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RESUMEN

Se ha estudiado la actividad de siete macrdlidos, clindamicina y telitromicina frente a aislamientos clinicos del género Corynebacterium. De
éstos, 36 pertenecian a la especie C. jeikeium y 57 a C. amycolatum. Todos los macrélidos estudiados y la clindamicina presentaron escasa
actividad, con CMl,, >256 mg/l. La telitromicina presenté mejor actividad, siendo sensibles un 52,3% de C. amycolatum y un 70% de C.
jeikeium resistentes a la eritromicina. El fenotipo de resistencia fue de tipo MLSb constitutivo en todos los aislamientos. El gen ermX fue de-
tectado en el 100% de las cepas resistentes a eritromicina, presentando una homologia, en el caso de C. amycolatum, de un 100% con el
de C. striatum y C. diptheriae.
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Implication of ermX genes
in macrolide- and telithromycin-resistance in
Corynebacterium jeikeium and Corynebacterium amycolatum

SUMMARY

The activity of seven macrolides, clindamycin and telithromycin against clinical isolates of Corynebacterium spp. was studied. Of these, 36
isolates were identified as C. jeikeium and 57 as C. amycolatum. The frequency of resistance to erythromycin and other macrolides as well
as clindamycin was high, with CMly, >256 ug/ml. Telithromycin showed the best activity, with 52.3% of C. amycolatum and 70% of C. jei-
keium erythromycin-resistant strains susceptible to this ketolide. All strains had the MLSb constitutive phenotype. The ermX gene was pres-
ent in all erythromycin-resistant strains, and in C. amycolatum was 100% homologous with that of C. striatum and C. diphtheriae.
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INTRODUCCION

La multirresistencia es una caracteristica comun a tres
de las especies del género Corynebacterium reconocidas
en la actualidad como patégenos oportunistas importantes:
C. jeikeium, C. amycolatum y C. urealyticum (1, 2). Recien-
temente, otra nueva especie multirresistente ha sido descri-
ta en la literatura como causante de infecciones graves (3).

En C. jeikeiumy C. urealyticum la multirresistencia esta
bien documentada desde hace afios (4). Por el contrario, los
datos de sensibilidad de C. amycolatum han sido confusos,
y no se incluyo dentro de las especies multirresistentes has-
ta su correcta identificacion. Tras la reidentificacion de al-
gunos aislamientos de C. striatum, C. minutissimumy C. xe-
rosis como C. amycolatum, se incluy6 a las tres primeras
dentro de las especies sensibles del género Corynebac-
terium, y a C. amycolatum dentro del grupo de las multi-
rresistentes (1, 5).

En general, se puede afirmar que la mayoria de los ais-
lamientos de C. amycolatum y de C. jeikeium son resisten-
tes a los betalactamicos, los macrdlidos, la clindamicina, los
aminoglucosidos y las quinolonas, por lo que clasicamente
se ha considerado a los glucopéptidos como los agentes de
eleccion en el tratamiento de las infecciones graves por es-
pecies de este género, como bacteriemias, meningitis, en-
docarditis, etc. (1). Esta situacion puede cambiar, pues nue-
vos antimicrobianos como linezolid o quinupristina-dalfo-
pristina han mostrado una excelente actividad in vitro frente
a estas bacterias y podrian resultar una alternativa valida a
los glucopéptidos en el tratamiento de dichas infecciones
(2). Junto a éstos, ante el aumento constante de la resisten-
cia a los macrdlidos en diferentes especies de grampositi-
vos, se ha desarrollado otro nuevo grupo de antimicrobia-
nos, los cetélidos (6), que aun con mecanismo de accion si-
milar a los macroélidos, por su elevada actividad in vitro y
su perfil farmacocinético se han consolidado como trata-
miento alternativo en infecciones causadas por microorga-
nismos resistentes a la eritromicina, y han permitido que los
macrolidos vuelvan a ser considerados en el tratamiento de
las infecciones por corinebacterias (2).

El mecanismo méas comun de resistencia a los macroli-
dos en las bacterias con importancia clinica es la dimetila-
cién del nucledtido A2058 del 23S RNAr (7). Esta forma
de resistencia esta codificada por la expresion de los genes
erm y confiere resistencia cruzada a macrélidos, lincosa-
midas y estreptograminas B (MLS,) (8). La resistencia a
estos agentes también se adquiere por la expresion de otros
sistemas que incluyen bombas de flujo (por ejemplo genes
mefA y mrsA) y enzimas inactivantes (por ejemplo genes ere
y mph), aungue estos sistemas alternativos producen resis-
tencia a sdlo uno o dos de los agentes MLS (8).
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A pesar de que las bases moleculares de la multirresis-
tencia de las corinebacterias es bastante desconocida y sélo
recientemente estd comenzando a estudiarse para algunos
antibioticos, como las quinolonas (9), la presencia de los
genes erm y mef es un hecho conocido en este género des-
de hace afios (10). Ademas de la importancia clinica de de-
tectar la presencia de estos determinantes de resistencia en
los aislamientos clinicos de bacterias corineformes, funda-
mentalmente para establecer su influencia en la actividad
de los nuevos antimicrobianos como telitromicina, tal y co-
mo se ha realizado con otros patégenos importantes (11), el
estudio de los mecanismos de resistencia a los macrolidos
en estas especies del género Corynebacterium, al ser clara-
mente un fenotipo adquirido, puede implicar un primer pa-
so en el estudio de la base molecular y genética de la mul-
tirresistencia de estas bacterias, y puede ayudar definir el
papel que estos microorganismos pueden tener como re-
servorios ambientales y nosocomiales de genes de resis-
tencia (12).

El objetivo de nuestro estudio ha sido determinar la ac-
tividad in vitro de siete macrolidos y otros antibiéticos co-
mo la clindamicina y la telitromicina frente a aislamientos
clinicos de C. jeikeium y C. amycolatum, asi como caracte-
rizar los mecanismos de resistencia a los macrélidos, fe-
notipicos y genotipicos, y comprobar su influencia sobre la
actividad de los nuevos antimicrobianos.

MATERIAL Y METODOS
Microorganismos

Se han estudiado 57 aislamientos de C. amycolatum y
36 de C. jeikeium, obtenidos de diferentes muestras clini-
cas procedentes de los Servicios de Microbiologia del
Hospital General Universitario de Murcia y del Hospital
Clinico Universitario de Salamanca. Como cepa control en
los estudios de sensibilidad in vitro se utiliz6 Staphylococ-
cus aureus ATCC 29213. Las cepas fueron identificadas
mediante sistemas bioquimicos comerciales (Api Coryne®,
Bio-Mérieux, Inc., La balme Les Grottes, France) y anéli-
sis lipidico de fosfolipidos y &cidos micolicos mediante
cromatografia de capa fina y gases (13).

En un estudio previo, un grupo de 30 cepas de C. amy-
colatum habian sido clasificadas como multirresistentes,
ya que solo se mostraban sensibles a los glucopéptidos y la
rifampicina.

Antimicrobianos

Los antimicrobianos estudiados fueron eritromicina (Sig-
ma-Aldrich Chie), claritromicina (Abbott Laboratories), ro-
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xitromicina (Sanofi-Aventis), diritromicina (Lilly), azitro-
micina (Pfizer), josamicina (Sigma-Aldrich Chie), D-mi-
decamicina (Menarini), clindamicina (Sanofi-Aventis) y teli-
tromicina (Sanofi-Aventis).

Estudio de sensibilidad

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) para
los diferentes antimicrobianos se determinaron por el mé-
todo de referencia estandar de dilucién en agar para bacte-
rias aerobias (14).

Se utilizaron placas de agar Mueller-Hinton suplemen-
tadas con un 5% de sangre desfibrinada de carnero, afia-
diendo para C. jeikeium una concentracion del 0,5% de
Tween 80 (Merck-Schuchardt), e incorporando los distin-
tos antimicrobianos segiin un rango de concentraciones en-
tre 256 mg/l y 0,01 mg/l. El indculo final se obtuvo ajus-
tando una suspension del microorganismo a una turbidez
equivalente al 0,5 de la escala de McFarland (aproximada-
mente 1,5 x 108 UFC/mIY) y diluyendo posteriormente es-
ta suspension para obtener una concentracién final de 1 x
10* UFC/ml. Las placas, conteniendo diluciones dobles se-
riadas de los diferentes antibidticos ensayados, se inocula-
ron mediante el replicador de Steers y se incubaron a 35 °C
durante 48 horas. Se consideré la CMI como la concentra-
cién més baja que inhibid el crecimiento del microorganis-
mo, no considerando crecimiento la presencia de una o dos
colonias aisladas.

Deteccion fenotipica
de la resistencia a los macrélidos

El fenotipo de resistencia MLSb (macro6lidos, lincosa-
midas, estreptograminas) de las cepas de Corynebacterium
spp. resistentes a la eritromicina fue determinado por la
prueba de doble difusion en disco con eritromicina-clinda-
micina (15).

Los discos de eritromicina (15 pg) y clindamicina (2 ug)
(bioMérieux) se colocaron sobre placas de Mueller-Hinton
suplementadas con un 5% de sangre de carnero a una dis-
tancia de 15 a 20 mm y se inocularon con una suspension
bacteriana de turbidez equivalente al 0,5 de la escala de
McFarland. Tras 24 a 48 horas de incubacion a 37 °C, la
ausencia de halo de inhibicion alrededor de los discos se
considero indicativa de resistencia constitutiva (fenotipo
MLSc), el achatamiento del halo de inhibicion de la clin-
damicina en la zona préxima al disco de eritromicina como
resistencia inducible (fenotipo MLSi), y la sensibilidad a la
clindamicina sin achatamiento del halo de inhibicion alre-
dedor del disco de eritromicina indicativa de fenotipo M.
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Ante las elevadas CMI encontradas, para comprobar el
fenotipo de induccidn, cinco cepas de cada una de las es-
pecies fueron preincubadas durante cinco horas a 35 °C
con concentraciones subinhibitorias de antibiéticos perte-
necientes al grupo MLSb (eritromicina y clindamicina), asi
como con otros antibiéticos no pertenecientes a este grupo
(ciprofloxacino y cefotaxima). Las concentraciones de an-
tibiotico utilizadas para la preincubacion fueron de 0,1y 1
mg/l. Tras la induccién se determinaron de nuevo las CMI
de eritromicina para las cepas inducidas, siguiendo el pro-
tocolo anteriormente descrito.

Deteccion del gen ermX

El gen ermX fue detectado mediante reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR) utilizando secuencias disefiadas
segun las secuencias publicadas de este gen (12). EI DNA
cromosémico se extrajo siguiendo el método descrito por
Sambrook y cols. (16), y la amplificacion se realizé con el
sistema Pure Taq PCR Ready-to-Go® (Amersham Pharma-
cia Biotech) en un volumen final de 50 pl, para lo cual a la
bolita liofilizada se afiadieron los cebadores inicial y final
a una concentracion de 5 UM, 100 ng de DNA gendmico, y
se complet6 con agua destilada estéril hasta 50 pl. Las reac-
ciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termoci-
clador Gene Amp PCR System 2400® (Perkin Elmer) con las
siguientes condiciones: desnaturalizacion a 95 °C durante
cinco minutos, amplificacion 35 ciclos de 95 °C durante un
minuto, 65 °C para C. jeikeium y 70 °C para C. amycolatum
durante un minuto y 72 °C durante dos minutos. El paso fi-
nal de elongacion se realiz6 durante cinco minutos a 72 °C.

Secuenciacion

Los productos de la PCR fueron purificados mediante
Ultra Clean PCR Clean-Up Kit® (Mobio Laboratories,
Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuen-
ciacion de los amplificados de DNA se realizd de manera
automatica con el secuenciador 377 DNA Sequencer ABI
PRISM® (Perkin Elmer).

RESULTADOS

Actividad in vitro de los macrolidos
y otros antimicrobianos

frente a Corynebacterium spp.

La Tabla 1 muestra la actividad in vitro de los diferen-
tes antimicrobianos estudiados frente a las 36 cepas de C.
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Tabla 1. Actividad in vitro de macrdlidos, clindamicina y telitromicina frente a aislamientos clinicos de C. jeikeium, C. amyco-

latum no multirresistente y C. amycolatum multirresistente.

CMi,, CMlg, Intervalo CMI
Microorganismo (n° cepas) Antimicrobiano (mg/l) (mg/l) (mg/l)
C. jeikeium (36) Eritromicina >256 >256 0,12->256
Claritromicina 128 >256 0,01->256
Roxitromicina 256 >256 0,03->256
Diritromicina >256 >256 0,03->256
Azitromicina >256 >256 0,12->256
Josamicina >256 >256 0,25->256
D-midecamicina 16 >256 0,25->256
Telitromicina 0,12 8 0,01-32
Clindamicina >256 >256 0,25->256
C. amycolatum (27) Eritromicina 0,25 >256 0,12->256
C. amycolatum multirresistente (30) >256 >256 64->256
Claritromicina 4 >256 0,01->256
>256 >256 64->256
Roxitromicina 2 >256 0,03->256
>256 >256 >256
Diritromicina 0,5 >256 0,01->256
>256 >256 >256
Azitromicina 16 256 0,03->256
>256 >256 >256
Josamicina 32 >256 0,06->256
>256 >256
D-midecamicina 16 >256 0,06->256
>256 >256 >256
Telitromicina 0,03 4 0,01-16
2 64 0,03-128
Clindamicina >256 >256 0,25->256
>256 >256 >256

jeikeium y 57 de C. amycolatum, diferenciandose en esta
Gltima especie los valores para las cepas con fenotipo mul-
tirresistente (sensibles s6lo a glucopéptidos y tetraciclinas)
y sensibles. Todos los macroélidos estudiados y la clinda-
micina presentaron una actividad escasa frente a estas dos
especies de corinebacterias, con CMl, >128 mg/l y CMI,
>256 mg/l, existiendo un porcentaje muy elevado de aisla-
mientos con alto grado de resistencia (CMI >64 mg/l).

Sélo trece cepas de C. amycolatum (22,8%) y seis de C.
jeikeium (16,7%) fueron sensibles a la eritromicina y al
resto de los macrdlidos estudiados, sin que se encontraran
diferencias en la actividad entre los macrolidos de 14, 15y
16 &tomos frente a estas bacterias corineformes. Entre las
cepas de C. amycolatum multirresistentes no se encontrd
ninguna sensible a los macrélidos.

La actividad de la telitromicina fue significativamente
mejor que la de la eritromicina frente a las dos especies es-
tudiadas, especialmente frente a C. jeikeium. Como era de
esperar, todas las cepas tanto de C. amycolatum como de

C. jeikeium sensibles a la eritromicina lo fueron a la teli-
tromicina, con CMI, de 0,12 mg/I. Entre los aislamientos
de C. amycolatum resistentes a la eritromicina (44 cepas),
un 52,3% (23 cepas) fueron sensibles y un 18,2% (8 cepas)
presentaron sensibilidad intermedia a la telitromicina. El
namero de aislamientos de C. jeikeium resistentes a la eri-
tromicina fue de 30 (83,3%), de las cuales el 70% (21 ce-
pas) fueron sensibles a la telitromicina, el 16,7% (5 cepas)
presentaron sensibilidad intermedia y el 13,3% restante (4
cepas) fueron resistentes.

Caracterizacion fenotipica
de las cepas de Corynebacterium
resistentes a los macrodlidos

Un método comln para detectar el fenotipo de resis-
tencia a los macrdlidos es la caracterizacion de las zonas de
inhibicion alrededor de los discos de eritromicina y clinda-
micina (test de induccion). Entre las cepas resistentes a la
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eritromicina comprobamos la ausencia total de halo de in-
hibicion alrededor de ambos discos al realizar la prueba
segn los protocolos establecidos, por lo que se pudo cons-
tatar que todas presentaron un fenotipo MLS, constitutivo.
No se encontrd ninguna cepa con fenotipo MLS, inducible
ni con fenotipo M.

Dado el alto grado de resistencia a la eritromicina que
presentaron los aislamientos se descart6 totalmente la po-
sibilidad de induccién comprobando cambios en las CMI
mediante una prueba de microdilucién. Para ello se selec-
cionaron cinco cepas de C. amycolatum y cinco de C. jei-
keium, con alto grado de resistencia a la eritromicina, y se
les realiz6 un test de induccion preincubandolas durante
cinco horas con distintas concentraciones de dos antibioti-
cos del grupo MLS, (eritromicina y clindamicina) y otros
dos no pertenecientes a este grupo (ciprofloxacino y cefo-
taxima), tras lo cual se volvié a determinar la CMI. No se
observaron modificaciones en la CMI de la eritromicina
tras la incubacién con ninguno de los antibioticos utiliza-
dos en ninguna de las cepas estudiadas, lo que confirma su
caracterizacion como fenotipo MLS, de tipo constitutivo.

Identificacion del gen ermX

El estudio del genotipo de resistencia MLS en aisla-
mientos clinicos de las dos especies de Corynebacterium
se realizd demostrando, mediante PCR, la presencia del
gen de la metilasa ermX, caracterizado en cepas resistentes
a los macrélidos de otras especies de Corynebacterium.

En el 100% de las cepas resistentes de C. amycolatum
(44) y de C. jeikeium (30) se obtuvo un amplificado del ta-
mario esperado (366 pb). Para comprobar que estos ampli-
ficados correspondian realmente al gen ermX se seleccio-
naron y secuenciaron dos correspondientes a dos cepas con
alto grado de resistencia a la eritromicina (CMI >256 mg/I):
la cepa 15 de C. amycolatum y la cepa 2 de C. jeikeium.

Las secuencias de este gen se compararon con las des-
critas en el género Corynebacterium en la literatura. La se-
cuencia del amplificado del gen ermX de C. amycolatum
15 presentd una homologia del 100% con el ermX de C.
striatum (GenBanK n° de acceso U21300) y con el gen
ermX descrito en C. diphtheriae, mientras que el fragmen-
to amplificado de C. jeikeium coincidié en un 100% con
el ermX descrito en C. jeikeium (GenBanK n° de acceso
AF338706).

La homologia entre las secuencias de los 366 pares de
bases de las dos cepas seleccionadas con alto grado de re-
sistencia a la eritromicina, C. amycolatum 15y C. jeikeium
2, fue del 94,3%.
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DISCUSION

Los resultados de sensibilidad a los macrolidos en nues-
tro trabajo coinciden con otros estudios y confirman la alta
incidencia de cepas resistentes a la eritromicina y al resto
de los macroélidos entre diferentes especies del género
Corynebacterium (4, 17). Por tanto, la eritromicina, consi-
derada durante un tiempo tratamiento de eleccién para las
infecciones producidas por estos microorganismos, no
puede utilizarse en la actualidad como tratamiento empiri-
co hasta que no se disponga de pruebas de sensibilidad in
vitro que aseguren su actividad frente a un determinado
aislamiento. El resto de los macrdlidos y la clindamicina
mostraron escasa actividad, muy similar a la de la eritro-
micina, con CMI,; y CMI,, >256 mg/l y porcentajes de ce-
pas resistentes del 77,2% para C. amycolatum y del 83,3%
para C. jeikeium. La claritromicina, molécula de 14 &to-
mos, aparece en otros estudios como el macroélido con me-
jor actividad frente a los microorganismos corineformes
debido a su mayor actividad intrinseca (4). En nuestro es-
tudio, a pesar de tener un comportamiento global similar al
de la eritromicina y el resto de los macrélidos en cuanto al
porcentaje final de cepas resistentes, pudimos observar su
mayor actividad intrinseca frente a C. jeikeium, pero no asi
frente a aislamientos de C. amycolatum, en los cuales las
CMI,, para las cepas no multirresistentes fueron hasta cua-
tro veces superiores a las de eritromicina.

Al igual que ocurre para otros microorganismos gram-
positivos, como Streptococcus pyogenes (18) y especial-
mente Streptococcus pneumoniae (19), la telitromicina es
una alternativa valida para el tratamiento de las infecciones
por aislamientos resistentes a la eritromicina. Este hecho es
maés destacable en el género Corynebacterium, en el cual,
a pesar del alto porcentaje de cepas resistentes a la eritro-
micina en las dos especies estudiadas, sélo se detectd re-
sistencia a ambos antibidticos en cuatro aislamientos de
C. jeikeium y 13 de C. amycolatum. Segun Soriano y cols.
(4), la resistencia a la telitromicina entre cepas resistentes a
la eritromicina es mas frecuente en especies como C. stria-
tumy C. urealyticum que en C. jeikeium y C. amycolatum,
aunque las diferencias encontradas pueden deberse, sobre
todo en C. striatum, a problemas metodolégicos que po-
drian subsanarse con la lectura de las CMI tras 20 horas de
incubacion, tal y como recomienda el NCCLS para micro-
organismos no fastidiosos (17).

Actualmente, seglin la nomenclatura propuesta por Ro-
berts y cols. (10), a los genes erm que codifican las metila-
sas causantes de la resistencia de las corinebacterias a los
macrolidos se les ha denominado genes erm de la clase X.
Esta clase engloba a los anteriores genes erm (CD), erm
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(A) y erm (CX) descritos en C. diphtheriae, C. xerosis y C.
striatum, los cuales, al presentar un porcentaje de homo-
logia superior al 80%, pueden ser incluidos en la misma
clase. Posteriormente se incluy6 el gen erm (X) cj descrito
en C. jeikeium,

La presencia de este gen fue detectada en todos los aisla-
miento clinicos resistentes a la eritromicina, tanto de C. jei-
keium como de C. amycolatum. La secuencia del fragmen-
to amplificado en C. jeikeium coincidi6 en un 100% con el
ermX para esta especie ya descrito en la literatura (13). En
C. amycolatum, hasta el momento no se ha descrito este
gen y comprobamos que la secuencia de DNA de los pro-
ductos amplificados mostraba una homologia del 100% con
el ermX de C. striatum y de C. diphtheriae, y del 94,3%
con el de C. jeikeium.

Previamente al estudio genotipico se realizé el estudio
fenotipico de la resistencia a los macrolidos, comprobando
que todas las cepas estudiadas presentaban un fenotipo de
tipo constitutivo. No encontramos ninguna con fenotipo M
que hiciera sospechar la presencia de bombas de flujo acti-
vo, uno de los mecanismos de resistencia a los macrélidos
descritos para otros microorganimos (20, 21) y asociado,
desde el punto de vista génico, con la presencia de los ge-
nes mef. En algunas especies de corinebacterias se ha de-
tectado un gen con un alto porcentaje de homologia con la
secuencia depositada en el GeneBank del gen mefE, pero
no se ha encontrado correlacién entre su presencia y las
CMI de la eritromicina (22).

En algunos estudios (23) se ha comprobado que la re-
sistencia a la telitromicina es mas frecuente en las cepas re-
sistentes a la eritromicina con fenotipo MLS, constitutivo.
En nuestro trabajo, la actividad de la telitromicina no pare-
ce estar relacionada con el fenotipo, ya que todas las cepas
resistentes a la eritromicina mostraron el mismo fenotipo y
genotipo, y entre éstas se encontraron cepas tanto resisten-
tes como sensibles a la telitromicina. Douthwaite y cols.
(11) encuentran una situacion similar en S. pyogenes: algu-
nos aislamientos resistentes a la eritromicina que poseen el
gen ermB son clinicamente resistentes a los cetdlidos, mien-
tras que otros permanecen sensibles. Al estudiar la base mo-
lecular de las diferencias entre estas cepas encuentran una
relacion entre la dimetilacidon de A2058 y la resistencia a los
cetolidos. En las cepas sensibles a los cetdlidos, una pro-
porcidn apreciable del RNAr permanece monometilado, y a
medida que aumenta la proporcion de A2058 dimetilado se
incrementan las CMI de los cet6lidos. Este hecho puede ex-
plicar la actividad tan variable de la telitromicina en C. jei-
keium y C. amycolatum, con CMI que en las cepas resis-
tentes a la eritromicina varia entre 0,5 y 128 mg/I.
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