

despreciables.

3.2.2. Método de microdilucion en caldo: Se¢ llevo a cabo para la
determinacién de la CMI de algunas cepas en caldo de cultivo MH, segun se describe
en el NCCLS {2000b).

3.2.3 Epsilometria (E-test): El método del E-test (AB Biodisk, Solna,
Sweden) fue utilizado para la determinacién cuantitativa de la susceptibilidad a
eritromicing, penicilina y cefotaxima en cepas de estreptococos. El disco de
antibiético es sustituido por una tira de pldstico que contiene un gradiente de
concentracion continuo y exponencial (15 valores) del antimicrobiano en una cara y
en la otra, una escala de CMIs. Dicha tira se coloca sobre el agar tras sembrar el
microorganismo y la CMI se lee direclamente en una escala en la interseccion de la

elipse de inhibicidn mds baja tras 24 h de incubacién.

4.  EXTRACCION DE ADN GENOMICO

4,1  Extraccion de ADN genomico de estreptococos: Se empled la técnica
descrita por Caparon y Scott (1991). La lisis bacteriana se consigue incrementando la
sensibilidad de los estreptococos a la lisozima, llevando a cabo el crecimiento
bacteriano en presencia de glicina, que presumiblemente actia inhibiendo el grado de

entrecruzamiento de la pared celular (Coleman, 1970).
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Lavado de las células: A partir de un cultivo puro de 24 h a 37°C en caldo BHI

suplementado con glicina 20mM, se recogieron las células por centrifugacion
{10000xg, 10 min) y se resuspendieron en 1 ml de tampén Tris (Tris/HCI 20mM,
pH 8,2). Se centrifugd la suspensidn bacteriana (10000xg, 10 min) y se eliminé el

sobrenadante,

Lisis de las células: Se resuspendi6 el precipitado en 320ul de tampdén Tris
(Tris/HC1 20mM, pH 8,2) y se afiadieron 700 ul de polietilenglicol 6000 al 24%
esterilizado por filtracién. Se mezclé cuidadosamente, se afiadieron 350 |l de una
solucion de lisozima (20 mg/ml) y se dejo actuar 1 h a 37°C. Se centrifugd (10000xg,
10 min), se eliminé el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 570ul de
tampén TE (Tris/HCI 10mM; EDTA 1mM, pH 8). Se afiadieron 30ul de SDS al 20%
y se incubo 15 min a 65°C.

Eliminacion de proteinas: Se afiadieron 20 pl de una solucién de proteinasa K de
10mg/ml y se incubé a 37°C durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se realizaron
dos extracciones con fenol-cloroformo [fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1)] seguidas de una extraccion con cloroformo. En cada una de ellas, se agitd,
se centrifugd durante 10 min a 8000xg y se recogid la fase acuosa. Con este paso, se

desnaturalizaron y eliminaron proteinas.

Precipitacién del ADN: Se afiadieron 0,1 volimenes de acetato sodico 3M a la

fase acuosa recogida de la extraccién con cloroformo y, tras mezclar, se afiadieron
dos volimenes de 98% etanol para precipitar el ADN. Se centrifugd a 8000xg
durante 5 min, se eliminé el sobrenadante y se afiadié 1ml de 70% etanol. Se agitd y
se dej6 2 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 8000xg durante 5 min. El
precitado se secd con aire y se disolvié en tampén TE o en agua.

Eliminacién de ARN: Se afiadié 1pl de ARNasa y se incub6 a 37°C durante
15 min. El ADN se conservé a -20°C.

4.2  Extraccién de ADN gendémico de enterococos:

Lavado de células: A partir de un cultivo puro en placa de agar BHI, se¢ inoculd

una colonia aisfada en 5 ml de caldo BHI vy, tras 18-24 h de incubacién a 37°C, se

recogid 1ml del cultivo en un tubo eppendorf estéril. Se centrifugd a 12000 rpm
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durante 5 min para recoger las células, climinando el sobrenadante y lavando las
c€lulas de nuevo con 1 ml de agua destilada estéril.

Lisis de las células: Se resuspendieron las células en 200 pl de solucion I (glucosa
50mM; EDTA 10mM; Tris/HC1 25mM, pH 8) a los que se afiadié lisozima Smg/ml,

agitando con vortex. Se incub6 a 37°C durante una h. Posteriormente, se afiadieron

40ul de una solucién NaCl SM y se dejo reposar 5 minutos a temperatura ambiente
para provocar la lisis de los esferoplastos.

Eliminacién de proteinas: Para eliminar las proteinas se adicionaron 400 ul de
fenol/cloroformof/isoamilico (25:24:1) y se agitd vigorosamente hasta mezclar las dos
fases, que se separaron de nuevo al centrifugar 5 min a 12000 rpm. Se recogié la fase
acuosa en un tubo eppendorf limpio y se repitié el paso anterior hasta que
desaparecid la interfase de proteinas.

Precipitacién del ADN: Se afiadieron a Ia fase acuosa 560 pl de isopropanol y se

mezclo invirtiendo el tubo eppendorf varias veces para precipitar el ADN. El
precipitado puede aumentar si se deja reposar la mezcla durante 30 min a -20°C.
Tras centrifugar 5 minutos a 12000 rpm, se eliminé el sobrenadante y se afiadié 1 ml
de 70% etanol para eliminar las sales. Se dejé actuar 2 min a temperatura ambiente y
se centrifugd de nuevo a 12000 rpm durante 5 minutos. El precipitado se secé con
aire caliente y se disolvid en tampon TE (Tris/HC1 10mM, pH 8; EDTA 1mM).
Eliminacién del ARN: Se aifiadié 1 pl de ARNasa (disolucién de 10mg/ml en
Tris/HCI 10mM, pH7.5; NaCl 15mM hervida a 100°C durante 15 minutos) y se

incubd a 37°C durante 15 min. El ADN se conservd a —20°C.

4.3  Extraccion de ADN gendémico bacteriano amplificable por PCR: La
cantidad de ADN necesaria para llevar a cabo una reaccion de PCR es minima, por lo
que para dicha técnica se utilizaron protocolos de extraccién rdpidos y sin

inhibidores de la enzima Taq polimerasa, como ¢l fenol/cloroformo.

4.3.1 Protocolo InstaGene'™ Purification Matrix (Bio-Rad): Se
resuspendieron una o dos colonias de un cultivo puro en placa en 1 ml de agua
destilada estéril y se centrifugaron durante un minuto a 12000 rpm. Se eliminé el

sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 200l de resina de extraccién. Se
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incubd a 56°C durante 20 min. Transcurrido este tiempo, la muestra se agité unos seg
con el vdrtex y, posteriormente, s¢ mantuvo en un bafio de agua a 100°C durante
8 min. Se agit6 de nuevo con vértex brevemente y se centrifugé a 12000 rpm durante
dos min. Para cada tubo de reaccién de PCR se emplearon 10U} de este sobrenadante

y el resto se conservé a -20°C.

4.3.2 Método de extraccion con f-mercaptoetanol: A partir de un cultivo
puro en placa de 24 h se recogié un asa de siembra de colonias y se resuspendié en
200pl de tampén de lisis (Tris 50 mM, pH8; B-mercaptoetanol 10mM) en un tubo
eppendorf. Se agitd con vortex y se dejo reposar durante 15 min. Se sometié a 100°C
durante 10 min en un bafio de agua hirviente. Se dejé enfriar a temperatura ambiente
y se centrifugd a 12000 rpm durante 6 min. El sobrenadante (ADN gendmico) se

recogid en un tubo limpio y se utilizaron 20ul para cada amplificacién por PCR.

4.3.3 Método de Ausubel e al. (1995): En algunos casos, se llevo a cabo la
extraccidn de ADN gendmico de enterococos, siguiendo el protocolo de miniprep de
ADN genomico bacteriano descrito por Ausubel ef al. (1995), con dos pequefias
meodificaciones: Tras resuspender el precipitado en tamp6n TE, se congeld a -70°C
durante 30 min; seguidamente, se calentd a 65°C y se¢ continud con el método
indicado. Por otra parte, se realizaron dos extracciones con cloroformo/alcohol
isoamflico (24:1), y una exiraccién intermedia con fenol. E1 ADN asi obtenido se

emple6 como molde para su amplificacién por PCR, tras diluirlo, al menos, 1:100.

5. EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO

5.1  Extraccién del ADN plasmidico de estreptococos: En este caso, cl
protocolo a seguir es el mismo descrito anteriormente para el ADN total de
estreptococos hasta llegar a la etapa de ruptura bacteriana. Posteriormente se sigue la

técnica de lisis alcalina, empleando las soluciones II y 111 previamente citadas.
5.2 Extraccién del ADN plasmidico de enterococos: Para obtener ADN

plasmidico se siguieron varias técnicas segin el volumen de cultivo, la cantidad de

plasmido que se deseaba obtener y el hospedador de dicho pldsmidoe.
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5.2.1 Técnica de lisis alcalina: consiste en llevar a cabo la lisis bacteriana
en medio alcalino y en presencia de SDS, siguiendo la técnica de Ish-Horowicz
modificada para enterococos (Sambrook et al., 1989).

Lisis de las células: A partir de un cultivo puro en placa de agar BHI se recogieron

las células y se resuspendieron en 500ul de tampén TE, agitando con vortex. Se
centrifugé a 12000 rpm durante 5 min. Tras eliminar el sobrenadante, el sedimento se
resuspendid en 100 pl de solucion 1 (glucosa 50mM; EDTA 10mM; Tris/HCl, pH
8mM) con lisozima Smg/ml, y se incubd a 37°C durante 1 h para conseguir la
degradacién de la pared celular. (Para extraer plasmidos de S. aureus, se incubd a
37°C durante 30 min con lisostafina 25 wg/ml). Se afiadieron 400 |l de solucién 11
[NaOH 0,2N; SDS 1% (p/V)] y se mezclé el contenido invirtiendo el tubo eppendorf.
Se mantuvo en hielo durante 5 min.

Eliminacién del ADN cromosdmico: Se afiadieron 300 pl de solucidn III (acetato
potasico 3M; dcido acético glacial 2M), se mezcld el contenido invirtiendo el tubo y
se colocd en hielo durante 5 min. De esta forma, se neutraliza y precipita el ADN
cromosomico. Se centrifugé a 12000 rpm durante 5 min.

Eliminacidén de proteinas: Se recogio ¢l sobrenadante en un tubo eppendorf limpio

y se afladid un volumen igual de fenol/cloroformo (1:1 fenol saturado con Tris
10mM vy cloroformo/alcohol isoamilico 24:1). Se agit6 y se centrifugd a 12000 rpm
durante 5 min. El scbrenadante se recogié en un tubo limpio sin tocar la interfase y
este paso se repitid hasta conseguir la desaparicién de la interfase proteica.

Precipitacién del ADN plasmidico: Se recogid la fase acuosa y se afiadieron dos

voldmenes de etanol absoluto a —20°C. El contenido se agito, invirtiéndolo, y se dejé
reposar a —20°C durante 2 h. Transcurrido este tiempo, se centrifugd 5 min a 12000
rpm y se lavé el precipitado con 1 ml de 70% etanol a —20°C para eliminar las sales
precipitadas junto al ADN plasmidico. Se centrifugd en las mismas condiciones
anteriores y se seco el sedimento con aire caliente.

Eliminacion del ARN: El precipitado se resuspendié en SO0l de tampén TE
(Tris/HC1 10mM, pH §; EDTA 1mM) y se ailadid 1 pul de ARNasa, dejandolo actuar
a 37°C durante 15 min. El ADN se conservd a 4°C.
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5.2.2 Empleo de Kkits comerciales: Asimismo, se utilizaron kits
comerciales (Qiagen) para purificacion de plasmidos (mini, midi y maxi-preps),

siguiendo en cada caso las instrucciones del proveedor.

Determinacion espectrofotométrica de la concentracién de ADN: Para detorminar

la concentracion de ADN de una muestra, s procedié a la lectura de la absorbancia
en el espectrofotometro a las longitudes de onda de 260 y 280nm. A 260nm, una
densidad 6ptica (D.0.) de una unidad arbitraria de absorbancia (u.a.a.) corresponde,
aproximadamente, a 50ug/ml de ADN de doble hebra v a 20pg/ml, si ¢l ADN ¢s
monocatenario. El valor del cociente de la lectura de absorbancias medidas a 260 y
280nm permite estimar la pureza de los dcidos nuclcicos. Si cstc cocicnte oscila entre
1,8 y 2, el ADN de la muestra es puro y puede emplearse para su secuenciacién,

clonaje u otros ensayos (Sambrook ef al.,, 1989).

6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La mezcla de reaccién de PCR se preparé en un volumen final de 50ul, utilizando

los componentes que se indican en la tabla 9.

Tabla 9.- Componentes de una reaccion de PCR, concentracion y volumen de

cada uno de ellos.

.. | Cantidad por | Concentracion
Componentes | Concentracién| oy o | inal cn

(Vina=50 ) reaccion
Cebador forward 50 pmol/ul 1ul 50 pmol
Cebador reverse 50 pmol/ul 1ul 50 pmol
(Pharmacia Biotech)
BIOTAQ™ ADN polimerasa 5 U/ul 0,3ul 15U
(Bioline)
Tampoén de reaccion NHy (10x) Sul (1x)
(Bioline)
MgCl, (Bioline) 50mM 3ud 3mM
4 dNTP mix (Promega) 10mM 11k 0,2mM
ADN molde 0,1pg/ul 10ul lpg
Agua miliQ estéril (Sigma) - Hasta -

completar 50ul
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En todos los casos, se incluyd una muestra-control positivo y dos muestras-

controles negativos (sin cebadores y sin ADN) para asegurar el buen funcionamiento

de esta técnica. En ocasiones se recurrid a optimizar la cantidad de MgCl,

modificando su concentracion en un rango entre 1-6mM. Las secuencias de los

cebadores, las condiciones de amplificacién y los tamafios de los fragmentos de

ADN amplificados en cada caso se describen en las tablas 10 — 15.

Tabla 10.- Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de

amplificaciéon de genes erm.

Cebadores (secuencia 5°—3°) Condiciones de Fragmento (pb)
amplificacion Referencia
erm degenfrados 95°C 3 min 1ciclo (530 pb)
GAA/GATI GGINMIGGIAAA/GGGICA |93°CC 30 seg
37°C 2min 35 ciclos Arthur ef al.,
AAC/TTGA/GTTC/TTTIGTA/GAA  |72°C 90 seg 1993
72°C Smin 1 ciclo
erm(A) 93°C 3min 1 ciclo (645 pb)
TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA 93°C 1 min
52°C 1 min 35 ciclos Sutcliffe et al,
CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT |72°C 1 min 1996a; 1996b
72°C Smin 1 ciclo
erm(TR) 94°C 3 min 1 ciclo (530 pb)
ATAGAAATTGGGTCAGGAAAAGG [94°C 30 seg
42°C Imin 35 ciclos Kataja er al.,
TTGATTTTTAGTAAAAAG 72°C 90 seg 1999
72°C Smin 1 ciclo
erm(B) 93°C 3 min 1 ciclo (639 ph)
GAAAAGRTACTCAACCAAATA 93°C 1 min
52°C 1 min 35 ciclos Sutcliffe et al,
AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC |72°C 1 min 1996a: 1996b
72°C Smin 1 <ciclo
erm(C) 93°C 3 min 1 ciclo (642 pb)
TCAAAACATAATATAGATAAA 93°C 1 min
52°C 1min 35 ciclos Sutcliffe et al.,
GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT |72°C 1 min 1996a; 1996b
72°C Smin 1 ciclo

¥ v .
I: desoxtinosina.
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Tabla 11.- Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de

amplificacion de genes de bombas de eflujo de macrélidos.

Fragmento (pb)

Oligonucledtidos (secuencia 5°—3") Condiciones de
amplificacién Referencia
A/E 93°C |3 mi 1 cicl
mef(A/E) m%n ciclo (348 pb)
AGTATCATTAATCACTAGTGC 93°C |1 min
52°C |1 min |35 ciclos Sutcliffe et o,
TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG 72°C |1 min 1996a
72°C [5min |1 ciclo
A 95°C |2 mi 1 ciclo
mef(A) mn (1400 pb)
CTATGACAGCCTCAATGCG 94°C |1 min
53°C [1min |35 ciclos Clancy et al.,
ACCGATTCTATCAGCAAAG 72°C |1 min 1996
72°C |10 min |1 ciclo
mef(E) 95°C |2min |1 ciclo (1700 pb)
AAAACTGCAGGCGTTTAAGATAAGCTGGC | 94°C |1 min P
59°C |1min |35 ciclos | Tait-Kamradt ef
CCAATGCATCCTGCACCATTTGCTCCTAC | snocr |1 min al., 1997
72°C, | 10 min | 1 ciclo
A 95°C |3 min |1 ciclo
msr(A) . min (400 pb)
GCAAATGGTGTAGGTAAGACAACT [93°C |30 seg
55°C |2min |35 ciclos | Wondrack er al.,
ATCATGTGATGTAAACAAAAT 72°C |90 seg 1996
72°C |5Smin |1 ciclo
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Tabla 12.- Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de

amplificacion de genes de inactivacion de macrdlidos.

Oligonucledtidos (secuencia 5°—3°) Condiciones de Fragmento (pb)
amplificacion Referencia
ere(A) 93°C 3min 1 ciclo (420 pb)

AACACCCTGAACCCAAGGGACG 93°C 1 min
52°C 1min 35 ciclos Sutcliffe e al.,

CTTCACATCCGGATTCGCTCGA 72°C 1 min 1996a
72°C Smin 1 ciclo
ere(B) 93°C 3min 1 ciclo (546 pb)

AGAAATGGAGGTTCATACTTACCA | 93°C 1 min
52°C 1min 33 ciclos Sutcliffe er af.,

CATATAATCATCACCAATGGCA 72°C 1 min 1996a
72°C 5min 1 ciclo

mph(A) 93°C 3min 1 ciclo

AACTGTACGCACTTGC 93°C' 1 min (837 pb)
52°C 1min 35 ciclos Sutcliffe ef al.,

GGTACTCTTCGTTACC 72°C 1 min 1996a
T72°C Smin 1 ciclo

mph(B) 93°C 3min [ ciclo

TTCACAAGTCGCTAGGCAGG 93°C 1 min (338 pb)
52°C 1min 35 ciclos Noguchi ez al.,

AGTTGAAAATAAAGTCATGC 72°C 1 min 1995
72°C Smin 1 ciclo

mph(C) 93°C 3'min 1 ciclo

CAAAAGACCTTATTGCTTAC 93°C 1 min (507 pb)
52°C 1min 35 ciclos | Matsuoka et al.,

CCAGCTTTACCGTATGCTGT 79°C 1 min 1908

72°C 5min 1 ciclo
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Tabla 13.- Secuencia nucleotidica de cebadores empleados para identificacién

de especies de Enferococcus y condiciones de amplificacion.

Oligonucledtidos (secuencia 5°—37) Condl'cwne's ’de Fragmento _(pb)
amplificacién Referencia
adl g pocin 94°C|2min |1 ciclo . faecium®
TAGAGACATTGAATATGC 94°C | 1 min (550 pb)
54°C |1 min |30 ciclos
CIAACATCGTGTAAGCT 72°C | 1 min Dutka-Malen ef
al., 1995
72°C |10 min |1 ciclo
dal ¢ foocats 94°C|2min |I ciclo L. faecalis*
ATCAAGTACAGTTAGTCT 94°C | 1 min (941 pb)
54°C| 1l min |30 ciclos
ACGATTCAAAGCTAACTG 72°C | 1 min Dutka-Malen ez
al., 1995
72°C | 10 min |1 ciclo
mur-2.4 94°C | 2min |1 ciclo E. durans*
AACAGCTTACTTGACTGGACGC 04°C | 1 min (176 pb)
GLATTGGCGCTACTACCCGTATC g;zg gxi A0 ciclos | bredo et a,
1999
mur-2 94°C|2min |1 ciclo E. hirae*
CGTCAGTACCCTTCTTTTGCAGAGTC | o 401| 1 min (521 pb)
GCATTATTACCAGTGTTAGTGGTTG ggg g $$ A0ciclos | o 1992
vanCl1 94°C |3 min |1 ciclo E. gallinarum*
GCTGAAATATGAAGTAATGACCA 94°C | 30 seg (811 pb)
58°C|2min |40 cicl .
7200 | 2 2:3 c1eios Miele er al., 1995
COGCATGGTGTTGATTTCGTT
72°C|6min |1 ciclo
vanC2/C3 94°C |2 min |1ciclo | E- casseliflavus*
CTCCTACGATTCTCTTG 94°C | 1 min (439 pb)
4°C| 1 mi 30 cicl
»57205 1 ziﬁ G195 1 Dutka-Malen e
CGAGCAAGACCTTTAAG al., 1995
72°C | 10 min |1 ciclo

*Se indica la especic de Enterococcus identificada con cada parcja de ccbadores.
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Tabla 14.- Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de

amplificacién del gen aph(3’), que confiere resistencia a kanamicina.

Oligonucledtidos (secuencia 5°—3) Condiciones de Fragmento (pb)
amplificacién Referencia
h(3’ 94°C|3 min |1 cicl
aph(3*) min ciclo (292 pb)
GCCGATGTGGATTGCGAAAA 94°C |30 seg
60°C [ 45 seg 35 ciclos Van de Klundert
GCTTGATCCCCAGTAAGTCA 72°C'| 1 min et al., 1993
72°C|3 min_ |1 ciclo

Tabla 15.- Secuencia nucleotidica de otros cebadores utilizados en este estudio y

condiciones de amplificacion.

Oligonucledtidos (secuencia 5°—3") (,O]ldl‘(: lone‘s’de Fragmento .(pb)
amplificacion Referencia
o , .
FFS 94°C 3 min 1 ciclo (320 pb)
GGATTAGATACCGTGGTAGTCC 94°C 30 seg .
o 35 ciclos
60°C 45 seg
TCATTGCGGGACTTAACCCAAC 72°C 1 min Vanf? Kllggg o
. etal,
72°C 3 min 1 ciclo
040 3 mi 1 cicl
mre(A) C mfn ciclo (330 pb)
GGTCTCAGAGCAAAAGCTG 94°C 1 min
51°C 1min 35 ciclos Clancy et al.,
TGGAAATATAAACACCGTICTGC 72°C 1 min 1997
72°C 3 min 1 ciclo
msrC (gen estructural) 94°C 1 min
o : . (1566 pb)
TTGTAGGCAATCTGTACCAC 48°C lmin 35 ciclos
72°C 1 min .
Este trabajo
ACCAGAAAAGATCACTACG 72°C 10 min 1 ciclo
msrC (gen completo; incluye promotor y | 94°C 30 seg 1 ciclo
s l'cgi(il Lt:guladuila)p Y o & (1916 pb)
94°C 30 seg
ACCAGAAAAGATCACTACG 51°C 30 seg 35 ciclos Este trabajo
. ) ) 68°C 2 min
TTGTAGGCAATCTGTACCAC
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7. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Para la visualizacién del ADN total o plasmidico y de los fragmentos de
amplificacion de PCR, se utilizé la técnica de electroforesis horizontal en gel de
agarosa, preparado con agarosa (Pronadisa) a una concentracion en el rango 0,8-
1,2% en tampdén TBE [54g/] Tris(hidroximetil)aminometano; 27,5g/1 acido bdrico;
20ml EDTA 0,5M, pH8] y bromuro de etidio (Bio-Rad), a una concentracién final de
0,5 pg/ml. Cada muestra se preparé mezclando 10l de ADN con 2 pl de tamp6n de
carga [sacarosa 40% (p/V); azul de bromofenol 0,25% (p/V); xilene cianol 0,25%
(p/V)]. Una vez cargadas las muestras en el gel, éste se sumergié completamente en
tampo6n TBE en la cubeta de electroforesis. El ADN migré a 80-100 voltios desde el
polo negativo al positivo durante el tiempo necesario para la separacion adecuada de
los fragmentos de interés. Cuando el frente de la carrera alcanzé el 75-100% de la
longitud del gel, éste se visualizé en un transiluminador ultravioleta (U.V.) ULTRA-

LUM a 340 nm, y se fotografié con un sistema captador de imagenes Sony-UVP.

8.  HIBRIDACION CON SONDAS DE ADN

8.1  Preparacion de la membrana para dot blotting: Se utilizé una membrana
de nitrocelulosa (Screen Plus Paper, New England Nuclear). Las muestras (producto
de PCR) se incubaron en bafio de agua a 95°C durante 5 min, con objeto de
desnaturalizar el ADN, y se mantuvieron posteriormente en hielo, colocando en la
membrana 5ul de cada una de ellas. Se dejé secar la membrana a temperatura
ambiente, se envolvié en papel transparente v se colocé 5 min en el transiluminador
U.V. para la fijacién del ADN. Esta técnica puede emplearse también con

extracciones de ADN gendmico o plasmidico digerido con enzimas de restriccién.

8.2 Transferencia por presion positiva: preparacion de la membrana para
southern blotting: Una vez realizada la electroforesis en un gel de agarosa, y
habiendo comprobade que los fragmentos de ADN obtenidos presentaban los
tamafios esperados, se fotografid el gel, colocando una regla graduada para medir las
distancias desde cada banda a su pocilto correspondiente. Los resultados dptimos al

transferir ADN desde un gel de agarosa a una membrana de nitrocelulosa se obtienen
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empleando agarosa de concentracion menor al 1% y con geles de espesor menor a
0,5 cm.

Pretratamiento del gel.

i. Depurinacion. El gel de agarosa se sumergio en una solucién de HCI 0,25N
durante 15 min con agitacién suave. Transcurrido este tiempo, el azul de
bromofenol viré a color verdoso y se lavé el gel con agua destilada.

ii. Desnaturalizacién. Se afiadié la solucion de desnaturalizacion (NaOH 0,5N;
NaCl 1,5M), que se mantuvo durante 15 min con agitacion suave. Se repitié de
nuevo este paso y se lavo el gel con agua destilada.

iii. Neutralizacion. Se adiciond la solucién de neutralizacién (Tris/HCl 1M, pH
7,5; NaCl 1,5M) durante 15 min con agitacién suave. Este paso se repitié una
segunda vez.

Preparacién de la membrana. Se corté la membrana de nitrocelulosa (Screen Plus

Paper, New England Nuclear) y dos piezas de papel Whatman® 3MM de tamafio
superior al del filtro en 1 ¢ 2 cm por cada lado. Se humedecié la membrana en agua
destilada vy, posteriormente, se sumergié en el tampén de transferencia estéril
SSC 20x, pH 7 (citrato de sodic 0,3 M, pH 7; NaCl 3M) durante 5 min.

Montaje. Para la transferencia mediante presién positiva se empled el sistema
PosiBlot® 30-30 (Stratagene) y, evitando la formacién de burbujas de aire, sc
colocaron los siguientes elementos en orden ascendente: soporte base, plataforma de
soporie de la membrana, pieza de papel Whatman 3MM humedecida en agua
destilada, membrana, pieza de plastico cuadriculada con la ventana en posicidn
central y el gel de agarosa. Se sefialaron los pocillos, haciendo una pequefia marca
con un alfiler y se coloco sobre ¢l la segunda pieza de papel Whatman 3 MM
humedecido en agua destilada. En la parte superior se situd una esponja embebida en
el tampdn de transferencia (SSC 20x). Se cerrd el sistema y se ajusto la presion a
70mm Hg. Se realiz6 la transferencia durante 30 min. Posteriormente, se secd la
membrana, eliminando el exceso de tampodn absorbido y se colocd, envuelta en papel
transparente, en un transiluminador U.V. durante 5 min para la fijacion del ADN.

Hasta el momento de su utilizacién, la membrana se guardé a 4°C.
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8.3  Hibridacion con digoxigenina (dof blotting o southern blotting):

Obtencidén y marcaje de la sonda; La sonda se obtuvo en cada caso a partir de un
producto de PCR del tamafio adecuado purificado utilizando el kit “Qldquick PCR
purification kif” (Qiagen). Posteriormente, se determiné su D.O. a 260 nm. Se
desnaturalizé hirviendo 10 min a 100°C en bafio de agua y enfriando en hielo
rapidamente. Se mantuvo en hielo y se diluyd hasta una concentracién de 1-3ug de
ADN en un volumen final de 19ul, afiadiendo 2.l de una mezcla de hexanucleétidos,
2ul de dNTPs, 1ul de enzima Klenow y completando con agua miliQ estéril. Se
centrifugd durante un min y se incubé a 37°C al menos 1 h. Se afiadieron 2pl de
EDTA 0,2 M, pH §; 2,5ul de LiCl 4M y 75ul de etanol frio. Se mezclo bien y se
mantuvo a —20°C durante, al menos, 2 h. Se centrifugo durante 15 min y se lavé el
precipitado con 50Ul de 70% ctanol frio. Se centrifugd 5 min mas y se elimind el
sobrenadante. El precipitado se secd brevemente bajo vacio y se disolvié en 50ul de
tampén TE.

Hibridacién: Se precalentd el tampon de hibridacién (Dig Easy Hib) (20ml para
cada 100 cm’ de membrana) a la temperatura de hibridacién (60°C) y se incubé la
membrana 30 min con agitacién suave. Se desnaturaliz6 la sonda marcada (50ul; 5-
25ng/ul), hirviéndola 5 min v dejdndola enfriar rdipidamente en hiclo. Se afiadid la
sonda desnaturalizada a 2,5ml de tampdén de hibridacién y se mezclé sin formar
burbujas. Se eliminé la solucion de prehibridacion y se adiciond la mezcla (tampon
de hibridacion con la sonda) alla membrana. Se incub6 a 60°C en un hormo de
hibridacion al menos 6 h, con agitacidn suave.

Lavados post-hibridacién: Se realizaron dos lavados de 5 min a temperatura
ambiente con 100ml de SSC 2x; SDS (,1% en el horno de hibridacidn, y ciros dos
lavados de 15 min a 68°C con SSC 0,1x; SDS 0,1% en constante agitacién en el

horno de hibridacidn.

Deteccidn inmunolégica: Se sacé la membrana del horno de hibridacién y se lavd

entre 1-5 min con 150ml de solucién de lavado [solucion tampdn de dcido maleico
(4cido maleico 0,1M; NaCl 0,15M, pH 7,5) + 3% Tween 20 (V/V)]. Se incubo 30
min en 100ml de la solucién bloqueante (1% reactivo bloqueante en solucion tampon
de acido maleico) y otros 30 min en la solucién del anticuerpo preparada en el

momento (2ul del conjugado anfi-Dig-AP en 20ml de la solucién bloqueante). Se
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lavé dos veces de 15 min cada una con 100 ml de la solucién de lavado. Se equilibrd
entre 2-5 min con 10ml de la solucién de deteccién (Tris/HC1 0,1M; NaCl 0,1M;
MgCl, 50mM, pH 9,5 a 20°C). A continuacidén, se incubd la membrana en una
solucién de color (200u! de solucion stock NBT/BCIP + 10mi de solucién de
detecci6n), preparada en el momento, y se mantuvo en la oscuridad durante al menos
18 h. La reaccidn se detuvo afiadiendo 50 ml de tamp6n TE.

La sonda marcada disuelta en el tampén de hibridacién puede conservarse a -20°C
tras su utilizacion y volver a emplearse en sucesivas hibridaciones,
desnaturalizdndola previamente a 68°C. Asimismo, la membrana puede reutilizarse
para posteriores hibridaciones con sondas diferentes. Si presenta marcas de color, es
necesario someterla a un lavado con dimetilformamida caliente, hasta que
desaparezca el color azul, y aclararla posteriormente con agua destilada. Si no
presenta marcas de color, es suficiente realizar dos lavados de 20 min cada uno a
37°C con NaOH 0,2M; SDS 0,1% (para eliminar los restos de sonda marcada) y

aclararla con SSC 2x.

3.4  Hibridacion radioactiva (southern blotting):

Marcaje de la sonda: Las sondas empleadas en estos analisis se prepararon por

PCR, segun s¢ ha descrito anteriormente. En la mezcla de reaccidn se emplearon
100 ng de ADN molde y se sustituyé el dATP por 0,32mM (0->"P)dATP (50 uCi).
Los productos de PCR se purificaron empleando columnas cromatogrificas Micro
Bio-Spin (Bio-Rad}, siguiendo las instrucciones del fabricante. La radioactividad de
las sondas se cuantitico en un contador de centelleo liquido Wallac 1410.
Hibridacién: Se siguié el método descrito por Sambrook er al. (1989). Sc incubd
la membrana en la solucion de prehibridacidon [SSC 6x; solucion de Denhardt 5x:
seroalbiimina bovina 2% (p/V); ficoll 2% (p/V); polivinilpirrolidona 2% (p/V); SDS
0,5%; ADN de esperma de salmdn 100pg/ml}; durante 1 h a 55°C. A continuacion se
afiadid la sonda de ADN radioactiva desnaturalizada a una concentracion final de
106 ¢pm/ml y se incubd durante toda la noche a 55°C. Posteriormente, para eliminar
la unién inespecifica de la sonda se realizaron tres lavados de 15 min a 55°C con la
solucién de lavado A (SSC 2x, SDS 0,1%) y otros tres en las mismas condiciones

con la solucién de lavado B (SSC 0,1x, SDS 0,5%). Para visualizar 1a hibridacién, las
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membranas se pusieron en contacto con una pelicula radiografica el tiempo

necesario.

8.5  Hibridacion tras lisis de colonias: Esta técnica se empleé para seleccionar
colonias transformantes. Se sembraron, en forma de aspa, 50 colonias ordenadas en
una placa de agar LB suplementado con el antibidtico de seleccidén adecuado en cada
caso. A partir de producto de PCR purificado (Qiagen) se prepard sonda marcada. El
ADN se desnaturalizd a 95°C durante 10 min. Inmediatamente, se colocd en hielo y
se afiadieron en un tubo: 51l de ADN, 11l de agwa y 4l de Dig High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit II (Enzo). La sonda se incub6 a 37°C toda la
noche. Por otro lado, se dejaron crecer las bacterias en placa durante 18 h. Se
guardaron las placas a 4°C durante 1 h y, posteriormente, se colocaron discos de
membranas de nailon sobre las colonias crecidas (5 min). Se quitaron las réplicas y
se levé a cabo la lisis celular, incubando las membranas circulares (con las colonias
en la parte superior) durante 15 min a temperatura ambiente sobre papel Whatman
3MM humedecido con solucién desnaturalizante (NaOH 0,5N; NaCl 1,5N).
Posteriormente, se incubaron las membranas 15 min a temperatura ambiente sobre
papel Whatman 3MM humedecido con la solucién de neutralizacién (Tris/HCI 1M,
pH 8; NaCl 1,5M). El ADN se fijé a la membrana con luz U.V. (2-3 min). Tras
eliminar los restos de crecimiento celular de la superficie de las membranas, éstas se
incubaron a 60°C 1 h con la solucién de prehibridacion [SSC 5x; 0,1% N-
lauroylsarcosine; 0,02% SDS; 1% reactivo bloqueante para hibridacién de acidos
nucleicos (p/V)]. Se renové la solucién de prehibridacién y se incubaron las
membranas a la misma temperatura durante 2 h més (20ml de tampén/100cm’® de
membrana). Se desnaturalizo la sonda, calentandola a 95°C durante 10 min, y se
diluyd 1:5. Se afiadieron 100Ul de sonda en 50ml de solucién de hibridacion (de
igual composicion a la de la solucién de prehibridacion) y se incubaron en ella las
membranas a 60°C durante toda la noche. Estas se lavaron durante 5 min a
temperatura ambiente (dos veces) con solucidn de lavado 2x (SSC 2x; 0,1% SDS) v,
a continuacion, durante 15 minutos a 60°C (dos veces) con solucién de lavado 0,5x
(SSC 0,5x; 0,1% SDS). Para la deteccion, se equilibraron las membranas 1 min en

Dig Wash and Block Buffer Set. Se incubaron durante 1 h en agitacién con la
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solucidén bloqueante (25 ml Dig#3; 25ml de 4cido maleico; 200ml de agua) vy,
posteriormente, durante 30 min con la solucién del anticuerpo (solucidén bloqueante
con el conjugado anti-Dig-AP y fragmentos Fab). Se lavaron durante 15 min (dos
veces) con la solucion de lavado y se afiadid la solucién de deteccion durante 5 min,
seguida del sustrato quimioluminiscente (Lumi-Phos 530). Las membranas se
protegieron con papel transparente y en oscuridad, se colocé sobre ellas una pelicula
autorradiografica. Se mantuvieron durante 30 min a 37°C en uma tablilla
autorradiogréfica, con el ADN orientado hacia la parte inferior. Después de todos

estos pasos, sc reveld la autorradiografia.

9. ELECTROFORESIS DE CAMPOS PULSADOS (PFGE)
Preparacion de los insertos: A partir de un cultivo puro de 24 h en placa de agar

Columbia con 5% de sangre de cordero (bioMérieux), se realizé una suspensién en
3ml de SS estéril, hasta una turbidez de 1 en la escala McFarland. Se centrifugd a
3000 rpm durante 10 min y se eliminé el sobrenadante. El precipitado se resuspendié
en 50ul de tampon de almacenamiento (Tris/HCI 10mM, pH 8; EDTA 10mM, pH 8)
y la muestra se mantuvo a 52°C en bafio de agua. A esa misma temperatura, en el
bafio de agua, se afiadié a cada muestra S50ul de agarosa de alta pureza (Bio-Rad)
disuelta al 1% en tampén de almacenamiento (0,1g de agarosa en 10ml de tampdn de
almacenamiento). L.a mezcla se resuspendié suavemente con la micropipeta v se
rellenaron los moldes adecuados. Los insertos se dejaron solidificar a temperatura
ambiente y se guardaron a 4°C en tubos estériles con 10ml de tampén de
almacenamiento. En estas condiciones, las células inmovilizadas en agarosa pueden
conservarse durante una semana.

Lisis de la pared bacteriana: Los insertos se incubaron a 37°C durante al menos
2 h en 3ml de solucién de lisis EC (Tris 6mM, pH8; NaCl 1M; EDTA 100mM, pH §;

0,5% Brij58; 0,5% sarcosil; 0,2% acido deoxicélico), esterilizada por filtracidn, v a

la que se afiadié en ¢l momento lisozima 4mg/ml.
Ruptura de la membrana celular: Se eliminé la solucién de lisis EC y se afiadieron

3ml de solucién ESP (EDTA 0,5M, pH 9-9,5; 1% sarcosil; 1mg/ml proteinasa K),

incubando a 56°C durante toda la noche.
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Lavados de los insertos: Para su utilizacién inmediata, se decanté la solucién ESP

y se realizaron los siguientes lavados:

-Tris 10mM pHS8; EDTA 50 mM pH 8, a 56°C durante 15 min.

-Tris 10mM pH8; EDTA 50 mM pH &, a temperatura ambiente durante 30 min

con agitacién (dos veces).

-Tris 10 mM pH 8 a temperatura ambiente, 30 min con agitacion (dos veces).

Los insertos pueden guardarse tras los lavados en Tris 10mM, pH 8 a 4°C durante
dias. De esta manera, quedan preparados para la digestidon con la enzima de
restriccidn adecuada.

Digestion enzimatica: Después de los lavados, el inserto (cortado en una pieza det

tamafio del pocillo} se colocd en un tubo eppendorf y se sumergié durante 30 min a
temperatura ambiente en 100p del tampén de enzima de restriccion adecuado.

Para las muestras de S. pyogenes se afiadieron SU de la enzima Sfil (BioLabs) en
100pl de su tampon a cada inserto y se dejd incubar a S0°C durante toda la noche. Se
eligié esta enzima de restriccion (y no Smal) porque en cepas de S. pyogenes con
fenotipo M, la presencia de un determinante fer puede estar asociada con la
restriccion por Smal (Cocuzza et al., 1997; Valisena et al., 1999; Ripa et al., 2001).

Los insertos de §. agalactiae, SGC y SGG fueron digeridos con la enzima de
restriccién Smal (Pharmacia). Para ello, se eliminé el tampoén de la enzima v se
afiadio a cada inserto 10U de Smal en 100ul de tampdn fresco, incubandolo a 30°C
durante 2 h; posteriormente, se afiadieron otras 10U de Smal en 100 ul de su tampdn,
dejando actuar la enzima a 30°C durante 24 h mas.

Para eliminar los restos de enzima, los insertos se lavaron con 1 ml de TBE 0,5x y
se incubaron a 52°C durante 8 min. Como marcador de peso molecular, se emplearon
insertos de Lambda ladder (Bio-Rad).

Preparacion del gel de agarosa: Se prepard un gel de agarosa D-5 (Pronadisa) al
1% (p/V} disuelta en TBE 0,5x (lg de agarosa en 100ml de TBE 0,5x). Se d¢jé

solidificar y se introdujeron los insertos en los pocillos, que se sellaron con agarosa a
50°C, evitando dejar burbujas de aire.

Electroforesis de campos pulsados: Se afiadieron, aproximadamente, 21 de TBE

0,5x en la cubeta de electroforesis de campos pulsados CHEF-DR II (Bio-Rad) v,

cuando el tampon alcanzé la temperatura de 14°C, se sumergid el gel. Se emplearon
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pulsos de 5 a 45 seg, a 5V/cm durante 22 h. La bomba de velocidad se fijoé a 70 (0,75
L/min). Al comienzo de la electroforesis es importante comprobar que la intensidad
oscila entre los valores adecuados para las condiciones programadas; en caso
contrario, serd necesario cambiar la solucién de TBE.

Tincién del gel: El gel se tifi¢ en una solucidn acuosa de bromuro de etidio [Spl
de bromuro de etidio (10mg/ml) en 100ml de agua destilada] durante 10 min y se
fotografié en presencia de luz U.V. (Image Storé 5000, UVP). En ocasiones, los
resultados pueden mejorar tras mantener el gel en agua destilada con suave agitacién

durante 3 h, aproximadamente, eliminando asi el exceso de bromuro de etidio.

Andlisis de los patrones de PFGE: Los patrones de PFGE fueron analizados y
comparados siguiendo las lineas directrices de Tenover et al. (1995), con algunas
modificaciones. Los fragmentos de ADN fueron comparados uno a uno para
identificar patrones de los diversos perfiles obtenidos. Si entre dos patrones se
apreciaban diferencias en una o dos bandas, éstos se consideraban estrechamente
relacionados. Entre patrones relacionados, el que generaba mayor numero de
subclases se consideraba un tipo (designado con una letra mayiscula), y cada patrén

relacionado, un subtipo (designado con la misma letra seguida de un nimero).

10. CONJUGACION

Se realizé la transferencia por conjugacidn en filtro de los determinantes genéticos
que codifican la resistencia a un antibidtico. A partir de una colonia aislada de cada
cepa, se cultivaron las cepas donadoras [S. agalactiae con el gen mef(A)] v la
receptora (E. faecium JH2-2) en 25ml de caldo BHI con el antibidtico de seleccion a
37°C durante 18-24 h. La cepa receptora es sensible a todos los antibidticos del grupo
MLS y posee marcadores de resistencia cromosdmica a rifampicina y dcido fusidico,
a los cuales son sensibles las cepas donadoras. Al cultivo de la cepa donadora se le
afiadi6 antibidtico de seleccion (eritromicina) en concentracién muy baja para evitar
la pérdida de posibles plasmidos. Se mezclaron 200ut del cultivo de la cepa receptora
con 20l de la donadora en un tubo con 4ml de SS estéril. La mezcla se pasd a través
de un filtro Millipore de 0,45um, que se colocd en la superficie de una placa de agar

BHI y se incubé a 37°C durante 24 h. Posteriormente, se resuspendié el crecimiento
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sobre el filtro en 1mi de caldo BHI, agitando con vortex. Se sembraron 100ul de esta
suspensién en placas con el antibidtico de seleccion adecuado, que Hevaban a su vez
rifampicina (50 pg/ml) y 4cido fusidico (100 pg/ml). Las colonias de enterococos
que crecieron tras 24-48 h de incubacidn, se analizaron mediante antibiograma y
CMI. En los transconjugantes resistentes a eritromicina, rifampicina y 4cido

fuscsidico se estudié la presencia del gen meflA) mediante PCR, siguiente ¢l

protocolo previamente descrito.

Para calcular la frecuencia de conjugacion, se prepararon diluciones seriadas 1:10
de la suspensién, y se sembraron 100l de las diluciones 107%, 107 y 10 en placas de
agar BHI con el antibidtico en estudio, rifampicina (50 ng/ml) y 4cido fusidico (100
ug/ml).

Frecuencia de conjugacion=(N° transconjugantes/ml)/(N° células receptoras/ml).

11. VECTORES DE CLONAJE

11.1 Vector pGEM®-T Easy: El vector utilizado para el clonaje de productos de

PCR fue pGEM-T Easy (Promega}, cuyo mapa se representa en la figura 5.

Xmn | 2009
Nae |
Scai 1890 \ 5707 71
1 start
f1 ori Apal 14
Aatll 20
Sphl 26
Nl | 37
Amp" co
P PGEM®-TEasy oz Bstz| | 43
Vector 7T Noll | 42
{3015bp) uac

EcoR | 52
Spe 64
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
. Psti 88
ori Sal | 80
Ndel a7
Sac | 109
BstX | 118
Nsil 127
141

T sre

Figura 5.- Mapa del vector pGEM-T Easy.
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Este vector se comercializa con una timidina (T) terminal en cada extremo 3’ de
las dos hebras originadas tras digestion con la enzima FcoRV. Las 3°-T
monocatenarias que sobresalen en el sitio de insercién, aumentan la eficacia de
ligacién de los productos de PCR en ¢l plasmido, ya que impiden a recircularizacion
del vector y ademas proporcionan un extremo compatible con los productos de PCR
generados por algunas polimerasas termoestables. Asimismo, pGEM-T Easy posee
dos sitios de reconocimiento (EcoRI y Nofl} que flanquean el sitio de insercién, por
lo que, cualquier inserto clonado en este vector puede extracrse mediante digestion

con una Unica enzima de restriccion.

11.2  Vector pCL84-xpl: Vector de integracién en S. aureus, que posee un
promotor inducible por xilosa, capaz de regular la expresion de un gen clonado en
este vector —en nuestro caso, del gen msrC. Presenta un marcador de seleccidn para
espectinomicina (spc) (50 wg/ml), y otro para tetraciclina (tet). Fue disefiado, v
cedido amablemente, por el grupo Microcide Pharmaceuticals (California), a partir
del vector pCL84 (Lee ef al., 1991).

BamH]I i

xyl

pCL84-xpl attP
(8370 pb) |

Figura 6.- Mapa del vector pCL84-xyl.

11.3  Vector pAM401: Vector shuttle de E. coli y E. faecalis con marcadores de
resistencia a cloranfenicol (cat) y tet (Wirth ef al., 1986). Fue cedido amablemente
por el Dr. Eric Baima, de los laboratorios de Pfizer Global Research and

Development (Connecticut).
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Figura 7.- Mapa del vector pAM401.

11.4  Vector pMP278: Vector shuttle de E. coli y S. aureus con marcadores de
resistencia a tet y ampicilina (amp), y con un origen de replicacién sensible a la
temperatura. Fue cedido amablemente por el Dr. Jerry Buysse de Microcide

Pharmaceuticals (California).

T7 promoter 620

Nact 130

Sspl 63350, \ spl dit
Xk 6340 \
Seul 6230 — s
# - Clal 730

//H\p i1 oct Lucz/_;é@\

", Atincll 1200
MP2T8 %
“olEl od Tsesove oRY 1630
tet{ K}
T3 promacer 4474
'
! el
|§E-Ti Sau ts ot Hincll 2080
Diall
Xhol (/
Sphl 3943 Ndel 2950
HindITl 3050
Clal 3057

Figura 8.- Mapa del vector pMP278.
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12. ENZIMAS DE RESTRICCION

12.1 Digestion e inactivacion enzimditica: El vector sc digirié con 8-10U de
enzima (BamHI, Smal, 6 EcoRl, segin los casos) (Gibco BRL, Life Technologies)
por cada g de ADN, de modo que el volumen de la enzima no fuera mayor al 10%
del volumen total. Se incubd a la temperatura recomendada por el fabricante (37 6

30°C) y posteriormente, la enzima se inactivé con calor (a 80°C durante 20 min).

12.2 Formacion de extremos romos: En ocasiones, con el fin de hacer romo un
extremo de ADN 5’ -protuberante para facilitar el clonaje, se procedié a rellenar los
extremos con el fragmento Klenow (Gibco BRL, Life Technologies) de la ADN
polimerasa [ de E. coli. Para eilo, por cada ng de ADN se afiadieron en hielo 4pl de
dNTPs (0,5mM), 1l de Klenow (0,5U/ul) v 3ul del tampdn de la enzima (10x) en
un volumen final de 30pl, y se incubd en hielo durante 30 min. Para la inactivacién
se realizd extraccion fendlica, se precipité con 70% etanol v posteriormente, se

resuspendio en 20 Ul de tampon TE.

12.3  Defosforilacion: Los vectores pAM401 vy pMP278 (=0,5 pmoles de ADN) se
trataron durante 30 min a 37°C! con 0,5U de fosfatasa alcalina (1U/pl) (shrimp
alkaline phosphatase, USB) en un volumen de 10ul. Asi, se eliminaron los grupos
fosfato en el extremo 5' del ADN, reduciendo las posibilidades de recircularizacion
del vector. Posteriormente, la enzima se inactivo calentando a 65°C durante 15 min

en tampdn Tris, pH 8 - 8,5 y la mezcla se colocd en hielo para la transformacién.

13. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

13.1 Método del cloruro de rubidio para E. coli DHS0: Se inocularon una o dos
colonias de E. coli DH50 en 5ml de caldo S.0.C., cuya composicion se ha descrito
previamente. Cuando el cultivo alcanzd una D.O.s50um = 0,5, se inoculd en 100ml de
medio S.0.C.;, de manera que la D.O.ssp inicial fuese 0,015. Se incubo
aproximadamente 3 h con agitacion, hasta alcanzar una D.O.s50 de 0,48. En ese
momento, s¢ transfirié ¢l cultivo a hiclo. Se centrifugd a 4°C durante 5 min a 4K,

retirando el sobrenadante en cdmara fria. El precipitado se resuspendid suavemente
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en 30ml de tampon TBI (pH 5,8) esterilizado por filtracién (RbCI 100mM; MnCl,
50mM; acetato potasico 30mM; CaCly 10mM; 15% glicerol). Se centrifugd de nuevo
a 4°C durante 5 min a 4K y se retir6 el sobrenadante en cdmara fria. Se resuspendié
¢l precipitado en 4ml de tampén TIBII esterilizado por filtracion (MOPs 10mM, pH
7; RbCl 10mM; CaCl; 75mM; 15% glicerol). Se prepararon alicuotas de 2001l y se
congelaron a -80°C. Para realizar la transformacidn de células competentes en ese

mismo dia, se deberan congelar y descongelar posteriormente.

13.2 Meétodo del glicerol frio para §. aureus RN4220: Se inocularon 500ml de
caldo TSB con 0,5ml de un cultivo de células de S. qureus RN4220 crecidas a 37°C
en caldo TSB durante toda la noche, hasta alcanzar una D.O.s0=0,6. En ese
momento, se colocd el cultivo en hiclo v se dejé enfriar. Tras centrifugar, el
precipitado de células se resuspendid en 10ml de agua fria. Este paso se repitié de 3 a
5 veces con 30ml de agua. Después de los lavados con agua, las células se
resuspendieron en 10ml de 10% glicerol frio. Se centrifugd de nuevo,
resuspendiendo finalmente el precipitado en 1ml de 10% glicerol frio. Se prepararon

alicuotas de 50ul de células competentes que se conservaron a -80°C.

14. LIGACION

Las reacciones de ligacion se prepararon en hielo en un volumen final de 10p,
afiadiendo 3U de la enzima T4 ADN ligasa (Promega) por cada 50 ng de vector. Tras
varias pruebas, se optimizd la proporcion inserto:vector en 3:1, teniendo en cuenta la
molaridad de ambos, asi como el tamafio del inserto (1,6 Kb, aproximadamente)
frente al del vector (3 Kb, en ¢l caso de pGEM-T EAsy). La mezcla se incubd a 12-
14°C durante toda la noche e inmediatamente antes de la transformacion, se calenté a

70°C durante 15 min.

15. TRANSFORMACION BACTERIANA

15.1 Transformaciéon de células competentes de E. coli DH50t mediante
chogue térmico: Para la transformacion de células competentes de E. coli DH5q, se
dejaron descongelar en hielo. Tras mezclar con suavidad, se prepararon en hielo

alicuotas de 50ul de células competentes en tubos de polipropileno previamente
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enfriados. Se diluyeron a la mitad las reacciones de ligacién con tampén TE (pH 8),
hasta un volumen final de 20pul, y se afiadié 1l a cada alicuota de células
competentes. La mezcla se mantuvo en hielo durante 30 min y, posteriormente, se
sometié a un choque de calor a 42°C durante 45 seg en bafio de agua. Sin agitar, se
colocé de nuevo en hielo durante 2 min. En ese momento, se¢ afiadié 1ml de medio
S.0.C. a temperatura ambiente, agitando a 225 rpm (37°C) durante 1 h. El contenido
se afladi$ a placas de agar LB con el antibiético de seleccién y se incubé a 37°C (6 a

30°C al emplear el vector pMP278) durante 24-48 h.

15.2 Transformacién de células competentes de S. aureus RN4220 mediante
electroporacién: Los pldsmidos aislados de células de E. coli se introdujeron en la
cepa de S. aureus RN4220 mediante electroporacidn Para ello, se coloco en hielo una
alicuota de células competentes de S. awreus y se afiadié el ADN plasmidico (>10ug
en 1-3ul). La mezcla fria se transfirié a una cubeta de electroporacién de 0,1cm
previamente enfriada y se mantuvo en hielo. Las condiciones del electroporador
(Bio-Rad Gene Pulser) fueron las siguientes: 1,5kV, 25 uFD y 100 ohm. Los pulsos
obtenidos deben ser de 2 miliseg, aproximadamente. Tras el pulso, se afiadid
inmediatamente 1ml de medio S.0.C., resuspendiendo con la micropipeta, y se pasé

el contenido a un tubo eppendorf estéril. Se incubd a 30°C durante 1 h para lograr la
expresion de la resistencia al antibidtico y se afiadieron 100ul sobre 1a superficie de
placas de TSA con antibidtico (tetraciclina 12ug/ml), que se incubaron 24-48 h a
30°C.

16. SELECCION DE CELULAS TRANSFORMANTES

El clonaje de los insertos en el vector pGEM-T Easy interrumpe la secuencia
codificadora de la B-galactosidasa y los clones recombinantes pueden reconocerse
mediante un cambio de color tras sembrar 100Ul de la suspensién en placas
indicadoras de agar LB suplementadas con ampicilina (100pg/mD), TPTG (0,5mM) y
X-Gal (80ug/ml). Las colonias transformantes presentaron color blanco y las que no

contenian el producto de PCR mostraron color azul.
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En el caso del vector pAMA401, las colonias transformantes de E. coli se
seleccionaron en placas de agar LB suplementadas con cloranfenicol (25ug/ml) a
37°C, vy en agar LB con ampicilina (50ug/ml) a 30°C cuando se utilizdé pMP278
como vector de clonaje.

Las colonias transformantes de S. aureus con el vector pMP278 se seleccionaron

en placas de TSA con tetraciclina (12 ug/ml) que se incubaron a 30°C durante 36 h.

17. ENSAYOS DE ACUMULACION INTRACELULAR DE
ERITROMICINA

Los experimentos de acumulacidn intracelular de eritromicina se realizaron a
partir de cultivos crecidos en fase exponencial, segun el método de Wondrack ef al.
(1996). Se inocularon 200ml de caldo BHI (con 0,02g/ml de eritromicina para las
cepas resistentes o intermedias) a partir de un cultivo de células crecidas a 37°C
durante toda la noche hasta alcanzar una D.Q.ss0 de (,05. Cuando se alcanzd una
D.0.650=0,35, el cultivo se dividié en dos partes iguales. Como desacoplante del
gradiente de protones de la membrana, se afiadid a una de ellas carbonil cianuro m-
clorofenil hidrazona (CCCP) a una concentracién 25uM, y a la otra, la misma
cantidad de etanol Se incubd durante 10 min mAs con suave agitacidn y, transcurrido
ese tiempo, se afiadieron a ambos cultivos (con y sin CCCP) 0,2ug de
['“Cleritromicina. Se tomaron muestras de 3ml a determinados tiempos (0, 1, 2, 3, 4,
5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 min) y se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio
Whatman GF/C, previamente humedecidos en S8 con lpg/ml de eritromicina. Los
filtros se lavaron tres veces con la mezcla fria NaCl-eritromicina y se dejaron secar
en lampara de calor durante 1 h. La radiactividad retenida en los filtros se cuantificd
en un contador de centelleo, afiadiendo a cada filtro 3ml de liquido de centelleo. Los
valores de acumulacién de eritromicina se normalizaron, teniendo en cuenta la

D.O.g4p del cultive en cada muestra.

18. BIOENSAYOS DE INACTIVACION DE ERITROMICINA

Se llevaron a cabo bioensayos para detectar si en las células tenia lugar algin

mecanismo de inactivacidon de eritromicina, segin el método descrito por Gots
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(1945). Para ello, se incubd el cultive a 37°C con agitacién en caldo BHI con
40ug/ml de eritromicina durante 48 h. Tras centrifugar, se depositaron 25ul de
sobrenadante sobre discos estériles en placas de agar MH en las que previamente se
habia sembrado en césped la cepa de M. luteus ATCC 9341, sensible a eritromicina.
Las placas se incubaron durante 24 h. Posteriormente, se midieron los halos
alrededor de los discos, que indican la cantidad de antibidtico que queda en el medio
de cultivo tras incubar con las células. Los halos se compararon con los obtenidos
tras incubar el antibidtico solo o con una cepa sensible a eritromicina y sin

mecanismos de inactivacidn frente a dicho antibiético.
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Streptococcus pyogenes EN LA RIOJA

1. ESTUDIQ EPIDEMIOLOGICO

Se han aislado 355 cepas clinicas consecutivas de S. pyogenes en el Hospital San
Milldn de Logrofio, desde enero de 1996 hasta abril de 2001. El origen de las

muestras y las edades de los pacientes se recogen en las tablas 16 y 17.

Tabla 16.- Origen de las muestras a partir de las cuales se aislaron las cepas de

S. pyogenes en el periodo 1996 - 2001 en La Rioja.

ORIGEN DE LAS MUESTRAS

S. pyogenes S. pyogenes Ex’!

8. progenes Er®

(n=355) (n=271) (n=84)

Tracto respiratorio superior:

- Nasofaringeo 149 114 35

- Otico 44 30 14

- Esputo 5 4

- Traqueal 1 1

- Lingual 1 0 I
Vaginal 73 65 8
Heridas y dlceras 35 25 10
Sangre 9 8 1
Orina 8 5 3
Uretral 8 5 3
Rectal 7 7 0
Ocular 3 2 1
Pleural 1 1 0
Desconocido 6 3 3

Las cepas de S. pyogenes se aislaron en su mayoria de muestras pertenecientes al

tracto respiratorio superior (58,7%), de exudados vaginales (20,9%) y de heridas y

tlceras (10%).
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Tabla 17.- Edades de los pacientes a partir de los cuales se aislaron las cepas de

S. pyogenes del estudio.

EDAD DE LOS S. pyogenes S. pyogenes Er™! 8. pyogenes Er®
PACIENTES (afios) (n=355) {(n=271) (n=84)

0-10 207 157 50
11-20 17 16 1
21-30 14 10 4
31-40 35 28 7

41 - 50 11 10 1

51- 60 7 6 1
61-70 12 7

=71 11 9 2
Desconocida 41 30 11

Es de destacar el dato de que el 66% de las cepas de S. pyogenes de origen

conocido fueron aisladas de nifios menores de 10 afios (Tabla 17).

2. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ERITROMICINA Y OTROS
ANTIBIOTICOS MLS
2.1  Resistencia a eritromicina

Se determiné la CMI a eritromicina mediante E-test en todas las cepas de
S. pyogenes de la coleccion. En la Tabla 18 se presentan los valores de CMlsp v
CMlgy obtenidos. El 23,7% de las cepas de S. pyogenes fueron resistentes a
eritromicina. Si se tiene en cuenta el origen de las muestras, se detectd un 28,6% de
resistencia a este macrolido en cepas aisladas de heridas y dlceras, un 26,8% en
cepas procedentes del tracto respiratorio superior y un 11% en cepas de origen
vaginal (Tabla 16). Analizando la resistencia a dicho antibidtico segiin la edad de los
pacientes, los datos indican que el 58,3% de las cepas aisladas de individuos entre 61
y 70 afios eran resistentes, al igual que un 24,1% de las cepas aisladas de nifios
menores de 11 afios (Tabla 17).

El rango de CMI y la CMIsp9p para eritromicina fue (,008->256 ug/ml y
0,125/24 ng/ml, respectivamente (Tabla 18). Siete cepas, aisladas entre 1996 y 1998,
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presentaron un fenotipo de resistencia intermedio para la eritromicina (CMI: 0,38-

0,75 pg/ml).

Tabla 18. Sensibilidad de 355 cepas clinicas de S. pyogenes a eritromicina,

penicilina y cefotaxima (expresada en [lg/mi) mediante E-test.

R 8-1
Antbigticos S pogenes S pyogenes Ent S pyogene fr
Eritromicina

Rango 0,008 - >256 2->256 0,008 — 0,75
CMlsy 0,125 16 0,094
CMIyq 24 >256 0,190
% R (CMIz1) 23,7% 100% 0
% I (CMI: 0,38-0,75) 2,0% 0 2,6%
Penicilina
Rango <0,002 - 0,023 0,004 — 0,023 <0,602 - 0,023
CMlIsg 0,008 0,008 0,008
CMlyg 0,012 0,008 0,012
% R-1 (CMI20,25) 0 0 0
Cefotaxima
Rango <0,002 — 0,094 0,006 — 0,023 <0,002 — 0,094
CMilso 0,012 0,012 0,012
CMlyg 0,016 0,016 0,016
% R-I (CMI>1) 0 0 0

Agimismao, ge defermind la CMI a penicilina y cefotaxima en las 355 cepas de
S. pyogenes de la serie en estudio. Todas ellas permanecieron sensibles a penicilina y
cefotaxima, y los valores de CMIsy y CMIgy para estos dos antibidticos fueron

idénticos en las cepas sensibles y resistentes a eritromicina (Tabla 18).
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2.2 Evolucion de Ia resistencia a eritromicina

La distribucion de cepas recogidas cada afio y los porcentajes de resistencia a
eritromicina se muestran en la tabla 19. Desde el comienzo de la recogida de
muestras hasta nuestros dias, ha tenido lugar una progresiva disminucién de los
niveles de resistencia a eritromicina en S. pyvogenes (desde un 35,1% de cepas
resistentes en 1996, hasta un 20% en 2001). Curiosamente, durante el afio 1999 dicha
disminucion fue muy brusca (8,6% de cepas resistentes), sin que se hayan podido

determinar 1as causas.

Tabla 19.- Nimero de cepas de S. pyogenes recogidas desde 1996 hasta el afio

2001 y porcentaje de cepas resistentes a eritromicina.

- N total cepas o R (o o Ico
Aiio aisladas N®de cepas Er (%) N°®de cepas Er (%)
1996 57 20 (35,1%) 2 (3,5%)
1997 69 18 (26,1%) 3 (4,3%)
1998 %4 23 (24,5%) 2 (2,1%)
1999 58 5 (8,6%0) 0
2000 62 15 (24,2%) 0
2001 o
(enero-abril) 15 3 (20%) 0
1996-2001 355 84 (23,7%) 7 (2%)

2.3 Fenotipos de resistencia a antibiéticos MLS

Se determind la sensibilidad de las 355 cepas de S§. pyogenes a diferentes
antibiticos del grupo MLS (eritromicina, clindamicina, espiramicina y
virginiamicina) mediante antibiograma. Asimismo, en las cepas con fenotipo M1.Sg
se estudio el cardcter constitutivo o inducible de la resistencia mediante el test de
doble difusion con disco. Los resultados se muestran a continuacion:
v 264 cepas fueron sensibles a eritromicina y al resto de los antibidticos del

grupo MLS (fenotipo sensible).

v 7 presentaron resistencia intermedia a eritromicina y fueron sensibles a los

antibidticos del grupo MLS.
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v 84 fueron resistentes a eritromicina. De ellas, 67 cepas presentaron el fenotipo
M de resistencia (79,8%). Las 17 cepas restantes mostraron un fenotipo de
resistencia MLSg, 13 de ellas (15,5%) de caracter constitutivo y 4 de cardcter
inducible (4,7%).

La distribucién anual de estos tres fenotipos de resistencia se muestra en la tabla

20 yen la figura Y.

Tabla 20.- Kenotipos de resistencia MLS en las 84 cepas de S. pyogenes Er® del

estudio (1996 — 2001).

Afio aislamiente cepas N° cepas Fenotipo

1996 19 M

1 MLSg i
1997 16 M

1 MLSgpc

1 MLSp 1
1998 15 M

7 MLSg ¢

1 MLSg i
1999 4 M

1 MLSg ¢
2000 11 (1) M

3 MLSg ¢

1 MLSp i
2001 (enero — abril) 2 M

1 MLSg ¢
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Figura 9.- Distribucion anual (en %) de los distintos fenotipos de resistencia a

antibioticos MLS en cepas de S. pyogenes aisladas entre 1996 y 2001.

En la figura 10 se muestra una cepa de S. pyogenes de nuestra coleccién con

fenotipo M de resistencia.

Figura 10.- Cepa S. pyogenes S1 con fenotipo M de resistencia. A) E-test; B) test

de doble difusion con disco.
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En la figura 11 se representa la distribucion de CMIs a eritromicina en funcién del

fenotipo de resistencia a antibidticos MLS de las cepas estudiadas.

[ % cepas S-1 0% cepas M [ % cepas MLSc B % cepas MLSi

224] [

% cepas

Lo o o =
— (]

oo o
< vy
ol

CMI a Er (mcg/ml)

Figura 11.- Distribucion de CMIs a eritromicina (Er) de las 355 cepas de

S. pyogenes segiuin su fenotipo MLS de resistencia.

Con objeto de detectar la posible resistencia de S. pyogenes a otros
antimicrobianos como los aminoglucésidos, se eligieron al azar 29 cepas de entre
todas las resistentes a eritromicina (27 con fenotipo M y 2 con fenotipo MLSg) y se
determiné la CMI a una serie de aminoglicésidos. Dos de las 29 cepas analizadas
presentaron resistencia de alto nivel a kanamicina (CMI: >2000 pg/ml) y a
estreptomicina (CMI: 4000 pg/ml) y, posteriormente, en ambas se evidencié por
PCR la presencia del gen aph(3°)-1ll. Estas dos cepas mostraron un fenotipo MLSg
inducible (CMI a eritromicina >64 pg/ml). En el resto de las cepas analizadas (todas
ellas con fenotipo M) no se detect6 resistencia de alto nivel a aminoglucésidos y sus
rangos de CMI a eritromicina y clindamicina fueron 2 — 16 y <0,125 pg/ml,

respectivamente.
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3. MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MLS

Se estudiaron los mecanismos de resistencia a antibidticos MLS en 154 cepas
clinicas de S. pyogenes, aisladas consecutivamente en dos periodos: enero 1996-
enero 1998 (n = 40 Er® + 97 Er) y enero 2000-abril 2001 (n = 17 Er®), a fin de
analizar los posibles cambios en la prevalencia de genes de resistencia responsabies
de los fenotipos encontrados. Los resultados se encuentran detallados en la tabla 21,
La deteccién de genes erm se llevé a cabo mediante PCR con los cebadores
sintetizados segun la secuencia comun para los genes erm (Tabla 10). Asimismo, se
emplearon cebadores especificos que amplifican los determinantes de resistencia
erm(A), erm(B), erm(C) y erm(TR) (Tabla 10).

Se detecto, mediante PCR, la presencia de genes erm en seis cepas con fenotipo
MLSgc (CMI a eritromicina: >256 ug/ml} y en tres cepas con fenotipo MLSgi (CMI
a eritromicina: 48 y >256 ug/ml). Los genes detectados en estas cepas fueron erm(B)
y/o erm(TR) (Tabla 21). Cabe destacar la presencia de tres cepas (una de cardcter
constitutivo y dos de caracter inducible) que presentaron simultdneamente dos
determinantes erm de resistencia: erm(B) y erm(TR). Curiosamente, en dos cepas
con fenotipo MLSgc no se encontré ninguno de los genes de resistencia erm
estudiados (Tabla 21). La amplificacion de genes erm fue negativa, tanto para las
cepas con fenotipo M (n=48) como para las cepas sensibles a eritromicina esiudiadas
{n=97) (Tabla 21).

En las dos cepas de la coleccion, S. pyogenes S118 y S. pyogenes S124, con
fenotipo MLSg constitutivo, en las que no s¢ encontré ninguna metilasa de tipo Erm
mediante PCR con los cebadores erm degenerados, erm(A), erm(B), erm(C) y
erm(TR), se realizé una hibridacién por dot blotting con digoxigenina. Como sondas
se emplearon los fragmentos de amplificacion puriticados correspondientes a erm(B)
y a erm(TR), de 639 y 530 pb, respectivamente. Se incluyeron controles positivos y
negativos adecuados. La hibridacion resultd negativa en ambos casos, lo que nos
lleva a pensar en la existencia de un nuevo mecanismo de resistencia, aiin no

descrito, presente en estas cepas (Figura 12),
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Figura 12.- Hibridacién por dot blotting
usando una sonda erm(TR) marcada con
digoxigenina. De izda. a dcha. y de arriba
a abajo: 1: SGG 8211 {conirol positivo); 2-
4: § pvogenes SPY1, SPY2 y SPY4; Sy 6:
S. pvogenes SI18 y St24; 7 y & &
pyogenes S3 y S112; 91 5. agafactiae
S393; 10: S. pneumoniae S64; 11: SGG
S207, 12 y 13: 5. pyogenes Sl y S8
(fenctipo M), 14: S5GC S215; 15: S
pyvogenes SPY 18 [con erm(B}].

Para el estudio de los mecanismos de resistencia mediados por eflujo activo de
eritromicina se utilizaron los cebadores mef{A/E), meflA) y msr(A). Las condiciones
de PCR vy las secuencias de los cebadores se describen en la tabla 11. Los cebadores
mefl A/E) amplifican indistintamente el gen mef(E) o el gen mef{A). En la actualidad
ambos genes se denominan mef{A) (Roberts e al., 1999).

Se analizaron por PCR 48 cepas con fenotipo M vy todas ellas se caracterizaron por
la presencia del gen mef{A), al resultar positiva la amplificacidn con los cebadores
mef(A/E) (Figura 13) y mef{A). Los genes mefl A/E) y mef(A)} no se detectaron en las
cepas con fenotipo MLSg ni en las cepas sensibles a eritromicina. En ningin caso se

detectd la presencia del gen msr(A) en S. pyogenes (Tabla 21).

1 2 3 4 5 6 7 8 Figura 13.- Amplificacién
I : ' por PCR con los cebadores
mef{A/E). Carriles: 1
MHindll; 2: S, pyogenes Er®;
3: control positivo; 4: S.
pyogenes S1; 5: 8. agalactiae
S385; 6: 8. preumoniae S100;
7: §S. pyogenes S112 (fenotipo
MLSg) y &: control negativo,
sin ADN.

348 pb—>»

El gen mef{A) cs cl responsable del eflujo activo de la critromicina cn cepas dc
S. pyogenes que presentan fenotipo M. Los genes erm(B) y erm{TR} codifican la
resistencia a antibidticos MLS en S. pyogenes con fenotipo MLSg mediante un

mecanismo de modificacién de la diana mediado por una metilasa. Se cree que algin
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gen o genes desconocidos hasta ahora pueden estar implicados en la resistencia a
eritromicina en las dos cepas de S. pyogenes con fenotipo MLSg que no amplifican

por PCR ninguno de los genes estudiados.

En la figura 14 se representa la distribucion de 57 cepas de S. pyogenes resistentes
a eritromicina en funcién de su CMI a este antibidtico y de los genes de resistencia
detectados mediante PCR. Es de destacar que el 70,8% de las cepas que presentan el

gen mef(A) tienen una CMI a eritromicina entre 8 - 16 pg/ml.

W mefid) Oerm(TR) Oerm(B) Werm(B)+erm(TR) H ;Genles?
25% 1 |

15% -

10% -

% cepas resistentes

5%

3 6 8 12 16 24 32 48 64 256
CMI a eritromicina (en mcg/ml)

Figura 14.- Distribucion de CMIs (ug/ml) de 57 cepas de S. pyogenes resistentes

a eritromicina y genes detectados mediante PCR.

4. CARACTERIZACION CLONAL DE LAS CEPAS DE S. pyogenes
RESISTENTES A ERITROMICINA

Todos los aislados de S. pyogenes Er® recogidos entre enero de 2000 y abril de
2001 (n=17), se sometieron a la técnica de PFGE con el fin de determinar su posible
relacién clonal. Doce de los 17 aislados Ert (70,6%) presentaron el fenotipo M.
Todos ellos pudieron tiparse mediante PFGE tras digestion del ADN genémico con

la enzima Sfil y dieron lugar a cuatro patrones diferentes (A, B, C y D) y uno
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estrechamente relacionado (A, Al) (Tabla 22 y figura 15). Los cinco aislados con
fenotipo MLSg revelaron dos patrones de restriccién diferentes con Sfil. De éstos, los
cuatro aislados con fenotipo constitutivo presentaron un patrén de restriccidn
idéntico, lo que sugiere que provienen de la diseminacién de un unico clon
resistente (F). Todos ellos provenian de muestras de distinto origen y de pacientes de
edades diferentes (66, 33, 27 y 2 afios, respectivamente) sin parentesco. En el aislado
con fenotipo inducible, perteneciente a un exudado faringeo de un nifio de 8 afios, se

obtuvo un patrén de restriccidn distinto (H) (Tabla 22 y figura 15).

Tabla 22.- Patrones de restriccion de 30 aislades de S. pyogenes resistentes a
eritromicina (1996-98 y 2000-01).

Patrones de PFGE I:gi::clc[fcie N° (1:1 :;s(l)z)idos ) ;?:,?,;:ﬁ )

A M 2 2000
1 2001

Al M 1 2001
B M 1 1996
8 1997

4 2000

c M 2 2000
D M 2 2000
E M 1 1998
r MLSgc 3 2000
1 2001

G MLSge i 1997
1 1998

H MLSgi 1 2000
I MLSBi 1 1997

Del mismo modo, de entre los 40 aislados de la serie de S. pyogenes Er® recogidos
entre enero de 1996 y 1998 e identificados por PCR, se seleccionaron 13 al azar
como representantes de los tres fenotipos de resistencia (10 con fenotipe M, 2 con
fenotipo MLSgc y 1 con fenotipo MLSgi} v se sometieron a esta técnica, empleando
la misma enzima de restriccién (Sfil) y bajo las mismas condiciones. El objetivo fue
comparar los clones existentes en los afios 2000-2001 con los que confirieron

resistencia en el periodo 1996-1998. Curiosamente, 9 de los 10 aislados pertenecian
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al mismo clon, que a su vez coincidia con el patron B, encontrado en aislados de
S. pvogenes recogidos durante el afio 2000 (Tabla 22). El aislado restante mostré un
patrén diferente (E), no encontrado durante 2000-2001. Los dos aislados con
fenotipo MLSg constitutivo presentaron un patrén idéntico entre si (G), pero distinto
a los identificados en el periodo 2000-2001 (Tabla 22). Este clon presentd un
mecanismo de resistencia no detectado por PCR con los cebadores descritos
previamente (Tabla 21). El aislado con fenotipo MIL.Sg inducible presentd también un
patrdn (I) diferente a los detectados desde enero de 2000 (Tabla 22).

12 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19

gt

Figura 15.- Perfiles de PFGE de 17 aislados de S. pyogenes Ex® (digestion con
Sfil). Carriles: 1, 10: marcador A ladder; tipo A: 14, 15, 17; subtipo Al: 18; tipo
B: 6, 7, 11, 16; tipo C: 8, 12; tipo D: 9, 13; tipo F: 2-4, 19 y tipo H: 5. (Los

tamafios de banda del marcador se indican a la izquierda en pares de kilobases).
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Streptococcus agalactiae EN LA RIOJA

1.- ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

Se han aislado 531 cepas clinicas consecutivas de S. agalactiae en el Hospital San

Millan de Logrofio, desde enero de 1999 hasta octubre de 2001. El origen de las

muestras y las edades de los pacientes se recogen en las tablas 23 y 24.

Tabla 23.- Origen de las muestras a partir de las cuales se aislaron las cepas de

S. agalactiae en el periodo 1999 - 2001 en La Rioja.

S. agalactiae

ORIGEN DE LAS MUESTRAS (n=531) B (n=449) Erf(n=82)
Orina 249 207 42
Vaginal 230 199 31
Heridas y ulceras 18 15 3
Tracto respiratorio superior:
- Esputo 2 1 1
- Nasofaringeo 6 5 t
- Otico 7 6 1
- Traqueal 2 2 0
Uretral 5 4 1
Anal / Rectal 5 4 1
Sangre 3 2 1
Cutineo 2 2 0
Bronco-aspirado 1 I 0
Ocular 1 i 0

Aproximadamente el 90% de las cepas de 8. agalactiae se aislé a partir de

muestras de orina (46,9%) y de exudados vaginales (43,3%) (Tabla 23). Entre las

cepas aisladas de pacientes de edad conocida, el 68,6% pertenecia a pacientes de

edades comprendidas entre 21 y 40 afios y el 18,6% de las cepas se aisld a partir de

muestras de pacientes en un rango de edad entre 41 y 70 afios {Tabla 24).
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Tabla 24.- Edades de los pacientes del Hospital San Millan de Logroifio de los

cuales se aislaron las cepas de S. agalactiae del estudio.

EDAD DE LOS S. agalactine  S. agalactiae Ex™'  S. agalactiae Ex®
PACIENTES (aiios) (n=531) (n=449) (n=82)

0-1 14 12 2
2-10 4 4 0
11-20 13 10 3
21-40 291 250 41
41 - 70 79 62 17
271 23 17 6
Desconocida 107 94 13

2.- ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ERITROMICINA Y OTROS
ANTIBIOTECOS MLS
2.1- Resistencia a eritromicina

En todas las cepas de S. agalactiae se determind, mediante el sistema E-test, la
CMI a critromicina. En la tabla 25 se presentan los valores de CMIsy v CMlyy
obtenidos en la serie estudiada de esta especie de estreptococos y también los valores
de CMI de las cepas, clasificadas en funcién de su sensibilidad a la eritromicina. El
15,4% de las cepas de S. agalactiae fue resistente a eritromicina. Analizando la
resistencia a dicho antibidtico en funcidn del origen de las muestras, se detect6 un
16,9% de resistencia a eritromicina en cepas aisladas de orina, y un 13,5% en las
cepas procedentes de exudados vaginales (Tabla 23). Considerando la edad de los
pacientes, cabe destacar que en las cepas aisladas a partir de adultos mayores de 70
afios, se observé un nivel de resistencia a erifromicina elevado (26,1%) (Tabla 24).
El rango de CMI y la CMlIsy00 para eritromicina en las cepas de S. agalactiae fue
0,032->256 pg/ml y 0,094/>256 pg/ml, respectivamente. Ocho cepas presentaron el
fenotipo de resistencia intermedia a eritromicina (CMI: 0,38 - 0,75 pg/ml).

Se determiné asimismo la CMI a penicilina y cefotaxima en las cepas de
S. agalactiae (Tabla 25). No se observd ninguna cepa resistente a penicilina o
cefotaxima, detectandose tan sélo una cepa con sensibilidad disminuida a penicilina

(CMI=1 pg/ml), que presentd a su vez alta resistencia a erifromicina
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(CMI>256 pg/ml). No se observaron diferencias en los valores de CMI a
penicilina/cefotaxima entre cepas de S. agalactiae sensibles y resistentes a

eritromicina (Tabla 25).

Tabla 25.- Sensibilidad de 531 cepas clinicas de S. agalactiae a eritromicina,

penicilina y cefotaxima (expresada en g/ml) mediante E-test.

Antibidticos (lLg/ml)

S. agalactine

S. agalactiae Er®

S. agalactiae Er™!

(n=531) (n=82) (n=449)
Eritromicina
Rango 0,032 - >256 1,5 - 256 0,032-0,75
CMlIsg 0,094 >256 0,094
CMly >256 >256 0,190
% R (CMI=1) 15,4 100 0
% I (CMI: >0,25 - <1) 1,5% 0% 1,8%
Penicilina
Rango 0,008 -1 0,008 —1 0,016 - 0,190
CMI;5p 0,047 0,047 0,047
CMlyg 0,064 0,064 0,064
% R (CMI=4) 0% 0% 0%
% [ (CMI: 0,25-2) 0,2% 1,2% 0%
Cefotaxima
Rango 0,012 -0,125 0,012 - 0,094 0,016 - 0,125
CMlsq 0,032 0,032 0,032
CMIg 0,047 0,047 0,047
% R (CMIx2) 0% 0% 0%
% [ (CMI=1) 0% 0% 0%
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2.2- Evolucion de la resistencia a eritromicina

La distribucion de cepas recogidas cada ano y los porcentajes de resistencia a

eritromicina se muestran en la tabla 26 y en la figura 16. Llama la atencién que en el

ultimo afo de recogida de muestras, los niveles de resistencia a eritromicina en

S. agalactiae en La Rioja aumentaron desde un 10,9% en el afio 2000 hasta un 19,4%

en el ano 2001.

Tabla 26.- Numero de cepas de S. agalactiae recogidas entre 1999 - 2001 y

porcentaje de cepas resistentes a eritromicina en funcion de los anos de

aislamiento.
Adio “Le;’;:' N° cepas Er® (%) N°cepas Er' (%) N°cepas Er’ (%)
1999 122 16 (13,1%) 1 (0,8%) 105 (86,1%)
2000 156 17 (10,9%) 1 (0,6%) 138 (88,5%)
2001
foreroaoiibrd) 253 49 (19,4%) 6 (2,3%) 198 (78,3%)
1999-2001 | 531 82 (154%) 8 (1,5%) 441 (83,1%)
WECR (%)
19.4%
20% /
18% /
16%- T
g 149
2 12%-
g 10% 1
:
= |
0% /
1999 2000 2001
Aios

Figura 16.- Evolucion de la resistencia a eritromicina (Er) en 8. agalactiae en La

Rioja desde el afio 1999 hasta el ano 2001.
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2.3- Fenotipos de resistencia a antibidticos MLS

Se determiné la sensibilidad de las 531 cepas de S. agalactiae a diferentes
antibidticos del grupo MLS (eritromicina, clindamicina, espiramicina vy
virginiamicina) mediante antibiograma. Asimismo, en las cepas con fenotipo MLSp
se estudié el caracter constitutivo o inducible de la resistencia mediante el test de
doble difusidén con disco. Los resultados se muestran a continuacidn:

v 441 cepas fueron sensibles a eritromicina y al resto de los antibi6ticos del
grupo MLS (fenotipo sensible).

v 8 cepas presentaron resistencia intermedia a eritromicina y fueron sensibles al
resto de antibidticos MLS.

v 82 cepas fueron resistentes a eritromicina. De ellas, solamente 2 presentaron
el fenotipo M de resistencia (2,5%). Las 80 cepas restantes mostraron un
fenotipo de resistencia MLSg, 58 de ellas (70,7%) de cardcter constifutivo y
22 de caracter inducible (26,8%).

Los fenotipos de resistencia a antibidticos MLS de las cepas resistentes a

eritromicina se representan en la tabla 27 y en la figura 17,

Tabla 27.- Fenotipos de resistencia a antibidticos MLS en las 82 cepas de

S. agalactiae Er® del estudio (1999 —2001).

Aflo de aislamiento de N° cepas Er® Fenotipo de resistencia
cepas

1999 11 MLSgc
5 MLSz i

2000 9 MLSz ¢
7 MLSg i
1 M

2001 (enero — octubre) 38 MLSg ¢
10 MLSg1
1 M
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BM B MLS constitutivo COMLS inducible

—

P ———
100%\—'
90%-
80%- 41,2%
70%+"

60%
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40%1

30%-

% fenotipos de resistencia

20%

10%-

0%+ 1 ,
1999 2000 2001
Afos

Figura 17.- Distribuciéon anual (en %) de los distintos fenotipos de resistencia a

antibioticos MLS en cepas de S. agalactiae aisladas entre 1999 y 2001.

3.- MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MLS

Se investigaron los mecanismos de resistencia a antibidticos MLS en todas las
cepas de nuestra serie de S. agalactiae resistentes a eritromicina que fueron aisladas
entre enero de 1999 y marzo de 2001, asi como en algunas cepas sensibles a este
antibidtico (CMI: 0,032 — 0,38 pg/ml) elegidas al azar en ese mismo periodo
(34 Er" + 10 Er® + 1 Er'). Los resultados se encuentran detallados en la tabla 28. Se
emplearon los cebadores utilizados para el estudio de genes erm en otras especies de
estreptococos: erm(A), erm(B), erm(C) y erm(TR). El gen erm(B) fue el responsable
de la resistencia a eritromicina en 18 cepas con fenotipo MLSg constitutivo (CMI a
eritromicina: 2 - >256 pg/ml) y en dos cepas con fenotipo MLSg inducible (CMI a
eritromicina: >256 pg/ml). El gen erm(TR) se detecté en 10 cepas con fenotipo
MLSg inducible (CMI a eritromicina: 4 - >256 ug/ml) y en una cepa con fenotipo
MLSg constitutivo (CMI a eritromicina: >256 pg/ml) (Figura 18). Estos resultados
fueron confirmados con los obtenidos mediante dor blotting utilizando una sonda

erm(TR) marcada con digoxigenina (Figura 12).
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1 2 3 4 5 6 7 8 Figura 18.- Amplificacién
por PCR con los cebadores
erm{TR). Carriles: 1:
AHindlIT; 2: control positivo;
3: § agdalactice S401; 4: SGG
S212; 5: SGC S215; 6: S
agalactiae S379 [con erm(B)];
7 y 8: controles negativos, sin
cebadores 'y sin  ADN,
respectivamente.

530 pb—>

Curiosamente, dos cepas de §. agalactiae presentaron simultineamente dos
determinantes erm de resistencia: en una cepa con fenotipo MLSg inducible (CMI a
eritromicina: 16 pug/ml) se encontré el gen erm(TR) asociado al gen erm(A), mientras
que una cepa con fenotipo MLSg constitutive (CMI a eritromicina: >256 pg/ml)
presentd los genes erm(TR) y erm(B) (Tabla 28). En estas dos cepas, la presencia de
ambos genes se¢ comprobd mediante secuenciacién de los productos de PCR. Ln lo
que respecta a los genes de eflujo de macrodlidos, cabe destacar que en la tnica cepa
con fenotipo M (CMI a eritromicina: 2 pg/ml) aislada en ‘ese periodo, se detectd ¢l
gen mef{A) (Figura 13). En ningtin caso se detecté la presencia de los genes msr(A)
ni erm(C) en S. agalaciiue (Tabla 28). En cambio, todas las cepas de S. agalactive
analizadas, independientemente de su fenotipo de resistencia a eritromicina,
amplificaron el gen mre(A), gue se empled como control interno (Figura 19). El resto
de PCRs fueron negativas en las cepas sensibles o con sensibilidad disminuida a

critromicina analizadas (n=11).

Figura 19.- Amplificacion
por PCR con los cebadores
mre(A). Carriles: 1 y &
AHindIll; 2: 8. agalactiae 8373
B 38 agalactiae  S3R5
(fenotipo M); 4: 8. agalactiae
S366 (fenotipo MLSgY, 5:
S. prewmoniae  S69  (control
negativo); 6 y 7. controles
negativos, sin cebadores y sin
ADN, respectivamente.

330 pb >
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Berm(B) Oerm(TR)  Merm(B)+erm(TR)  Oerm(A)+erm(TR) W mef(A)
80%
70%
60%
@ {
£ 50%+
E |
Z . ARy
S 40%+
= | LR e O Lille
-9
8 30%- '
2 |
20%—/i
|
10%+ |
2 4 8 12 16 32 64 128
CMI a eritromicina (mcg/ml)

Figura 20.- Distribuciéon de CMIs (ug/ml) en 34 cepas de S. agalactiae resistentes

a eritromicina y genes detectados mediante PCR.

En la figura 20 se representa la distribucion de CMIs a eritromicina de las 34
cepas de S. agalactiae Er® en funcién de los genes de resistencia detectados mediante
amplificacion por PCR. En S. agalactiae, el fenotipo MLSg constitutivo, mediado
generalmente por el gen erm(B), fue el mas frecuentemente encontrado en La Rioja.
El gen erm(TR), descrito inicialmente para S. pyogenes, también se puso de
manifiesto en esta especie de estreptococos, correspondiendo en la mayoria de los
casos al fenotipo MLSg inducible. La aparicion del fenotipo M, asociado al gen

mef(A), fue escasa en el periodo de estudio.

4.- TRANSFERENCIA POR CONJUGACION DEL GEN mef(A) EN
S. agalactiae

Se transfiridé por conjugacion, segun el protocolo anteriormente explicado, el gen
mef(A) desde la unica cepa de S. agalactiae con fenotipo M de la serie estudiada

entre enero de 1999 y abril de 2001. Como receptor se utilizé la cepa de
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Enterococcus faecalis JH2-2. Los transconjugantes obtenidos presentaron un valor

de CMI a eritromicina > 32 pg/ml y, mediante PCR, se demostré la presencia del gen

mef(A).

5- CARACTERIZACION CLONAL DE LAS CEPAS DE S. agalactiae
RESISTENTES A ERITROMICINA

Todos los aislados de S. agalactiae Er® recogidos entre enero de 1999 y abril de
2001 (n=34) se sometieron a la técnica de PFGE con el fin de determinar su posible
relacion clonal. La enzima de restriccion utilizada para la digestion del ADN
cromosomico fue Smal. De los 33 aislados con fenotipo MLSg, 17 de ellos dieron
lugar a 17 patrones diferentes (un patedn por aislado), designados cada uno con una
letra mayuiscula, desde la A hasta la O (Tabla 29). Ocho aislados, recogidos en
diferentes afios del muestreo, revelaron cuatro patrones distintos (P, Q, R y S) y uno
estrechamente relacionado (S, S1). Los ocho aislados restantes no pudieron tiparse
mediante PFGE, tras digestion del ADN genémico con la enzima Smal. En el tnico
aislado con fenotipo M analizado, perteneciente a un exudado vaginal de una
paciente de 61 afios, se obtuvo un patrédn de restriccion diferente a los anteriores

(Tabla 29).

Tabla 29.- Patrones de restriccion de 25 aislados de S. agalactiae con fenotipo
MLSg de resistencia (enero 1999 — abril 2001).

Patrones de PEGE N®de a,iSladOS con Fecha de aislamientn
fenotipo MLSg
A0 17 (un aislado por patrén) 1999 — 2001
(17 patrones diferentes)

P 2 1999
Q 2 2001
R 1 1999

1 2000
S 1 1999
S1 1 2001

112



Rcsultados

2 3 45 6 7 8 9 10
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Figura 21.- Perfiles de PFGE de 9 aislados de S. agalactiae Ex®. Carriles: 1 y 2:
tipo P; 3: tipo A; 4: tipe B; 5: tipo C; 6: D; 7: tipo E; 8: tipo F; 9: tipo G y 10:
marcador A ladder. (I.os tamafos de las bandas del marcador se indican a la derecha

en pares de kilobases).
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Streptococcus B-HEMOLITICOS DEL GRUPO G Y
GRUPO C EN LA RIOJA

1.- ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

Se han aislado 47 y 16 cepas clinicas consecutivas de SGG y SGC,
respeclivamente, en el Hospital San Millan de Logrofio, desde noviembre de 1996
hasta octubre de 2001. El origen de las muestras y las edades de los pacientes se

recogen en las tablas 30 y 31.

Tabla 30.- Origen de las muestras a partir de las cuales se aislaron las cepas de

SGG y SGC en el periodo 1996 - 2001 en La Rioja.

ORIGEN DE LAS Streptoco}giélf grupl‘(:)rg Streptoco;;tsz_.sl' grup(})z l(;

MUESTRAS | ) =gy =) | 710 (=12)  (0=a)
Esputo 1 1 0 1 1 0
TRS. Nasa'farl'ngeo ] R 0 6 3 3
Otico 3 3 0 0 0 0
Traqueal 0 0 0 1 0 1
Heridas y ulceras 12 9 3 3 3 0
Vaginal 8 6 2 1 1 0
Sangre 6 6 0 0 0 0
Uretral 1 1 0 1 1 0
Cutaneo 1 1 0 0 0 0
Bronco-aspirado 1 1 0 1 1 0
Sinovial 1 1 0 0 0 0
Orina 0 0 0 1 i 0
Desconocido 5 4 1 1 1 0

Aproximadamente, el 29% de las cepas de SGG s¢ aislo a partir de muestras del
tracto respiratorio superior y un porcentaje similar de cepas de esta misma especie se

obtuvo a partir de exudados de heridas y ulceras (Tabla 30). En el caso de SGC, el
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53% de las cepas se aislo a partir de muestras del tracto respiratorio superior
(Tabla 30). Entre las cepas de SGG aisladas de pacientes de edad conocida, el 36,7%
pertenecia a individuos mayores de 70 afios (Tabla 31). Con respecto a los SGC, el
69,2% de las cepas se aislé de pacientes de edad inferior a 20 afios o superior a 70
afios (Tabla 31).

Tabla 31.- Edades de los pacientes del Hospital San Millin de Logrofio de los

cuales se aislaron las cepas de SGG y SGC del estudio.

¢ 0
DO ity | st
PACIENTES
(afios) Total (n=47) Er? {n=6) Total (n=16) ErR (n=4)
0-10 2 0 3 2
1120 4 0 3 0
21 - 40 7 0 2 0
41 -70 6 1 2 0
271 11 3 3 7
Desconocida 17 2 3

2.- ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ERITROMICINA Y OTROS
ANTIBIOTICOS MLS
2.1- Resistencia a eritromicina

En todas las cepas de SGG y SGC se determiné la CMI a eritromicina mediante ef
sistema E-test. En la tabla 32 se presentan los valores de CMIsq y CMIgg obtenidos en
las series estudiadas. El 12,8% de las cepas de SGG fueron resistentes a eritromicina.
Analizando la resistencia a dicho antibidtico en SGG en funcién del origen de las
muestras, se detectd un 25% de resistencia a eritromicina en cepas procedentes de
exudados vaginales y de heridas (Tabla 30). En las cepas aisladas de pacientes
mayores de 70 afios, se detectd un 27% de resistencia, mientras que en ninguna de las
cepas de SGG procedentes de pacientes menores de 40 afios se observd dicha
resistencia (Tabla 31). Respecto a SGC, el 25% de las cepas fue resistente a
eritromicina y se detecté un 50% de resistencia en cepas aisladas a partir del tracto

respiratorio superior (Tabla 30). El 66,7% de las cepas aisladas de pacientes menores
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de 10 afios y un porcentaje similar de las cepas procedentes de enfermos mayores de

70 afios fueron resistentes a eritromicina (Tabla 31).

Tabla 32. Sensibilidad de 47 cepas de SGG y 16 cepas de SGC a eritromicina,

penicilina y cefotaxima (expresada en pg/ml) mediante E-test.

Antibioticos (pg/ml)

Estreptococos grupo G

Estreptococos grupo C

(n=47) (n=16)
Eritromicina
Rango 0,064 - >256 0,032 - >256
CMIs 0,125 0,190
CMlgg >256 32
% R (CMI=1) 12,8 25
% I (CMI: 0,38-0,5) 2,1 6,2
Penicilina
Rango 0,008 - 0,047 0,006 — 0,094
CMIsy 0,012 0,012
CMlyy 0,023 0,032
% I- R (CMI20,25) 0 0
Cefotaxima
Rango 0,012 -0,190 0,012 - 0,064
CMIso 0,023 0,023
CMIyg 0,064 0,047
%I - R (CMI>1) 0 0

El rango de CMI y la CMIsyx0 para eritromicina en las cepas de SGG estudiadas
fue 0,064->256 ug/ml y 0,125/>256 pg/ml, respectivamente. Una sola cepa de SGG

presentd el fenotipo intermedio para la eritromicina (CMI: 0,38 pg/ml) (Tabla 32).
Para los SGC, el rango de CMI y la CMIsq90 para eritromicina fue 0,032->256 pg/ml

y 0,190/32 pg/ml, respectivamente. Tan solo una cepa presentd sensibilidad

disminuida a eritromicina (CMI: 0,5 ug/ml) (Tabla 32).
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Se determiné asimismo por E-test la CMI a penicilina y cefotaxima en las cepas
de SGG y SGC. Todas las cepas de SGG y SGC fueron sensibles a penicilina y
cefotaxima, mostrando valores de CMIgy para estos antibidticos de 0,023 y 0,064
ug/ml en el caso de SGG; y 0,032 y 0,047 wg/ml para los SGC (Tabla 32).

2.2- Evolucion de Ia resistencia a eritromicina y fenotipos de resistencia a
antibiéticos MLS
La distribucion de cepas resistentes a eritromicina recogidas cada afio, asi como

los fenotipos de resistencia encontrados se resumen en la tabla 33.

Tabla 33.- Numero de cepas de SGG y SGC resistentes a eritromicina en

funcidén de los afios de aislamiento y fenotipos de resistencia encontrados.

Streptococcus grupo G Streptococeus grupo C
Afio N®total N°de Fenotipos | N°total N°de Fenotipos
de cepas  cepas de de cepas  cepas de
aisladas Er®  resistencia | aisladas Er®  resistencia
1996
(noviembre— 4 0 ———— 0 11—
diciembre)
1997 5 1 MLSg ¢ 3 0 e
1998 12 1 MLSg i 3 1 MLSg i
1999 7 1 MLSg ¢ 2 o
2000 11 1 MLSg i 7 3 MLSg ¢
2001
(encro-octubre) 8 2 MLSg ¢ 1 L
1996-2001 47 6 16 4
(% Er®) (12,8%) (25%)

Se determind la sensibilidad de las 47 cepas de SGG y de las 16 de SGC a
diferentes antibidticos del grupo MLS (eritromicina, clindamicina, espiramicina y
virginiamicina) mediante antibiograma. Asimismo, en las cepas con fenotipo MLSg
se estudid el cardcter constitutivo ¢ inducible de la resistencia mediante el test de

doble difusion con disco. Los resultados se muestran a continuacién:
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v 40 cepas de SGG y 11 cepas de SGC fueron sensibles a eritromicina y al resto
de los antibidticos del grupo MLS (Figura 22 A).

v 2 cepas (una de cada grupo) presentaron resistencia intermedia a eritromicina
y fueron sensibles al resto de antibidticos MLS.

v 6 cepas de SGG y 4 cepas de SGC fueron resistentes a eritromicina. Todas
mostraron un fenotipo de resistencia MLSg. En el caso de SGG, 4 de ellas
presentaron resistencia de cardcter constitutivo (66,7%) y 2 de caracter
inducible (33,3%). De las cepas de SGC con fenotipo MLSg, 3 mostraron un
fenotipo MLSg constitutivo (75,0%) y 1, inducible (25,0%) (Figura 22 B,C).

Ninguna cepa presentd fenotipo M (Tabla 33).

Figura 22.- Fenotipos MLS de cepas de SGG A) Sensible; B) MLSg
constitutivo; C) MLSg inducible.
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3.- MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MLS

Se realizé el estudio de los genes de resistencia a antibiéticos MLS en todas las
cepas de nuestra serie de SGG (4 BEr* + 36 Er°+ 1 Er') y SGC (4 Er* + 11 Ef° + 1 Fr)
que fueron aisladas entre noviembre de 1996 y marzo de 2001. Los resultados se
encuentran detallados en la tabla 34,

Para SGG, el gen erm(TR) fue el responsable de la resistencia a eritromicina en
todos los casos, tanto en las cepas con fenotipo MLSg constitutive (n= 2; CMI a
eritromicina: >256 pg/ml) como en las de fenotipo MLSy inducible (n=2; CMI a
eritromicina: 3 - >256 pg/ml) (Tabla 34 y figura 18). Asimismo, estas cuatro cepas
dieron amplificacién débil al emplear los cebadores erm(A). La secuenciacion de los
productos de PCR obtenidos con las dos parejas de cebadores, erm(TR) y erm(A), en
una dc cstas cepas resistentes a eritromicina (S211) rindié, en ambos casos, la
secuencia del gen erm(TR).

Con respecto a SGC, el gen erm(TR) fue también el responsable de la resistencia
a eritromicina en todos los casos, tanto en las cepas con fenotipo MLSg constitutivo
(n=3; CMI a eritromicina: 3 - 32 ug/ml) como en la de fenotipo MLSg inducible
(n=1; CMI a eritromicina: >256 pg/ml) (Figura 18). Los resultados obtenidos
mediante dot blotting con una sonda erm(TR) marcada con digoxigenina, al incluir
cepas de ambas especies, corroboraron los datos anteriores (Figura 12). Los genes de
eflujo meflA) y msr(A) no se detectaron en ninguna de las cepas de SGG y SGC
estudiadas. Todas las PCRs fueron negativas en las cepas sensibles o con sensibilidad

disminuida a eritromicina analizadas (n=49) (Tabla 34).
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4.- CARACTERIZACION CLONAL DE LAS CEPAS DE SGG Y SGC
RESISTENTES A ERITROMICINA

Todos los aislados recogidos entre noviembre de 1996 y marzo de 2001 de SGG
(n=4) y de SGC (n=4) resistentes a eritromicina s¢ sometieron a la técnica de PFGE,
empleando la enzima de restriccion Smal, con el fin de determinar su posible
relacion clonal. Los 4 aislados de SGG, recogidos en diferentes afios del muestreo
(Tabla 35), dieron Iugar a 4 patrones distintos (designados desde A hasta D; un
patrén por aislado), lo que indica que entre ellos no existe relacién clonal. Los 4
aislados de SGC, también recogidos en distintos momentos del muestreo (Tabla 35),
dieron lugar a 3 patrones diferentes (E, F y G} y uno estrechamente relacionado
(G, G1). Estos dos ultimos aislados de SGC procedian de muestras del tracto

respiratorio supertor de pacientes de edad avanzada (=71 afios).

Tabla 35.- Patrones de restriccién de 8 aislados de SGG y SGC con fenotipo

MLSg de resistencia (noviembre 1996 — marzo 2001).

Patrones de PFGE N;ec:l?);ﬁ:)al?;zgzn Fecha de aislamiento
Streptococcus grupo G
A 1 1997
B 1 1998
C i 1999
D 1 2000

Streptococcus grupo C

E 1 1997
F 1 2000
G 1 2000
Gl 1 2000

122



Resultados

485 | |

437 >
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Figura 23.- Perfiles de
PFGE de 4 aislados de SGC
Er® (digestién con Smal).
Carriles: 1: marcador X
ladder; 2: tipo E; 3: tipo F;
4: tipo G y 5: tipo Gl. (Los
tamafios de las bandas del
marcador s¢ indican a la
izquierda en parcs de

kilobases).
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Streptococcus pneumoniae EN LA RIOJA

1.- ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO
Se han aislado 767 cepas clinicas consecutivas de S. preumoniae en el Hospital
San Millan de Logrofio, desde septiembre de 1996 hasta octubre de 2001. EI origen

de las muestras y las edades de los pacientes se recogen en las tablas 36 y 37.

Tabla 36.- Origen de las muestras a partir de las cuales se aislaron las cepas de

S. pneumoniae en el periodo 1996 - 2001 en La Rioja.

S. pneumoniae

RIGE LAS MUESTRA
ORIGEN DE STRAS (©=767)  Er*'m=351) Er®(n=416)

Tracto respiratorio superior:

- Egputo 175 85 90

- Nasofaringeo 194 60 134

- Otico 112 30 82

- Traqueal 7 3 4
Fluidos estériles:

- Sangre 96 66 30

-LCR 6 5

- Ascitico/peritoneal 5 3 2

- Pleural 3 2 1
Bronco-aspirado 62 35 27
Conjuntival 53 26 27
Ocular 22 13 9
Heridas y dlceras 14 8 6
Vaginal 6 4 2
Orina 3 1
Desconocido 8 8 0

Las cepas de S. pmnewmoniae se aislaron en su mayoria a partir de muestras
pertenecientes al tracto respiratorio superior (64,3%) y de fluidos estériles (14,5%)

(Tabla 36). El 45,1% de las muestras fueron aisladas de pacientes con una edad
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inferior a 10 afios y €1 21,9% de las cepas se aislaron de pacientes de edad superior a

70 afios (Tabla 37).

Tabla 37.- Edades de los pacientes a partir de los cuales se aislaron las cepas de

S. preumoniae del estudio.

EDAD DE LOS 8. pneumoniae | S. pneumoniae Er’! S pneumoniae Er®
PACIENTES (afios) (n=767) (n=351) (n=416)
0-10 309 89 220
11-20 11 7 4
21-30 13 8 5
31-40 61 34 27
41 - 50 29 21 8
51- 60 34 26 8
61-70 78 42 36
=71 150 83 67
Desconocida 82 41 41

2.- ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ERITROMICINA Y OTROS
ANTIBIOTICOS MLS$
2.1- Resistencia a eritromicina

En todas las cepas de S. pneumoniae se determiné la CMI a eritromicina mediante
el sistema E-test. El rango de CMI y la CMIsgi90 para eritromicina en las cepas de
8. preumoniae fue 0,004->256 ug/ml y »>256/>256 pug/ml, respectivamente. Sélo dos
cepas, ambas con un valor de CMI para la eritromicina de 0,5 pg/ml, presentaron un
fenotipo de resistencia intermcedia (Tabla 38). El 54,2% dc las ccpas dc S
preumoniae fueron resistentes a eritromicina. Analizando la resistencia a dicho
antibidtico en funcién del crigen de las muestras, se detecté un 30,4% de resistencia
a eritromicina en cepas aisladas de sangre vy LCR, y un 63,5% en las cepas
procedentes del tracto respiratorio superior (Tabla 36). Si se tiene en cuenta la edad
de los pacientes, es de destacar que en las cepas aisladas de nifios con edad inferior a

10 ailos, el nivel de resistencia a eritromicina fue muy elevado (71,2%), mientras que
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en cepas procedentes de pacientes con edades comprendidas entre 31 y 70 afios, se

detectaron valores inferiores de resistencia a este macroélido (39,1%) (Tabla 37).

Tabla 38. Sensibilidad de 767 cepas clinicas de S. preumoniae a eritromicina

(expresada en [ig/ml) mediante E-test.

Eritromicina (ug/ml) S. preumoniae (n=767)
Rango 0,004 - >256
CMlsg >256
CMly >256
% R (CMIx1) 54,20
% 1 (CMI=0,5) 0,3%

2.2- Evolucidon de la resistencia a eritromicina
La distribucién de cepas recogidas cada afio y los porcentajes de resistencia a

eritromicina se muestran en la tabla 39 y en la figura 24.

Tabla 39.- Nimero de cepas de S. pneumoniae recogidas entre 1996 - 2001 y

porcentaje de cepas resistentes a eritromicina en funcion de los aiios de

aislamiento.

Aifio N itl(i)stfal dc:SpaS N° cepas Br® (") N°cepas Er'! (%)

(septiemilz?ficiembre) 43 29 (64.4%) 0
1997 162 85 (52,5%) 1 (0,6%)

1998 164 96 (58,5%) 0
1999 138 77 (55,8%) 1 (0,7%)

2000 148 77 (52%) 0

(ener:(z)f)o(():iubl‘E) 10 52 (47.3%) 0
1996-2001 767 416 (54,2%) 2 (0,3%)
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70% - 64.4% |

% cepas resistentes

1996 1997 1998 1999 2000 2001
Aios

Figura 24.- Evolucién de la resistencia a eritromicina (Er) en S. pneumoniae en

La Rioja desde el afio 1996 hasta el aiio 2001.

Desde el comienzo de la recogida de muestras hasta la actualidad los niveles de
resistencia a eritromicina en S. prneumoniae han experimentado una suave
disminucion (desde un 64,4% de cepas resistentes en el altimo trimestre de 1996

hasta un 47,3% en el afio 2001).

2.3- Fenotipos de resistencia a antibiéticos MLS

Se determind la sensibilidad de las 767 cepas de S. pneumoniae a diferentes
antibioticos del grupo MLS (eritromicina, clindamicina, espiramicina y
virginiamicina) mediante el método antibiograma. Asimismo, en las cepas con
fenotipo MLSg se estudié el cardcter constitutivo o inducible de la resistencia
mediante el test de doble difusion con disco. Los resultados se muestran a
continuacion:
v 349 cepas fueron sensibles a eritromicina y al resto de los antibidticos del

grupo MLS (fenotipo sensible) (Figura 25 A).

v 2 cepas presentaron resistencia intermedia a eritromicina y fueron sensibles al

resto de antibidticos MLS.
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v 416 cepas fueron resistentes a eritromicina. De ellas, tan sélo el 1,2% (5
cepas) presentaron el fenotipo M de resistencia, caracterizado por resistencia
a eritromicina y sensibilidad a clindamicina, espiramicina y virginiamicina
(Figura 25 B). Las 411 cepas restantes mostraron un fenotipo de resistencia
MLSg, caracterizado por resistencia a eritromicina, clindamicina,
espiramicina y estreptogramina del grupo B. El 98,3% de estas cepas (407)
presentaron fenotipo MLSg de cardcter constitutivo (Figura 25 C) y el 1% (4

cepas), de caracter inducible.

Figura 25.- Fenotipos MLS de cepas de S. pneumoniae: A) Sensible; B) M;

C) MLSg constitutivo.
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Los fenotipos de resistencia a antibidticos MLS de las cepas resistentes a
eritromicina se representan en la tabla 40 y en la figura 26. Como se observa, las

escasas cepas con fenotipo M se han detectado en diferentes afios de muestreo.

‘ oM ~EMLS constitutivo

@ MLS inducible

% fenotipos de resistencia

1996 1997 1998 1999 2000 2001
Anos

Figura 26.- Distribucion anual (en %) de los distintos fenotipos de resistencia a

antibiéticos MLS en cepas de S. pneumoniae aisladas entre 1996 y 2001.

Tabla 40.- Fenotipos de resistencia a antibiéticos MLS en las 416 cepas de

S. pneumoniae Er® del estudio (1996 — 2001).

Ano de aislamiento de cepas N° cepas Fenotipo de resistencia
1996 (septiembre - diciembre) 29 MLSg ¢
1997 83 MLSg ¢

1 MLSg i

1 M
1998 94 MLSg ¢
1 MLSg i

1 M
1999 76 MLSg ¢
1 MLSg i
2000 73 MLSg ¢
MLSg i

3 M
2001 (enero — octubre) 52 MLSg ¢
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Con objeto de detectar la posible resistencia de S. preumonice a otros
antimicrobianos como los aminoglucésidos, se eligieron al azar 11 cepas de entre
todas las resistentes a eritromicina (10 con fenotipo MLSg constitutivo y 1 con
fenotipo M) y se determind la CMI a diferentes aminoglucdsidos. Entre las cepas de
S. pneumoniae con fenotipo MLSy constitutivo, 7 presentaron resistencia de alto
nivel a estreptomicina (>1000 pg/ml), y una de ellas presentd resistencia de alto nivel
a kanamicina y estreptomicina (>1000 ug/ml) y en este ultimo caso, se detectd por
PCR la presencia del gen aph(3°)-IIl. En ¢l resto de las cepas analizadas (2 con
fenotipo MLSg constitutivo y 1 con fenotipo M), no se detectd resistencia de alto
nivel a aminoglucésidos y los valores de CMI para gentamicina, kanamicina y

estreptomicina fueron <125 pg/ml.

3.- MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MLS

Se estudiaron los mecanismos de resistencia a antibidticos MLS en 137 cepas
clinicas de S. preumoniae de nuestra serie, aisladas entre septiembre de 1996 y
diciembre de 1997 (49 Er® + 87 Er*+ 1 Er'), a fin de detectar fos genes de resistencia
responsables de los fenotipos encontrados. Los resultados se encuentran detallados
en la tabla 41. Se emplearon los cebadores erm degenerados, y los especificos
erm(A), erm(B), erm(C) y erm(TR). Se detecté mediante PCR Ia presencia de genes
erm en 47 cepas con fenotipo MLSgconstitutive (CMI a eritromicina: 32 -

>256 ug/ml) y en una cepa con fenotipo MLSg inducible (CMI a eritromicina:

>256 ug/ml). En todas las cepas con fenotipo MLSg constitutivo se amplificé el gen
erm(B) (Figura 27) y en la cepa con fenotipo MLSg inducible fue detectado el gen
erm(TR). Este ultimo dato se¢ confirmé mediante dot blotting, empleando una sonda
erm(TR) marcada con digoxigenina (Figura 12). Ninguna cepa de S. preumoniae
presentd simultaneamente dos determinantes erm de resistencia (Tabla 41). En lo que
respecta a los genes de eflujo de macrélidos, cabe destacar que en una cepa con
fenotipo M (CMI a eritromicina: 32 pg/ml) se detectd el gen mef(L), al resultar
positiva la amplificacién con los cebadores mef{A/E) (Figura 13) y mef(E) y negativa
para cualquiera de los genes erm analizados. Los genes meflA/E) y mef(E) no se

detectaron en las cepas con fenotipo MLSg.
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En ninglin caso se detectd la presencia del gen msr(A) en S. pneumoniae (Tabla
41). Todas las PCRs fueron negativas en las cepas sensibles o con sensibilidad

disminuida a erifromicina estudiadas (n=RKR).

1 2 3 4 5 6 7 8 | Figura 27.- Amplificacion por
PCR con los cebadores erm(B).
Carriles: 1: A/HindIll; 2: control
positive; 3. S, preumontiae S35; 4:
E. faecium E134; 5. E, fuecalis E26; 6:
E. durans E406; 7: E. avium E403; 8:

§. preumoniae Er® (control negativo).

639 pb >

Figura 28.- Amplificacion por PCR ! 1 2 3 4 5 6
con los cebadores mef(E). Carriles: 1:
MHIndI[T; 2. 5. prewmoniae S55 [con
erm(B)] {control negativo); 3 y 4: controles
negativos, sin ADN y sin cebadores,
respectivamente; 5: control positivo; 6: S

preumonice S100. <1700 pb

En S. preumoniae el fenotipo MLSg constitutivo, mediado por el gen erm(B), fue
el mas frecuente en nuesira drea, aunque también se detectaron los genes mef(E) y

erm(TR), responsables del fenotipo M y MLSp inducible, respectivamente.

En la figura 29 se presentan los valores de CMI de las cepas Er® en relacién con

los genes de resistencia detectados.
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Figura 29.- Distribucion de CMIs (ug/ml) de 49 cepas de S. pneumoniae

resistentes a eritromicina y genes detectados mediante PCR.

4.- RESISTENCIA A PENICILINA Y CEFOTAXIMA

Se determiné la CMI a penicilina y cefotaxima mediante E-test en todas las cepas de
S. pneumoniae del estudio. En la tabla 42 se presentan los valores de CMIsy y CMlgg
obtenidos, asi como los porcentajes de resistencia. El 4,9% de las cepas de
S. pneumoniae fue resistente a penicilina (CMI=2 pg/ml) y el 48,1% de las cepas
presento valores de CMI en el rango 0,125 — 1 pg/ml. Los valores de CMI a
penicilina/cefotaxima fueron mas elevados en las cepas de S. pneumoniae resistentes
a eritromicina (CMlsqo: 0,38/0,25 pug/ml) que en las sensibles (CMlIsp: 0,016/0,012
png/ml). Del mismo modo, se observé un mayor porcentaje de resistencia a penicilina
en las cepas resistentes a eritromicina (7,7%) que en las sensibles (1,7%) (Tabla 42).
Se detecto resistencia a cefotaxima (CMI: 1,5 - 2 pg/ml) en tres cepas (0,4%), dos de
ellas aisladas en 1997 y 2001 de muestras del tracto respiratorio superior, y una
obtenida de un bronco-aspirado en 1999. Todas procedian de pacientes en edad
adulta (77 y 47 y 30 afos, respectivamente) y presentaron a su vez resistencia a

eritromicina (CMI>256 1g/ml) y a penicilina (CMI: 1,5 - 2 pug/ml).
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Tabla 42.- Sensibilidad de 767 cepas clinicas de S. pneumoniae a penicilina y

cefotaxima (expresada en [lg/ml) mediante E-test.

Antibiodticos

S. pneumoniae S, pneumoniae Ex® S. pneumoniae Er>!
(pg/ml) (n=767) (n=416) (n=351)
Penicilina
Rango 0,002 -3 0,003 -3 0,002 -2
CMIsp 0,125 0,38 0,016
CMIy 1 1 0,5
% R (CMI=2) 4,9% 7,7% 1,7%
% 1 (CML: 0,125-1) 48,1% 69,9% 22,2%
Cefotaxima
Rango <0,002-2 0,004 -2 <0,002-1
CMIsy 0,125 0,25 0,012
CMIyy 0,5 0,75 0,38
% R (CMI>2) 0,4% 0,7% 0%
% I (CMI=1) 6.4% 9.9% 2.3%

4.1- Evolucion de la resistencia a penicilina y cefotaxima

La distribucion de cepas de S. pneumoniae recogidas cada afio en funcién de la

resistencia a penicilina y cefotaxima se muestra en la tabla 43, asi como en las

figuras 30 - 33.

Tabla 43.- Numero de cepas de S. preumoniae recogidas entre 1996 - 2001 y

porcentaje de cepas resistentes a penicilina (Pn) y cefotaxima (Ctx) en funcién

de los afos de aislamiento.

Adio N° de cepas de S. preumoniae
Total |  Pn® (%) Pn! (%) Ctx® (%) Ctx' (%)
1996® 45 4 (8,9%) | 23 (51,1%)| O 7 (15,6%)
1997 162 | 11 (6,8%) | 86 (53,1%) I (0,6%) | 17 (10,5%)
1998 164 1 (0,6%) | 83 (50,6%)| 0 6 (3,7%)
1999 138 | 12 (8,7%) | 56 (40,6%)| 1 (0,7%) |10 (7,3%)
2000 148 3 2% | 75 (50,7%) O 4 (2,7%)
2001® 110 7 (64%) | 46 (41,8%)| 1 (0.9%) | 5 (4,6%)
1996-2001 | 767 | 38 (5%) | 369 (48,1%)| 3 (0,4%) | 49 (6,4%)

® septiembre-diciembre; ™ enero-octubre.
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Figura 30.- Evolucion de la resistencia a penicilina (Pn) en cepas de

S. pneumoniae aisladas en la Rioja desde 1996 hasta 2001.
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Figura 31.- Distribucion de valores de CMI a penicilina (ug/ml) en cepas de

S. pneumoniae sensibles y resistentes a eritromicina (Er).
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Figura 32.- Evolucién de la resistencia a cefotaxima (Ctx) en cepas de

S. pneumoniae aisladas en La Rioja desde 1996 a 2001.

100
80-
2
="
3
2 60-
=
z
40._

204

120 5T

WErS OErI OErR

__\__ B AR 2
gl

0,002

-+
=
=]
=

0,008

CMI a cefotaxima (mcg/ml)

Figura 33.- Distribucion de valores de CMI a cefotaxima (g/ml) en cepas de

S. pneumoniae sensibles y resistentes a eritromicina (Er).
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Desde el comienzo de la recogida de muestras hasta la actualidad, los niveles de
resistencia a penicilina en S. pneumoniae han experimentado altibajos (desde un
8,9% de cepas resistentes en el ultimo trimestre de 1996 hasta un 6,4% en el afio
2001, pasando por un (,6% en 1998), mientas que la resistencia a cefotaxima es

practicamente nula en el mismo periodo (0,4%).
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Enterococcus spp.

1. GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MLS

Los antibi6ticos MLS pueden constituir una terapia alternativa para el tratamiento
de infecciones por enterococos. Por este motivo, y con objeto de determinar los
genes relacionados con la resistencia a antibidticos MLS en el género Enterococcus,
se seleccionaron una serie de cepas de distintas especies de este género bacteriano,
tanto sensibles como resistentes a eritromicina. En la tabla 44 se muestra la serie de
cepas incluidas en este estudio y su procedencia. La identificacién se realizd
mediante pruebas bioquimicas (APl 20 STREP) y moleculares (PCRs especie-
especificas) (Tabla 13).

Tabla 44.- Procedencia de las distintas especies de Enterococcus spp. del estudio

de genes de resistencia a antibioticos MLS,

Cepas N* de cepas (n=78) Procedencia
E. faecalis 27 Hospital San Millan
E. faecium 21 Hospital San Millan
2 Origen animal
E. durans 8 Hospital San Millan
E. avium 6 Hospital San Millan
E. hirae ] Origen animal
1 CECT 302
E. gallinarum 2 Origen animal
1 CECT 970
E. casseliflavus 1 Hospital San Millan
1 CECT 969

Se procedié a la determinacién de la CMI mediante dilucién en agar para los
antibidticos eritromicina, azitromicina, espiramicina y pristinamicina I, y se estudié
por PCR la presencia de los genes de resistencia a antibidticos MLS: erm(A),
erm(B), erm(C), mef{A/E) y msr(A). En la tabla 45 s¢ muestran los resultados
obtenidos. Como puede observarse, 40 cepas de Enferococcus presentaron un

fenotipo de alta resistencia a eritromicina (CMI >128 ng/ml), 9 cepas presentaron un
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fenotipo de baja resistencia (CMI: 8-32 pg/ml), y las 29 cepas restantes de la
coleccidn presentaron una CMI a eritromicina en el rango <0,125-4 pg/ml (categoria

scnsible ¢ intermedia, scgun criterio del NCCLS).

1.1 Dceteccion de genes erm

Independientemente de la especie analizada, las 40 cepas de la serie con alto nivel
de resistencia a eritromicina {CMI >128 pg/ml) presentaron a su vez valores de CMI
para azitromicina, espiramicina y pristinamicina | de 264 pg/ml (Tabla 45), y en
todas ellas se detectd la presencia de un determinante erm de resistencia. En 39 de
éstas (12 E. faecium, 14 E. faecalis, 2 E. durans, 2 E. avium, 8 E. hirae y
1 E. gallinarum) se detectd el gen erm(B) (Figura 27). La cepa restante de £, foecium
con alto nivel de resistencia a eritromicina poseia el gen erm(A) (Figura 34 y tabla
45). Dicho amplicdn erm(A) fue secuenciado y se encontrd una identidad del 100%
con el gen erm(A) descrito previamente para Staphylococcus aureus. Segin nuestro
conocimicnto, éste fuc ol primer caso cn ¢l que ¢l gen erm(A) fuc cncontrado en ¢l

género Enterococcus.

1 2 3 4 5§ Figura 34.- Amplificacion por PCR con los

cebadores erm(A). Carriles: 1: MHindlll; 2: E.
faecium E134 [con erm(B)]; 3: E. faecalis E53 Er%; 4:
E. faecium E307; 5: control negativo sin ADN.

<645 pb

En las cepas de enterococos con CMI a eritromicina <32 ug/mi (10 E. faecium,
13 E. faecalis, 6 E. durans, 4 E. avium, 1 E. hirae, 2 E. gallinarum vy
2 E. casseliflavus) no se encontraron determinantes errn de resistencia, al emplear los
cebadores disefiados para la amplificacidén especifica de los genes erm(A), erm(B),
erm(C) y los cebadores degenerados para genes erm. Asimismo, se investigd

mediante PCR la presencia del gen erm(TR) en las 78 cepas. En 19 cepas con
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distintos niveles de resistencia a eritromicina (7 E faecium, 4 E. faecalis, 4 E. avium,
3 E durans y | E. gallinarum), al emplear los cebadores especificos del gen
crm(TR), se obtuvieron varios fragmentos inespecificos de amplificacién de ADN,
algunos de ellos de tamafio similar al esperado (figura 35 A). Por este motivo, s¢
analizé la homologia de dichos amplicones con el gen erm(TR) mediante southern
blotting a una temperatura de 50°C. Se utilizé una sonda especifica erm(TR),
procedente de la cepa de SGG 8211 de la coleccion de la Universidad de La Rioja.
En condiciones en las que el control positivo dio una sefial intensa de hibridacion,
ninguno de estos amplicones hibridé con la sonda (Figura 35 B). Estos resultados
indican que, a pesar de los andlisis de PCR, las cepas de enterococos no contenian

secuencias homdlogas a la del gen erm(TR).

All 1 2 3 4 5| |B

530 pb—»

Figura 35.- A) Amplificacién por PCR con los cebadores erm(TR). Carriles: 1:
SGG S211 (control positivo); 2: E. avium BA01 (Er); 3: E. faecium B413 (Er%); 4: E. avium
E402 (EfY); 5: E. faecalis E6 (Er*). B) Southern blotting del gel correspondiente con

una sonda erm(TR) marcada con digoxigenina.

1.2. Deteceion de genes relacionados con inactivacién de macrolidos

Tras el anslisis de los genes erm, se procedié a analizar en las cepas de
enterococos la posible presencia de un mecanismo de resistencia mediante
inactivacién de eritromicina. Para ello, se seleccionaron 19 cepas de Enterococcus de
las 7 especies distintas estudiadas y con distintos fenotipos de resistencia a
eritromicina, y se llevé a cabo el andlisis por PCR de tres genes que codifican
fosforilasas de macrdlidos: mph(A), mph(B) y mph(C), y de dos genes codificantes
de esterasas de macrélidos: ere(A) y ere(B). No se detectd la presencia de estos

genes en ninguna de las cepas estudiadas (Tabla 45).
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En las 19 cepas anteriores, se amplioé el estudio de dicho mecanismo mediante un
bioensayo de inactivacion (test de Gots), siguiendo el protocolo descrito en Material

y Métodos. Los resultados se presentan en la tabla 46.

Tabla 46.- Resultados de los halos de inhibicion de Micrococcus luteus para

eritromicina en presencia del sobrenadante de 19 cepas de Enterococcus spp.

Cepas de enterococos’ CMI a Er de Halos de inhibicién de
enterococos (Ug/ml) M. luteus (en mm)
--- (control negativo)” -—- 35
E. faecium E413 >128 30
E. faecium E136 32 30
E. faecium E209 16 30
E. faecium E289 8 30
E. faecium AR10 0,5 35
E. faecium E415 <0,125 34
E. faecalis E6 >128 29
E. faecalis E170 8 31
E. faecalis E102 <0,125 33
E. durans E406 >128 26
E. durans E407 <0,125 30
E. avium E402 >128 30
E. avium E400 8 30
E. avium E401 4 26
E. avium E405 0,25 29
E. hirae P9 >128 30
E. gallinarum AR4S >128 27
E. gallinarum AR7T8 <0,5 29
E. casseliflavus ¢85 4 32

) cepas de Enterococcus cuyos sobrenadantes se afiaden a discos de Er; ® disco de Er sin
sobrenadante.

De este modo, se pretendia observar si la adicién del sobrenadante de un cultivo
de Enterococcus sobre un disco de Er provocaba una disminucidn en los halos de
inhibicion de un cultivo de M. [uteus. Para ello, se compararon los halos de
inhibicién obtenidos con Er y con Er + sobrenadante de cada uno de los aislados de
enterococos. No se observaron diferencias significativas al medir los halos de
M. luteus para eritromicina en presencia del sobrenadante de las cepas sensibles,
como E. faecium AR10 (35 mm), o resistentes, como E. faecium E413 (30 mm), ni

tampoco al compararlos bajo las mismas condiciones con los halos de M. luteus en
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presencia de eritromicina sin crecimiento previo de enterococos (35mm) (Tabla 46 y

figura 36).

Figura 36.- Micrococcus luteus sensible a Er y ensayo de inactivacion de Er con
sobrenadante de Enterococcus. a) sobrenadante de E. fuecium ARI10 (Er’); b)
sobrenadante de E. fuecium E413 (ErR}; ¢) control negativo sin sobrenadante de enterococos

en el disco de Er.

Posteriormente, la Dra. Lillian Wondrack, de los laboratorios Pfizer Global
Reasearch and Development en Connecticut, llevo a cabo en las cepas E. faecium
E136 y E. faecium ARI0, ensayos de inactivacion con eritromicina marcada
radioactivamente y los resultados obtenidos fueron también negativos (comunicacion
personal de la Dra. Lillian Wondrack). Por tanto, se puede concluir que las cepas de
Enterococcus analizadas no expresan un mecanismo detectable de inactivacion a

eritromicina.

1.3.  Deteccion de genes relacionados con bombas de eflujo de macrélidos
Por otro lado, la presencia de genes de eflujo de eritromicina en Enterococcus se
analizo también mediante PCR, utilizando los cebadores especificos para los genes

meflA) y mef(E) (Tabla 45). No se detecté amplificacion especifica de estos genes en
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ninguna de las 78 cepas del estudio. En Ia cepa E. faecium E136 que, curiosamente,
fue la Unica que presentdé una CMI a eritromicina de 32 ug/ml, se amplificé un
producto de PCR de tamaifio superior al esperado {= 450 pb frente a las 348 pb
esperadas) (Figura 37) y se analizd su homologia mediante southern blotting a 50°C
con una sonda especifica mef{A), obtenida de la cepa de S. pyogerncs S2 de la
coleccién de la Universidad de La Rioja. Los resultados obtenidos mediante PCR e
hibridacién llevaron a pensar en una posible relacién de esta secuencia con el gen
mef. Se realizaron varios intentos infructuosos de secuenciacién del amplicon de 450

pb, pero la poca nitidez de 1a banda no permitié la asignacién de una secuencia.

Figura 37.- Amplificacion por
PCR con los cebadores mef{A/E).
Carriles: 1: A/Hindlll; 2: §. pyogenes
S2 (control positivo); 3: E. faecium
Ei36;, 4: S pyogenes S1, 5
S. preumoniae S100.
=430 pb—>
348 pb—>

Posteriormente, se realizaron analisis para la deteccion del gen msr(A) en las 78
cepas de Enterococcus y se obtuvieron resultados inesperados. Con los cebadores
espectficos de msr(A), todas las cepas de E. faecium estudiadas, independientemente
de su fenotipo de resistencia a antibidticos MLS, dieron lugar a un producto de PCR
del tamafio esperado que en un primer momento, sin conocer aun su secuencia, se
denominé msr(A)-like (Figura 38). En cambio, este gen no se encontrd en ninguna de

las cepas de las otras seis especies de Enterococcus analizadas (Tabla 45).

Figura 38.- Amplificacién por
PCR con los cebadores msr(A).
Carrifes: 1: MHindlll; 2. conirol
positivo; 3: E.faecium E134; 4:
E. faecium E136; 5: E. faecium
ARI1O; 6 y 7. controles negativoes,
sin cebadores y sin  ADN,
respectivamente.

400 pb >
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Por hibridacién en dot blotting a 50°C de temperatura se encontraron resultados
similares al utilizar como sonda el fragmento de amplificacién msr(A)-like de la cepa
de E. faecium E134: la hibridacion fue positiva para todas las cepas analizadas de la

especic E. faecium y negativa para las cepas del resto de especies de Enterococcus.

2. GEN msrC
2.1  Caracterizacion del gen msrC

Ante estos sorprendentes resultados, se seleccionaron tres cepas de E. faecium
representantes de los tres niveles de resistencia a eritromicina en esta especie:
E. faecium AR10 (CMI=0,5 pg/ml), E. faecium E136 (CMI=32 ng/ml) y E. faecium
E134 (CMI>128 ug/ml), y se secuenciaron los fragmentos de PCR msr(A)-like
obtenidos en estas tres cepas. Curiosamente, la secuencia de los tres fragmentos de
405 pb resulté ser idéntica. Sin embargo, al compararla con la secuencia original de
msr(A) descrita en Staphylococcus epidermidis (Ross et al., 1990), si aparecieron
diferencias. Considerando la secuencia de ADN, el nuevo gen mostré un 62% de
identidad con msr(A), y una similitud del 72% al comparar la secuencia proteica, con
una superposicién de 135 aminoacidos. Fue entonces cuando decidimos designar este
nuevo gen como msyC (nimero de acceso de GenBank: AJ243209), al estar ya
descritos previamente en la literatura los genes msr(A) y msr(B) (Milton ef al., 1992)
en el género Staphylococcus. La homologia fue extremadamente alta para las
regiones que contenian los motivos de unién de nucledtidos y la secuencia sefial
inclurda en ¢l dominio transportador ABC, descrita para otros determinantes de
efluyjo MLS de bacterias Gram-positivas (eritromicina, tilosina, carbomicina,
pristinamicina y virginiamicina). Este analisis sugirio que el gen msrC pertenccia a

una familia de genes de bombas de eflyjo.

La figura 39 muestra los motivos de unién de nucleétidos del gen msrC: el motivo
A, que corresponde al lazo P, y el motivo B que, junto con la secuencia sefial para
esta clase de transportadores ABC, se localiza entre los motivos A y B del centro de
unién de ATP.
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Motive A sitio de unién ATP/GTP
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msrB EPTLLeaIvH QiE....GId cSPRVgmaYY¥ RQlaYEdmrD
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Consensus -A-VG-NGVG KTTLL--I-H QLEPD-GGIS -SPEV--GYY RQE-YEL-SD
Secuencia sefial transportadores ABC
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Figura 39.- Comparacion de la secuencia de la proteina MsrC con otras

secuencias de transportadores ABC.

Dada la ubicuidad del gen msrC en las cepas de E. faecium, éste podria tratarse de
un gen intrinseco presente en el cromosoma de todas las cepas de esta especie
bacteriana o estar localizado en un plasmido epidémico presente en todas las cepas
de E. faecium de la coleccidn. Para distinguir entre estas dos posibilidades, se llevé a
cabo una hibridacién mediante southern blotting con ADN genémico y plasmidico
de cepas de E. faecium sensibles y resistentes a eritromicina, empleando como sonda
el producto de PCR msrC de la cepa de E. faecium E134. Se obtuve hibridacién

positiva del ADN cromosdmico, pero no hubo sefial en las muestras de ADN
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plasmidico, lo que indica que este gen msrC es ubicuo v se localiza en el cromosoma
de E. faecium. La presencia del citado determinante, que codifica una bomba de
eflujo de la familia de los transportadores ABC en E. faecium, indica que no se ha
adquirido como respucsta a la presién selectiva de antibidtico, sino que es un gen

intrinseco que puede constituir una ventaja para la especie.

vy

LN

Figura 40.- A) Extraccion de ADN de Enterococcus (gendmico y plasmidico,
respectivamente). Carriles 1: MHindlll; 2y 3: E. faecium B134; 4 y 5: E. faecium E136; 6
y 7 E. faecium AR10. B) Southern blotting del gel mostrado con una sonda msrC

marcada con digoxigenina.

Mediante una estancia en el Centro Nacional de Biotecnologia de Madrid y con la
ayuda del Dr. José Luis Martinez, se llevaron a cabo unos ensayos preliminares de
acumulacién de eritromicina en E. faecium. Los resultados obtenidos pusieron de
manifiesto la presencia de algnin tipo de bomba de eflujo del antibidtico, tanto en la
cepa de baja resistencia E. faecium E136 como en la sensible E. faecium AR10. Ante
estos resultados, surgié la posibilidad de continuar la caracterizacién molecular del
gen msrC en los Laboratorios de Pfizer Global Research and Development en Groion
(Connecticut, [ISA), bajo la supervisién de la Dra. Joyce A. Sutcliffe. Una vez alli,
se buscaron mutaciones puntuales en la secuencia del gen msrC, incluyendo una
regién (350pb) “aguas arriba” de la regién codificante, que pudieran explicar los
niveles variables de resistencia a eritromicina entre las cepas de E. faecium.
Inicialmente, nuestro estudio se centré en las cepas E. faecium E136 y E. Jaecium
AR10, teniendo en cuenta que ninguna de estas dos cepas portaba determinantes de
resistencia a eritromicina conocidos. Por otra parte, George Weinstock, un

investigador del Baylor College of Medicine (USA), estaba secuenciando el genoma
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completo de E. faecium (http://www.hgsc.bem.tme.edu/microbial/efaecium/), en
colaboracién con el Ministerio de Defensa. La secuencia de un fragmento de ADN
(no publicada en aquel momento) que incluia ¢l gen msrC, fue extraida de dicha
secuencia incompleta y atn sin descifrar. A partir de ella, disefiamos varias parejas
de cebadores de PCR para amplificar especificamente la regidn codificante del gen
msrC, asi como la region reguladora completa y la secuencia del promotor. Los 11
cebadores disefiados aparecen sombreados en la secuencia de E. faecium (Figura 41).

Para optimizar las condiciones de PCR se realizaron pruebas con distintas
concentraciones de MgCl (1, 2, 3, 4 y 6 mM), distintas temperaturas de hibridacion,
asi como diferentes concentraciones de ADN molde. Los cebadores msrC-1 y msrC-
5 amplificaron la region estructural del gen msrC, dando lugar a un amplicén de
1566 pb (Tabla 15); 1a concentracién éptima de MgCl, fue 3ImM. De esta forma se
secuencio (por duplicado) la region codificante de la cepa de £. faecium AR1Q.

Con los cebadores msrC-9 y msrC-3 se obtuvo un producto de PCR de 1916 pb,
que incluia la region codificante de msrC y 350 pb mas en el extremo 5° del gen
(regién reguladora y promotor) (Tabla 15). Para garantizar una secuenciacién mas
precisa y dado el tamafio relativamente grande del producto de amplificacion, se
utilizé como enzima polimerasa la elongasa (Life Technologies) que, a diferencia de
la Taq polimerasa empleada habitualmente, es capaz de corregir errores en la
incorporacién de nucledtidos. Los productos de PCR obtenidos por duplicado para
las tres cepas de E. faecium en estudio (AR10, E136 y E134) fueron purificados y
secuenciados. Curiosamente, y en contra de lo que se pensd en un principio, no se
delectaron diferencias en la region reguladora de ms#C entre estas tres cepas. La
region codificante, de 1479 pb, fue idéntica para la cepa intermedia (E. faecium
E130) y la de alta resistencia a eritromicina (E. faecium E134). En cambio, al
comparar la secuencia proteica {492 aminodcidos) de la cepa sensible E. foecium
AR10 con la de la cepa E. fuecium E136 (y también con la de £. faecium E134), s¢
encontraron dos mutaciones, en las posiciones 167 y 398: treonina—serina y
valina—fenilalanina, respectivamente (Figura 42). Por otra parte, la secuencia
codificante del gen msrC de nuestras cepas (1479 pb) mostré un 53% de identidad
con msr(A) (1467 pb) y a su vez, la proteina MsrC mostrd un 54,6% de similitud con
Msr(A) (488 aminodcidos). Ademds, el contenido en C-G del gen msrC fue del 37%.

149



Resultados

=

61
121
181
241
301
361
421
121
541
601
661

781

841

901

261
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
13981

aagcagatcce agttgccaga ggcatttaot
attttatcaa taggaaaagc ggtagaagaa
) msrc~§ )

aagatcacts ggttegaata aaaggttbtc
gaatcgbgtyg tggtaaccta ataaaaaagyg
tacgtttoga acttttgaat aacaactaaa
tteatggaty gagtatgtoe attttttoga
gatttggtga tttagtcata gttattiegt

tttgcaaaca gattttkbctyg ctectttttta

Agfagtgtaa aacatatbtgga ‘daattrtages GLaaiatiatass

ggcaaccagc tagaactatc tattgattet
atcataggag aaaatggtgt cggtaaatcyg
tttececgate atgggaaaat ccaaacagag
tatctcgety aagraaagga cctaaattty
gaagaaactt cagagceggaa atggagegga
cttetbtett cttatgaacahagggatgcéh;
#ﬂ_S_r_C:_B_ e

Aagggtatitg  atogactgat tgaagagett
agrcatgarc gctattitor agatgageota
gaaatccgag agtttteggy gaattatagt
aagactcage tacgagaage agaghtcgatc
atccaagaaa agaaaaaaca agcggaaaag

caacaaatca gaccggatey gttgtettee

AtccaaaAaga atgogaaaan a#%aéégad:
cecgcagcaga tgaaacaaat cocgttttcca
tatcccatca tgggacaaaa tgtccaattg
ggtgattttc agttttcttt aggtaaasaa
aagacaacct tattggaaca tatcegcaaa
gtaagctttc aagtctatca gcaaaaggat

cgttttgteca tgagacaasd’

ttagogttto; éodagodasd thtgacgasa
acccygtbtga tygatbgeobtt gottibtiacl
ccgactaatt tecattgatat ggcaacgatc
ccgggaéfga Etttgtttac ttctcatgat

dtttatgaza faaaagggca gaaaataaaa

merC-4
gagt tté%ﬁ

ttagataaaqa
ggttacgagt
agttactatt
aggtcggaaa
taaattcaaa
acgacagtag
tcagagtagg

gtatcgataa

cttegtgtet
actttgectca
atcaccttea
gaattagcca
ggggaagaac
ctagacgagce
cgttattatt
gcatcgaaaa
gcectatetea
atgaaagaga
ttggaazaay

tctaaacaaa

Boasiecann

gtaccaaaat
gaaagaagtg
atcgcgattg
caaggagaag
tatcaaatga
gaatiégetty
ccgbtgtgta
aaycoaaygia
gaagectttag
tcttactttyg

aaagtactta

accottatat
ctygttegtit
cagtagctat
aatgactgea
agacatgtat
aataggtgaa

aaaagatgtg

tttgtigttes

‘caaatctaca
atcagcaaga
aactaatagc
actacctgee
gtcatttecca
gaaagatoga
caacaacecca
atggtacgct
ccrgggaag
ctcaaaagga
aaaaacgalt

tgtecagtaa

Lceagttatt
agcdaiagaa
tgettttttn
tcgatgaaat
aaacaacaat
agctatgaca
atgcagtttt
tac;tg adt
agtecagetth
tegtataggy
cggtgaactt
tcaattaacc
gttaagactg
gttgatacgt
tctagataga
ggtttttogtt
aaaagacgga
attyggagaaa
ggaaaaatcg

aaagaaaaag

. msrC—B?_ -
aagacagltygt acaaadagec

aanatagoaga
ctottgaact
ggagaacatt
teggtgaaaa
gaatccttet
catetgaaga
teegeagttt
cgttaagtagg
atygbtytigol
agaagctgat
tcgagegtac

cgagaaattt

tacgatgatt ttcgtgacaa atttaaagga gtggtacadga ttgdctacaa

AJ02/CCA[LY
cecacagecygco
actggtaaat
tggttcaggt
ctetecgaaa
atcecgteatt
gectgaatcac
gggagaagcyg
yglLiayalyaa
gcaagtatat
gyetgatgaa
ttaaatgtge

ataa

Figura 41.- Secuencia de E. faecium a partir de la cual se disefiaron los

cebadores de msrC. (Los cebadores msrC-11, msrC-2, msrC-3, msrC-4, msrC-6,

msrC-7, msrC-8 y msrC-10 se emplearon como cebadores

secuenciacion).
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Figura 42.- Comparacion de la secuencia aminoacidica de la proteina MsrC de

la cepa E. faecium AR10 versus E. faecium E136. (La cepa E134 presentd la

misma secuencia que E136).

En este momento, tuvimos noticias de que la Dra. Barbara Murray (Medical

School at Houston, Universidad de Texas, USA) estaba llevando a cabo una

investigacion sobre el mismo tema. En su caso, a partir de una cepa de E. faecium
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aislada de un voluntario sano (E. faecium SE34, con CMI a eritromicina: 0,25-
0,75 pg/ml), consiguieron dos cepas mutantes (E. faecium F11 y E. faecium F12) en
las que el gen msrC estaba inactivado vy los valores de CMI para eritromicina
oscilaban entre 0,06 y 0,09 ug/ml. Por acuerdo mutuo, decidimos avanzar llevando a
cabo una investigacidn conjunta, y asi, las tres cepas de E. faecium anteriormente
citadas (SE34, F11 y F12) fueron cedidas a los laboratorios de Pfizer en Groton
{(USA). De esta forma, pudimos comparar la secuencia de la proteina MsrC de la
cepa parental E. faecium SE34 y de las tres cepas de la coleccion de la Universidad
de La Rioja (E. faecium AR10, E. faecium E136 y E. faecium E134). La identidad
entre las secuencias de estas proteinas fue del 99%.

Con respecto a las dos mutaciones encontradas en la secuencia aminoacidica de la
cepa sensible E. faecium AR10Q (Figura 42), v en contra de lo que en un principio
cabria esperar, la secuencia de la cepa E. faecium SE34 (también sensible a
eritromicina) presentd en las posiciones 167 y 398, los aminodcidos serina y
fenilalanina respectivamente, al igual que las cepas E. faecium E136 (de resistencia
intermedia) y E. faecium E134 (altamente resistente a eritromicina). Segun estos
resultados, la resistencia a critromicina observada en las cepas E. faecium E136 y
E. faecium E134 no podia explicarse por los dos cambios en la secuencia de la
proteina MsrC de E. faecium AR10.

2.2 Acumulacion intracelular de eritromicina

De forma paralela, se realizaron ensayos de eflujo de macrélidos mediante la
monitorizacion del consumo de eritromicina marcada radioactivamente en células de
enterococos en fase de crecimiento exponencial. Se empledé CCCP, que es un agente
desacoplante del potencial de membrana, con efecto sobre transportadores primarios
y secundarios, y se siguid el protocolo descrito en ¢l capitulo de Material y Métodos.
Debido a que las células se encontraban en fase de crecimiento activo, el consumo de
eritromicina radioactiva tuvo que ser normalizado, teniendo en cuenta los valores de
D.O.ssp de los cultivos celulares inicial, tinatl v en cada momento de la toma de
muestras, asi como el volumen de muestra recogido. Las cepas sometidas a este tipo
de andlisis fueron las siguientes: E. faecium E136, E. faecium AR10, E. faecium

SE34, E. faecium F11 y E. faecium F12 y E. faecalis E9. Esta dltima cepa, con un

152



Resultados

valor de CMI para eritromicina de 0,125 pg/ml, se selecciond para investigar la
posible presencia de sistemas de eflujo en cepas de enterococos con fenotipo sensible
a eritromicina y que no presentaron el gen msrC, es decir de una especie distinta a
E. faecium (control negativo). Este experimento no se pudo llevar a cabo en la cepa
E. faecium E134, ya que ¢ésta presentaba el gen erm(B), un metilasa erm, que
modifica el ribosoma. El ensayo se basa en que si no existe un sistema de bombeo, la
cantidad de eritromicina incorporada debe ser la misma en presencia y en ausencia de
CCCP. Sin embargo, si existe un sistema de eflujo, debe haber mayor acumulacion
de eritromicina radioactiva (mas cpm) en la célula en presencia de CCCP.

Como se observa en las figuras 43 - 45, las cepas E. faecium E136, E. faecium
ARI10, e incluso la cepa E. faecalis E9 -que no posee el gen msrC- acumularon mas
eritromicina en presencia del protonéforo CCCP. Estos resultados podrian indicar la
presencia dq una o multiples bombas de eflujo en Enterococcus con especificidad
para eritromicina, algunas de ellas sin identificar y con funciéon desconocida por el

momento.

[--E136 + CCCP = E136 - CCCP

20000 e e A A e R iRE e i = —=* ! e ==

16000 /_\/ \

cpm normalizadas
S o
[=) =)
= =
= =

0 1 T T T T T T T T T !
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Minutos post-adicion de 14C-Er
Figura 43.- Ensayo de acumulacion de eritromicina marcada radioactivamente

en la cepa de E. faecium E136.
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Ensayo'de acumulacion de eritromicina marcada radioactivamente
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Ensayo de acumulacién de eritromicina marcada radioactivamente

en la cepa de E. faecalis E9.
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En la figura 46 se representa el consumo de eritromicina, en presencia y ausencia
de CCCP, de la cepa E. faecium SE34 (cepa parental que contiene el gen msrC)
frente a E. faecium F11 (cepa mutante en la que msrC se encuentra inactivado).
Como puede observarse, las dos cepas parecen capaces de expulsar eritromicina. En
presencia de CCCP, la tasa inicial de consumo de eritromicina en ambas cepas es
indiferenciable. Sin embargo, la acumulacion de eritromicina en la cepa E. faecium
F11 alcanza una meseta a menor concentracién de antibidtico que en E. faecium
SE34. Aunque las cepas son isogénicas, la presencia de kanamicina en el medio de
cultivo y/o el hecho de presentar una mutacién de resistencia a kanamicina podria
repercutir en la acumulacién total de eritromicina en la cepa mutante E. faecium F11.
El comportamiento de la cepa mutante E. faecium F12 fue idéntico al de E. faecium

Fll.

| FI1+CCCP ® F11-CCCP + SE34 +CCCP - SE34 - CCCP|

30000 s s e s
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Figura 46.- Comparacion del sistema de bombeo para eritromicina entre la
cepa parental E. faecium SE34, que presenta el gen msrC, y la cepa mutante

E. faecium F11, en la cual el gen msrC esta inactivado.
Las especies Staphylococcus 'y  Enterococcus estan  filogenéticamente

relacionadas, por lo que se pensé que una cepa de S. aureus que no portase el gen

msr(A) podria comportarse como un buen receptor para el clonaje del gen msrC. Por
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este motivo, se llevaron a cabo ensayos de acumulacion intracelular de eritromicina
en tres cepas de S. aureus de la coleccion de Pfizer: SAM1100, RN4220 [ambas
sensibles a eritromicina y sin el gen msr(A)] y SA1 [cepa RN4220 modificada con el
gen msr(A)], para comparar su comportamiento cinético. Como puede observarse en
las figuras 47 - 50, tanto en presencia como en ausencia del determinante msr(A), las
cepas presentaron mecanismos de bombeo para la eritromicina; no obstante, se
selecciond la cepa de S. aureus RN4220 como cepa receptora para el clonaje del gen

msrC.

| +-RN4220+CCCP = RN4220 |
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Figura 47.- Ensayo de acumulacion de eritromicina marcada radioactivamente

en la cepa de S. aureus RN4220.
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Figura 48.- Ensayo de acumulacion de eritromicina marcada radioactivamente

en la cepa de S. aureus SAM1100.
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Figura 49.- Ensayo de acumulacion de eritromicina marcada radioactivamente

en la cepa de S. aureus SA1.
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Figura 50.- Bombeo de eritromicina marcada radioactivamente en ausencia de
CCCP de las cepas S. aureus SAM1100 y RN4220 [que no portan el gen msr(A)]

frente a la cepa S. aureus SA1, que presenta msr(A).

2.3 Clonaje

Con las cepas E. faecium AR10 y E136 se continué con los estudios de clonaje del
gen msrC, a fin de averiguar su funcion y su posible relacion con la resistencia a
antibidticos y con la expulsion fuera de la célula de otras moléculas. Nuestro objetivo
fue el clonaje del gen msrC en la cepa S. aureus RN4220 vy, finalmente, en la propia
cepa mutante de E. faecium F11 con el gen msrC inactivado, para observar posibles
diferencias en la expresion del gen que se manifestasen en distintos niveles de
resistencia a Er. Esto se llevaria a cabo determinando los valores de CMI a diferentes
antibioticos y mediante estudios de acumulacién intracelular de eritromicina en
bacterias transformadas con estas construcciones. Se pusieron en marcha diferentes
estrategias de clonaje. Para la primera de ellas, detallada en la figura 51, se
selecciono el vector pCL84-xy/ (vector de integracion en S. aureus), que presenta un
promotor inducible por xilosa capaz de regular la expresion del gen msrC (Figura 6).
Debido a su disefio, dicho vector debia digerirse con las enzimas de restriccion

BamHI y Smal, cuyos puntos de corte se encontraban situados tras ¢l promotor.
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A) ADN E. faecium E136 B) Centros de

i G o
msrC-12 + msrC-5 ’

EcoRI
5. GlAATTC..3’
3 ..CTTAAIG..S

pGEM-T Easy*

EcoRI
: (3000 pb)

BamH1
: gen msrC g

cebc{dor BamHI
msrC-12 5. .G|GATCC..3’
3’..CCTAGI|G..5’

Smal
57...CCCIGGG..3’
gen msrC 37..GGGICCC...Y

BamHI S a]b

lE coR1

gen msrC

pCL84-xy!
(8370 pb)

klenow

BamHI
BamHI EcoR1 + Klenow

BamH]1

Smal

BamHI Smal
xy!

pCL84-xyl

Figura 51.- A) Estrategia de clonaje de msrC con pGEM-T Easy y pCL84-xyl.
*Ver mapa de pGEM-T easy en figura 5; ° Smal genera extremos romos, que se unen a los extremos

cohesivos generados por EcoRI iras rellenarlos con la enzima kienow. B) Centros de

restriccion de las enzimas utilizadas (EcoRI, BamHI y Swnal).
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Tras comprobar que nuestro gen no presentaba puntos de corte para las enzimas
BamHl, Smal y EcoRI en la regidén codificante, se disefid el cebador msrC-12,
situado en el extremo 5° de dicha regiom, que contenia un centro de restriceidn para
BamHI. Su secuencia, en direccién 5'—3', fue la siguiente:

+ msrC-12; TTGGATCCTTGGAAAATTTAGCAGTAAATATAAC (en parte
coincidente con la secuencia del cebador msrC-11) (Figura 41).

Se amplificé la region codificante de msrC en E. jfaecium E136 y
E. faecium AR10 mediante PCR con los cebadores msrC-12 y msrC-5. Las
condiciones de amplificacion oplimizadas fucron las siguienies: 35 civlos de
amplificacién (desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto, hibridaciéon a 44°C
durante 1 minuto, clongacion a 72°C durants 1 minuto) scguidos de un ciclo de
elongacion final a 72°C durante 10 minutos; la concentracién de MgCl, éptima fue
omM (Figura 52).

1 2 3 4 5§ Figura 52.- Amplificacién por

- . PCR con los cebadores msrC-5 y
msrC-12. Carriles: 1: “1Kb DNA
Ladder” {(Biolabs); 2 y 3: E. faecium
E136; 4y 5: E. faecium AR1Q.

rap— —

=1,5 Kb>»

Tras purificar los amplicones con un kit comercial (Qiagen), se clonaron los
productos de PCR en el vector pGEM®-T Easy (Promega) (Figura 5). Se llevé a cabo
la reaccién de ligacién (de acuerdo con las instrucciones del fabricante) vy,
posteriormente, se transformaron células competentes de E. coli DH50, preparadas
siguiendo el protocolo descrito en ¢l capitulo de Material y Métodos. Se eligieron al
azar 8 colonias blancas como posibles transformantes, obtenidas con los plasmidos
recombinantes que contenian las secuencias de E. faecium E136 y E. faecium AR10,
y se realizé extraccion de plasmidos (midi-preps). Se comprobé mediante
secuenciacién {empleando cebadores especificos del vector pPGEM-T Easy) que todas

las colonias portaban el gen msrC. El vector pGEM-T Easy solo es capaz de
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replicarse en E. coli (se necesitan células competentes con una eficiencia de
transformacién de, al menos, 1x10° UFC/ug de ADN). Por este motivo, el clonaje en
el vector pGEM-T Easy en células de E. coli fue un paso intermedio para conseguir
suficiente concentracién de inserto.

El vector pGEM T Easy que contenia ms#C se digirié con EcoRI y tras rellenar los
extremos originados (cohesivos) con el fragmento Klenow, se sometio a digestion
con BamHI. Por otra parte, el vector pCL84 xyl se digirié con Smal y después con
BamHI. Tras comprobar en un gel de electroforesis que los fragmentos presentaban
el tamafio esperado, se llevé a cabo la reaccidn de ligacion. Posteriormente, células
competentes de £. coli DH5o fueron transformadas y sembradas en placas de LB
suplementadas con espectinomicina 50 Jg/ml como antibidtico de seleccion (se
comprobo previamente que las cepas de E. faecium del estudio crecian en presencia
de este antibidtico). La seleccién de los posibles transformantes se realizé mediante
hibridacion en colonias con una sonda msrC. Tras innumerables intentos, en ningun
caso se consiguid clonar msrC en el vector pCL84-xyl.

Ante estos resultados, se puso en marcha otra estrategia de clonaje, empleando en
experimentos paralelos los vectores pAM401 y pMP278 (descritos en ¢l capitulo de
Material y métodos). En estos dos casos, debido a que estos vectores no contenian
promotor, se intentd clonar el gen msrC completo (1,9 Kb) de las cepas E. faecium
E136 y E. faecium AR10, obtenido por PCR con los cebadores msrC-9 y msrC-5 en
las condiciones previamente descritas. Se purificaron dichos fragmentos y se
clonaron en el vector pGEM-T Easy. Tras la reaccion de ligacién, se transformaron
células competentes de E. coli DH50. Se eligicron al azar 4 colonias blancas de cada
cepa y se comprobd mediante extraccidn de pldsmidos (mini-preps) y PCR que todas
las colonias portaban el gen ms#C.

A partir de este momento, esta doble cstrategia parecia mas simple que la anterior.
La digestion de ambos vectores (pAM401 y pMP278) y de los insertos clonados en
pGEM-T Easy se realizé con la enzima EcoRI. Los vectores se trataron con fosfatasa
alcalina, se llevaron a cabo las reacciones de ligacion de cada vector con los insertos
correspondientes a msrC de E. faecium E136 y E. fuecium AR10 y se transformaron
células competentes de E. cofi DH50. Las posibles transformantes se examinaron

mediante hibridaciéon en colonias. Después de varios intentos, se consiguid
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transformar células de E. coli DH5w con el vector pMP278 que contenia el gen msrC
de la cepa E. faecium E136. Se comprob6é mediante digestién con EcoRI que los
insertos tenian el tamafio esperado y se llevd a cabo la extraccidn plasmidica en gran
cantidad (maxi-prep) con el objetivo de clonar msrC en la cepa de
S. aureus RN4220. Se prepararon células competentes de S. aureus RN4220 y se
¢lectroporaron en presencia del vector pMP278 que contenia msrC, tal y como se
describe en Matertal y métodos. Una vez clonado msrC en S. aureus RN4220, se
comprobd la secuencia del gen msrC mediante secuenciacién. En el mejor de los
casos, se encontraron fres mutaciones en la secuencia de ADN v un cambio en la
secuencia de aminodcidos con respecto a la secuencia original del gen. Por este
motivo, actualmente nos encontramos repitiendo el protocole de clonaje en pMP278,
a fin de conseguir clonar en S. aureus el gen msrC cuya secuencia no presente
mutaciones. Asimismo, se estan realizando pruebas preliminares para optimizar las
condiciones de electroporacidén de las células mutantes de E. faecium con msrC

inactivado (cepas E. faecium F11 y E. faecium F12).
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Discusién

S. pyogenes

La adquisicion, relativamente rapida, de la resistencia a macrélidos en un nimero
cada vez mayor de aislados de S. pyogeres ha sido un fendmeno preocupante durante
la década de 1990 en varios paises del mundo, como Italia (Cornaglia e al., 1996;
Borzani et al., 1997; Cocuzza et al., 1997a; Cornaglia et al., 1998; Esposito ef al.,
1998; Bassetti ef al., 2000), Finlandia (Kataja et al., 1998a), Taiwan (Hsueh ef 4/,
1995; Yan ef al., 2000), v Argentina (Lopardo ef af., 1997; Soriano ef ai., 2000),
entre otros. En Espafia, también hemos sufrido este problema. La primera
descripcidn de un aislamiento de S. pyogenes resistente a eritromicina en nuestro pais
tuvo lugar a finales de la década de 1980 (Pérez-Trallero er al, 1989), y desde
entonces s¢ han realizado estudios en distintas drcas que indican un aumento de la
resistencia a macrolidos en esta especie bacteriana, especialmente en la primera
mitad de la década de 1990 (Garcia-Bermejo et al., 1998; Muifioz Bellido ef al.,
1998; Orden ef al., 1998; Pérez Trallero et al., 1998; Baquero ef al., 1999b). Ante
esta alarmante situacién, nos planteamos analizar los niveles de resistencia a
macrdélidos en aislados hospitalarios de S. pyogenes recogidos en La Rioja entre 1996
y 2001. Durante 1996, la tasa de resistencia a eritromicina alcanzé en La Rioja el
35,1% (Tabla 19). En ese mismo afio, el nivel de resistencia fue ligeramente inferior
en Vitoria (31,6%) (Pérez-Trallero et al., 1999), y se observaron ain mayores
diferencias al comparar nuestros datos con los obtenidos en la Comunidad de
Madrid: 17,6% (Garcia Bermejo et al, 1998) y 22% (Orden er al, 1998). la
variabilidad de la prevalencia de cepas de S. pyogenes resistentes a macrélidos en
diferentes areas geograficas, incluso préximas entre si, es un hecho contrastado en la
bibliografia (Coccuza ef al., 1997b; Gobernado er al., 1997; Garcia-Bermejo et al.,
1998; Varaldo et al., 1999; Ripa et al., 2001; Weiss ef al., 2001a). Seguin refleja
nuestra investigacion, el porcentaje de resistencia en La Rioja ha ido disminuyendo
progresivamente cada afio del periodo que comprende ¢l estudio -salvo una
disminucion brusca en 1999-, hasta llegar a un 20% en el afio 2001 (Tabla 19). A
pesar de que aun no se dispone de datos tan actuales en la literatura, esta misma
tendencia se ha observado en Guiptizcoa, donde la resistencia a eritromicina en

S. pyogenes aumentd desde el 1,2% a finales de 1990 hasta el 35% en 1995 (Pérez-
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Trallero ef al., 1998), pero disminuyd hasta un 14-15% entre 1997-1999 (Pérez-
Trallero ef al., 1999; Pérez-Trallero et al. 2001a). En Zaragoza, Seral et al. (2000a),
analizaron Ia evolucidn de la resistencia a eritromicina en S. pyogenes entre 1997-99;
en su caso, los porcentajes aumentaron desde el 23% en 1997 hasta un 25,5% en
1998, y disminuyeron en 1999 a un 22%. En otros paises también s¢ ha observado
una tendencia similar. Asi, por citar un ejemplo, en Turin (ftalia), los niveles de
resistencia a eritromicina aumentaron desde un 10% en 1983 hasta un 51% en 1997,
y descendieron a un 38,5% en 1998 (Avanzini ef al., 2000).

Por el contrario, durante esta ultima década, la prevalencia de cepas de
S. pyogenes resistentes a eritromicina puede considerarse baja en otros paises. Asi, en
EE.UU. (Barry ef al., 1994; Coonan ef al., 1994; Gerber, 1995; Barry ef a/., 1997),
Canadd (De Azavedo er al., 1999; Weiss et al., 2001a), Chile (Palavecino et al.,
2001} e Israel (Weiss ef af., 1997} los niveles de resistencia no superaron el 5,4%; y
en Iran, fueron inferiores al 1% (Jasir ez a/., 2000). Contempordneamente en algunos
paises de Europa, los indices de resistencia a macrolidos en S. pyogenes fueron
moderados: en Alemania, los porcentajes oscilaron entre 8-13% (Arvand et al., 2000,
Brandt er al., 2001); en Bélgica, se situaron en torno al 6,5% (Descheemacker ef al.,
2000); en Francia, fueron inferiores al 10% (Varon et al., 1997; Bingen et al., 2000),
mientras queé en Grecia se detectaron valores ligeramente superiores (15%) (Tzelepi
et al., 1999). Segiin datos de aislados de S. pyogenes recogidos durante el periodo
1999-2000 en diez pafses de Europa Central y Europa del Este, las tasas de
resistencia a macrélidos oscilaron entre 5-18% (Nagai et al,, 2002b). Tanto en
Espafia como en otros pafses (Reine Unido, Ialia, Finlandia y Corea, por citar
algunos de ellos), varios autores concuerdan al afirmar que la resistencia a
macrolidos en S, pyogenes puede ser consecuencia de un consumo excesivo de estos
antibidticos (Phillips ef al., 1990; Baquero ef al., 1996; Cornaglia et al., 1996,
Romero Vivas ef al., 1997; Seppili ¢f al., 1997b; Pérez-Trallero ¢f al., 1998; Cha e(
al., 2000). Hay estudios que muestran una asociacién entre ¢l aumento de la
resistencia a macrélidos y el aumento del consumo de macrélidos para ¢l tratamiento
de infecciones respiratorias (Hsueh et al., 1995; Seppala et al., 1995; Cizman ef al.,
1999; Cizman et al., 2001), asi como una asociacidn entre ¢l descenso de resistencia

y la disminucidn en la prescripcidn (Bass et al., 1994; Fujita ef al., 1994). El hecho
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de que en Francia la resistencia a eritromicina en cepas de S. pyogenes no alcance el
7% puede estar relacionado con el consumo estable de macroélidos desde 1980 en este
pais (Guillemot ef al., 1998).

A su vez, es posible que el amplio uso de la eritromicina esté relacionado con la
emergencia de cepas con valores de CMIs elevados. El aumento de los niveles de
resistencia a eritromicina en Espafia se debe, en parte, al aumento del nimero de
cepas de S. pyogenes altamente resistentes: 6,1% de las cepas recogidas en 1996-97
tenfan CMIs =8 pg/ml (Baquero ef al., 1999b), frente al 1% en 1991-92 (Betriu et al.,
1993). En esta misma linea, Carsenti-Etesse ef al. (1999) llevaron a cabo un estudio
en el que por primera vez se puso de manifiesto que en cepas de S. pyogenes, la
resistencia a erifromicina mediada por un mecanismo de eflujo puede obtenerse por
multiples pases en presencia de concentraciones subinhibitorias de este antibidtico.
En contra de lo expuesto anteriormente, Weiss ef al. (2001a) se atrevieron a dudar de
la asociacion entre consumo de macrélidos y resistencia a eritromicina en
S. pyogenes, ya que, seguin datos preliminares de Canada, ¢l consumo aumento en ese
pais entre 1996-98 y, en cambio, las cepas resistentes fueron muy raras o incluso no
se detectaron en ciertas areas. En su opinion, la alta prevalencia de resistencia en
centros urbanos podria deberse a otros factores, como la elevada densidad de
poblacion, un gran namero de nifios en guarderias y los viajes, cada vez mas
frecuentes. El mismo fendmeno se observd asimismo en Canada para S. preumoniae
(Green ef al., 2000).

Por otra parte, todas las cepas de S. pyogenes de nuestra coleccién permanecieron
sensibles a pemcilina y cefotaxima (labla 18), lo que concuerda con datos
previamente publicados (Esposito ef al., 1998; De Azavedo et al., 1999; Arvand et
al., 2000; Basseiti ef al., 2000; Soriano et al., 2000, entre otros). La resistencia a
penicilina no se ha identificado todavia en cepas clinicas de S. pyogenes, e incluso la
existencia de cepas tolerantes parece dudosa (Orrling ef af., 1996). La razén por la
cual, a pesar del amplio consumo de antibibticos beta-lactamicos, la resistencia a
penicilina no ha emergido en esta especie se desconoce (Horn ef al., 1998).

En nuestro estudio, el 42,7% de las cepas de S. pyogenes se aislaron de muestras
nasofaringeas, y el porcentaje se elevd al 58,7% al considerar las cepas de muestras

pertenecientes al tracto respiratorio superior (Tabla 16). Estudios previos sugieren
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que la nasofaringe es el principal reservorio de S. pyogenes que causan infecciones
severas (Florentino ef al., 1997; Kiska et al., 1997). Por otra parte, se desconoce si el
gran muimero de individuos, sanos y enfermos, portadores de estreptococos
comensales resistentes a eritromicina en la faringe (94%) influye en el elevado
porcentaje de cepas clinicas de S. pyogenes v S. preumoniae encontrado en Espafia
(Pérez-Trallero ef al., 2001b). En varias ocasiones se han observado mayores indices
de resistencia en cepas de S. pyogenes aisladas de pacientes con infecciones severas
que en aquellos con enfermedades de tipo respiratorio (Seppild ef al., 1992; York ef
al., 1999). No obstante, otros autores destacan que no existe relacion entre virulencia
de las cepas y resistencia antimicrobiana (Kaplan, 1997). En nuestro estudio, no se
han observado diferencias significativas en las tasas de resistencia a macrélidos entre
las cepas del tracto respiratorio superior (26,8%) vy las procedentes de heridas y
ulceras (28,6%) (Tabla 16).

En cuanto a lo que se refiere a la edad de los pacientes, en nuestro estudio, ¢l
38,3% de las cepas aisladas de pacientes de entre 61 y 70 afios fueron resistentes a
eritromicina, frente al 24,1% de las cepas de nifios menores de 11 afios (Tabla 17).
Publicaciones previas mostraron que la resistencia a eritromicina parece estar
negativamente correlacionada con la edad de los pacientes (Seppald ef al., 1997a;
Orden et al., 1998; Arvand ef al., 2000), probablemente como resultado de una
mayor prescripcion de antibidticos para nifios, unida a un mayor riesgo de
colonizacion cruzada en nifios que en adultos.

Como confirman numerosos autores (Seppéld et al., 1993; Pérez-Trallero et al.,
1998; Baquero ef al., 1999b; Kataja ef al., 1999; Palavecino ef al., 2001}, las cepas
con fenotipo M presentan valores de CMI para eritromicina inferiores a los
observados en cepas con fenotipo MLSg. En contraste, segun datos de Tzelepi e al.
(1999} recogidos en Grecia, las CMIs de macrélidos para cepas con fenotipo MLSp
inducible (CMlg: & pg/ml) fueron inferiores a los de las cepas con fenotipo M
(CMlg: 32 ug/ml). En nuestro caso, tan sélo una cepa con fenotipo MLSg inducible
presentd una CMI de 48 ug/ml, inferior a la de algunas cepas con fenotipo M que
alcanzaron una CMI de 64 pug/ml (Figura 11).

La distribucion de fenotipos entre las cepas resistentes de S. pyogenes varia en los

distintos pafses. En Argentina, en 1998 todas las cepas resistentes a eritromicina
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mostraron el fenotipo M (Soriano ef al., 2000). En Espafia, hasta ese mismo afio el
porcentaje de cepas de S. pyogenes con fenotipo M fue uno de los mds altos del
mundo, con valores en torno al 90-95% (Garcia-Bermejo et al., 1998; Orden et al.,
1998; Pérez-Trallero et al., 1998; Baquero er al., 1999b; Garcia de Lomas ef al.,
1999, Pérez-Trallero ef al., 1999; Portillo er al., 1999b; Alds er af., 2000; Pérez-
Trallero et al., 2001a). Asi, en La Rioja, en 1996-97 el 92% de las cepas resistentes
presento el fenotipo M (Tabla 20 y figura 9). Durante los afios sucesivos de nuestro
estudio, dicho fenotipo experimenté una disminucion, aunque continud siendo
predominante, y en ¢l afio 2001, el porcentaje fue del 66,7% (Tabla 20 y figura 9).
Curiosamente, en Succia, a particr de 1994, s¢ observo también un cambio en el
predominio de fenotipos de resistencia a eritromicina en cepas de S, pyogenes, desde
un 90% de cepas con fenotipo M (Jasir et al., 1998) al cldsico fenotipo MLSg,
paralelo a una disminucion del consumo de macrélidos y de la resistencia a
eritromicina en esta especie (desde un 12 a un 1,8%) (Jasir e7 al., 2001). El fenémeno
contrario tuvo lugar en Finlandia, donde la tasa de cepas con fenotipo M pasod del
38% en 1990 (Seppild et al., 1993), a un 82% en 1994 (Kataja er al., 1998a). Este
mismo proceso se observo en Canadd en un periodo de tiempo relativamente corto
(Dixon et al., 1974; De Azavedo ef al, 1999} y en Italia (Avanzini et al., 2000)
donde, entre 1996 y 1998, el fenotipo M desplazd al fenctipo MLSg constitutivo.
Kataja er al. (1999) sostienen que podria deberse al cardcter transferible por
conjugacion del gen meflA).

En Taiwan el fenotipo M fue el predominante en las cepas de S. pyogenes
resistentes a eritromicina, con valores del 88 y 91% en 1997 y 1998, respectivamente
(Yan et al., 2000), y el gen mef{A) reemplazé en poco tiempo a los genes erm como
el mecanismo mas comun responsable de la resistencia a eritromicina en S. pyogenes
(Yan ef o/.,2000). En Bélgica y en Chile se encontraron también porcentajes elevados
de cepas resistentes con fenotipo M (en torno al 86%) (Descheemaceker er al., 2000;
Palavecino et al., 2001). En EE.UU. también se han descrito cepas de S. pyogenes
con fenotipo M (75%, entre 1993-95) (Sulclifle er af., 1996b), pero hay pocu
informacién sobre prevalencia de genes erm y mef. Asimismo, el fenotipo M se
expresé de forma predominante en cepas resistentes aisladas en algunas dreas de

[talia (Borzani et al., 1997; Cocuzza ef al., 1997b; Bassetti et al., 2000; Rondini ez
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al., 2001). En Grecia, en 1996-97 la distribucion del fenotipo M fue similar a la del
fenotipo MLSg inducible (Tzelepi ef al., 1999).

Segun nuestros datos, en La Rioja, el fenotipo MLSg constitutivo sufrié altibajos,
desde un 0% en 1996 hasta un 33,3% en el afio 2001; por otra parte, ¢l fenotipo
MLSg inducible se mantuvo en una tasa baja a lo largo de estos seis afios, con
valores que no superaron el 7% (figura 9). En otros paises, como Portugal (Melo-
Cristino et al, 1999); o Francia (Schlegel er al, 2001), el fenotipo MLSg fue
mayoritario,

En Alemania, segin la zona predomind el fenotipo MLSg (90% en Berlin)
{Arvand ef al., 2000), o el fenotipo M (70,6% en Aachen — cerca de Bonn) (Brandt ez
al., 2001). Estas diterencias scgin las dreas analizadas dentro de un mismo pais
también se observaron en Italia (Cocuzza et al., 1997b) y en Canadd (De Azavedo et
al.,, 1999; Weiss el al., 2001 a).

En La Rioja se analizé la presencia de genes de resistencia responsables de los
fenotipos MLS anteriormente citados. El gen mefiA) se detectd en todas las cepas de
S. pyogenes con fenotipo M analizadas (Tabla 21), lo que concuerda con los datos de
otras investigaciones (Surtcliffe er ai., 1996a; Orden ef al., 1998; Pérez-Trallero et al.,
1998; Kataja et al., 1999 y Pérez-Trallero ef al., 1999). Por otra parte, en La Rioja el
gen erm(TR) se detecté en cepas con fenotipo MLSg inducible y constitutivo (Tabla
21). De igual forma, otros autores sefialaron que el gen erm(TR) podia ser
responsable de la expresion inducible o constitutiva en cepas con fenotipo MLSg (De
Azavedo et al., 1999; Giovanetti ef al., 1999; Kataja et al., 1999). En nuestras
muestras, el gen erm(B) fue asociado a cepas con fenotipo MLSg constitutivo (Tabla
21). Algunos autores encontraron que dicho gen fue el predominante en cepas de
§. pyvogenes von fenotipo MLSg (Bemer-Melchior ez af., 2000). Curiosumenle, en
nuestra coleccidn detectamos tres cepas de S. pyogenes que expresaron un fenotipo
MLSg contitutive v inducible, y que presentaron a la vez los genes erm(TR} y
erm(B) (Tabla 21); este hecho ha sido descrito previamente en otros estudios (Betriu
et al., 2000, Bingen ef «f., 2000). En ninguna de snuestras cepas de S. pyogenes sc
puso de manifiesto la presencia concomitante de genes mef y erm (Tabla 21), aunque
se han descrito algunos casos en la literatura (Giovanetti et al., 1999; Kataja ef al,,

1999; Bingen er al., 2000; Kataja er al., 2000; Jasir et al., 2001). Como dato
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interesante, sefialar que encontramos dos cepas de S. pyogenes que expresaron un
fenotipo MLSg constitutivo pero no amplificaron los genes erm(A), erm(B), erm(C),
erm(TR), mef{A) ni msr(A) (Tabla 21). Nuestro caso no es el inico en el que parece
probable que la resistencia se deba a un nuevo mecanismo atin por identificar en esta
especie de estreptococos, ya que se han descrito cepas de S. pyogenes con fenotipo
MLSg que no presentaron ninguno de estos genes en Espafia (Alds er al., 2000;
Pérez-Trallero ef al., 2001b), en Francia (Schlegel er al., 2001), en Suecia (Jasir et
al., 2001) o en Chile (Palavecino et al., 2001). El mecanismo de resistencia podria
deberse a mutaciones en el ARNr 23S o en proteinas ribosomales, tal y como se ha
descrito para S. preumoniae (Tait-Kamradt et gf., 2000a; Tait-Kamradt e al.,
2000b).

Como puede observarse en la tabla 22 y en la figura 15, en La Rioja el fenotipo M
estd representado por unos cuantos clones predominantes que aparecen en diferentes
afios del estudio. En concordancia con nuestros datos, varios autores hablan de
diseminacion policlonal de determinantes de resistencia a eritromicina en cepas de
S. pyogenes con fenotipo M (Seppila ef al., 1992; Hsuch et al., 1995; Cocuzza et al.,
1997a; Valisena et al., 1999; Descheemacker ef al., 2000; Savoia ef al., 2000; Yan et
al., 2000). En varios estudios recientes (Kataja ef al., 1998a; Pérez-Trallero et al.,
1999; Ripa et al, 2001) se habla de la naturaleza policlonal de los aislados de
8. pyogenes circulantes resistentes a eritromicina, teniendo presente la clara
predominancia de unos pocos de estos clones que causan epidemias de cardcter
regional. En La Rioja, segun nuestros datos, hay poca heterogeneidad de las cepas
con fenotipo MLSg (Tabla 22 y figura 15). Otros autores pusieron de manificsto la
presencia de un mismo origen clonal en la mayorfa de las cepas con fenotipo MLSg
en Japon (Murase er a/., 2000), en Taiwan (Yan er a/., 2000} o en Quebec (Weiss er
al., 2001a) Estos resultados concuerdan con estudios que indican que los
determinantes erm se localizan generalmente en el cromosoma, aunque a menudo
estdn asociados a transposones conjugativos (Horaud ef af., 1991). Asimismo, en
ocasiones se¢ habla de heterogencidad de cepas resisienles a eritromicina, con una
buena correspondencia entre patrén genético y fenotipo de resistencia (Savoia ef al.,

2000; Ripa et al., 2001). Este hecho también se puso de manifiesto con nuestras
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cepas ya que, en ningun caso cepas con fenotipos de resistencia diferentes revelaron

la presencia de un mismo patrén de PFGE.

S. agalactiae

En nuestro estudio, se analizd la resistencia a antibiéticos MLS en cepas clinicas
de S. agalactiae recogidas en La Rioja en el trienio 1999-2001. El porcentaje de
resistencia a eritromicina en este periodo fue del 15,4% (Tabla 26). Nuestros datos
concuerdan con los obtenidos en Madrid en un estudio reciente (Betriu ef af, 2000),
segin el cual, la tasa de resistencia se cifré en un 15%. Estos mismos autores
registraron un nivel de resistencia similar en esta especie de estreptococos en un
estudio anterior (14% en 1992) (Betriu ef al., 1994); en cambio, en nuestra drea se ha
experimentado un aumento de la resistencia en S. agalactiae en el iltimo afio (desde
un 10,9% a un 19,4% en el periodo 2000-2001) (Tabla 26 y figura 16). De acuerdo
con estudios publicados en la literatura, la resistencia a eritromicina en S. agalactiae,
descrita por primera vez en EE.UU. en 1962 (Eickhoff e al., 1964), ha emergido
durante la dltima década en Norte América y en otros lugares. Este hecho podria
estar relacionado con la implantacién de las lineas directrices americanas que
recomiendan la profilaxis con antibidticos frente a la infeccidn con §. agalactiae
durante el parto (American Academy of Pediatrics, 1997): eritromicina y
clindamicina son los antibidticos alternativos recomendados en mujeres embarazadas
alérgicas a penicilina. Por este motivo, en varios paises se han llevado a cabo
estudios de vigilancia epidemioldgica, a fin de detectar los niveles de resistencia a
estos antimicrobianos en S. agalactiae. A finales de los afios 80 y comienzos de los
90, el porcentaje de resistencia a eritromicina en S. agalactiae se cifr6 entre 9-12%
en diferentes tugares del mundo (Von Recklinghausen ef al., 1989; Berkowitz ef al.,
1990; Tsakris et afl., 1993). (Las tasas de resistencia han tenido que ser
reinterpretadas, debido a la modificacién de los puntos de corte para la eritromicina
establecidos por el NCCLS). En estudios posteriores realizados en EE.UU. a lo largo
de la década de 1990, la tasa de resistencia a eritromicina en esta especie bacteriana

oscilo entre 7,4 y 25%, y a clindamicina entre 3,4 y 15% (Ferndndez ef al., 1998;
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Pearlman er al., 1998; Rouse ef al., 1998; Morales ef al., 1999; Andrews ef al., 2000;
Lin et al., 2000; Silverman et al., 2000; Bland et al, 2001). En un estudio
comparativo realizado con cepas de origen vaginal, la tasa de resistencia a
eritromicina se situd en un 1,2% entre 1980-1993, frente a un 18% entre 1997-98
(Morales ef al., 1999). Asimismo y de acuerdo con datos recientes, se registrd un
aumento de la resistencia a eritromicina en cepas clinicas de S. agalactiae (desde un
12% entre 1990-95 hasta un 20% entre 1995-2000), v la clindamicina en esa década
experimentd un incremento paralelo, desde un 4% hasta un 10% (Murdoch et al.,
2001). Y, curiosamente, las tasas de resistencia a estos dos antibidticos registradas en
cepas de S. agalactiae aisladas de estudiantes sanos de ambos sexos en Michigan
(EE.UU.) fueron dos veces superiores a las registradas en la misma zona dos afios
antes en mujeres embarazadas (Pearlman ef af., 1998; Manning et al., 2001).

Al igual que hemos comentado al referirnos a otras especies de estreptococos, los
niveles de resistencia a antibidticos en S. agalactiae varfan segin la localizacidn
geografica. Asi, en el periodo 1995-98, se registraron altos niveles de resistencia en
California (32 y 12% a eritromicina y clindamicina, respectivamente), mientras en
Florida fueron mas bajos (8,5 y 2,1%, respectivamente) (Lin er al., 2000). Estas
variaciones de prevalencia de resistencia se observaron también entre distintos
paises. Segun datos de 1997-99 del estudio de vigilancia SENTRY, en cepas de
S. agalactiae aisladas de muestras de sangre de neonatos, las tasas de resistencia a
eritromicina fueron del 25% en EE.UU y del 14% en Canadd, con un 7% de
resistencia a clindamicina; mientras que en paises de América Latina, no se
detectaron cepas resistentes a estos antibioticos (Andrews ef al., 2000). En [996, un
estudio de cepas invasivas de S. agalactiae recogidas en distintas provincias de
Canadi, reveld que el 6,7% fue resistenic a eritromicina y el 4,4% fue resistente a
clindamicina (Tyrrell ez al., 2000). Segiin datos obtenidos por De Azavedo et al.
(2001) también en Canada, la tasa de resistencia a eritromicina en cepas de
S. agalactiae procedentes de sepsis neonatal aumenté desde un 3% en 1995-96 a un
13% en 1998-99, 1o que coincidio con un aumento del consumo de macrdlidos en ese
periodo. En cepas aisladas del tracto rectal y vaginal durante 1999, los porcentajes de

resistencia a eritromicina y clindamicina fueron del 18% y del 8%, respectivamente.
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El incremento de cepas de S. agalactiae resistentes a eritromicina también se
registréd en Europa. Asi, en Parfs, se detectd un aumento del 16 al 18% entre 1997-
2000 (Fitoussi et al., 2001b), sin que se produjese un cambio significativo en el
consumo de macrdlidos en los ultimos cinco afios (segiin datos de E. Bingen no
publicados). Segiin datos de un estudio multicéntrico, el porcentaje de resistencia a
eritromicina en Francia fue ligeramente superior (21,4% en 1999) (De Mouy et al.,
2001). En Alemania, entre 1997 y 1999, la resistencia a eritromicina se duplicé en
cepas de S. agalactiae procedentes de mujeres adultas (de un 6 a un 12%) (Ruess et
al., 2000).

El continente asiatico también se ha visto afectado por el mismo problema en los
ultimos afios. En Taiwan, los niveles de resistencia a macrdlidos en S. agalactice
fueron superiores a los registrados en otros paises. Asi, la resistencia a eritromicina
aumento desde un 1Y% a un 46% entre 1994-97 y se mantuvo estable en el periodo
1997-2000, observandose un incremento paralelo en los niveles de resistencia a
clindamicina (Hsueh ef al., 2001). Al comparar estos datos con un estudio anterior
realizado en Taiwan en 1993-94 (Wu et al., 1997) se confirmé la emergencia reciente
de la resistencia a macrdélidos y a clindamicina en S. agalactiae, debido al aumento
de la proporcidn de cepas con fenotipo MLSg. Resulta interesante destacar que en los
3 6 4 dlimos afios en Taiwan, bajo una presion selectiva de antibicticos similar, las
tasas de resistencia a eritromicina en S. agalactiae y en S. pyogenes parecen haber
alcanzado una meseta (40-50%), mientras que en S, prewmonige continia creciendo
(hasta mas del 90%) (Hsueh er al., 1996; Hsueh er al., 1999; Hsueh e ai., 2000;
datos no publicados de Hsueh er al.}). En Corea, un estudio reciente demostré la
emergencia de cepas de S. agalactiae resistentes a eritromicina: de un 0% cntre
1590-95, se pusO a un 26% en 1996 y a un 40% en 1998, debido principalmente al
répido aumento en la incidencia de algunos serotipos asociados a fenotipos multi-
resistentes (Ul e af., 2001). Sorprendentemente, en Japon entre 1985-86 y 1999-
2000, en cepas de S. agalactine no se han observado diferencias significativas en la
incidencia de la resistencia a 14 antibidticos, entre ¢llos, eritromicina y clindatnicina,
con tasas del 3 y 1%, respectivamente (Matsubara et al., 2001).

Las referencias sobre este tema en el continente africano son muy escasas, pero,

segun un estudio realizado en Marruecos entre 1992-97 en cepas de §. agalactiae
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aisladas de neonatos, se detecté un nivel de resistencia a eritromicina inferior al 2%
{Aitmhand et al., 2000),

Por ofra parte, merece la pena comentar que en algunos casos se han descrito
cepas de S. agalactiae sensibles a eritromicina, pero resistentes a clindamicina
(fenotipo L) (Pearlman ef al., 1998; De Azavedo et al., 2001; Murdoch et al., 2001),
y s¢ ha puesto de manifiesto la presencia del gen /inB en estas cepas (De Azavedo ef
al., 2001), ahora denominado /nu(B) (Roberts ef al., 1999), previamente descrito en
E. faecium (Bozdogan et al., 1999).

Todos estos resultados llevan a pensar que la eritromicina y la clindamicina no
deben ser los antibidticos de eleccidén en la terapia frente a infecciones severas
provocadas por 5. agalactiae, ni deben recomendarse como profilaxis durante el
parto.

En lo referente al origen de las muestras, en nuestro caso, se detecté un 16,9% de
resistencia a eritromicina en cepas de S. agalactiae aisladas de muestras de orina, y
un 13,5% en las cepas procedentes de exudados vaginales (Tabla 23). Estos
porcentajes variaron en los diferentes estudios. Seguin datos de Hsueh et al. (2001), la
resistencia a critromicina fue mds frecuente en cepas de secreciones respiratorias
(69%), seguidas de las que se aislaron del tracto genital (57%), de orina (44%) y de
sangre (34%). Otros autores destacaron que la resistencia a eritromicina fue mds
frecuente entre serotipos, generalmente asociados a cepas invasivas (Fitoussi ef al.,
2001b).

Segin nuestra experiencia, en cepas de S. agalactiae procedentes de pacientes de
edad avanzada, el nivel de resistencia a eritromicing fue elevado (26,1%) (Tabla 24).
Segin un estudio reciente (Hsueh er al., 2001), el 61% de las cepas de S. agalactiae
obtenidas de pacientes de entic 21 y 40 afios de sdad versus el 27% de las cepas
aisladas de nifios menores de 10 afios, fueron resistentes a eritromicina. En cambio,
cn nuestro estudio, no se detectaron diferencias significativas (14,1% versus 11,1%,
respectivamente) (Tabla 24). Por otra parte, en un estudio con nifios sanos realizado
cn Las Palmas de Gran Canaria, no se encontraron cepas de S. agaluctiae resistentes
a eritromicina (Gonzalez-Lama ef al., 1999).

En La Rioja, ¢l fenotipo MLSg constitutivo fue mayoritario en cepas de

S. agalactioe resistentes a eritromicina (70,7%), seguido del MLSp inducible
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(26,8%) v, tan sélo el 2,5% de las cepas present6 el fenotipo M (Tabla 27 y figura
17). Porcentajes muy similares se registraron recientemente en Madrid (Betriu e al.,
2000). Es interesante que esta distribucion fenotipica en S. agalactiae parece ser la
mas comun en distintas partes del mundo, como Canadd, Francia y Taiwan (De
Azavedo et al., 2001; De Mouy et al., 2001; Hsueh er al., 2001). Por el contrario, en
EE.UU.,, el fenotipo M fue el mayoritario (72%) en cepas de S. agalactice (Morales
et al., 1999).

Curiosamente, al comparar la distribucién del fenotipo M de resistencia en cepas
de nuestra coleccion de diferentes especies de estreptococos B-hemoliticos
(S. pyogenes y S. agalactiae), se observé que nuestros datos apoyaban lo expuesto
por otros autores: En La Rioja, la mayor parte de las cepas de S. pyogenes expresaron
un fenotipo M, mientras que en S. agalactiae el fenotipo MLSg fue el mas frecuente
(Portillo et al., 1999b; Portillo ef al., 2001). Igualmente, dentro de una misma drca
geografica como puede ser Madrid, las diferencias en la proporcién del fenotipo M
fueron apreciables entre S. pyogenes (84,9%) v S. agalactiae (6,3%) (Betriu et al.,
2000). En Francia, segin estudios recientes, ocurrié también un fenémeno similar: el
45,2% dc las cepas resistentes a eritromicina de S. pyogenes expresaron un fenotipo
M (Bingen et al., 2000), frentc a un 6-7,4% en cepas de S. agalactiae (De Mouy et
al., 2001; Fitoussi ef al., 2001b). Por otra parte, y también en consonancia con
nuestra experiencia, tanto en Francia como en Espaiia, el fenotipo M fue muy escaso
entre las cepas de S. preumoniae resistentes a macrolidos (<0,1-1,9%) (Arpin ef al.,
1999b; Portillo et al., 1999a; Betriu et al., 2000; Fitoussi er al., 2001a). Fuera de
Europa, estudios en Norte América y Asia confirmaron la distinta distribucién
fenotipica de acuerdo con la especie de estreptococos. Asi, en Canadd, la baja
prevalencia del fenotipo M en 8. agalactiae (12,5%) contrastd con el 70% de cepas
resistentes de S. pyogenes y el 55% de cepas de S. preumoniae que presentaron dicho
fenotipo {(Johnston ez al., 1998; De Azavedo et al., 1999; De Azavedo et al., 2001).
En el caso de Taiwan, las diferencias extremas en la distribucién del fenotipo M de
resistencia entre las cepas de S. pyogenes (>90%), S. prneumoniae (30-40%) y
S. agalactiae (14%) resultaron sorprendentes (Hsueh ef al., 1995; Hsueh ef al., 1999;
Hsueh ez al., 2000; Hsueh et al., 2001; datos no publicados de Hsueh ez al.).
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En La Rioja, los genes erm(B) o erm(TR) se detectaron indistintamente en cepas
de S. agalactiae con fenotipo MLSg inducible y constitutivo; las escasas cepas con
fenotipo M presentaron el gen mef{ A/E) (Tabla 28). Nuestros resultados coinciden
con otros publicados en Espafia recientemente (Betriu ef @/., 2000). De forma similar,
cn Francia, entre 1999-2000, los genes erm(B) y, en menor grado, erm(TR)
estuvieron ampliamente distribuidos en las cepas de S. agalactiae resistentes a
eritromicina que expresaron un fenotipo MLSg inducible o constitutivo (De Mouy et
al., 2001; Fitoussi et al., 2001b). Fue en este pais donde el gen mef(E) se describid
por primera vez en S. agalactiae (Arpin et al., 1999c), aunque, segin estudios
posteriores, su proporcion fue baja (De Mouy et al., 2001; Fitoussi ef al., 2001b). De
esta forma se confirmaron los estudios preliminares que indicaban que los genes mef
podrian estar diseminados en otras especies de estreptococos distintas a S. pyogenes
y 5. preumoniae, incluyendo 5. agalactiqe (Tait-Kamradt ef af., 1997). En Canada,
segun datos recientes publicados por De Azavedo ef al. (2001), et gen erm(TR) fue
predominante en las cepas de S. agalactiae resistentes a eritromicina (65,6%), y se
detectd en cepas con fenotipo MLSg inducible o constitutivo, mientras que el gen
erm(B) solo estuvo presente en cepas con fenotipe MLSg constitutivo (21,9%) (De
Azavedo ef al., 2001). En Taiwan, ¢l gen erm(AM), actualmente denominado erm(B)
(Roberts et al., 1999), estuvo presente en el 88,7% de las cepas de S. agalacriae con
fenotipo MLSp constitutivo y en la unica cepa analizada con fenotipo MLSg
inducible; por cotra parte, el 64,7% de las cepas con fenotipo M presentaron los genes
mef(E) y mef{A) (Hsueh ef al., 2001).

El gen mre(A), inicialmente considerado como un nuevo gen de eflujo de
macrdlidos (Clancy et al, 1997), fuec empleado en varios estudios como control
interno (De Azavedo er al., 2001; Fitoussi ez al., 2001b). De hecho, este gen estuvo
presente en todas nuestras cepas de S. agalactiae, tanto sensibles como resistentes a
eritromicing (Portillo ef af., 2001), y se ha descrilo recienlemente que puede (ener
una funcién metabdlica en dicha especie, codificando una flavoquinasa (Clarebout et
al., 2001). Como dato curioso, la presencia simultanea de dos melilasas dilerentes en
S. agalactiae se ha descrito en dos cepas con fenotipo MLSg (inducible o
constitutivo) en La Rioja (Tabla 28). Casos similares, también en cepas de

8. agalactiae con dicho fenotipo, se han registrado en Espafia y en Francia (Betriu er
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al., 2000; De Mouy ef al., 2001). Por otra parte, en cepas de S. agalactiae aisladas en
La Rioja, no se ha detectado por el momento la presencia simultinea de dos
mecanismos de resistencia distintos (por ejemplo, una metilasa Erm y un gen de
eflujo) en una misma cepa. Por el contrario, en Francia, De Mouy ef a/. (2001)
encontraron dos cepas de S. agalactiae con fenotipo MLSg constitutivo que portaron
a la vez los genes erm(B) y mef{A), v en Canadd, De Azavedo ef al. (2001) refirieron
una cepa de S aggalactiae con fenotipo MLSp constitutivo que presentd
simultdneamente los genes erm(TR) y mef. Aunque todas las cepas de S. agalactiae
de nuestra coleccidn resistentes a macrdlidos presentaron determinantes de
resistencia conocidos (Tabla 28), varios autores han referido cepas de esta especie en
las que los genes comunmente responsables de este tipo de resistencia no han sido
detectados (De Mouy et al., 2001; Fitoussi er al., 2001b; Hsueh ef al., 2001). La
resistencia en estos casos podria relacionarse con mutaciones en el ARN ribosomal
23S o en proteinas ribosomales, tal y como se ha descrito recientemente para
S. preumoniae (Tait-Kamradt et al., 2000a; Tait-Kamradt et a/., 2000b; Depardieu
and Courvalin, 2001; Canu ef a/., 2002).

En lo que se refiere a ofros antimicrobianos estudiados, todas nuestras cepas de
S. agalactiae fueron sensibles a penicilina y cefotaxima (Tabla 25). Estos
estreptococos coniintan considerdandose uniformemente sensibles a penicilina
(Berkowitz ef al., 1990; Ferndndez ef al., 1998; Pearlman et ol., 1998; Aitmhand er
al., 2000; Andrews er al., 2000; Lin er al., 2000; Ruess et al., 2000; Tyrrell er ai.,
2000; Ko ef al., 2001; Matsubara ef al., 2001; Murdoch ef al., 2001), aunque se ha
descrito tolerancia a penicilina ligada al fracaso terapéutico en pacientes con
infecciones serias por S. agalactiae (Betriu ef al., 1994). Sin embargo, y de acuerdo
von nueslros resultados (Tablas 18 y 23), algunos autores observaron que los valores
de CMI a penicilina eran entre 4 v 8 drdenes superiores en S. agalactive que en
S. pyogenes (Farley, 2001). En nuestro esludio, los valores de CMIsgep en S
agalactige fueron 0,047 / 0,064, respectivamente, frente a 0,008 / 0,012 en S.
pyogenes (Tablas 18 ¥ 25). Aunque no fue nuestro caso, si se han descrite cepas de
S. agalactiae intermedias a penicilina (Wu et al., 1997; Bland er al, 2001; De
Azavedo ef al., 2001; Hsueh ef al., 2001). Por otro lado, la cefotaxima es una

potencial alternativa para el tratamiento de neonatos y nifios con sospecha de
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meningitis, aunque es preferible emplear la penicilina por su menor costo y eficacia.
En numerosas estudios epidemiolégicos se afirmé la sensibilidad de las cepas de
S. agalactiae a cefotaxima (Ferndndez er al., 1998; Aitmhand er ai., 2000; Ruess et
al.,, 2000; Ko et al., 2001). Sin embargo, en un estudio reciente en Taiwan, se
describié una cepa de S. agalactice con una CMI de 2 pg/ml a penicilina y
resistencia a cefotaxima (CMI: 4 ug/mli) (Hsueh et al., 2001).

En S. agalactiae y de acuerdo con nuestros resultados, tras realizar la técnica de
PFGE mediante digestién con Swmal, la diversidad clonal fue una caracteristica
comun entre los aislados resistentes a eritomicina. Como se observa en la tabla 29, de
entre 25 aislados que pudieron tiparse con esta enzima, se obtuvieron 22 patrones
diferentes, dos de ellos estrechamente relacionados. En consonancia con nuestros
datos, en numerosos estudios previos se ha puesto de manifiesto que los aislados de
S. agalactiae son genéticamente diversos (Gordillo ef al., 1993; Elliott et al., 1998;
Rolland et al., 1999; Benson et al., 2001).

Streptococcus B-hemoliticos del grupo G y grupo C

Hay pocas referencias sobre la resistencia a macrdlidos en SGG y SGC. En La
Rioja y de acuerdo con los datos de nuestro estudio, en el periodo 1996-2001, los
porcentajes de resistencia a eritromicina en cepas clinicas de SGG y SGC fueron
12,8 v 25%, respectivamente (Tabla 33). En Zaragoza, segdn confirmaron los datos
de Seral et af. (2000c), entre 1997-98, las tasas de resistencia a eritromicina en SGG
v SGC fueron mas elevadas (47 y 36,1% v respectivamente). En Francia entre 1996-
97, los porcentajes de resistencia a eritromicina en estas dos especies bacterianas
fueron inferiores al 20% (Quentin, C. Comunicacion personal a Arpin, C.). Mds bajas
fueron las tasas de resistencia registradas en Finlandia, donde las proporciones de
cepas de SGG y de SGC resistentes a eritromicina (3,5 y 3,6%, respectivamente) y a
clindamicina (0,3 y 1%, respectivamente) fueron similares en el periodo 1992-95
(Kataja et ai., 1998b). En Inglaterra, a mitad de la década de 1980, la resistencia de
SGG y SGC fue inferior al 2% (Barnham and Cole, 1.886). Por otra parte, en un

estudio de sensibilidad a antibidticos realizado en EE.UU. entre 1991-96 en cepas de
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SGG y de SGC - procedentes en su mayoria de pacientes con bacteriemia -, los
niveles de resistencia a eritromicina fueron det 7,4 y 20% y respectivamente (Zaoutis
et al., 1999). En otra investigacion llevada a cabo en Taiwan entre 1993-94, el 23,5%
de cepas de SGG fueron resistentes a eritromicina y el porcentaje fue del 41,7% para
SGC (Wu et al,, 1997). Al igual que en otras especies de Strepfococcus descritas en
capitulos anteriores, se pone de manifiesto que la variacién geogrifica de la
prevalencia de la resistencia a macrdlidos en cepas de SGG y SGC es un hecho
documentado.

De acuerdo con nuestra experiencia, el fenotipo MLSg fue el unico detectado en
La Rioja en cepas clinicas de SGG y de SGC resistentes a eritromicina (Tabla 33).
No se detectd ninguna cepa con fenotipo M, lo que contrasta con lo descrito para
otros grupos de Streptococcus B-hemotliticos. Nuestros datos concuerdan con lo
descrito en otras zonas de Espafia para estos microorganismos (Seral et al., 2000c).
En el caso de los SGG, en nuestra drea, el 66,7% expresdé un fenotipo MLSg
constitutivo y el resto, inducible. Por otra parte, el 75% de las cepas de SGC mostro
un fenotipo MLSg constitutivo y el 25% fue de cardcter inducible. Asimismo, en
Francia, entre 1996-97, el fenotipo MLSg fue predominante en cepas de SGG y SGC,
y tan solo se detectd una cepa de SGC con fenotipo M (<0,1%) (Arpin et al., 1999b).
Sin embargo, en Finlandia, se encontraron grandes diferencias en la distribucién
fenotipica entre estas dos especies de estreptococos: el fenotipo MLSp fue
mayoritario en cepas de SGG (97%), mientras que la gran mayoria de cepas de SGC
expresaron un fenotipo M (95%) (Kataja et al., 1998b).

En La Rioja, todas las cepas de SGG y SGC resistentes a eritromicina, con
fenotipo MLSg inducible o constitutivo, presentaron el gen erm(TR). No se detectd
en nuestras cepas la presencia de ningin otro determinante de resistencia conocido
(Tabla 34). Del mismo modo, segin datos recientes de Seral ef al. (2000c), el 90% de
las cepas de estas dos especies analizadas en Zaragoza presentd también el gen
erm(TR); tan solo en una cepa de SGC con fenotipo MLSg constitutivo se detectd el
gen erm(B). Estos datos concordaron a su vez con los de Kataja ez al. (1998b) en lo
que se refiere a los SGG: en dicha especie, el gen erm(TR) fue mayoritario (94%) y
se detectd en todas las cepas con fenotipo MLSp inducible y en algunas con fenotipo

MLSg constitutivo; otras cepas con este tltimo fenotipo presentaron ocasionalmente
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el gen erm(B). En cambio, segin estos mismos autores, el 95% de las cepas de SGC
resistentes a eritromicina portaron el gen mef{lA) (Kataja et al., 1998b). En nuestro
estudio, de acuerdo con los resultados obtenidos, ninguna cepa de SGG ni de SGC de
nuestra coleccion presentd dos determinantes erm de resistencia, ni dos mecanismos
de resistencia diferentes de forma simultinea (Tabla 34). Sin embargo, en Zaragoza,
se detectd una cepa de SGG (con fenotipo MLSg inducible) que presenté a la vez los
genes erm(B) y erm(TR), y se aislé una cepa de SGC (con fenotipo MLSp
constitutivo) que presentd simultdneamente tres determinantes de resistencia:
erm(B), erm(TR) y mef{A) (Seral et al., 2000c¢).

En nuestro caso, todas las cepas de SGG y SGC fueron sensibles a penicilina, lo
que concuerda con datos previamente publicados por otros autores (Kataja er al.,
1998b; Zaoutis et al., 1999; Seral et al., 2000c), y a cefotaxima (Tabla 32).

Por otra parte, los resultados obtenidos por nuestro grupo tras someter las cepas de
SGG y SGC resistentes a eritromicina a la técnica de PFGE, revelaron una gran
diversidad clonal en ambas especies de estreptococos (labla 335). La capacidad de
esta técnica para demostrar el polimorfismo en cepas de SGG y SGC se ha

demostrado en estudios anteriores (Bert ef al., 1997).

S. pneumoniae

Innumerables publicaciones confirman que la resistencia a eritromicina y otros
macrolidos en S. prneumoniae estd aumentando durante la dltima década en Europa,
Asia, Africa y América (Geslin ef al., 1992; Marchese et al., 1995; Ducoffre, 1998;
Geslin, 1998; Baquero et al., 1999¢; Hsuch ef al., 1999; Jacobs ef al., 1999a; Schito
et al., 1999; Song et al., 1999; Huebner ef al., 2000; Lagrou et al., 2000; Hyde et al.,
2001). En nuestro estudio se analizé 1a tasa de resistencia a eritromicina en cepas de
S. pneumoniae recogidas en La Rioja entre 1996 y 2001, Segun nuestros datos,
durante 1996 se alcanzd un 64,4% de resistencia, y se observé una progresiva
disminucidn a lo largo del periodo de estudio, hasta llegar a un 47,3% en el afto 2001
{Tabla 39). La tasa de resistencia en nuestra comunidad fue superior a la que se

detectd en otras zonas préximas, como en Zaragoza, donde los porcentajes oscilaron
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entre un 30% y un 42% en el trienio 1997-99 (Seral et al., 2000a). Curiosamente, el
suave descenso en la resistencia a eritromicina observado en La Rioja durante los
seis afios de estudio fue similar al descrito en Italia por Marchese ef al. (2001) entre
1998-99 (desde un 31,7% hasta un 25,5%), pero contrario a la tendencia general
observada en Espaiia. Varias publicaciones sefialan que en nuestro pais la resistencia
a erifromicina aumentd de forma continua en la década de 1990 desde un 10% en
1990 a un 35%-42% en 1999, segin las regiones (Fenoll ef al., 1998; Baquero ef al.,
1999¢; Morosini et al., 2001; Oteo ef al., 2001; Pérez-Trallero ef al., 2001a; Seral er
al., 2001a).

Al igual que ocurre entre diferentes provincias espaiiolas, la prevalencia de la
resistencia a macrdlidos en S prneumoniae en todo el mundo varia
considerablemente. Segin datos del afio 1998, la tasa de resistencia fue alta en China
(80-81,5%), Japon (73%), Francia (47,3%) e Italia (42%), intermedia en EE.UU. (21-
22%) y Reino Unido (18,4%), y menor en Canada (7,5%) (Jacobs ez al., 39" ICAAC;
Thornsberry et al., 1999b; Sahm ef al., 2000; Schito et af., 2000; Ip et al., 2001;
Weiss et al., 2001b). Las diferencias observadas en la resistencia a macrélidos en
S. pneumoniae entre distintos paises pueden estar relacionadas con la distinta politica
de antibidticos y son numerosas las citas bibliograficas que hacen referencia a este
problema. Por ejemplo, un estudio llevado a cabo durante 1999-2000 en paises de
Europa Central y Europa del Este reflejé estas variaciones: las tasas de resistencia a
eritromicina en .S, preumoniae fueron bajas en Latvia, Republica Checa, Eslovenia y
Lituania (4,2-5,4%), probablemente debido al consumo limitado de antibidticos en
estos paises, mientras que en Hungria se alcanzé un 35% de resistencia (Nagai ef a/.,
2002a). En cepas de S. preumoniae recogidas entre 1993-96 y en 1997 en América
Latina y el Caribe, se observd que la tasa de resistencia a eritromicina era moderada
(6,4-12,9%), probablemente como reflejo del tipo de antibidticos utilizado (Tomasz
er al., 1998; Jacobs and Appelbaum, 2000), En cambio, la situacién fue mads
preocupante en EE.UU,, donde, de acuerdo con tres estudios multicéntricos, a
mediados de 1990 la tasa de resistencia alcanzo ¢l 10%, se siwd en un 19,2% entre
1997-98 y aumentd a un 25,7% entre 1999-2000 (Doem et al., 1996; Doern et al.,
1998; Doern ef al., 2001). Datos recogidos por Hyde ez al. (2001) mostraron que, en

EE.UU., el porcentaje de resistencia a eritromicina en cepas invasivas de S.
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preumoniae se duplicé entre 1995-99, de forma simultdnea al aumento del consumo
de macrdlidos, especialmente en nifios menores de 5 afios. De igual modo, el
aumento de la resistencia a eritromicina en neumococos experimentado en [talia
podria ser consecuencia de una mayor presion selectiva generada por ¢l aumento del
consumo de macrolidos en medicina (Oster ef al., 1999), como se demostro para S.
pyogenes (Seppild et al., 1995). Por el contrario, segin estudios del mismo tipo
flevados a cabo en Canada entre 1997-2000, el porcentaje de resistencia a
eritromicina se mantuvo en ese pais en torno al 8%, a pesar del aumento del consumo
de macrélidos, especialmente de azitromicina y claritromicina (Zhanel et al., 1999;
Hoban et ai., 2001). Por este motivo, también en Canada, Green ef al. (2000)
sugirieron que la resistencia a macrdlidos en S. preumoniae podria no estar
correlacionada con el consumo de éstos. Este fenémeno podria atribuirse a que, entre
1995 v 1999, el consumo global de antibidticos disminuyé en Canadd un 14%
(Zhanel er al., 40® ICAAC). Por otra parte, el aumento de la resistencia en
S. pneumoniae pucde deberse en parte al aumento del numero de cepas con altos
niveles de resistencia, lo que, a su vez, puede estar relacionado con el aumento del
consumo de macrolidos (Lifares ef af., 1992; Baquero ef al., 1999¢; Gay et al.,
2000). En este sentido, Hyde ef al. (2001) observaron un aumento de los valores de
CMlsg a eritromicina en cepas de S. pneumoniae con fenotipe M. En aigﬁn caso se ha
conseguido inducir in vitro la resistencia a eritromicina en S. pneumoniae mediante
pases sucesivos en presencia de antibidtico (Carsenti-Etesse ef al., 1996).

Segiln nuestros resultados, el 63,5% de las cepas de S. preumoniae de este trabajo
aisladas del tracto respiratorio superior fue resistente a eritromicina, frente a un
30,4% en cepas aisladas de sangre y LCR (Tabla 36). Esto concuerda con datos
previamente publicados que indican que la resistencia a macrélidos fue mayor entre
las cepas de S. preumoniae no invasivas, especialmente en las aisladas del tracto
respiratorio superior (Doern er al., 1996; Baquero er al., 1999¢; Doern er al., 1999,
Hsueh ef al., 1999; Thomsberry et al., 1999a; Marco et al., 2000). Por ¢l contrario,
en llalia en 1999, los porcentajes de resisiencia a4 macrolidos en cepas de
S. preumoniae aisladas de sangre fueron comparables a los encontrados en cepas de

origen respiratorio (=25%) (Marchese et al., 2001).
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En La Rioja, el 71,2% de las cepas de S. preumoniae aisladas de nifios menores
de 10 afios fue resistente a eritromicina, mientras que en adultos de edad
comprendida entre 31 y 70 afios, el porcentaje de resistencia no alcanzé el 40%
(Tabla 37). Aunque en algunos casos, no hubo diferencias significativas en términos
de resistencia a macrélidos entre pacientes de estos dos grupos de edad (Hsueh ef o,
1999; Marco et al., 2000; Weiss et al., 2001b), son varios los estudios que confirman
nuestros datos, afirmando que en S. preumoniae la frecuencia de resistencia a
macrolidos fue mayor en cepas aisladas de pacientes pediatricos que de pacientes
adultos (Doern ef al., 1996; Doern et al., 1999; Thornsberry et al., 1999a; Gay et al.,
2000; Marchese et al., 2001). Estas diferencias podrian atribuirse al elevado uso de
antimicrobianos en pediatria y a la transmision de cepas resistentes en guarderias. En
Grecia, entre 1997-99, Syrogiannopoulos et al. (2000) detectaron que el 18% de las
cepas de §. preumoniae aisladas de la nasofaringe de nifios menores de dos afios
fueron resistentes a eritromicina, observando correlacion entre la colonizacién con
cepas resistentes a eritromicina y la terapia previa con macrohdos. Segun estudios
epidemioldgicos similares realizados en Espafia, €l porcentaje fue mas elevado (23-
36%) (Garcia de Lomas ef al., 1997, del Castillo ef al., 1998) y aiin mucho mayor en
muestras nasales de nifios en China (72%) (Li et al., 2001).

La prevalencia de cepas de S. preumoniage con un determinado mecanismo de
resistencia varia geograficamente. En La Rioja, entre 1996-2001 y de acuerdo con
nuestros datos, el fenotipo de resistencia MLSp constitutivo fue el predominante
(98,3%) entre las cepas de S. preumoniae resistentes a eritromicina (Tabla 40 y
figura 26). Una situacién similar fue observada en toda Europa. Por citar algunos
casos, diremos que en ltalia (Marchese ef al., 1999; Oster ef al., 1999), en Espafia
(Baquero ez al., 1999¢; Portillo er al., 1999a; Pérez-Trallero et al., 2001a), en Francia
(Arpin et al., 1999b; Fitoussi et al., 2001a; Marchandin ef al., 2001) y en Bélgica
(Descheernacker ef al., 2000; Lagrou er af., 2000) ¢l [enolipo MLSg constitutive [ue
el mas frecuente, con tasas en torno al 90%. En Grecia y en varios paises de
Sudamérica, €l fenotipo MLSp constitulivo también [ue predominante, aunque con
unos porcentajes ligeramente inferiores (67,9 y 71,4%, respectivamente)
(Syrogiannopoulos et al., 2000; Tomasz er al., 1998, respectivamente}. Por el

contrario, el fenotipo M en S. preumonige fue mayoritario en Canada (55,8%)
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(Johnston ef al., 1998), en EE.UU. (61-85%) (Sutcliffe er al.,, 1996b; Corso et al.,
1998; Barry et al., 1998; Shortridge et al., 1999; Doemn et al., 2001; Hyde et al.,
2001) y en Reino Unido (61,4%) (Farrell ez al., 2001). En nuestro caso, este fenotipo
apenas representd un 1,2% del total de cepas de S. pneumoniae resistentes a
macrolidos (Tabla 40 y figura 26). Hipotéticamente, la rareza del fenotipo M en
Francia (Arpin et al., 1999b) podria explicarse por ¢l consumo en dicho pais de
macrolidos de 16 dtomos y por la seleccidn de cepas con fenotipo MLSg (Angot et
al., 2000). Sin embargo, en otros paises europeos, como Italia o Bélgica, donde los
macrdlidos de 16 dtomos no estin comercialmente disponibles, la resistencia
mediante eflujo tampoco es comun (Marchese ef al., 1999; Oster ef al., 1999; Lagrou
et al., 2000; Descheemaeker er gl., 2000; Del Grosso ef al., 2002). Por ¢l contrario,
en Japon, donde los macrélidos de 16 dtomos si estdn comercialmente disponibles, ¢l
40,3% de las cepas resistentes de S. pneumorniae presentaron el fenotipo M
(Nishijima et al., 1999). A la vista de estos datos, parece que la distribucion de
patrones de resistencia a macrélidos probablemente esté relacionada con la
diseminacién clonal de cepas resistentes, seleccionadas por factores diferentes al
consumo de macrdlidos, y con la diseminacidn epidémica de genes de resistencia a
macrdlidos (Angot ef al., 2000). Asimismo, en algunos casos, dentro de un mismo
pais también se han puesto de manifiesto las variaciones geograficas en la
distribucidn de fenotipos. Asi, segin estudios llevados a cabo en China en
S. preumoniae, €1 73% de las cepas resistentes presentd el fenotipo M en Hong Kong
(Ip et al., 2001), mientras que en Beijing, el 89% expreso un fenotipo MLSg (McGee
er al., 2001). Por otra parte, entre las cepas de 5. pneumoniae recogidas en nuestra
comunidad y de acuerdo con el test de doble difusion por disco, un escaso porcentaje
expresé un fenotipe MILSg inducible (1%) (Tabla 40 y figura 26). En cambio, en
Japén, a mediados de la década de 1990, el fenotipo MLSp inducible fue
predomminanle, representando un 59,7% de las cepas resistentes (Nishijima er al.,
1999). Conviene resaltar el hecho de que en neumococos, la expresién inducible de
la resistencia MLSg es ain una cueslion abierta (Rosaiu ef af., 1999; Zhoug er al.,
1999), dependiendo de los antibidticos utilizados en el test (eritromicina y
clindamicina con o sin rokitamicina) (Montanari et al., 2001), e incluso del medio de

cultivo (Jones et al., 1996). Agouridas et al. (1997) s¢ basaron en las CMIs a
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rokitamicina para distinguir entre el cardcter inducible o constitutivo de la resistencia
MLSg en S. preumoniae, tomando <1 y >4 ug/ml como los puntos de corte para las
cepas resistentes inducibles y constitutivas, respectivamente. Por otra parte,
Giovanetti et al. (2000) destacaron que el caracter inducible de las cepas de S.
pneumoniae resistentes a eritromicina no fue detectado mediante el test de doble
disco; sin embargo, mediante el método de CMI a rokitamicina todas las cepas
excepto una fueron inducibles. El significado de Ia resistencia MLS inducible parece
diferente en S. pneumoniae que en 8. pyogenes.

En La Rioja, al realizar los analisis mediante PCR, el gen erm(B) estuvo presente
en todas las cepas de S. pneumoniae resistentes a eritromicina que expresaron un
fenotipo MLSg constitutivo (CMI a eritromicina: 32->256 pg/ml). En la cepa
analizada con fenotipo M (CMI a eritromicina: 32 pg/ml), se detectd el gen mef(E)
(Tabla 41). Tipicamente, las cepas de §. preumoniae que presentan el gen mef tienen
valores de CMlyy para eritromicina <8 pg/ml (Sutcliffe ez al., 1996a; Marchese et al.,
1998; Marchesc et al., 1999; Shortridge et al., 1999; Lagrou et al., 2000), aunque s¢
han referido cepas con una CMI de hasta 32 pg/ml que expresan el fenotipo M
(Hoban ez ai, 2000), como fue nuestro caso (Tabla 41). Asimismo, en algunas
ocasiones, se ha descrito un pequefio porcentaje de cepas con el gen erm(B) y con
bajo nivel de resistencia a eritromicina (Pérez-Trallero, 2000; Morosini ef /., 2001),
aunque la mayoria expresa alta resistencia.

De acuerdo con nuestros resultados (Figura 29}, se ha descrito en varios estudios
que, aunque la proporcion entre los genes meflE) v erm(B) varia geograficamente,
mads del 97% de las cepas de §. preumoniae resistentes a macrélidos presentan uno
de estos dos genes (Johnston ef al., 1998; Klugman ef af., 1998; Shortridge et al.,
1999; Gay ef al., 2000; Syrogiannopoulos et al., 2000; Waites ef al., 2000; Morosini
et al., 2001). Como ocurrié con las cepas de nuestra coleccién, el determinante
erm(B) [0 erm(AM)] se detectd en cepas de S. pneumoniae con fenotipo MLSg
constitutivo en diferentes paises (Marchese ef al., 1998; Marchese er al., 1999;
Shortridge et al., 1999; Angot et al., 2000; Descheemacker ef /., 2000). Un reciente
estudio, llevado a cabo en nuestro pais por Morosini er af (2001), revelé que la
incidencia de este determinante es mayor en Espaiia (94,9% de cepas resistentes) que

en otras dreas del mundo, incluyendo paises mediterraneos y Norteamérica. En
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EE.UU. y Canada, la mayoria de las cepas de S. prneumoniae presentaron el gen
mef(E) v expresaron bajo nivel de resistencia a macrélidos (Corso ef al., 1998;
Johnston er al, 1998; Shortridge ef al, 1999). Segun datos de tres estudios
multicéntricos (Doern et al., 1996; Doem et al., 1998; Doern et al, 2001), el
porcentaje relativo de cepas de S. preumoniae resistentes a critromicina que
presentaron el gen mef{A) o el gen erm(B) apenas varié en EE.UU. entre 1994 y
1999. Por el contrario, dos estudios llevados a cabo en Atlanta (EE.UU), (Gay ef al.,
2000; Hyde et al., 2001) confirmaron que el porcentaje de cepas invasivas de
S. pneumoniae resistentes a macrdlidos asociadas al gen mef(E) casi se triplicé en
es0s mismos aflos, mientras que la proporcion de cepas con fenotipo MLSg sc
mantuvo estable. Las diferencias pueden deberse a que estos ultimos estudios se
limitaron al drea geografica de Atlanta y sélo fueron analizadas cepas invasivas. El
aumento de cepas de S. preumoniae que contenian el gen mef(E) se ha descrito
asimismo en Sudéfrica (Widdowson ef al., 1998; Huebner ef al., 2000), en Canada
(Johnston ef al., 1998) y en Hong Kong (Ip ef al, 2001). Segun estos autores, la
rapida diseminacién del gen mef{E) podria explicarse mediante la expansién de
clones mult-resistentes de S. prewmoniae y por la transferencia horizontal de
elementos genéticos entre ncumococos. Este mismo fendmeno fue observado en
3. pyogenes (De Azavedo er al., 1999).

Por otra parte, la cepa de S. preumoniae de nuestro estudio con fenotipo MLSp
inducible presenté el gen erm(TR) (Tabla 41). La primera identificacién de
resistencia a eritromicina en S. preumoniae atribuida inicamente a la presencia del
gen erm(A) [subclase erm(TRY)] se llevd a cabo en Grecia en cepas con fenotipo
MLS3 inducible (Syrogiannopoulos er al., 2001). En un estudio anterior (Betriu et
al.,, 2000), se habia encontrado una cepa de S preumoniae que portaba
simultdneamente el gen erm(A) [subclase erm(TR)] y el gen erm(B). En otros casos,
en cepas de S, preumoniae con fenotipo MLSg inducible se detectd et gen erm(B)
(Nishijima ez al., 1999; Angot et al., 2000; Nagai et al., 2002a).

In La Rioja no detectamos ninguna cecpa de S. preumoniae con un doble
mecanismo de resistencia (Tabla 41 y figura 29). Sin embargo, la adquisicién de una
metilasa erm(B)} y de un mecanismo de eflujo mef{A/E) en la misma cepa se ha

descrito en neumococos en muchas ocasiones en la literatura (Corso e al., 1998;
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Johnston et al., 1998; Angot et al., 2000; Gay ef al., 2000; Farrell ez /., 2001; Hoban
et al., 2001; Marchandin et al., 2001; McGee et al., 2001; Morosini et al., 2001;
Seral ef al., 2001a). Curiosamente, Lagrou ef al. (2000) detectaron los genes mef(E)
y erm(AM) en tres cepas con fenotipo M y bajo nivel de resistencia a eritromicina; a
pesar de la presencia del gen erm(AM), la resistencia a clindamicina no se expresé
constitutivamente y tampoco pudo ser inducida. Por otra parte, en Japén, Nishijima
et al. (1999} detectaron los genes erm(B) y mef{E) en diez cepas con fenotipo MLSp
inducible. De acuerdo con nuestros resultados, ninguna cepa de S. preumoniae
analizada en La Rioja presentd el gen msr(A) (Tabla 41). Seral et al. (2001a)
detectaron por primera vez el gen ms#(A) en S. preumoniae, asociado al gen erm(B)
en una cepa con fenotipo MLSp constitutivo, y al gen mef{A) en una cepa con
fenotipo M (6 MS). Aunque en nuestro caso no encontramos ninguna cepa de
3. preumoniae sin mecanismo de resistencia MLS conocido, son abundantes las
referencias en la literatura en las que, en cepas de S. preumoniae tesistentes a
critromicina y con actividad variable de clindamicina, no s¢ han detectado los genes
mef(E) ni erm(B) [0 erm(AM)], ni otros determinantes conocidos de resistencia a
macroélidos (Corso et al., 1998; Johnston ef al., 1998; Shortridge ef al., 1999; Gay et
al., 2000; Waites et al., 2000; Hoban er al., 2001). Probablemente, en estas cepas
existan otro u otros mecanismos de resistencia relacionados con mutaciones en el
ARN ribosomal 23S o en las proteinas ribosomales 14 v 1.22 (Tait-Kamradt et af.,
2000a; Tait-Kamradt er aqi., 2000b; Depardieu and Courvalin, 2001; Canu et af.,
2002), tal y como confirman los datos de Shortridge ef a/. (2002). Un reciente
estudio mostré que la prevalencia del mecanismo de resistencia mediado por
mutaciones de la proteina L4 en cepas de S. preumoniae resistentes a eritromicina
fue del 153% (Nagai er af., 20024).

La primera cepa de §. pneumoniae resistente a penicilina fue descrita en Boston a
mediados de la década de los 60; ¢n la actualidad, la resistenciz a esle betalactimico
en S. pneumoniae es prevalente y con frecuencia estd asociada con la resistencia a
otros antimicrobianos (Appelbaum, 1992; Klugman, 1990). La asociacion enlre
consumo de macrdlidos y resistencia a penicilina y entre consumo de betalactdmicos
y resistencia a erifromicina (seleccidn de corresistencia) desempefia un papel

importante en S. pneumoniae (Granizo et al., 2000b; Garcia-Rey et al., 2002).
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Como también confirman nuestros datos (Tabla 42), en muititud de estudios de
vigilancia epidemioldgica se observé que la resistencia a macrdlidos fue mds
frecuente en cepas resistentes a penicilina que en las sensibles (Geslin et al., 1992;
Marton ef al., 1992; Doern ef al., 1996; Barry et al., 1997; Tomasz ef al., 1998;
Baquero ef al., 1999¢; Thornsberry et al., 1999a; Green ef al., 2000; Benbachir et al.,
2001; Marchese et al., 2001; Morosini e al., 2001; Oteo ef al., 2001; Schmitz ef al.,
2001); en cambio este fenomeno no se observo para cefotaxima (Baquero ef al.,
1999¢). En nuestro estudio el porcentaje de resistencia a eritromicina fue mayor entre
las cepas con resistencia intermedia a penicilina que en las resistentes (69,9% frente
a 7,7%, respectivamente) (Tabla 42). Por el contrario, en otros casos, el porcentaje de
resistencia a eritromicina fue menor en las cepas intermedias a penicilina que en las
altamente resistentes (Doern ef al., 1996; Tomasz et al., 1998) o incluso, seglin otros
autores, no se detectaron diferencias (Baquero ef af., 1999¢; Oteo et al., 2001). La
resistencia a cefotaxima en S. preumoniae fue muy escasa en nuestro periodo de
estudio (0,4%) (labla 42) y todas las cepas resistentes a cefotaxima (n=3) fueron a su
vez resistentes a penicilina. El hallazgo en EE.UU. de cepas de S. preumoniae con
alta resistencia a cefotaxima y baja resistencia a penicilina y la confirmacion de que
esa resistencia podia adquirirse en un solo paso de transformacion, causd la alarma
entre los microbiélogos (Mufioz ef al., 1992), pero por fortuna este tipo de resistencia
es muy rara fuera de ese pais. Fenoll e af. (1998) encontraron s6lo tres cepas con ese
fenotipo entre mds de 9000 cepas analizadas y, en su caso, el porcentaje de
resistencia a cefotaxima. fue de un 2,5%.

Segun nuestros datos, en La Rioja entre 1996 y 2001 disminuyé la ausencia de
sensibilidad (cepas altamente resistentes y con resistencia interrnedia) a penicilina
(desde. un 60 a un 48,2%) y a cefotaxima (desde un 15,6 a un 35,5%) ¢n
S. pneumoniae (Tabla 43 y figuras 30 y 32). Del mismo modo, Cercenado ef al. (41"
ICAAC) documenlaron recientemente un descenso en Espafia de la incidencia de la
resistencia a penicilina y a cefotaxima en esta especie.

Por oura parte, una de las 11 cepas de S. preumonioe en las que analizamos la
resistencia a aminoglucésidos expresd resistencia de alto nivel a kanamicina
{CMI >1000 pg/ml), presentando el gen aph(3°)-1I; dicha cepa mostré un fenotipo

de resistencia MLSg constitutivo. Fue en 1991 cuando se describid en S. prewmoniae
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un elemento genético de 25,3 Kb, llamado Tn/545, que contenia los determinantes
tet(M), erm(B), asi como un determinante de resistencia para kanamicina (aph3’-IIT)
{Poyart-Salmeron et al., 1991). En un estudio reciente realizado en Espaiia por Seral
et al. (2000b; 2001b) se encontré que el 4,8% de las cepas de S. preumoniae
resistentes a eritromicina con el gen erm(B) contenian también el gen aph3’-1Il. En
cambio, en EE.UU., parece que aislados clinicos de S. preumoniae pertenecientes a

los clones 23F y 6B han perdido el gen aph3’-111 (Muiioz ef al., 1991).

Enterococcus spp.

Los resultados obtenidos con la serie de 78 cepas de Enterococcus spp. analizadas
pusieron de manifiesto la presencia de distintos mecanismos de resistencia a
antibiéticos MLS que se discuten a continuacion.

En La Rioja, el gen erm(B) fue el mds frecuentemente encontrado en las cepas de
Enterococcus altamente resistentes a antibidticos MLSg, independientemente de la
especie {39/40) (Tabla 45). Nuestros datos concuerdan con otros estudios en los que
el gen erm(B) fue mayoritario, con porcentajes que oscilaron entre el 85 y el 93% de
las cepas de Enterococcus resistentes a eritromicina (Jensen et ol., 1999; Aarestrup et
al., 2000c; Schmitz et al., 2000). Este determinante de resistencia se encuentra
ampliamente distribuido en estreptococos y enterococos, a menudo integrado en
transposones, como Tn917 (Tomich et al., 1980} y Tn/545 {(Courvalin et al., 1986),
cuya transferencia horizontal se ve altamente favorecida. Tres estudios recientes
reficren que los genes var [vafE) & vaiD)], relacionados con la resistencia a
estreptograminas de tipo A, se transfieren junto al gen erm(B) en cepas de E. faecium
(Jensen et al, 2000; Wemer ef al., 2000; Hammerum ef afl., 2001), y cabe la
posibilidad de que, en algunas ocasiones, erm(B)-vai(D) se encuentren integrados en
un mismo transposén. Con respecto a otros determinantes erm de resistencia, de
entre todas las cepas de enterococos de nuestra coleccion, tan s6lo una, perteneciente
a la especie E. faecium, presentd el gen erm(A) (Tabla 45). Un estudio publicado
simultdneamente confirmd, también con una frecuencia muy escasa, la presencia de

este determinante de resistencia en E. faecium (Schmitz et aol., 2000). A su vez,
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Jensen et al. (1999) detectaron el gen erm{C) en una cepa de E. faecium de origen
animal; sin embargo, dicho gen no fue encontrado en ninguna de nuestras cepas. De
igual modo, en nuestra coleccidn de cepas de enterococos, no se detectd la presencia
simultdnea de dos determinantes erm de resistencia; en cambio, Schmitz ef al. (2000)
demostraron la asociacion de erm(B) y erm(A) en dos cepas de E. faecium resistentes
a eritromicina. Se han referido en la literatura cepas de E. faecium con alto nivel de
resistencia a eritromicina sin un mecanismo de resistencia conocido hasta la fecha
(Schmitz et al., 2000), lo que implica que otros mecanismos contribuyen en la
resistencia a macrolidos en esta especie. Sin embargo, de acuerdo con nuestros
resultados, en La Rioja no se detectd ninguna cepa de estas caracteristicas.

Debido a la escasez de referencias en la literatura sobre sistemas de bombeo de
macrdlidos en enterococos, decidimos investigar en nuestras cepas la presencia de
genes de resistencia a macrolidos relacionados con bombas de etflujo descritos para
otros géneros de bacterias Gram-positivas. En un estudio preliminar, Fraimow ef al.
(97" GMASM) documentaron la presencia de los determinantes de eflujo mefd/E en
el 42% de las cepas de E. faecium analizadas —aunque estos datos nunca fueron
publicados- y, en otro estudio, se confirm¢ la presencia de genes mef en siete cepas
de Enterococcus spp. con bajo nivel de resistencia a eritromicina (Luna et al., 1999).
En nuestra serie de Enferococcus no se detectaron los genes mef. En cambio, la
amplificacion por PCR utilizando los cebadores publicados para el gen msr(A)
descrito en estafilococos, produjo resultados sorprendentes (Figura 38): Todas las
cepas de E. foecium analizadas, independientemente de su fenotipo de resistencia
MLS, dieron un resultado positivo, al contrario de 1o que ocurrid, sin excepcion, con
las cepas del resto de especies estudiadas (E. faecalis, E. durans, E. avium, E. hirae,
E. gallinurum y E. cassefiflavus). Se confirmd que la secuencia nucleotfdica del
amplicéon de tres cepas de E. faecium con diferente patrén de resistencia a
critromicina era idéntica y que, a su ves, mostraba un alio porcentaje de identidad
con el gen msr(A) de estafilococos. Por este motivo, y dado que los genes msr(A) y
msr(B) habian sido previamente publicados (Ross e/ af., 1990; Milton et al., 1992),
decidimos designar este nuevo gen como msrC (GenBank accesion n® AJ243209). A
su vez, se comprob6é mediante hibridacidn (southern blotting) que dicho gen se

encuentra localizado en el cromosoma de E. faecium, al contrario de msr(A) y
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msir(B), que son de origen plasmidico. El cardcter cromosémico de msrC, unido a su
presencia en todas las cepas de E. faecium, pero no en cepas de ofras especies del
mismo género, nos indujo a pensar que se trataba de un gen intrinseco. Nuestros
datos concuerdan con los posteriormente publicados por Singh ef al. (2001b). Seglin
los resultados de nuestro grupo y los obtenidos por Singh ez al. (2001b), el gen msrC
se detectd en las 256 cepas de E. faecium investigadas (todas de origen humano,
excepto dos cepas aisladas de animales), mientras que en ninguna de las otras
especies de enterococos analizadas se encontrd dicho gen, lo que corroboraba nuestra
hipétesis inicial de que msrC era un gen intrinseco en la especie E. faecium. Por el
contrario, cuando Werner ef a/. (2001) analizaron la presencia del gen msrC por
hibridacion en 139 cepas de E. faecium de diferentes origenes (aguas residuales,
animal —cerdos y pollos-, alimentario y humano), sensibles y resistentes a
eritromicina, encontraron que el 10,8% (n=15) fueron negativas para msr( (10 de 32
procedentes de muestras de pollos, 1 de 21 de aguas residuales, v 4 de 70 de origen
humano}. Estos nuevos datos sugirieron que msrC podria no ser un gen intrinseco en
cepas de E. faecium. En cualquier caso, teniendo en cuenta los tres estudios
combinados (Portillo er a/l., 2000; Singh er al., 2001b; Wemer er al., 2001), la
presencia del gen msrC se ha documentado (mediante PCR y/o hibridacién) en el
98,7% de, aproximadamente, 320 cepas de E. faecium aisladas de humanos. Ante
esto, podriamos preguntarnos si la sonda de msrC utilizada por Werner et al. (2001),
es capaz de abarcar el gen completo o si puede que €ste no se detecte en algunos
casos en los que haya sufrido una delecién parcial. Ain con todo, parece que sélo en
un pequefio porcentaje de cepas de E. faecium no se detecta el gen msrC con 1os
cebadores establecidos por Werner ef al. (2001).

Por olra parle, parece que €l gen msrC si es especifico de E. fuecium (ya que en
ningin caso se ha encontrado en cepas de enterococos de una especie diferente), pero
no es lo suficientemente seusible como para identificar todas las cepas de esta
especie. Esta puede ser una limitacién a tener en cuenta en cualquier método de
identificacidon de especies basado en un solo gen, sobre todo si se trata de un gen no
esencial, como en el caso que nos ocupa. Mutantes con ¢l gen msrC inactivado no
experimentaron diferencias en su cinética de crecimiento con respecto a la cepa

parental (Singh et a/., 2001b).
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Quedaria alin por determinar si el gen msrC fue adquirido horizontalmente por
E. faecium en el pasado, o st se trata de un gen intrinseco que se ha perdido durante
la evolucion de esta especie en un pequeifio porcentaje de cepas. Si lo primero es
cierto, la deteccion de msrC en mas del 95% de las cepas sugiere que, o bien fue
adquirido muy pronto en la historia de esta especie, o bien su presencia ofrece una
ventaja sustancial. Se sabe que este gen no es esencial para la supervivencia in vitro
de E. faecium; por este motivo, parece que su funcion, cualquiera que sea, es
secundaria para la supervivencia de la célula y/o podria ser asumida por otro
componente celular. Asimismo, la secuenciacion de las regiones que rodean msrC
puede revelar la presencia de elementos que hagan pensar en una transferencia
horizontal de dicho gen entre cepas de E. faecium, o alternativamente, pueden
encontrarse restos de ms#C, que sugieran la delecidn de un gen que fue intrinseco en
esta especie. Estos estudios y otros similares posiblemente nos ayudarian a descubrir

como han evolucionado las distintas especies de enterococos.

Por otra parte, la secuenciacién de los productos de PCR de tres cepas de
E. faecium de nuestra coleccion y la posterior comparacion de su secuencia de AA
con otras existentes en el banco de genes (MsrA y MsrB, entre otras), pusc de
manifiesto que, al 1gual que ellas, MsrC era una proteina de la familia de los
transportadores ABC (Figura 39). Dicho término fue acufiado en 1990 (Hyde et al.,
1990), basdndose en el reconocimiento general de la importancia de esta familia de
proteinas, evolutivamente relacionadas pero funcionalmente diversas, que hidrolizan
ATP como fuente de energia. En general, cada transportador ABC tiene cierta
especificidad de sustrato, y, esencialmente, existe un transportador ABC para cada
tipo de moléculfa que debe atravesar una membrana celular, Asi, s¢ conocen sistemas
de este tipo especificos de iones inorganicos, azicares, aminodcidos, protefnas y
polisacaridos complejos, aunque muchos son multi-especificos. También es cierto
que muchos de ellos parecen haberse diversificado en cuanto a sus funciones. En un
primer momento fucron identificados como sistemas de incorporacién de nutrientes,
pero en la actualidad se sabe que un gran ndmero son exportadores; sin embargo, en
otros casos, actilan como simples canales o incluso como reguladores (Higgins,

2001). Desde un punto de vista estructural, la unidad bésica de un transportador ABC
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estd formada por cuatro dominios: Dos de ellos son los denominados dominios
transmembrana (TM), que atravicsan la membrana varias veces mediante o-hélices
(tipicamente, 12 por cada transportador) y determinan la especificidad mediante
sitios de unidn de sustrato. Los otros dos dominios son los denominados sitios de
unién de ATP o de nucledtidos (NBD), que son hidrofilicos y se asocian
periféricamente a la cara citoplasmatica de la membrana. Estos dominios NBD estdn
compuestos por, aproximadamente, 215 AA del dominio ABC. Cabe destacar que la
conservacion del dominio ABC es importante para definir y delimitar esta familia de
proteinas (Higgins et al., 1986). En nuestro caso, la homologia de MsrC con las
regiones que contenian motivos NBD y la secuencia sefial del dominio ABC descrito
para otros determinantes de eflujo de antibidticos MLS (eritromicina, tilosina,
carbomicina, pristinamicina y virginiamicina) en Gram-positivos, fue alta
(Figura 39).

Una vez estudiado este fragmento del gen msrC, secuenciamos el gen completo,
de 1479 pb -un tamafio similar al de msr{A)- de las tres cepas de E. faecium de
nuestra coleccion. La identidad encontrada entre las secuencias de msrC y msr(A)
fue del 43%, y la similitud entre proteinas fue del 54,6%. Al mismo tiempo, Singh ef
al. completaron dicha secuencia de una de sus cepas de £. faecium y la depositaron
en el banco de genes (n° de acceso: AY004350). Esta mostré la maxima identidad
(95%) con el fragmento de 405 pb previamente publicado por nuestro grupo y un
53% con la de msr(A) (Singh ef al., 2001b). Segtin se ha descrito en la literatura, la
proteina MsrA tiene dos motivos NBD, separados entre si por un interdominio
flexible, rico en glutamina y otros aminodcidos hidrofilicos, y con un patrdn
especifico de aminoécidos hidrofobicos (Q-linker) (Ross et al., 1990). En MsrC se
encontrd que la region correspondiente a ésta era también m4s rica en ghitamina que
el resto de la secuencia (Singh ef /., 2001b).

Por olra parte, ¢l contenido en C-G del gen msrC de nuestras cepas (37%)
comparado al del total del genoma de E. faecium (37-40%) es un aspecto mds que
podria llevarnos a pensar en el posible cardcter no adquirido, sino intrinsece de este
gen.

El gen msr(A), que presenta en su sccuencia un porcentaje de identidad

relativamente elevado con msrC, confiere en estafilococos resistencia a macrolidos
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de 14 y 15 4tomos y a estreptograminas de tipo B, tras induccion con eritromicina

(Ross er al., 1990). Por otra parte, se ha observado que, en general, la especie E.

Jaecium es menos sensible a macrdlidos que otras especics de Enterococcus 0

Streptococcus (Neu, 1993). Por este motivo, se realizaron ensayos de acumulacidn

intracelular de eritromicina, a fin de estudiar Ia posible relacién entre msrC y la

menor sensibilidad a eritromicina en FE. faecium. Las cepas de E. faecium
investigadas (todas con msrC) presentaron un sistema de eflujo de eritromicina

(Figuras 43 y 44). Del mismo modo, este efecto fue observado en una cepa de E.

Jaecalis (sensible a eritromicina y sin msrC) (Figura 45), lo que puso en evidencia la

posible presencia de multiples bombas de eflujo en enterococos, muchas de ellas sin

identificar y cuya funcién hasta ahora se desconoce. Posteriormente, realizamos
ensayos similares con la cepa de E. faecium SE34 -cedida por la Dra. Bérbara

Murray (Universidad de Texas)- y dos mutantes, obtenidos a partir de ésta, en los

que el gen msrC habia sido inactivado (Singh er al., 2001b). A pesar de que en los

mutantes se observo una disminucion de los valores de CMI a macrodlidos de 14, 15 y

16 4tomos y a estreptograminas de tipo B de entre 2 y 8 unidades (Singh et al.,

2001b), en las tres cepas mencionadas detectamos un sistema de bombeo y no

observamos diferencias significativas entre ellas (Figura 46). Estos resultados nos
hacen plantearnos varias posibilidades:

1. La menor sensibilidad de E. faecium a macrdlidos podria deberse a la accién
combinada de varias bombas, incluyendo MsrC, que reconocerian eritromicina
como sustrato. De este modo, la inactivaciéon de msrC no produciria una
disminucion significativa en la expulsién de eritromicina al exterior de la célula,
aunque si podria provocar ligeros cambios en la sensibilidad a macrélidos, tal y
como han observado Singh er af. (2001b).

2. El gen msrC podria codificar un sistema de eflujo que no bombease macrolidos.
En contra de esta posibilidad estd el hecho de que la inactivacién del gen msrC

provoca una disminucion en la CMI a eritromicina.
De manera general, se sabe que en una célula bacteriana, aproximadamente el

10% de los genes codifican proteinas de transporte (ver lista de genomas de

procariotas en la base de datos de TIGR: http://www.tigr.org/). La funcién de este
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nuevo gen msyC, aun hoy en dfa desconocida, pucde ser otra diferente a la de
resistencia a macrdlidos, aunque los resultados obtenidos por el momento parecen
indicar que afecta al eflujo de eritromicina. Este efecto indirecto se ha descrito en
otros casos, como ¢l de la flavoquinasa MreA de §. agalactice, que confiere
resistencia a macrdlidos en E. coli mediante un mecanismo desconocido por el
momento (Clancy ez al., 1997; Clarebout et al., 2001).

La presencia de multiples posibles transportadores ABC en el genoma de
E. faecalis, como ABC16 (relacionado con la resistencia a eritromicina, azitromicina
y claritromicina) y ABC23 (implicado en la resistencia a virginiamicina y
quinupristin-dalfopristin) (Davis et al., 2001; Singh et al., 41* ICAAC), y de otros en
la secuencia preliminar de E. faecium (www.hgsc.bem.tmce.edu/microbial/efaccium),
sugiere que puede haber otros candidatos con una funcién similar a la de msrC.

Aunque no son muchas las referencias existentes en la literatura, también se ha
afirmado que la resistencia intrinseca de enterococos a ciertos antibidticos puede
deberse en parte a genes que codifican bombas de eflyjo de multi-resistencia
(sistemas MDR), que expulsan al exterior cloranfenicol, tetraciclina, norfloxacino
y/o diferentes compuestos téxicos, como bromuro de etidio (Midgley, 1994; Lynch ef
al., 1997; Jonas er al., 2001), pero algunos de estos sistemas no han sido atin

identificados.
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Conchasiones

Se detectaron altas tasas de resistencia a eritromicina en aislados de S. pyogenes,
S. agalactiae y Streptococcus -hemoliticos de los grupos C y G obtenidos en la
Rioja, con valores que oscilaron entre un 13 y un 25%. Un porcentaje superior

fue detectado en aislados de S. preumoniae (54%).

Se observé una disminucidon en el porcentaje de aislados resistentes a
eritromicina en las especies S. pyogenes y S. pneumoniae a lo largo del periodo
analizado (1996-2001), desde un 35 a un 20% en el caso de S. pyogenes, y desde

un 64 aun 47% en S. preumoniae.

Entre los atslados resistentes a eritromicina, el fenotipo M de resistencia fue el
mas frecuente en S. pyogenes (80%); por el contrario, ¢l fenotipo MLSp fue
exclusivo en aislados de Streptococcus P-hemoliticos de los grupos C y G y
aparecié como mayoritario entre los aislados de S. agalactiae y S. preumoniae
(>97%). Asimismo, en la mayor parte de los aislados con fenotipo MLSg, se
detectd expresion constitutiva (entre un 67 y un 100%, en funcion de la especie).
Los valores de CMI a eritromicina fueron menores en los aislados con fenotipo

M que en aquellos con fenotipo MLSg.

En todos los aislados de S. pyogenes, S. agalactiae y S. pneumoniae con fenotipo

M de resistencia, se detectaron los genes mef{ A) o mef(E).

Los genes erm(B) v erm(TR) se detectaron exclusivamente en las cepas de
Streptococcus con fenotipe MLSg. El gen erm(B) fue predominante en
S. pneumoniae, mientras que todos los aislados de Strepfococcus del grupo C y
grupo G presentaron ¢l gen erm(TR). En el grupo de aislados de S. pyogenes y
S. agalactiae, 1os dos genes anteriormente citados se encontraron en la misma

proporcion, siendo su presencia simultinea en algunos casos.
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Se detectdé moderada diversidad clonal entre los aislados de S. pyogenes
resistentes a eritromicina (30 aislados, 9 clones), poniéndose en evidencia la
presencia de aislados de un mismo clon en diferentes afios del estudio. Se
observé una gran diversidad clonal en los aislados de Streptococcus B-

hemoliticos de los grupos B, C y G.

El gen erm(B) fue encontrado en todas las cepas de Enterococcus con alto nivel
de resistencia a eritromicina (CMI > 128 pg/ml), con la excepcion de una cepa de
E. faecium en la que se detectd el gen erm(A). Los genes erm(C), y mef{A/E) no

fueron detectados en ninguna de las cepas estudiadas.

En todas las cepas de E. faecium, con independencia de su fenotipo de resistencia
a erifromicina, se detectd un nuevo gen que fue denominado msrC. El resto de

especies de Enterococcus analizadas no presentaron dicho gen.

El gen msrC, descrito en E. faecium, contiene 1479 pb y posee una identidad de
un 53% con el gen msr(A), descrito en Staphylococcus y relacionado en dicho

género bacteriano con la resistencia a macrélidos y estreptograminas de tipo B.

El gen msrC codifica una proteina de 492 amino4cidos que presenta una similitud
del 54% con Msr{A) ¥ contiene los motivos A y B tipicos de los transportadores
ABC. Se observaron mutaciones puntuales en la secuencia de aminodcidos de

Msr(C en cepas de £. faecium con diferentes niveles de resistencia a eritromicina.

Se evidencio un sistema de bombeo de eritromicina, dependiente de energia, en
cepas de E. faecium con diferentes niveles de resistencia a dicho macrélido. La

bomba de eflujo MsrC podria estar relacionada con este bombeo de eritromicina.
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