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RESUMEN

En los Gltimos anos se ha observado un incremento en la resistencia a los anti-
bidticos Macrolidos-Lincosamidas-Estreptograminas (MLS) en distintas especies de
Streptococcus, tanto en Espana como en otros paises. Existen dos fenotipos de
resistencia a antibidticos MLS en Streptococcus spp.: fenotipo MLSg (conlleva resis-
tencia a macrélidos de 14, 15 y 16 dtomos, lincosamidas y estreptograminas del
grupo B) y fenotipo disociado M (implica resistencia a macrélidos de 14 y 15 ato-
mos, pero no a macrolidos de 16 dtomos, lincosamidas o estreptograminas). En La
Rioja se ha estudiado la resistencia a antibiéticos MLS en 501 cepas clinicas de
Streptococcus pertenecientes a distintas especies, asi como los fenotipos de resis-
tencia y los mecanismos de resistencia implicados. Los porcentajes de resistencia a
eritromicina detectados fueron: S. pneumoniae (54%, del cual el 74% se encontrd
en aislamientos de ninos menores de 10 anos), S. pyogenes (29%), S. agalactiae
(14,7%) y Streptococcus grupo Cy G (12,5% y 10,7%, respectivamente). Entre las
cepas de Streptococcus resistentes a eritromicina, los fenotipos mis frecuentemen-
te encontrados fueron: fenotipo M en S. pyogenes [mecanismo de resistencia:
bomba de eflujo mediada por el gen mef{A)] y el fenotipo MLSs en el resto de las
especies de Streptococcus estudiadas [mecanismo de resistencia: sintesis de metila-
sa de TRNA 23S mediada por diferentes genes del grupo erm]. Los distintos fenoti-
pos vy mecanismos de resistencia a antibidticos MLS encontrados en las cepas de
Streptococcus tienen importancia clinica, y permiten orientar sobre las diferentes
opciones terapéuticas.

Palabras clave: resistencia a macrolidos, Streptococcus spp., genes de resistencia
a macrolidos.

An increase in Macrolide-Lincosamide-Streptogramin (MLS) resistance among
Streptococcus spp. has been reported in Spain and in many other countries in recent
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years. Two types of MLS resistance phenotypes have been described in
Streptococcus spp.: MLSs phenotype, which confers resistance to 14, 15 and 16 atom
macrolides, lincosamides and group B streptogramins, and dissociated M phenoty-
pe, which confers resistance to 14 and 15 atom macrolides, but not to 16 atom
macrolides, lincosamides or streptogramins. MLS resistance among 501
Streptococcus isolates of a variety of species has been studied in La Rioja. Resistance
phenotypes and the mechanisms involved were analysed. Erythromycin resistance
percentages were as follows: S. pneumoniae (54%, of which 74% were found in iso-
lates from children under 10), S. pyogenes (29%), S. agalactiae (14, 7%) and group
C and G Streptococcus (12,5 and 10,7%, respectively). The most frequent phenoty-
pes among erythromycin resistant strains were: M phenotype (mediated by an efflux
pump) for S. pyogenes, and MLSs phenotype (mediated by 23S rRNA methylases enco-
ded by group erm genes) for the other species studied. This variety of MLS phenoty-
pes and resistance mechanisms have important clinical consequences for establis-
bing correct therapeutic treatments.

Key words: macrolide resistance, Streptococcus spp., macrolide resistance genes.

0. INTRODUCCION

Distintas especies del género Streptococcus tienen un especial interés en medi-
cina, ya que pueden ser responsables de multiples procesos infecciosos. Entre estas
especies destacaremos Streptococcus pneumoniae (también denominado neumoco-
co), Streptococcus pyogenes (Streptococcus 3-hemolitico del grupo A), Streptococcus
agalactiae (Streptococcus R-hemolitico del grupo B) y Streptococcus R-hemoliticos
de los grupos Cy G.

S. pneumoniae es con frecuencia el agente etiolégico de la neumonia adquiri-
da en la comunidad o de meningitis en adultos, asi como también de otitis aguda
en ninos. S. pyogenes es un patégeno que frecuentemente coloniza y causa infec-
ciones del tracto respiratorio superior como faringitis, tonsilitis, o sinusitis y tam-
bién puede ocasionar infecciones cutineas y sistémicas (Bisno, 1995). S. agalactiae
es una causa comun de infecciones neonatales severas, aunque también puede cau-
sar infecciones en adultos, especialmente en pacientes inmunocomprometidos o
con enfermedades de base (Harrison et al., 1995; Blumberg et al., 1996; Lin et al.,
2000). Por ultimo, los estreptococos de los grupos C y G forman parte de la flora
normal de la faringe, piel, tracto intestinal y vagina; sin embargo, estos microorga-
nismos pueden ser causa de faringitis y de diversas infecciones severas en huma-
nos (Salata et al., 1989; Vartian et al., 1985).

El tratamiento de eleccion de las infecciones estreptocdcicas es la penicilina. Sin
embargo, en muchas ocasiones, bien por presentar las bacterias mecanismos de
resistencia a antibidticos -lactimicos (relativamente frecuente en S. pneumoniae,
pero no en las otras especies de estreptococos) (Linares et al., 2000) o bien por pre-
sentar los pacientes problemas de alergia a penicilina, es necesaria la bisqueda de
otras alternativas terapéuticas, entre las cuales se encuentran los macrolidos.

Los macrolidos constituyen un grupo de antibidticos caracterizados desde el
punto de vista estructural por poseer un anillo macrociclico unido a dos azicares.
Los derivados dotados de mayor actividad tienen un anillo de 14 a 16 dtomos. El
mecanismo de accion de este grupo de antibidticos es la unién a la subunidad 508
de los ribosomas bacterianos, inhibiendo la sintesis proteica. Existen otros dos gru-
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TABLA 1
CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS MACROLIDOS, LINCOSAMIDAS Y
ESTREPTOGRAMINAS

Grupo de antibidticos Antibidticos

MACROLIDOS
Anillo de 14 itomos Eritromicina
Roxitromicina
Claritromicina
Oleandomicina
Diritromicina
Fluritromicina

Anillo 15 dtomos Azitromicina

Anillo de 16 4tomos Espiramicina
Josamicina
Midecamicina
Rokitamicina

LINCOSAMIDAS Lincomicina

Clindamicina

ESTREPTOGRAMINAS Pristinamicina
Virginiamicina
Quinupristin-dalfopristin

pos de antibidticos: lincosamidas y estreptograminas, que, aunque poseen diferen-
cias estructurales con los macrolidos, presentan un mecanismo de accién similar y
también estan muy relacionados en sus mecanismos de resistencia. En la tabla 1 se
detallan los distintos antibiticos incluidos en el grupo Macrélidos-Lincosamidas-
Estreptograminas (MLS).

En los dltimos anos se ha observado un incremento importante de la resisten-
cia a antibidticos macrolidos en cepas de Streptococcus de las diferentes especies,
tanto en Europa como en EE.UU. En Espana, la resistencia a macrdlidos en S.
pneumoniae era escasa hasta 1985 (<3%). Sin embargo, en la Gltima década se ha
producido un incremento progresivo de la resistencia a macrolidos en todo el pais.
Esta evolucién puede haber sido debida a la diseminacion epidémica de ciertos
serogrupos (6, 14, 15, 19 y 23) bajo la presion selectiva de un mayor uso de macré-
lidos (Linares et al., 2000). Asi, en un estudio realizado en Barcelona se pasé de
7,1% de resistencia en 1986 hasta un 29% en 1997 (Linares et al., 1992; Lifares et
al., 2000) y de la misma forma ocurrié en otras zonas de Espana (Soriano et al.,
1993; Fenoll et al., 1998). En un estudio reciente realizado con aislamientos de .
pneumoniae procedentes de 14 hospitales espanoles (1220 cepas recogidas desde
mayo de 1996 hasta abril de 1997), el 35% de dichas cepas fueron resistentes a eri-
tromicina. En este estudio se observé una gran diferencia entre las cepas no-inva-
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sivas procedentes de ninos (36-60% de resistencia a eritromicina) y cepas invasivas
(13-16%) (Garcia de Lomas et al., 1998). Las cepas de S. pneumoniae que presen-
tan resistencia a eritromicina, con frecuencia son resistentes a otros antibiticos. De
manera similar a S. pneumoniae, también se ha observado un incremento de la
resistencia a macrolidos en las cepas de S. pyogenes (Hsueh et al.,; 1995; Cocuzza et
al., 1997; Cornaglia et al., 1998; Garcia-Bermejo et al., 1998; Munoz-Bellido et al.,
1998; Orden et al., 1998; Pérez-Trallero et al., 1998), S. agalactiae (Fernandez et al.,
1998; Pearlman et al, 1998; Arpin et al., 1999), Streptococcus grupo C y
Streptococcus grupo G (Kataja et al., 1998).

Se han descrito dos mecanismos de resistencia a macrélidos en el género
Streptococcus: A) modificacion de la diana de accion de los macrélidos y B) eflujo
activo del antibidtico. Estos dos mecanismos de resistencia confieren diferentes
fenotipos de resistencia a los antibiéticos MLS de gran interés en la prictica clini-
ca. El primero de los mecanismos de resistencia, “modificaciéon de la diana de
accion de los macrolidos”, ocurre en los ribosomas, a través de una rRNA metilasa
que modifica un residuo de adenina del rRNA 23S; esta metilacién provoca un cam-
bio conformacional en el ribosoma que da lugar a una menor afinidad de unién de
macrolidos (de 14, 15 y 16 atomos) y también de lincosamidas y estreptograminas
B (antibiéticos MLSs) por su diana en la subunidad ribosomal 50S (Leclercq et al.,
1993). Por tanto, el fenotipo de resistencia en las cepas con este mecanismo de
resistencia es el denominado MLSs, siendo la bacteria resistente a todos los anti-
bidticos MLSs (Tabla 2). La resistencia MLSs puede presentar una expresion consti-
tutiva (se expresa tanto en presencia como en ausencia de macrolidos) o inducible
(solo se expresa previa induccién en presencia de eritromicina). Se han descrito
diferentes metilasas que confieren resistencia a antibiéticos MLSs y que estan codi-

TABLA 2
FENOTIPOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MACROLIDOS, LINCOSA-
MIDAS Y ESTREPTOGRAMINAS (MLS) QUE SE PUEDEN DETECTAR EN
CEPAS DE Streptococcus Y POSIBLES MECANISMOS ASOCIADOS.

Fenotipo de La bacteria es resistente a los antibiéticos: Mecanismo de
Resistencia Resistencia
Sensible Sensible a todos los antibiéticos MLS Sin mecanismo
MLSs Macrélidos de 14 dtomos (ej. eritromicina) rRNA metilasas

Macrdlidos de 15 dtomos (ej. azitromicina)
Macrdélidos de 16 dtomos (ej. espiramicina,
josamicina, midecamicina)
Lincosamidas (¢j. clindamicina)
Estreptograminas del grupo B

M Macrdlidos de 14 dtomos (gj. eritromicina) Bomba de eflujo activo
Macrdlidos de 15 dtomos (ej. azitromicina)

*La expresién puede ser constitutiva (la resistencia se expresa siempre) o inducible (la resistencia se expresa sélo pre-
via induccién con eritromicina).
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ficadas por diferentes genes erm [erm(A), erm(B), erm(C) y erm(TR) entre otros]
(Roberts et al., 1999). El segundo de los mecanismos de resistencia a antibidticos
macrolidos es por “eflujo activo del antibiotico”, es decir, por la existencia de bom-
bas de achique o de eliminacion del antibidtico al exterior de la célula. Este meca-
nismo de resistencia se caracteriza por conferir un fenotipo de resistencia disocia-
do, también denominado fenotipo M (la bacteria con este mecanismo presenta
resistencia a macrolidos de 14 y 15 atomos de carbono, como eritromicina y azi-
tromicina, y sensibilidad a macrodlidos de 16 dtomos, como josamicina o mideca-
micina, y también a lincosamidas y estreptograminas) (Tabla 2). Dicho mecanismo
de resistencia estd mediado en Streptococcus por los genes mef [meflA) o mef(E)]
(Clancy et al., 1996; Tait-Kamradt et al., 1997).

El grupo de trabajo formado por investigadores del Area de Bioquimica y
Biologia Molecular de la Universidad de La Rioja y del Laboratorio de Microbiologia
del Hospital San Millan de Logrofo, ha estudiado durante estos ultimos anos los
fenotipos de resistencia a antibioticos MLS en cepas clinicas de las especies S.
pneumoniae, S. pyogenes, S. agalactiae'y Streptococcus grupo Cy G, asi como tam-
bién ha llevado a cabo la caracterizacion molecular de los mecanismos de resis-
tencia implicados, determinando el cardcter constitutivo o inducible de la resisten-
cia (Portillo et al., 1999; Portillo et al., 2000; Portillo et al., 2001). Las diferencias
encontradas en los mecanismos de resistencia en funcion de la especie de
Streptococcus estudiada son de gran interés desde el punto de vista del tratamien-
to de los procesos infecciosos por dichos microorganismos. En la presente publi-
cacion se hace una revision de los resultados obtenidos por el grupo en esta linea
de investigacion.

1. MATERIAL Y METODOS

Se analizé un total de 501 cepas clinicas de Streptococcus de las especies:
S. pneumoniae (n= 192), S. pyogenes (n= 137), S. agalactiae (n= 1306), Streptococcus
del grupo C (n= 8) y Streptococcus del grupo G (n= 28). La identificacion de S.
pyogenes y otros Streptococcus B3-hemoliticos fue realizada mediante morfologia
macroscopica de las colonias, tincion de Gram, catalasa, hemolisis, sensibilidad a
bacitracina y test de aglutinacion con sueros especificos (BioMérieux). Los aislados
de S. pneumoniae se identificaron segin la morfologia macroscépica de las colo-
nias en agar Mueller Hinton sangre, tincion de Gram y sensibilidad a optoquina.
Las cepas estudiadas correspondian a aislados consecutivos, obtenidos a partir de
diferentes muestras clinicas en el laboratorio de Microbiologia del Hospital San
Millan de Logrono durante 1996-1997 (S. pyogenes y S. pneumoniae), 1999-2000 (S.
agalactiae) y 1997-1999 (Streptococcus grupos Cy G). El origen de las cepas inclui-
das en el estudio se detalla en la Tabla 3.

Se realizaron estudios de sensibilidad para eritromicina (ERD), clindamicina
(CLD), espiramicina (SPD) y virginiamicina (VGN) por el método de difusiéon con
disco en agar Mueller Hinton (Difco) suplementado con 5% de sangre de carnero
(BioMérieux) (NCCLS, 1999). Los puntos de corte utilizados para SPI y VGN fueron
los recomendados por otros autores (Report of the Comité de I’Antibiogramme de
la Société Francaise de Microbiologie, 1996). Se realiz6 también un estudio de
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMIs) para ERI, penicilina y cefotaxima, uti-
lizando el método del E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden). Se define como CMIsx y
CMIx la concentracion minima de antibidtico que inhibe, respectivamente, el 50 y
el 90% de los microorganismos analizados.
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TABLA 3
ORIGEN DE LAS CEPAS DE Streptococcus INCLUIDAS EN ESTE ESTUDIO
Tipo de muestra S. pneumoniae| S. pyogenes | S. agalactine | Streptococcus | Streprococcus
n=192 n=137 n=136 grupo C grupo G
n=8 n=28
Tracto respiratorio superior 156 (95)* | 84 (27) 7 3 (1) 10
Sangre 24 (5) 2 0 0 3(1)
Piel/heridas 3 (1) 12 (5) 5 (1) 3 5(2)
Orina 0 5(2) 65 (9) 1 0
L. pleural/ LCR 3 (1) 0 0 0 0
Tracto vaginal 1 23 (4) 57 (10) 1 4
Otros 5(2) 11 (2) 2 0 6

* Se sefiala entre paréntesis el nimero de cepas de cada especie resistentes a eritromicina segtin el origen de
las muestras.

L. pleural: liquido pleural; LCR: liquido céfalo-raquideo.

Para la determinacion de los fenotipos de resistencia se utilizo el método del
triple disco “ERI-SPI-CLI” previamente descrito (Seppild et al., 1993). Se prepar6
una suspension del microorganismo correspondiente con una turbidez del 0,5
McFarland (equivalente a aprox. 10° UFC/mlD. Con este inéculo se sembré una
placa de agar Mueller Hinton suplementada con sangre de carnero y se colocaron
tres discos de antibiético ERI-CLI-SPI a una distancia de 12 mm entre si. Se consi-
der6 que la resistencia era MLSs inducible cuando se observaba un achatamiento
de los halos de inhibicién de CLI y de SPI en las proximidades del disco de ERI,
siendo la cepa resistente a ERI (fenotipo MLSs inducible). La resistencia a ERI, CLI,
y SPI sin achatamiento de los halos de inhibicién indicaba un fenotipo MLSs cons-
titutivo. El fenotipo M se caracterizé por resistencia a ERI y sensibilidad absoluta a
CLI y SPI, sin achatamiento de los halos de inhibicién de CLI o de SPI en las pro-
ximidades del disco de ERI.

Los mecanismos de resistencia a los antibiéticos MLS fueron estudiados median-
te la amplificacion por PCR de los genes erm, usando cebadores especificos para
los genes erm(A), erm(B), erm(C) (Sutcliffe et al., 1996a) y erm(TR) (Kataja et al.,
1998). Las condiciones utilizadas en cada caso fueron las recomendadas por los
autores. El mecanismo de resistencia de bomba de eflujo fue también analizado
mediante PCR, utilizando los cebadores y las condiciones especificas para la ampli-
ficacion de los genes msn(A) (Wondrack et al., 1996) y meflA) (Sutcliffe et al.,
1996a; Sutcliffe et al., 1996b). Se utilizaron controles positivos y negativos en todas
las reacciones de PCR. El DNA genémico para las reacciones de PCR fue obtenido
mediante el sistema Instagene matrix (BioRad), siguiendo las instrucciones de la
casa comercial. En todos los aislamientos de S. agalactiae se determind la presen-
cia del gen mre(A) por PCR (Clancy et al., 1997). La caracterizacion de los produc-
tos de PCR obtenidos se realizé en algunos casos mediante secuenciacion, utili-
zando para ello un secuenciador automatico (Perkin-Elmer, ABI Prism).

Con el fin de determinar la diversidad clonal de los aislados de Streptococcus
R-hemoliticos resistentes a ERI, éstos fueron sometidos a la técnica de electrofore-
sis de campos pulsados (PFGE), siguiendo el método descrito por Birren et al.,
1993. Las muestras de S. pyogenes fueron digeridas con la enzima de restriccion Sfil
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(BioLabs), mientras que en los aislados de S. agalactiae y Streptococcus del grupo
Cy grupo G, la digestion se realizé con la enzima Smal (Pharmacia). La electrofo-
resis se llevé a cabo empleando un sistema CHEF-DR II (Bio-Rad), con pulsos de
5 a 45 segundos a 5V/cm durante 22 horas.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

Streptococcus pneumoniae. Se ha detectado resistencia a eritromicina en el
54% de las cepas de S. pneumoniae estudiadas (Tabla 4). Dicha resistencia fue
mayor en las cepas aisladas de muestras del tracto respiratorio superior (61%) que
en aquellas obtenidas de fluidos estériles, como sangre o liquido cefaloraquideo
(22%) (Tabla 3). Otros autores refieren similares porcentajes de resistencia para ais-
lados con significacion clinica (Linares et al., 2000). Por otra parte, se observd un
mayor porcentaje de resistencia a eritromicina en los aislamientos de nifnos meno-
res de 10 anos (74%) que en aquellos obtenidos de otros pacientes de mayor edad
(37%).

El rango de CMI y la CMIx para la eritromicina en las cepas de S. pneumoniae
fue de <0,016->256 pg/ml y >256 pg/ml, respectivamente (Tabla 4). De las 104
cepas de S. pneumoniae resistentes a eritromicina (ERT"), 103 presentaron el feno-
tipo de resistencia MLSs (resistencia a macrolidos de 14, 15 y 16 dtomos, lincosa-

TABILA 4
CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS (CMI* EN pg/ml) DE LAS CEPAS
CLINICAS DE S. pneumoniae A ERITROMICINA,
PENICILINA 'Y CEFOTAXIMA.
Antibiético S. pneumoniae S. pneumoniae ERI* | S. pneumoniae ERT®

(n=192) (n=104) (n= 88)
ERITROMICINA
Rango <0,016->256 32->256 <0,016- 0,5
CMIs >256 >256 0,125
CMIs» >256 >256 0,25
% R 54,2 100 0
PENICILINA
Rango 0,002-4 0,016-4 0,002-4
CMIs, 0,25 0,5 0,016
CMIs 1 2 1
% I/R (CMI > 0,12) 61,4 88,5 29,5
CEFOTAXIMA
Rango 0,002-2 0,012-2 0,002-1
CMIs 0,25 0,5 0,016
CMIs» 1 1 0,5
% I/R (CMI > 1) 4,7 8,6 0

* La CMI se realizé mediante el sistema E-test.
S: cepas sensibles; R: cepas resistentes; I/R: cepas resistentes o con sensibilidad disminuida.
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TABLA 5
FENOTIPOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MACROLIDOS,
LINCOSAMIDAS Y ESTREPTOGRAMINAS (MLS) Y MECANISMOS IMPLICADOS
EN LA RESISTENCIA EN 192 CEPAS CLINICAS DE S. pneumoniae.

FENOTIPO |  prATRON DE N DE DETECCION DE GENES POR PCR®
RESISTENCIA| - pEGISTENCIA® | CEPAS
(Ne CEPAS) erm(A) erm(B) erm(C) mef(A)
47 - + - -
MLSs ERI®-SPI*-CLI* 1 . - - .
(103) 55 ND ND ND ND
Fe“°(tif)’° M ERissprcLr 1 - - - '
Sensible ERI-SPIS-CLIS 38 - - - -
(88)

* ERI, eritromicina; SPI, espiramicina; CLI, clindamicina.

b erm(A): se obtiene una amplificacién positiva con los cebadores especificos de erm(A) o de erm(TR).

mef(A): se obtiene una amplificacién positiva con los cebadores especificos mef{A/E).
ND: no determinado.

midas y estreptograminas tipo B) y sélo una cepa present6 el fenotipo disociado M
(resistencia a macroélidos de 14 y 15 atomos, pero sensibilidad a macrélidos de 16
atomos y a lincosamidas y estreptograminas) (Tabla 5). El bajo porcentaje de feno-
tipo M entre nuestras cepas es similar a otros estudios espanoles (Cercenado et al.,
1997; Pérez-Trallero et al., 1998) y contrasta con el elevado porcentaje obtenido en
EE.UU., donde el fenotipo M puede representar mas del 40% de las cepas de S.
pneumoniae resistentes a eritromicina (Sutcliffe et al., 1996b). Los valores de CMlIs,
a penicilina y a cefotaxima en las cepas de S. pneumoniae ERI* (0,5 pg/ml para
ambos antibioticos) fueron mas elevados que en las cepas ERI* (0,016 pg/mb (Tabla
4). Esta correlacion ha sido descrita anteriormente (Soriano et al., 1993).

En 48 de las cepas de S. pneumoniae ERI* con fenotipo de resistencia MLSs se
determiné el mecanismo de resistencia implicado por PCR (Tabla 5). En 47 de estas
cepas se obtuvo un resultado de PCR positivo con los cebadores especificos para
el gen erm(B), siendo los resultados negativos para erm(A), erm(C) y meflA); en la
cepa restante con fenotipo MLSs se detecto el gen erm(TR). Por otro lado, se estu-
di6 la cepa con el fenotipo de resistencia disociado M, detectindose el gen mef{A)
por PCR (Tabla 5). En todas las cepas estudiadas sensibles a eritromicina, las reac-
ciones de PCR fueron negativas.

Los resultados anteriormente senalados indican que la resistencia a eritromicina
estd en aumento en S. pneumoniae, particularmente en aquellas cepas aisladas de
ninos y del tracto respiratorio superior, probablemente debido al elevado uso de
macrolidos en este grupo de poblacién (Granizo et al., 2000). El fenotipo de resis-
tencia mas frecuente en nuestro medio es el MLSs, mediado por el gen erm(B), y
con poca frecuencia se detecta el fenotipo disociado M. Esto indica que entre los
aislamientos de La Rioja, las cepas de S. pneumoniae con resistencia a eritromicina
frecuentemente son resistentes a otros macrolidos de 15 y 16 atomos, asi como a
lincosamidas y estreptograminas. Seria muy importante realizar un seguimiento de
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los fenotipos de resistencia y de los mecanismos de resistencia, con objeto de
poder determinar si la frecuencia de los distintos fenotipos de resistencia varia a lo
largo del tiempo, ya que esto tiene importancia a la hora de establecer recomen-
daciones terapéuticas apropiadas.

S. pyogenes. Se ha detectado un elevado porcentaje de resistencia a eritromi-
cina (29%) entre las cepas de S. pyogenes estudiadas. El rango de CMI y la CMlIs
para eritromicina fue <0,03->256 pg/ml y 0,125 pg/ml, respectivamente (Tabla 6).
Teniendo en cuenta el origen de las muestras, se detecté un 40% de resistencia a
este macrélido en cepas aisladas de heridas y tlceras, un 32% en cepas proceden-
tes del tracto respiratorio superior y un 17% en cepas de origen vaginal (Tabla 3).
En los dltimos anos se ha detectado un incremento general de la resistencia a eri-
tromicina en esta especie microbiana en diferentes paises de Europa y en Taiwan
(Cornaglia et al., 1998; Garcia-Bermejo et al., 1998; Pérez-Trallero et al., 1998;
Hsueh et al., 1995), probablemente debido a un incremento en el consumo de
macrolidos (Pérez-Trallero et al., 1998). Sin embargo, en EE.UU. la prevalencia de
resistencia a eritromicina en S. pyogenes es relativamente baja (Coonan et al., 1994;
Barry et al., 1997), lo que podria estar relacionado con un menor consumo de
macrolidos.

De las 40 cepas de S. pyogenes con resistencia a eritromicina estudiadas, en 36
se detect6 el fenotipo disociado M (90%) y en las 4 cepas restantes, el fenotipo

TABLA 6
CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS (CMI* EN Ug/ml) DE LAS CEPAS
CLINICAS DE Streptococcus DE DIFERENTES ESPECIES A
ERITROMICINA, PENICILINA Y CEFOTAXIMA.
e S. pyogenes S. agalactiae Streptococcus Streptococcus
Antibiético (fi,lg37) (ng=136) grup‘g C (n=8) grup(;v G (n=28)

ERITROMICINA
Rango <0,03->256 0,032->256 0,125->256 0,064->256
CMIso 0,125 0,094 0,19 0,125
CMly 16 >256 >256 >256
% R (CMI>1) 29,2 14,7 12,5 10,7
PENICILINA
Rango <0,0035-0,03 0,023-0,190 0,008-0,032 0,008-0,032
CMlso 0,015 0,047 0,012 0,016
CMlIso 0,015 0,064 0,032 0,023
% I/R (CMI > 1) 0 0 0 0
CEFOTAXIMA
Rango <0,0035-0,125 | 0,023-0,125 0,012-0,064 0,016-0,64
CMIso 0,015 0,032 0,023 0,023
CMly 0,03 0,064 0,064 0,094
% I/R (CMI >1) 0 0 0 0

* La CMI se realizé mediante el sistema E-test.

S: cepas sensibles; R: cepas resistentes; I/R: cepas resistentes o con sensibilidad disminuida.
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TABLA 7
FENOTIPOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MACROLIDOS,
LINCOSAMIDAS Y ESTREPTOGRAMINAS (MLS) Y MECANISMOS IMPLICADOS
EN LA RESISTENCIA EN 137 CEPAS CLINICAS DE S. pyogenes

Fenotipo Patrén de .CMla | 0de| Deteccién de genes por PCR®
h . . “a t
resistencia resistencia et IL(L)/rrr;llﬁlna cepas erm ( A) erm(B) erm(C) m ef( A)
_ MLSs ERI®-SPIX-CLI* 256 2 + + - -
inducible
MLSy ERI*-SPI*CLI* | 256 2 - - - -
constitutivo
M ERI®-SPIS-CLI® 8-64 36 - - - +
Sensible ERID-SPIS-CLI® <0,03-0,5 97 - - - -

*ERI, eritromicina; SPI, espiramicina; CLI, clindamicina.
b erm(A): se obtiene una amplificacién por PCR positiva con los cebadores especificos erm(A) y/o erm(TR).
mef(A): se obtiene una amplificacién por PCR positiva con los cebadores especificos mef{A/E).

MLSs (10%) (Tabla 7). El nivel de resistencia de las cepas con fenotipo M fue bajo
(CMI: 8-64 pg/mb), mientras que en las cepas con fenotipo MLSs fue elevado (CMI
> 256 pg/mbD. En dos de las 4 cepas con el fenotipo MLSs, la expresion fue consti-
tutiva y en las otras dos, fue inducible. El gen mef{lA) se detecté por PCR en todas
las cepas con el fenotipo M y los genes erm(B) y erm(A) en las dos cepas con feno-
tipo MLSs inducible. Sin embargo, no se pudo determinar ningin mecanismo de
resistencia en las cepas con fenotipo MLSs con expresion constitutiva.
Recientemente se han descrito nuevos mecanismos de resistencia a antibiéticos MLS
en cepas de S. pneumoniae que conllevan modificaciones de la estructura del rRNA
y en un futuro préximo se analizard si nuestras cepas poseen €stos U Otros nuUevos
mecanismos no referidos en la literatura (Tait-Kamradt et al., 2000a; Tait-Kamradt
et al., 2000b). Otros autores han detectado el gen mefflA) en las cepas de S.
pyogenes con fenotipo M (Sutcliffe et al., 1996b; Orden et al., 1998; Pérez-Trallero
et al., 1998; Kataja et al., 1999; Pérez-Trallero et al., 1999).

La sensibilidad a penicilina y a cefotaxima fue muy elevada en todas las cepas,
con valores de CMIy de 0,015 y 0,03 pg/ml, respectivamente (Tabla 6).

En conclusion, podemos decir que la resistencia a eritromicina es elevada en
los aislados de S. pyogenes de nuestra region y que el mecanismo mds frecuente-
mente detectado es una bomba de eflujo activo mediada por el gen mef{A), que
confiere resistencia a eritromicina pero sensibilidad a macrolidos de 16 dtomos,
como la josamicina, espiramicina y midecamicina, lincosamidas y estreptograminas.
Estos resultados tienen implicaciones clinicas en relacion con la eleccion de opcio-
nes terapéuticas en infecciones por S. pyogenes.

S. agalactiae. Se ha detectado resistencia a eritromicina en el 14,7% de los 136
aislados de S. agalactiae estudiados (n=20) y la CMIx y CMIw para estos aislados
fue 0,094 y >256 pg/ml, respectivamente (Tabla 6). Analizando la resistencia en fun-
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cion del origen de las muestras, se detecté un 17,5% de resistencia a eritromicina
en cepas procedentes de exudados vaginales y un 14% en cepas aisladas de orina
(Tabla 3). La CMIw para la penicilina y cefotaxima fue de 0,064 pg/ml y todos los
aislamientos fueron sensibles a ambos antibioticos. Porcentajes de resistencia a eri-
tromicina similares al nuestro han sido referidos por otros grupos (Lin et al., 2000).
El 95% (19 de 20) de nuestras cepas de S. agalactiae con resistencia a eritromicina
(CMI a eritromicina en el rango 4->256 pg/mlb presentaron el fenotipo de resisten-
cia MLSs y el 5% (1 de 20) de las cepas (CMI de 2 pg/ml) presento el fenotipo diso-
ciado M (Tabla 8).

En todas las cepas de S. agalactiae, tanto en las sensibles como en las resis-
tentes a eritromicina, se detecté por PCR la existencia del gen mre(A). (Clancy et
al., 1997), indicando que, probablemente, este gen sea intrinseco de esta especie
bacteriana y que quizds no tenga una accién clara en la resistencia a antibidticos
MLS. Por otro lado, se ha detectado el gen meflA) en la cepa con el fenotipo M y
distintas asociaciones de los genes erm en las cepas con el fenotipo MLSs, tanto con
expresion constitutiva como con expresion inducible, como puede observarse en
la Tabla 8. Por tanto, en los aislados de S. agalactiae en nuestro medio, el fenoti-
po de resistencia mas frecuente es el MLSs, que conlleva resistencia a todos los anti-
bidticos del grupo MLS.

Streptococcus grupo Cy G. Se ha observado resistencia a eritromicina en una
de 8 cepas de Streptococcus grupo C (12,5%), procedente del tracto respiratorio
superior, y en tres de 28 Streptococcus grupo G (10,7%), de muestras aisladas de
heridas y tlceras (n=2) y de origen sanguineo (n=1) (Tablas 3 y 6). En la Tabla 6
también se detallan los valores de CMIs y CMIs para eritromicina, penicilina y cefo-
taxima en estos dos grupos de microorganismos. Todas estas cepas presentaron una
elevada sensibilidad a la penicilina y a la cefotaxima. Todas las cepas de
Streptococcus grupos C y G con resistencia a la eritromicina presentaron el fenoti-

TABLA 8
FENOTIPOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MACROLIDOS,
LINCOSAMIDAS Y ESTREPTOGRAMINAS (MLS) Y MECANISMOS IMPLICADOS
EN LA RESISTENCIA EN 136 CEPAS CLINICAS DE S. agalactiae
Fenotipo de Patrén de Erit(r:oNxIl{i?ina n° de Genes detectados
resistencia resistencia (ng/ml) cepas por PCR
Sensible ERI-SPIS-CLI® 0,032-0,38 11 mre(A)
Fenotipo M ERIR-SPI>-CLI® 2 1 meflA) + mre(A)
>256 10 erm(B) + mre(A)
MLS: >256 1 erm(A) + erm(B) + mre(A)
ERI®-SPIR-CLI®
constitutivo >256 1 erm(A) + mre(A)
8 1 erm(B) + mre(A)
MLS >256 2 erm(A) + mre(A)
i duci]jle“‘ ERIR-SPI*-CLI® >256 1 erm(A)+ erm(B) + mre(A)
4-16 3 erm(A) + mre(A)
“ La resistencia a espiramicina y clindamicina sélo se expresa previa induccién con eritromicina.
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po de resistencia MLSs (tanto de caracter inducible como constitutivo), y en ningin
aislamiento se observo el fenotipo M (Tabla 9). En las 4 cepas resistentes a eritro-
micina se detecto el gen erm(TR) mediante PCR y posterior secuenciacién del frag-
mento amplificado; segiin la nueva nomenclatura recientemente publicada (Roberts
et al., 1999), el gen erm(TR) se engloba dentro del grupo erm(A). Las reacciones
de PCR realizadas con los cebadores de PCR especificos de los genes erm(B),
erm(C) y mef(A) fueron negativas (Tabla 9). Datos similares han sido obtenidos en
otros grupos (Seral et al., 2000).

El estudio del origen clonal de las cepas con resistencia a eritromicina de
Streptococcus B-hemoliticos de las diferentes especies mediante PFGE puso de
manifiesto que existe una gran diversidad clonal entre las cepas resistentes y que,
por tanto, éstas no proceden de la diseminacion de un unico clon.

TABLA 9
FENOTIPOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS MACROLIDOS,
LINCOSAMIDAS Y ESTREPTOGRAMINAS (MLS) Y MECANISMOS IMPLICADOS EN
LA RESISTENCIA EN 8 CEPAS CLINICAS DE Streptococcus B-HEMOLITICOS DEL
GRUPO CY EN 28 CEPAS CLINICAS DE Streptococcus B-HEMOLITICOS GRUPO G

Fenotipo de Patrén de EMI a eri- n° de | Genes detectados
¢ ! : p romicina
resistencia resistencia (ug/ml) cepas por PCR
. Sin genes de
Stli;e » toclowus B- Sensible | ERIS-SPIS-CLI® <0,5 7 res stencia
emoliticos
delgrupo C |  MLSs | pppegprecrr| 5256 1 erm(A)°
inducible
Sensible | ERI-SPI-CLI |  <0,38 25 Sin genes de
Streptococcus B- MLS
hemoliticos del % | ERI*-SPIR-CLI} >256 2 erm(A)®
G constitutivo
grupo
 MLS: | pppsprecLI| 5256 1 erm(A)
inducible

* La resistencia a espiramicina y clindamicina sélo se expresa previa induccién con eritromicina.
> erm(A): se obtiene una amplificacién por PCR positiva con los cebadores especificos erm(A) y/o erm(TR).

3. CONCLUSIONES

1.- En nuestro medio se observa un elevado porcentaje de cepas clinicas de
Streptococcus con resistencia a eritromicina (S. pneumoniae, 54%; S. pyogenes, 29%;
S. agalactiae, 15%; Streptococcus grupo Cy G: 10-12%).

2.- En las cepas de Streptococcus con resistencia a eritromicina, se observan
diferencias importantes en los fenotipos de resistencia (fenotipo MLS: o fenotipo M)
y en los mecanismos de resistencia, en funcion de la especie de estreptococo de
que se trate. En este sentido, el fenotipo M es muy frecuente en las cepas ERI* de
S. pyogenes y el fenotipo MLSs en el resto de las especies de estreptococo estudia-
das (S. pneumoniae, S. agalactiae, Streptococcus grupo C y G). El fenotipo y el
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mecanismo de resistencia son muy importantes para establecer una pauta terapéu-
tica, ya que el fenotipo MLSs (genes erm) indica resistencia a todos los antibioticos
MLS, mientras que el fenotipo M y el mecanismo de bomba de eflujo mediada por
meflA) indica solo resistencia a macrélidos de 14 y 15 dtomos, pero no al resto de
los antibi6ticos MLS, como por ejemplo los macrolidos de 16 atomos. Esto tiene un
gran interés en terapias empiricas.

3.- Es de interés estudiar la evolucion de los mecanismos de resistencia en las
diferentes especies en el tiempo, con objeto de poder determinar cambios en
dichos mecanismos que pudiesen ser importantes en el establecimiento de terapias
empiricas.
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