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1. INTRODUCCIÓN.

Streptococcus pyogenes (Estreptococo del Grupo A de Lancefield) es una de las

bacterias patógenas más comunes, adquiere importancia por el amplio espectro de

enfermedades subagudas, agudas o crónicas que puede llegar a producir. La

penicilina se ha mantenido como el antibiótico de primera elección para infecciones

por Estreptococo del Grupo A, y en el caso de pacientes alérgicos, los macrólidos

son la alternativa de segunda elección. Sin embargo, en 1959 se describió el

primer caso de resistencia a eritromicina, y desde entonces se han incrementado

los casos de resistencia en diferentes partes del mundo. Actualmente se conocen

tres genes asociados con la resistencia a macrólidos en Streptococcus pyogenes,

denominados como metA, ermTR y ermB. Cada uno de ellos expresa un

mecanismo particular de resistencia, mientras que el gen metA esta relacionado

con la expulsión selectiva de macrólidos con anillos de 14 y 15 miembros, la familia

de genes erm participan en la modificación del sitio blanco a través de una RNA

metilasa. El presente trabajo tiene como objetivo identificar los genes

asociados a la resistencia a macrólidos (eritromicina) en 391 aislamientos de

Streptococcus pyogenes provenientes de diferentes hospitales de la ciudad de

México, colectados durante el periodo del 2001-2004. De la misma manera

correlacionar el fenotipo y genotipo de resistencia con el serotípo M. Se llevó acabo

la siguiente metodología: pruebas de susceptibilidad a eritromicina (15 ).1g) con

base a los lineamientos de los Estándares para las Pruebas de Susceptibilidad a

Antimicrobianos; fenotipificación de la resistencia a eritromicina mediante pruebas

de doble disco y búsqueda por PCR de genes asociados a la resistencia a

macrólidos. Con base a nuestros resultados, consideramos que la resistencia a

eritromicina, hasta el momento, no se considera de riesgo en nuestro país. Sin

embargo, el monitoreo debe continuar llevándose a cabo debido a la alta

incidencia de casos reportados en otros países. De la misma manera la

serotipificación para contar con un control epidemiológico.
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4. ANTECEDENTES.

4.1. Generalidades sobre Streptococcus pyogenes.

El manual de Bacteriología sistemática de Bergey's describe a los Estreptococos

como cocos grampositivos, catalasa negativos, anaerobios facultativos que

presentan forma circular u ovoide cuyo diámetro es menor a 21l(38). De forma

adicional se conoce que son inmóviles, no esporulados y que algunos son

anaerobios estrictos. Su agrupación característica es en cadena, pero ésta sólo es

observable en preparaciones de muestras biológicas recientes o provenientes de

cultivos líquidos(34). El término Streptococcus proviene del latin Slrep=cadena y

coccus-=cocos. Los Estreptococos requieren medios complejos adicionados con

sangre o suero para su crecimiento. Su metabolismo es fermentativo basado en

glucosa y otros carbohídratos'P', Streptococcus pyogenes esta clasificado en el

grupo A de Lancenfield y es considerado entre los patógenos humanos más

comunes y versátiles. Es responsable de un amplio espectro de enfermedades

humanas que van de agudas a crónicas. Las estructuras de superficie de los

Estreptococos del Grupo A (Figura 1) incluyen una familia de proteínas M, el ácido

hialurónico de la cápsula y fibrolectinas de enlance, que le permiten adherirse,

colonizar e invadir piel y mucosas humanas. Tóxínas extracelulares, incluyendo las

exotoxinas pirogénicas estreptococcicas, que contribuyen a la invasión tisular y al

inicio de la cascada de citocinas responsables de los padecimientos como la fascitis

necrosante y el síndrome del choque tóxico(6).
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Cápsula _
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Pared Celular _ .~
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Productos Extracelulares.
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.. •. _ • . OA
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Proteínas semejantes a M
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Ácido llpotelcólco (AL1)

Car bohidrato "C" de Gru po

• •• •

Figura 1. Superficie de Streptococcus pyogenes. Observe la ubicación del carbohidrato e en la
pared celula~34).

Los Estreptococos del Grupo A producen una amplia variedad de factores de

virulencia (Cuadro 1) entre los cuales podemos describir las siguientes(34):
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Cuadro 1. Factores de virulencia de los Estreptococos del Grupo A(6J.

Antifagocíticos: Invasión:

Proteína M Proteína M

Proteína Mrp Ácido hialurónico

Ácido hialurónico Invasión tisular:

CSa peptidasa

Adherencia a células epiteliales:

Ácido lipoteicoico

Fibronectinas

Proteína M

Ácido hialurónico

Internalización:

Proteína M y F1

Hialuronidasa

Estreptocinasas

Cisteina proteasa (Spe B)

ONasas A-O

Toxicidad Sistémica:

Estreptolisina O

Estreptolisina S

Exotoxinas superantigénicas

Proteína M: Representa el principal factor de virulencia localizado en la superficie

bacteriana, es antigénica y esta relacionada a la especificidad de serotipo M. Entre

sus funciones están proteger a la bacteria de la fagocitosis y favorecer la

degradación del factor C3b del complemento. La proteína M ha sido utilizada para

clasificar a Streptococcus pyogenes en serotipos. Más de 120 serotipos M han sido

identificados.

Proteína T: La proteína T antigénica esta presente en la superficie de los

Estreptococos del Grupo A junto con las proteínas antigénicas R y M (Figura 1). El

ensayo de tipificación por proteína T consiste en una prueba de aglutinación. Es

importante en los estudios epidemiológicos de las enfermedades causadas por el

Grupo A, ya que se han registrado brotes para los cuales el serotipo M no se puede

identificar (11).

Cápsula: Formada por un polímero de ácido hialurónico que protege a la bacteria

de la fagocitosis.
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Proteínas semejantes a M: Tienen actividad antifagocitaria y capacidad de unirse a

inmunoglobulinas.

Proteína F: Participa en la adhesión a células epiteliales de la faringe y piel en

seres humanos.

Estreptolisinas O Y S: Hemolisinas localizadas en la superficie celular, lisan

eritrocitos, plaquetas y leucocitos; son responsables de la hemólisis observada en

placas de gelosa sangre.

Estreptocinasa: Promueve la degradación de los coágulos al convertir el

plasminógeno a plasmina .

Desoxirribonudeasas (DNasa): Se han identificado cuatro variantes inmunogénicas

(A-D). No son enzimas citolíticas pero pueden degradar DNA libre presente en el

pus reduciendo con ello la viscosidad del material y facilitando la diseminación de

la bacteriana.

eSa Peptidasa: Enzima proteolítica (endopeptidasa), representa una potente serin

proteasa que corta al factor de complemento CSa.

Proteína estreptocócica inhibitoria de la lisis mediada por el complemento (sic):

Bloquea el MAC (complejo de ataque a la membrana).

Exotoxinas pirogénicas: Tres exotoxinas pirogénicas A, B Y C (SpeA-C) han sido

ampliamente estudiadas por su participación como pirógenos, incremento del

choque endotóxico y efectos en el sistema inmune. Son inmunologicamente

distintas y son reconocidas como potentes superantígenos que estimulan de forma

directa e inespecífica alrededor del 20% de células T, originando la liberación

excesiva de citocinas inflamatorias (IL-l, IL-6, Interferóny, TNF-a). La exotoxina A

de Streptococcus pyogenes (SpeA) o toxina eritrogénica ha sido detectada en más

del 8S% de las cepas responsables de procesos invasivos. Los anticuerpos
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producidos contra la exotoxina B de Streptococcus pyogenes (SpeB) son

protectores por lo que ha sido considerada un candidato para el desarrollo de una

vacuna(34).

Streptococcus pyogenes tiene la capacidad de colonizar garganta y piel así como

de desarrollar infecciones supurativas y no supurativas (Tabla 1). Son la causa más

común de faringitis bacteriana, provoca fiebre escarlatina e impétigo . Estudios

epidemiológicos han mostrado que algunos serotipos M tienen una fuerte

tendencia a causar infecciones de garganta y de manera similar hay otros

serotipos asociados con el impétigo (Tabla 2). También los Estreptococos del

Grupo A han sido ampliamente estudiados por el papel que desempeñan en el

desarrollo de infecciones post-estreptococicas como la fiebre reumática y la

qlomérulonefritis'U'.

Tabla 1. Clasificación de las enfermedades causadas por Streptococcuspyoaenes'",

I Enfermedades supurativas I Enfermedades no supurativas

Faringitis Fiebre Reumática

Impétigo (pioderma) Glomérulonefritis

Celulitis

Fascitis Necrosante

Fiebre Escarlatina

Erisipela

Síndrome de ChoqueTóxico
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Tabla 2. Asociación de serotipos M de Streptococcus pyogenes con enfermedades

especíñcas'!".

Enfermedad 5erotipo M asociado

Faringitis
M1, 3, 5, 6, 14, 18, 19 Y24

Impétigo (pioderma)
M50, 61, 506, 507

Fiebre Reumática
M1, 3, 5, 6, 14, 18, 19 Y24

I
Glomérulonefritis

I
M1, 4, 12, 49, 55, 57 Y60

Durante el siglo XVIII Streptococcus pyogenes fué la principal causa de muerte por

fiebre puerperal. En 1874 Billroth los describe en casos de erisipela y de

infecciones de heridas(28). En 1879, Pasteur aísla Estreptococo de la sangre de una

paciente con sepsis puerperal'P'.

Las observaciones microscópicas realizadas en 1919 por J. H. Brown a placas de

gelosa sangre de carnero en crecimiento, lo llevaron a proponer la agrupación de

los Estreptococos con base al tipo de hemólisis que producen en este medio(12). Se

conocen tres tipos de hemólisis denominadas como a, 13 y y las cuales generan una

hemólisis parcial, total y nula respectivamente. Las estreptolisinas (S y O) son las

causantes de dicha hemólisis. De esta manera se reconoce a Streptococcus

pyogenes como Estreptococo beta hernolitícov'".

Los Estreptococos son identificados por su morfología colonial y por pruebas

bioquímicas. Cabe mencionar que Streptococcus pyogenes no es el único

Estreptococo beta hemolítico del Grupo A, también existen algunas cepas del

Grupo denominado "Anginosus" (conocido también como Streptococcus mi/len), sin

la



embargo estos pueden ser diferenciados en base al tamaño de su colonia y al de

las pruebas bioquímicas [Bacitracina, Pirrolidonil Arilamidasa (PYR), Voges

Proskauer (Vp)](38) (Tabla 3).

Tabla 3. Características diferenciables entre Estreptococos /3-hemolíticos(38).

Especie

A Grande Streptococcus + +
enes

A Pequeña Grupo +
An inosus

La aqrupacion serológica de Rebeca Lancefield, propuesta en 1933, para la

identificación de Estreptococos esta basada en las diferencias inmunológicas de los

polisacáridos de su pared celular (Grupos A, B, C y G) o sus ácidos llpoteicoicos

(Grupo D). Streptococcus pyogenes se agrupo dentro del Grupo A por las

características de su carbohidrato e (Figura 1), que esta compuesto por una N

acetilglucosamina asociada a un polímero de ramnosa (11, 28).

El procedimiento que generalmente se realiza para identificar a Streptococcus

pyogenes es el siguiente:

a) Observar tipo de hernóllsls en placas de Gelosa sangre, (¡)-hemólisis).

b) Observar las características coloniales, (colonias >0.5 mm de diámetro

despuésde 24 h de incubación, grises y ocasionalmente mucoides).
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c) Susceptibilidad a O.04U de Bacitracina, (positiva).

d) Prueba serológica, (Grupo A de Lancefield).

Si es requerido se pueden adicionar una o más de las siguientes pruebas:

e) Prueba de Pirrolidonil Arilamidasa, (positiva).

f) Prueba de Voges-Proskauer, (negativa).

4.2 Generalidades sobre antibióticos.

Los antibióticos son sustancias químicas producidas por varias especies de

microorganismos (bacterias, hongos y actinomicetos), algunos con función

bacteriostática (que inhiben el crecimiento de bacterias) o bactericida (que matan

bacterias)(26). El efecto bactericida o bacteriostático de un antibiótico depende de

su concentración y estabilidad así como del tipo de microorganismo, del inóculo y

de la fase de proliferación en que se encuentre(18).

Existe una gran variedad de antibióticos que han sido agrupados con base a su

naturaleza química, tipo de bacteria que inhiben, de acuerdo a la magnitud de su

efecto y mecanismo de acción(26) (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificación de antibióticoscon basea su mecanismo de acción(26l.

nis~

Cicloserina Alteran la
Inhiben la Vancomicina estructura de la Polimixinas

Síntesis de la Bacitracina membrana
Pared Celular Penicilina citoplasmática

Cefalosporinas
Carbacepinas

Inhiben 50S:
Eritromicina
Cloranfenicol
Clindamicina Inhiben la

Inhiben la Lincomicina Síntesis Mupirocina

Síntesis Proteica a nivel
Proteica Inhiben 305: detRNA Puramicina

Tetraciclinas
Espectiomicina
Estreptomicina
Gentamicina
Kanamicina
Amikacina
Nitrofuranos

Alteran Trimetroprina Inhiben la
metabolismo Sulfonamidas RNA Polimerasa Rifampina

del Ácido Fólico dependiente de
DNA

Los antibióticos del grupo Macrólidos, Lincosamidas y Estreptogramina B

constituyen la superfamilia MLS (Figura 2). Como grupo, se caracterizan por inhibir

la síntesis proteica en bacterias debido a su acción sobre la subunidad ribosomaI

505(50).
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Tilosina

Lincomicina

O-Mycinose
I

Mycarose

Ha

OHa
Me

Mycinose-Q

O

Eritrom icina

Estreptog ramina B

Figura 2. Antibióticos de la Familia ML5

(Macrólidos, Lincosamidasy Estreptogramina B) (SO).
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4.3 Macrólidos.

4.3.1 Definición.

El término macrólido incluye a los antibióticos que tienen un anillo lactónico

multisustituído. Son producidos por diferentes especies de Streptomyces-20
) .

Los macrólidos fueron descubiertos por Gardner y Chain en 1942, cuando

describieron la picromicina (Figura 3), primer antibiótico de este grupo. Sin

embargo, no es hasta el descubrimiento de la eritromicina en 1952, por McGuire y

colaboradores, que se da mayor auge al uso de esta nueva familia de

annbóncos'":18,20).

Los macrólidos son comúnmente usados contra especies de Streptococcus,

Staphylococcus, Legionella, Chlamydia, Haemophilus y algunas especies de

Corynebacteriunf35) .

Me

~o

Me
IJ
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Figura 3. Estructura química del primer macrólido: picromicina(20).

4.3.2 Características Químicas.

Su denominación como macrólidos proviene de su estructura, un anillo de lactosa

macrocíclico, al que se van a unir uno o más desoxiazúcares. Podemos distinguir

dos estructuras químicas comunes en ellos(20):
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• Un anillo lactónico multisustituído, que posee generalmente un número par

de átomos de carbono (12, 14, 16), cuyos sustituyentes son grupos metilos

o hidroxilos.

• La presencia de uno a tres azúcares.

Los macrólidos se caracterizan por su poca solubilidad en agua (se presentan en

forma de sales o ésteres), tienen aspecto cristalino color blanco y son bases

débiles que se inactivan en medio áCido(18).

4.3.3 Clasificación.

Una característica que permite diferenciar entre los compuestos de esta familia de

antibióticos es el número de átomos de carbono que componen al anillo lactónico.

Se pueden clasificar en macrólidos de 14, 15 Y 16 átomos de carbono'!" como lo

muestra la Tabla 5.

Tabla 5. Clasificación tradicional de los macrólidos(1S).

* semtsíntetícos

14 carbonos 15 carbonos 16 carbonos

Eritromicina Espiramicina

Oleandomicina Josamicina

Roxitromicina* Miocamicina
Azitromicina*

Fluritromicina Rokitamicina

Claritromicina* Tilosina

Diritromicina *

. . , .

Desde el surgimiento de la eritromicina (la cual ha sido químicamente modificada

para generar más antibióticos de este tipo), los macrólidos han evolucionado en
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cuatro generaciones químicas y por lo tanto se pueden clasificar también con base

a este criterio. Estos cambios tienen como propósito mejorar las propiedades

químicas, farmacocinéticas y terapéuticas de los macrólidos(50).

1° GENERACIÓN: Incluye a los macrólidos con anillo de 14 miembros. se genera

la megalomicina y la oleandomicina. Sin embargo, estos no llegaron a ser tan

efectivos como la eritromicina. Poco después de la introducción de la eritromicina a

la práctica clínica se reportaron casos de resistencia denominada iMLS (resistencia

índudble' a Macrólidos, Lincosamidas, Estreptogramina B), en cepas de

Staphy/ococcus aureus.

2° GENERAGÓN : Incluye a los macrólidos con anillo de 16 miembros y el

surgimiento de la resistencia denominada cMLS (resistencia constitutiva a

Macrólidos, Lincomicina, Estreptogramina-B). Aparentemente las cepas inducibles

de Staphy/ococcus aureus generaron una alta resistencia a macrólidos de 14 y 16

miembros así como a Iincosamidas y Estreptogramina B.

3° GENERACIÓN: Incluye macrólidos de amplio espectro con anillo de 14 y 15

miembros (uso clínico de los macrólidos para Mycobaderium spp. y He/icobacter

py/on), semisintéticos y ácido-estables. Sin embargo, no tienen ninguna ventaja

sobre la eritromicina contra cepas resistentes.

El final de esta generación inicia con el surgimiento de resistencia inducible en

cepas de Mycobacterium spp. y He/icobacterpy/ori.

4° GENERACIÓN: Incluye a los cetólidos, los cuales son macrólidos con anillo de

14 miembros que no inducen resistencia MLS (Macrólidos, Lincosamidas y

Estreptogramina B). Los cetólidos con anillo de 14 miembros es el desarrollo más

reciente. Estos son efectivos contra cepas que presentan resistencia inducible y

constitutiva. Son efectivos tanto para el género Staphy/ococcus como

Streptococcus y Enterococcus.

1 los termines inducible y constitutivo se explican en la pagina 19.
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Ahora bien, es de particular interés explicar el mecanismo de acción de la

eritromicina para poder entender uno de los mecanismos de resistencia asociados

a los genes ermTR, ermB.

4.3.4 Mecanismo De Acción De La Eritromicina.

La eritromicina es el antibiótico representativo del grupo de los macrólidos, es

producida por Streptomyces erythreus (20). Se conocen tres tipos de eritromicina:

A, B Y C (Figura 4). Sin embargo, la eritromicina A es la que posee las

características farmacocinéticas de importancia terapéutica.

La eritromicina, como macrólido, presenta una estructura quirmca particular. El

aminoazucar de todas las eritromicinas es la dexosamina; sus azúcares neutros son

la cladinosa en el caso de la eritromicina A y B, Y la micarosa para la eritromicina

C(20).

o

R1 ~

eryt~jn A OH He
eryth.romycin B H Me
ervihromvcin e oH H

Figura 4. Estructura química de laseritromicinas(20, .

Los macrólidos ejercen su actividad bacteriostática al inhibir la síntesis de proteínas

bacterianas a nivel ribosómico, se fijan de forma reversible a la subunidad 50S de

microorganismos sensibles. En el caso particular de la eritromicina, se impide la

reacción de translocación, en la cual una molécula de peptidil tRNA recién

sintetizada se desplaza de un sitio aceptor (sitio A) a un sitio donador (sitio P) en
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el ribosoma (Figura 5). Por lo tanto el proceso de elongación del péptido es

interrumpido, deteniendo de forma reversible la síntesis de proteínas(18, 19,36).

I t-RNA

---.
• AMINOACIDO

Figura 5. Mecanismo de acción de la eritromicina. El macrólido eritromicina impide la reacción de
translocaci ón, con ello la cadena péptido recién formada, que temporalmente esta e el sitio A no se

desplaza al sitio p(19).

4.4 Generalidades sobre la resistencia a Macrólidos,

lincosamidas, Estreptogramina B y el fenotipo asociado.

Se han descrito tres fenotipos de resistencia a eritromicina, originalmente

designados como NR (Nueva Resistencia), IR (Resistencia Inducible) y CR

(Resistencia Constitutiva)(42). Recientemente a estos fenotipos se les conoce como

M, iMLS y cMLS respectivarnentev'",
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La expres ión de la resistencia Macrólidos, Lincosamidas y Estreptogramina B en

cocos grampositivos, específicamente en el género Staphy/ococcus, puede ser

constitutiva o inducible. Cuando la expresión es constitutiva la cepa es resistente a

todos los macrólidos, lincosamidas y estreptogramina B. Mientras que si es

inducible, la cepa es resistente únicamente a macrólidos de 14 y 15 mternbros'<".

También se ha descrito que la resistencia MLS (Macrólidos, Lincosamidas y

Estreptogramina B) es constitutiva cuando la metilasa (codificada por los genes

erm) es produc ida continuamente e inducible cuando se requiere de la presencia

del antibiótico (inductor) para producir la enzima(43).

Las cepas inducibles predominaron de 1960 a 1970. Sin embargo, actualmente en

diferentes zonas geográficas, es más común encontrar cepas con resistencia

constitutiva(36).

Otro estudio importante es el hallazgo de los genes de resistencia a macrólidos en

Streptococcus pyogenes y su asociación a los diferentes fenotipos de resistencia.

Se ha encontrado que el fenotipo de resistencia M esta asociado al gen mefA (16, 23,

47) en tanto que el fenotipo de resistencia constitutivo (cMLS) se asocia

principalmente al gen ermB (16, 22, 23) Y finalmente el fenotipo de resistencia

inducible (iMLS) se ha encontrado asociado a la presencia de un gen (ermTR) (22,

23); dos genes (ermTR, ermB) (23), (ermTR, mefA) (16, 23), (mefA, ermB)(16) y los tres

genes de resistencia a macrólidos (ermTR, ermB y mefA) (23). cabe mencionar que

recientemente el fenotipo de resistencia inducible (iMLS) se ha subdivido en tres

subtipoS(16) de resistencia a macrólidos y nuevos macrólidos (cetólidos), que se

distinguen por presentar diferentes patrones de resistencia (Tabla 6).
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Tabla 6. Subagrupación de la resistencia inducible a Macrólidos, Lincosamidas y

Estreptogramina B (iMLS) en Streptococcus pyogenes (16).

Fenotipo Descripción de la resistencia Genes
asociados

Alta a Macrólidos de 14, 15 Y 16 miembros
iMLS-A ermBy metA

Baja al cetólido HRM3004

iMLS-B Alta a Macrólidos de 14 y 15 miembros ermTRy metA

iMLS-C Baja a Macrólidos de 14 y 15 ermTRy metA

El porcentaje de resistencia a eritromicina, encontrado en diferentes partes del

mundo, esta ligado en mayor proporción al fenotipo de resistencia M (Tabla 7)'16,

22, 23). Sin embargo, es interesante mencionar que algunas regiones como en

Finlandia el 60% de la cepas resistentes presentaron el fenotipo inducible(42) o bien

en Francia donde el mayor porcentaje de resistencia esta asociado al fenotipo

constttutívo'".

Tabla 7. Prevalencia del fenotipo M asociado a la resistencia a eritromicina en

Streptococcus pyogenes.

País O/o Resistencia l% Asociado al fenotipo M ~ Referencia I

México 16
I 100 11 37 I

Argentina 8.3 I 96
11

47
I

Madrid 14.3 I 90
I

33

~
38.3 62 2
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4.4.1 Mecanismos Bioquímicos de Resistencia a Macrolidos,

Lincosamidas y Estreptogramina B (MLS).

5e conocen tres mecanismos para explicar la resistencia ML5 (Macrólidos,

Lincosamidas y Estreptogramina B)(50):

I. Modificación enzimática del antibiótico codificada por los genes: ere, mph,

fin y sat

Il. Modificación del sitio blanco codificada por los genes erm.

III. Activación de un sistema de expulsión de macrólidos codificada por el gen

metA.

Para Streptococcus pyogenes no se han descrito casos que involucren el

mecanismo 1, ni la presencia de los genes ere, mph, fin y saP6, 45). Por lo tanto nos

enfocaremos al estudio detallado de los mecanismos Il y III.

11. Modificación del sitio blanco: 235 rRNA.

Para poder entender este mecanismo necesitamos recordar que la subunidad 505

del ribosoma de una célula procariota esta constituído por alrededor de 34

proteínas y un ácido ribonucleíco ribosomal (rRNA) de 2900 bases y otro de 120

bases que se denominan 235 y 55, respectivamente. Además el 235 rRNA se

encuentra dividido en seis dominios (I-VI). Así, la modificación enzimática del sitio

blanco 235 rRNApuede estar dada por las siguientes causas(50):

i. Metilación postranscripcional del dominio V.

ii. Mutaciones en el dominio n.
iii. Mutaciones en el dominio V.

La resistencia de Streptococcus pyogenes a macrólidos se fundamenta en el primer

caso, ya que a la fecha no se cuenta con información sobre mutaciones en el

dominio Il y V para esta bacteria(22).
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En los últimos 34 años un amplio número de genes de rRNA metilasas (erm) han

sido detectados de una gran variedad de bacterias gramnegativas, entre ellas

Escheríchía co/í y Haemophí/us ínfluenzae; en grampositivas 5treptococcus

pneumoníe y Corynebacteríum spp. En adición, algunas espiroquetas como

Borre/ía burgdorferíy Treponema dentíco/a han mostrado tener los genes erm.

En Estreptococos la resistencia a macrólidos por modificación al sitio blanco 235

rRNA, se debe a una dimetilación postranscripcional del dominio V, catalizada por

una familia de enzimas denominadas Erm (Erithromicin resistance methylase) (50).

Todas las enzimas Erm metilan el mismo residuo de adenina. Este residuo de

adenina (A20S8) o uno de los residuos adyacentes (A20S? o A20S9), en la región

peptidiltransferasa (Figura 6), es cambiado por otro nucleótido en las especies de

Mycobacterium spp, Propíoníbacteríum spp. y He/ícobacter py/ori (36). En estas

mismos regiones es donde se lleva acabo la metilación en 5treptococcus pyogenes
(50)

En 5treptococcus pyogenes la enzima adenina-Nt-metíltransferasa (235 rRNA

metí/asa) esta codificada por los genes ermTR y ermB (24, 44, 45) . Estos genes

adicionan dos metilos a residuos de adenina altamente conservados en el dominio

V (región peptidiltransferasa). Dicha modificación dá resistencia a macrólidos,

lincosamidas y estreptogram ina B(24, 44, 49) .

I (GZeU
" Z-lJt UG·

GC. \ e 1 I G"
UA AU JI CG CG
CG U ce UG IJA UA
fJA ce AU CG.c;c

A. e CG GU U se ce;
Ll el; UG .GU AU
C~ (ti CG CG All
ce- es GC UG AU

GGUC 11 ~ C; A A \;/A AeA G ACCUC CAlJG GUUUA GGUC
Ir, II , I
2SlJ7 2a5S 2~ iiIIR i~ zsse 2607

Figura 6. Representación de la región pept idiltransferasa en el 235 rRNA; las posiciones
subrayadas son los sitios susceptibles a la metnasa'?".
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111. Activación de un sistema de expulsión para macrólidos.

Se conocen diferentes tipos de Transportadores Efflux (Transportadores de

Vaciamiento) de antibióticos. Cada uno de ellos tiene la particularidad de generar

resistencia a un tipo específico de antibiótico (Tabla 6) (50) ,

Tabla 8. Diferentes t ipos de Transportadores Efflux(SO),

Transportador Efflux Confiere resistencia a:

Tipo M Macrólidos de 14 y 15 miembros

Tipo L Lincomicina y C1indamicina

TipoS Estreptogramina A

Tipo MS Macrólidos de 14 miembros y Estreptogramina B

1I Tipo Actinomicetos Macrólidos de 16 miembros

Tipo MDR I Resistencia a múltiples fármacos.
I

El sistema de expulsión para macrólidos en Streptococcus pyogenes, vía

Transportador M, consiste en la formación de una proteína integral hidrofóbica de

44.2 kDa(l, 5, 22), que sirve como trasportadora del macrólido, expulsando

selectivamente macrólidos de 14 y 15 miembros, pero no de 16 ni Iincosamidas y

análogos de estreptogramina B(44 , 45) . se sabe que esta proteína transportadora,

codificada por el gen metA en Streptococcus pyogenes, es 90% idéntica a la

codificada por el gen metE de Streptococcus pneumoniae. se trata de un

polipéptido con 12 dominios transmembranales que se conduce por una fuerza

protón motriz(sO).
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4.5 Importancia clínica de la resistencia a eritromicina en

Streptococcuspyogenes.

4.5.1 Casos Reportados de Resistencia a Eritromicina.

La penicilina es el antibiótico de primera elección para el tratamiento de las

infecciones por Estreptococos del Grupo A y la eritromicina, o alguno de los nuevos

macrólidos, (c1aritromicina, roxitromicina, azitromicina) es la elección de segunda

línea y de preferencia en pacientes con hipersensibilidad a la penicilina(37).

Después de los f3-lactamicos los macrólidos son los antimicrobianos que más se

prescriben. En los últimos años, en muchos países se ha incrementado el uso de

eritromicina y más aún el de los nuevos macrólidos para tratamiento empírico de

ciertas enfermedades. Esto ha traído como consecuencia un aumento alarmante

en la resistencia de Streptococcus pyogenesa los macrólidos(37).

El primer reporte de resistencia a macrólidos (eritromicina) se describió en

Inglaterra en 1959 (25,47). Apartir de éste un sin número de invest igadores realizan

diferentes estudios relacionados a la determinación del índice de resistencia que

prevalece en cierta región o país. Es interesante mencionar el caso de Italia y

Japón (Tabla 9) en el que las tendencias de la resistencia son opuestas,

llevándonos a considerar que en la determinación de la resistencia influyen

diferentes factores como la región, el tipo de población, el origen clínico de la

muestra, entre otros'?" .
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Tabla 9. Variaciones en el porcentaje de resistenciaa eritromicina entre paísespara

Streptococcus pyogenes.

País % Resistencia a Eritromicina

Italia 5.1 1993 10

Italia 30.0 1997 9

Italia 38.3 2000 2

IJapón I 60.0 1979 27

Japón 22.2 1994 30

4.5.2 Características de los Genes melA, ermTR y ermB.

Como se indicó antes, la resistencia de Streptococcus pyogenes a macrólidos

(eritromicina) se debe a la presencia de los siguientes genes: metA, ermTR, ermB

(36) (Tabla 10).

Tabla 10. características de los genes de resistencia a macrólidos en

streotocoaus pyogenes.

Gen Significado Tamaño Año*

(pb)

merA' macrolide efflux AC 16 996 (8)

ermTIf erithromycin ribosome methylation TRc 731 1998 (43)

1991 (10)

a) Se reportaron por primera vez en Staphylococcus aureus(36,.
b) Variante del gen ermA de Staphylococcus aureus(83% de identidad) (36'.
c) Agrupación basada en la homologia DNA-aminoácidos con letras A-Z(36,.
*Año en que se reportó para Streptococcus pyogenesel gen de resistencia.
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Muchos de los genes erm están asociados con transposones conjugativos o no

conjugativos los cuales tienden a permanecer en el cromosoma, aunque algunos

también se pueden encontrar en plásmidos. Estos genes están asociados con otros

genes de resistencia a antibióticos, especialmente genes de resistencia a

tetraciclinas. Los transposones conjugativos pueden tener un amplio número de

hospederos lo cual puede explicar porque diferentes especies de bacterias pueden

poseer estos genes erm.

Los genes mef han sido encontrados en una diversidad de géneros grampositivos,

incluyendo Corynebacter, Enterococcus, Micrococcus y una variedad de especies

de Streptococcus, sugiriendo una amplia distribución de estos genes. Muchos de

ellos están asociados a elementos conjugativos localizados en el cromosoma y son

transferidos por conjugación entre especies y géneros(36).

4.5.3 Relación del Genotipo de Resistencia con el Serotipo M.

En Francia se han encontrado 10 serotipos M de Streptococcus pyogenes

relacionados con los genes de resistencia a macrólidos: MI, M2, M4, M6, M11,

M12, M22, M28 Y M77(S). De los cuales MI, M6 Y M4 están asociados

mayoritariamente al gen mefA; la mitad del serotipo M12 se encontró asociada al

gen metA y la otra mitad al ermB; los serotipos M2, M11, M22, M28 Y M77 se

encuentran asociados en su mayoría al gen ermB; el serotipo M28 estuvo asociado

tanto al gen ermB como al gen ermTR (5) (Tabla 11). En otros países como

Finlandia el serotipo M4 esta asociado al metA, en Canadá se ha reportado

asociación del gen ermTR con el serotipo M28(S). Finalmente en la Tabla 11 se

presenta una recopilación de las últimas publicaciones que refieren el serotipo M

de Streptococcus pyogenes asociado al fenotipo o al genotipo de resistencia en

diferentes partes del mundo.
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Tabla 11. Asociación de serotípo M con el fenotipo-genotipo de resistencia a macrólidos
en Streptococcus pyogenes. Los serotipos M subrayados son los que tienen el mayor
numero de cepas analizadas con este serotipo y de las cuales más del 90% de ellas se
asocian a éstegen. n.e.=no especifica.

Fenotipo Genotipo Serotipo País-Año Referencia

publicación

n.e. metA M9 ó M75-1 Japón-2004 3

n.e metA MI, M12, M4, M75 Francia-2004 4

n.e. ermB M22, M28, Mll

M n.e M22, M84 Grecia-2003 51

iML5 n.e. M22, M84

n.e. n.e. M2 México-2002 17

n.e metA MI, M6, M4, M12 Francia-2000 5

n.e. ermB M2, Mll, M22, M77, M28

n.e. ermTR M28

M M4, M75 España-1999 35

M metA M4 Finlandia-1998 21

Nuestro país cuenta con pocos reportes sobre la resistencia a macrólidos

(eritromicina) de Streptococcus pyogenes (Tabla 12), la determinación de los

genes asociados así como la correlación del genotipo de resistencia con el serotipo

M del Estreptococo. En el año 2000 el porcentaje de resistencia a eritromicina

reportado fue del 16%, cuando es comparado con los países Italia y Japón (Tabla

9), no parece ser un porcentaje alto; contrariamente a la situación de Italia, la

tendencia en México, de la resistencia a eritromicina, va en disminución (Tabla 12).

A pesar de ello se pretende realizar un estudio continuo sobre la incidencia de la

resistencia a eritromicina para contar con un registro epidemiológico que permita

monitorear el comportamiento real de dicha resistencia.
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Tabla 12. casos reportados de resistencia a erítromlcina en México

Para cepas de Streptococcus pyogenes.

Año publicación Referencia

12.7 2002 17

12.4 2002 46

11.1 2003 29

Iniciar un estudio en cepas de Streptococcus pyogenes sobre la resistencia a

macrólidos involucra la evaluación del porcentaje de resistencia en México, la

determinación de los genes que confieren resistencia a macrólidos (mefA, erm TRy

ermB), así como la asociación con los serotipos M, los fenotipos de resistencia

prevalentes y la relación que guardan estos últ imos con los genes de resistencia a

macrólidos. En el Laboratorio de Biología Molecular del Departamento de Salud

Pública de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México

se pretende contar con un laboratorio especializado en la caracterización de

aislamientos clínicos de Streptococcus pyogenes. Uno de los objetivos del proyecto

comprende establecer una vigilancia epidemiológica de la resistencia a diversos

antimicrobianos. De esta forma, con el presente trabajo, se determinará el

porcentaje de resistencia a eritromicina en cepas de Streptococcus pyogenes

Grupo A de origen clínico, el fenotipo de resistencia asociado, seguido por la

búsqueda de los genes de resistencia involucrados (mefA, ermTR, ermB) y

finalmente se correlacionará con los datos de serotipo M, con los cuenta el

laboratorio por un estudio previo (13).
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5. HIPÓTESIS:

o La incidencia de la resistencia a eritromicina, en cepas clínicas de

Streptococcus pyoaenes. se debe encontrar mayoritariamente asociada a

la presencia del gen metA en correlación con el fenotipo de resistencia M

y los posibles serotipos: M2, M4, Mll, M12, M22, M28 Y M75.

6. OBJETIVO GENERAL:

00 Identificar genes asociados a la resistencia a macrólidos en cepas de

Streptococcus pyogenesde origen clínico.

7. OBJETIVOS PARTICULARES:

0 ' Determinar la resistencia a eritromicina (15~lg) en 391 cepas clínicas.

éj" Identificar los fenotipos de resistencia asociados a las cepas de

Streptococcus pyogenes.

7 Estandarizar las condiciones adecuadas para la amplificación de los

genes de resistencia a macrólidos.

0 ' Identificar por PCR los genes de resistencia a macrólidos (metA, ermTR y

erm8) que prevalecen en cepas c1inicasde Streptococcus pyogenes.

00 Correlacionar el fenotipo de resistencia de la cepa con su genotipo.

G ' Correlacionar el serotipo M de las cepas con el genotipo de resistencia.

00 Evaluar la resistencia en función del número de cepas de Streptococcus

pyogenes analizadas por hospital.
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8. MATERIAL Y EQUIPO.

Biológico.

Se utilizaron 391 cepas clínicas, colectadas durante el periodo del 2001-2004,

provenientes de diferentes hospitales de la ciudad de México (Cuadro 2),

conservadas en caldo de infusión cerebro corazón (BHI) con glicerol al 15% a una

temperatura de -70°e.

Cuadro 2. Lista de Hospitales.

HOSPITAL No. Cepas

Hospital de Cardiología Centro Médico Nacional IMSS 9

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 10

Hospital López Mateos ISSSTE 16

Hospital Gabriel Mancera IMSS 16

Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional IMSS 17

Otros' 35

Hospital Médica Sur 37

Instituto Nacional de Pediatría 79

Hospital General Gonzálo Castañeda ISSSTE 172

Extracción del DNA: suspensión bacteriana a 2 X109 c élulas/rnl..

Amplificación de los genes por la PCR: Las cepas 502, 503 Y 504 de Streptococcus

pyogenes utilizadas como control para los genes mefA, ermTR y ermB fueron

donadaspor el Dr. Donald Low de Mount Sinai Hospital, Toronto, Canadá.

• Agrupa cepas de Hospitales que proporcionaron menos de cinco muestras clínicas.
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Reactivos.

Pruebas de susceptibilidad y fenotipos:

Gelosa Sangre (GS) al 5% y Agar Mueller Hinton BD Bioxon

AMH Suplementado con 5% de sangre de carnero

Sangre de carnero estéril

Solución salina isotónica estéril

Discos de eritromicina de 15 /1g BD BBL Sensi-Disc

Discos de c1indamicina 2 /1g BIORAD

Extracción del DNA:

DNeasy QIAGEN que incluye:

Buffer de lisis (Tris-HCI 20 mM pH=8.0, EDTA 2mM, Triton X-lOO 1.2%, Iisozima

20 mgjmL)

Proteinasa K 20mgjmL

Etanol 96%

Buffer de lisis (AL)

Buffers de lavado (AW1, AWz)

Buffer de elusión (AE)

El DNA obtenido con una elusión está a una concentración aproximada de

O.14/1gj/1L

Amplificación por la PCR:

Buffer 10X (100 mM Tris-HCI, pH=8.3, 500mM KCI, 15mM MgCIz, 0.01% wjv

gelatina)

Deoxinucleósido trifosfato 1.25mM

HzO ultra pura

Taq DNA polimerasa 5Uj/1L Applied Biosystem

MgClz 25mM

Iniciadores 10/1M (mefAl, mefA2, ermTRl, ermTR2, ermBl yermB2)
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Detección de los productos de amplificación:

Geles de agarosa al 2% (Agarosa grado biología molecular, Research Organics)

Marcador de peso molecular (PM) GeneRuler 100pb Fermentas

Revelador: bromuro de etidio 10mg/mL Research Organics

Equipo.

Pruebas de susceptibilidad y fenotipos:

Colorímetro VITEK Special DR200

Vortex GENIE-2 5cientific Industries

Incubadora Isotemp 750D

Extracción del DNA:

Minicolumnas QIAGEN

Microcentrífuga SIGMA 1-15

Parrilla Multi-block Heater

Incubadora Isotemp 750D.

Amplificación por la PCR

Termociclador Gene Amp PCR System 9700

Cámara de electroforesis modo4000 Life Tecnologies Inc.

Cámara digital DC290 Kodak con software Kodak 1D 3.5v

UV Transiluminador Lab-Tech
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9. METODOLOGÍA.

Pruebas de susceptibilidad a eritromicina (l~g). Las cepas de origen

clínico se resembraron en Gelosa sangre al 5%, se utilizó el crecimiento de 24

horas para preparar una suspensión bacteriana en solución salina isotónica,

equivalente al tubo 0.5 McFarland (/V1.5X108 UFCjml) y se inocularon con hisopo

estéril en placas de Agar Mueller-Hinton, de acuerdo con los Estándares para las

Pruebas de Susceptibilidad a Anttmlcrobíanosv'", Las lecturas de susceptibilidad se

realizaron después de una incubación de 24 h a 37°(,

La resistencia a eritromicina se determinó tomado en cuenta los Estándares para

las Pruebas de Susceptibilidad a Antimicrobianos (NCCLS), Tabla 13.

Tabla 13. Estándares para la interpretación del diámetro de inhibic ión

. para eritromicina (31).

I Antibiótico 11 Resistente 11 Intermedio 1I Susceptible I

Eritromicina I s15mm ~ 1~20mm I ;?:21mm
sensidisco 15~lg

Para cada lote de pruebas de susceptibilidad a eritromicina realizado se incluyó la

cepa control ATCC25923 de Staphy/ococcus aureus, para la cual se reportan de 22

30 mm como límites para los diámetros de inhibición(31). Con las cepas de

Streptococcus pyogenes eritromicina resistentes se determinó el fenotipo asociado

a dicha resistencia por medio de las siguiente técnica.

Prueba para la determinación del fenotipo de resistencia (Doble Disco):

Esta prueba se llevó a cabo siguiendo la misma metodología que se utilizó para la

prueba de susceptibilidad a eritromicina; con la diferencia de que las placas de
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AMH recién preparadas se suplementaron con un 5% de sangre de carnero y se

utilizó discos de c1indamicina de 2~g y discos de eritromicina de 15~g, separados a

una distancia de 15 a 20mm. Se buscaron los tres fenotipos de resistencia a

eritromicina reportados (M, iMLS, cMLS) (42). El fenotipo de resistencia M mostró

sensibilidad a c1indamicina (2~g ) Y su halo no se vió interrumpido por la presencia

de la eritromicina. El fenotipo de resistencia inducible (iMLS) se caracterizó por un

corte en la zona de inhibición de la c1indamicina cercano a la zona de la

eritromicina. El fenotipo de resistencia constitutivo (cMLS) mostró resistencia tanto

a c1indamicina como a eritromicina(20,42, 47).

Reacción en Cadena de la Polimerasa.

En 391 cepas de Streptococcus pyogenes de origen clínico se buscaron los genes

mefA, ermTR y ermB que confieren resistencia a macrólidos, siguiendo la

metodología que se describe a continuación.

Aislamiento de DNA: A partir de un cultivo de 24 horas de Streptococcus

pyogenes, en placas de Agar sangre, se ajustó la concentración de bacterias

aproximadamente a 2X1Q9 células con agua estéril, se procedió a centrifugar

(7500rpm, 10min .) y el paquete bacteriano fue resuspendido en lS0~L de buffer

de lisis, mezclado e incubado a 37°C 30min. Después se adicionó 25 ~L de

proteinasa K y 200~L buffer AL, mezclando e incubando a 70°C 30min.

Adicionamos 200~IL de etanol al 96% y mezclamos perfectamente. Transfiriendo a

la minicolumna, que retuvo el DNA, y centrifugando (SOOOrpm, 1min.); Llevando a

cabo dos centrifugaciones posteriores para lavado (SOOOrpm, 1min. y 13000rpm,

3min. respectivamente). El DNA contenido en la columna finalmente se eluyó con

200~L buffer AE, incubando 1 mino a temperatura ambiente y centrifugando

(SOOOrpm 1min).

Diseño de los iniciadores: La base para la realización de una PCR exitosa esta en el

diseño de los iniciadores. En este caso, para la amplificación de los genes que

confieren resistencia a macrólidos (metA, ermTR, erm8), se ha reportado al menos
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dos secuencias para cada uno de los iniciadores(16, 22, 44) . De esta manera se

seleccionó aquellos cuyos productos de PCR fueran de diferentes pesos

moleculares para diferenciarlos entre sí (Cuadro 3).

Cuadro 3. secuencias de los iniciadores utilizados en la PCR (8,43,44).

Gen Secuencias Localización Ampli-

en el gen ficado
--~~------~-----~---

mefAl 5'_ CTATGA CAG CCTCM TGC G -3' 1 - 19 1.5kb

mefA2 5'_ ACC GATTCT ATC AGC AM G _3' 1435 - 1417

ermTRl 5'_ AGG TTA TM TGA MC AGA _3' -8 - 10 208pb

ermTR2 5'_ GCA TGA CAT AAA CCTTCA _3' 200 - 183

ermBl 5'_ GAAAAA GTA CTC MC CM ATA _3' 43 - 63 639pb

ermB2 5'_ AGT AAC GGTACTTAA ATT GTT TAC -3' 681 - 658

Controles: Para poder estandarizar la PCR se requerían controles positivos de cada

uno de los genes, como no se contaba con ellos, se decidió buscarlos en las cepas

clínicas resistentes a eritromicina es decir, se sometieron a la PCR bajo las

condiciones de reacción que se trabajan en el laboratorio y se logró obtener un

producto de amplificación de 1.4Kb que correspondió con el gen mefA. Finalmente

el laboratorio obtuvo una donación de las cepas control (502, 503, 504), cada una

con el correspondiente gen de resistencia a macrólidos (mefA, ermTR, erm8), del

Laboratorio de Mount Sinai Hospital, Toronto, Canadá.

Estandarización de la técnica de PCR: La estandarización implicó la determinación

de la concentración y los volúmenes de cada reactivo de la mezcla maestra, así

como la optimización de temperatura de alineamiento durante la reacción; la

temperatura de hibridación fue la más importante, considerando para ella la

temperatura de fusión (Tm) de los iniciadores.
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Cabe mencionar que se intentó realizar una PCR múltiple (amplificación de los tres

genes en una misma mezcla de reacción). Sin embargo, sólo se logró optimizar

para identificar el gen metA junto con el gen ermB. La probabilidad de encontrar

una cepa con los genes de resistencia a macrólidos fue de l/ID, determinada con

base al resultado de 100 cepas clínicas sometidas a pruebas de susceptibilidad. De

esta manera, entre mayor cantidad de DNA's clínicos por tubo de reacción, mayor

probabilidad de encontrar un gen de resistencia a macrólidos, manteniendo la

proporción de DNA recomendada para la mezcla de reacción (10-250 ng).

Inicialmente se probó el DNA de una sola cepa clínica (DNA clínico) por tubo de

reacción. Sin embargo, se optimizó para colocar 5 DNA's por tubo. Con ésta

cantidad de DNA la PCR trabajó adecuadamente.

Revelado de productos de PCR : Los productos de la PCR se corrieron en geles de

agarosa al 2.0%. Se esperaron amplificados de 1.4 Kb (metA), 208 pb (ermTR) y

639 (ermB).

Asociación de fenotipo y genotipo de resistencia con serotipo M.

Finalmente se correlacionaron los resultados de la fenotipificacion de la resistencia

y la determinación de los genes de resistencia a macrólidos con los datos de

serotipo M (determinados por un estudio previo(13») que poseen las cepas

analizadas de Streptococcus pyogenes.
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10. RESULTADOS.

De 391 cepas de Streptococcus pyogenesevaluadas por pruebas de susceptibilidad

se obtuvo que 30 (7.8%) cepas fueron resistentes a eritromicina. De éstas, 28

cepas (93%) presentaron el fenotipo de resistencia M, un aislamiento (3%) (cepa

con clave 185) presentó el fenotipo de resistencia inducible (iMLS) y la cepa con

clave 706 (3%) no presentó ningún fenotipo de resistencia asociado (Tabla 14).

Tabla 14. Porcentaje de resistencia a eritromicina (15 J.!g)

en Streptococcus pyogenes.

No. cepas No. cepas % Fenotipos encontrados
anali zadas resis tentes Resistencia ( Ofa)

391 30 7.7 M (93) Y iMLS (3)

En la Figura 7 se presentan los fenotipos de resistencia M e iMLS. El disco derecho

corresponde a 15 llg de eritromicina y el disco izquierdo a 2119 de c1indamicina. El

fenotipo de resistencia M mostró sensibilidad a c1indamicina y su halo no se vió

interrumpido por la presencia de la eritromicina. El fenotipo de resistencia inducible

(iMLS) se caracterizó por un corte en la zona de inhibición de la c1indamicina

cercano a la zona de la eritromicina. Esta descripción de los fenotipos correspondió

con los encontrados en otras partes del mundo(20, 42, 47).

Fenotipo de resistencia M Fenotipo de resistencia iMLS

Figura 7. Representación de los fenotipos de resistencia encontrados al evaluar 30 cepas
de Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina.
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Después de varios ensayos probando diferentes temperaturas de alineación así

como diferentes mezclas de reacción, se estableció 94°(, 48°( Y 72°( para

desnaturalización, hibridación y elongación respectivamente en un proceso de 30

ciclos (Tabla 15). Un volumen final de reacción de cincuenta microlitros para la

amplificación de los genes metA, ermB y un volumen final de reacción de treinta

microlitros para amplificar el gen ermTR(Tablas 16, Tabla 17).

Tabla 15. Temperaturas trabajadas en la peRo

Etapa Temperatura (OC)

Desnaturalización 94

I Hibridación
1I

48
I

I Elongación
11

72 I

Tablas 16. Mezcla de reacción

para amplificar metA y ermB.

Vol. Final=501-l L

Reactivo Volumen (uL)

Buffer 5.0
dNTP/s 12.0
metAl 1.50
metA2 1.50
ermBl 1.50
ermB2 1.50
Taq 0.40
DNA 0.75*
H20 22.85

Tablas 17. Mezcla de reacción

para amplificar ermTR.

Vol. Final=30I-l L

Reactivo Volumen (IlL)

Buffer 3.0
dNTP/s 5.0
ermTRl 1.0
ermTl?2. 1.0

Taq 0.20
DNA 0.75*
H20 16.05

*Este volumen es por muestra de DNA, con 5 DNA's=3.75 I-lL y por lo tanto el volumen de
agua disminuye.

Se obtuvieron amplificados con un peso molecular de 1.4 kb para metA, 208 pb

para ermTR y 639 pb para ermB (Figura 8). La mezcla de iniciadores para
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identificar a los genes metA y ermB se probó con 5 DNA's clínicos cuyas pruebas

de susceptibilidad a eritromicina fueron negativas (cepas con clave: 700, 702, 703,

711, 776); se adicionaron también los DNA's de las cepas control (502, 504). En

total para la estandarización se manejo siete DNA's por reacción y se logró

amplificar los DNA's de las cepascontrol (Pozo 2), lo que sugirió que la cantidad de

DNA's clínicos no interfirió su amplificación; el control positivo de esta reacción

(ausencia de DNA clínico) se muestra en el Pozo 5. Se amplificó por separado las

cepas control para los genes metA y ermB (Pozos 3 y 4 respectivamente). La cepa

positiva para el gen ermTR (cepa 503) se probó con 6 DNA's clínicos de los cuales

tres cepas fueron susceptibles a eritromicina y tres fueron resistentes-fenot ipo M

probable gen metA asociado (claves 700, 702, 703 Y 750, 723, 732

respectivamente); la probable existencia del gen metA no interfirió con la

amplificación del gen ermTR de igual forma que la cantidad de DNA's clínicos

colocados (Pozo 6); el control positivo de esta reacción se colocó en el Pozo 7.

(Figura 8).

1500

700

500

300

200

Figura 8. Amplificación de los genes mefA, ermTR y ermB durante la estandarización.
Pozo 1: Marcador de peso molecular; Pozo 2: Mezcla de 5 DNA's clínicos, cepas control
para genes mefA y ermB, Pozo 3: Control positivo para mefA; Pozo 4: Control positivo
para ermB, Pozo 5: Control positivo mefA/ermB, Pozo 6: Mezcla de 5 DNA's y cepa control
para gen ermTR, Pozo 7: Control positivo para ermTR.

Después de someter a la PCR las 391 cepas clínicas de Streptococcus pyogenes, se

agrupó los productos de PCR de las treinta cepas resistentes a eritromicina. De
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ellas 28 cepas presentaron el gen metA y una cepa (185) el gen ermTR.

Sorprendentemente la cepa (706) que no mostró asociación con alguno de los tres

fetotipos de resistencia a macrólidos (M, iMLS, cMLS) resultó negativa para la

amplificación de alguno de los genes de resistencia a macrólidos buscados (metA/

ermTR, erm8) (Tabla 18).

Tabla 18. Genes de resistencia a macrólidos identificados entre las cepas eritromicina

resistentesde Streptococcus pyogenes.

_n\. ' J Gene

30 28 metA

1 ermTR

Para el resto de los productos de amplificación de la PCR, se encontró tres cepas

positivas para los genes de resistencia a macrólidos metA y ermTR; de las cuales,

dos (574, 587) fueron positivas para el gen metA y una (268) fue positiva para dos

genes de resistencia a macrólidos: metA y ermTR (Tabla 19). Es interesante

mencionar que estas cepas fueron sensibles a 15~g de eritromicina (diámetro de

inhibición >30 mm) y no se identificó los fenotipo M, iMLS y cMLS (Tabla 20), por

lo que en lo sucesivo las denominamos como PCR positivas .

Tabla 19. Identificaciónde los genes asociados a la resistencia a macrólidos

entre cepas sensibles a eritromicina.

No. cepas PCR positivas G

1 metA y ermTR

2 metA

A continuación se presentan los datos experimentales de las cepas de

Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina con los resultados de la PCR

(Tabla 20). se incluyó el tamaño de los halos de inhibición, de las pruebas de

susceptibilidad a eritromicina, el fenotipo de resistencia determinado por pruebas
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de doble disco y los resultados de la PCR para los genes metA, ermTRy ermB. De

forma adicional el serotipo M(13) y el origen clínico de la muestra.

Tabla 20. Recopilación de las cepas de 5treptococcus pyogenes resistentes a eritromicina
y las cepas con genotipo de resistencia a macrólidos. En donde F=faríngeo, NF=no
faríngeo y (- )=nec¡ativo.
Clave Suscepti bilidad Fenotipo
de la Origen (mm de de PCR PCR PCR
cepa Serotipo Clínico inhibición) resistencia mefA ermTR ermB
706 M41-2 F 13 - - - -

185 M4 NF 20 iMLS - + -
268 M75 F >30 - + + -
574 M28 F >30 - + - -
587 M28 F >30 - + - -
151 M75 F 17 M + - -
181 M75 F 16 M + - -
183 M75 F 13 M + - -
199 M75 F 16 M + - -

203 M75 F 15 M + - -
204 M75 F 13 M + - -

222 M75 F 13 M + - -

223 M75 F 15 M + - -

225 M75 F 13 M + - -

227 M75 F 12 M + - -
259 M75 F 13 M + - -
270 M75 F 12 M + - -
289 M75 F 12 M + - -
567 M75 NF 11 M + - -
569 M75 NF 11 M + - -
572 M75 F 11 M + - -

--- ---

597 M75 F 13 M + - -
603 M75 F 12 M + - -

605 M75 F 12 M + - -

612 M75 F 9 M + - -
633 M75 F 17 M + - -
653 M75 F 15 M + - -

665 M75 F 17 M + - -

723 M75 F 16 M + - -
732 M75 F 14 M + - -
750 M75 F 12 M + - -
774 M75 NF 10 M + - -
793 M75 F 14 M + - -
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De los datos generales (Tabla 20) se agrupó a las cepas resistentes a eritromicina

considerando su fenotipo de resistencia, serotípo M y genotipo (metA, ermTI?). Se

encontró tres diferentes serotipos M asociados a la resistencia a macrólidos: M75,

M4 Y M4-2, de los cuales, los dos primeros, tienen asociados los genes metA y

ermTR correspondientemente (Tabla 21). Finalmente se tuvo un 93% (28/30) de

cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina asociadas al fenotipo

M75.

Tabla 21. Asociación de las cepas eritromicina-resistentes

con su fenotipo, serotipoy genotipo de resistencia.

INo. de cepas IFenotipo de Resistencia 5erotipo Genotipo

28 M M75 merA

1 iMLS M4 11 ermTR

1 - M4-2 n.i.

n.I.=no Identificado

De igual manera las cepas que se denominaron PCR positivas (268, 574, 587) se

relacionaron con su serotipo y genotipo; de éstas surgió un nuevo serotipo M

(M28) asociado al gen metA, y un nuevo genotipo (metA + ermTI?) asociado al

serotipo M75 (Tabla 22).

Tabla 22. Cepas PCR positivas

en asociación con su serotipo y genotipo.

No. cepas Serotipo Genotipo

2 M28 metA

1 M75 meta, ermTR
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De forma adicional se presentan los productos de amplificación de las cepas de

Streptococcus pyogenes asociadas con los genes de resistencia a macrólidos,

obsérvese que el producto amplificado del gen metA fue de 1.4Kb; el gen ermTR

de 20Spb y el ermB de 639pb aproximadamente. Los controles positivos (C+) y el

negativo (C-) se colocaron al final de las cepas. El marcador de peso molecular

(PM) se colocó en los pozos inicialesy al final.

Figura 9. Productos de PCR de las cepas que poseen genes asociados a la resistencia a

macrólidos.

La presencia de cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina por

hospital fue otro factor importante que se tomó en cuenta. Siete hospitales

considerados en este estudio poseen cepas asociadas con los genes de resistencia
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a macrólidos. El porcentaje de resistencia a eritromicina varía con cada hospital

desde un mínimo de 2.7% (Hospital Médica Sur) a un máximo 43.8% (HGGM),

esta variación puede estar determinada por la cantidad de cepas analizadas,

diferentes para cada hospital. El hospital HGGC tiene un porcentaje de resistencia

(7.6%) similar al que se encontró de manera general (7.7%) y la cantidad de

cepas que se analizó para este hospital representó el 44% del total de cepas

evaluadas, sugiriendo que la interpretación del porcentaje de resistencia a

eritromicina (si resultó alto o bajo) depende indiscutiblemente de la cantidad total

de cepas que se analizan (Tabla 23).

Tabla 23. Porcentaje de resistencia a eritromicina por Hospital.

No. cepas No. cepas %

HOSPITAL analizadas positivas RESISTENCIA

HMS 17 1 2.7

INP 79 4 5.1

HECM 17 1 5.9

HGGC 172 13 7.6

INER 10 1 10.0

HLM 16 3 18.8

HGGM 16 7 43.8
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11. DISCUSIÓN DE RESULTADOS.

Análisis de las pruebas de susceptibilidad.

La evaluación de la susceptibilidad a 15 /1g de eritromicina (Tabla 14) indicó que el

porcentaje de resistencia promedio fue del 8%, el cual resultó comparable con lo

reportado en Argentina (8.2%i47
) o el alcanzado en nuestro país para el año 2003

(8.7%)(29). Se considera como un bajo porcentaje de resistencia a eritromicina

comparado con los estudios realizados en Francia (22%)(4), España (27 a 34%)(5) e

Italia (38%)(23).

De las pruebas de susceptibilidad es importante mencionar la existencia de un

23% de cepas de Streptococcus pyogenes que presentaron consistentemente

(después de tres repeticiones) resistencia intermedia a eritromicina (16-20mm)

pudiendo ser falsos negativos. Por tal motivo fue necesario establecer los

milímetros de inhibición que serían considerados para determinar las cepas

resistentes, bajo las condiciones experimentales de trabajo, en virtud de que

también el control negativo presentó variabilidad en los diámetros de inhibición

(desde 23mm hasta 35mm). De esta manera se definió 17 mm como límite

máximo para considerar una cepa resistente a eritromicina (Tabla 20).

Análisis de las pruebas de Doble Disco para determinación del fenotipo

de resistencia.

El fenotipo M de resistencia a eritromicina, en general, se ha encontrado en mayor

proporción que el fenotipo de resistencia inducible (iMLS) y este a su vez en mayor

proporción que el fenotipo de resistencia constitutivo (cMLS) (16, 23, 29). Sin embargo,

existen excepciones como lo fue el caso del 60% de resistencia a eritromicina

asociado al fenotipo de resistencia iMLS(42) o bien el 55% que se asoció al

fenotipo de resistencia cMLS(5). Cabe destacar que no se detectó el fenotipo de

resistencia constitutivo (cMLS) en nuestra población (Figura 7) en contraste con el

2.2% que se reportó recientemente para el Hospital La Raza, Centro Médico, IMSS

en el año 2003(29). Por otra parte, una característica particular del fenotipo de
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resistencia inducible fue que su expresión se ve manifestada por una

susceptibilidad intermedia (20mm, Tabla 20) como se ha reportado para este

fenotipo de resistencia(32, 48).

Análisis sobre el origen clínico de las cepas de Streptococcus pyogenes.

Al analizar la resistencia a eritromicina de acuerdo al origen faríngeo o no-faríngeo

de la muestra (Tabla 20), se encontró resultados muy similares, mientras que en

los aislamientos faríngeos se determinó una resistencia del 7.8% (26/334) en los

aislamientos no faríngeos fue del 7.0% (4/57), sugiriendo que en nuestra

población la resistencia no depende del tipo de muestra clínica, a diferencia del

estudio realizado en Finlandia en 1992(41), donde se demostró que de 3087

aislamientos faríngeos el 20% fue resistente a .erltrornlclna, y de 1349 aislamientos

no-faríngeos el 31% fue resistente'?". Indicando que las cepas invasivas expresan

factores de patogenicidad importantes desde el punto de vista epidemiológico en

comparación con cepas no ínvasivas'".

Análisis de los productos de PCR de las cepas de Streptococcus pyogenes

resistentes a eritromicina.

La reacción de PCR permitió identificar los genes de resistencia a macrólidos

asociados con la resistencia a eritromicina (Tabla 18). El porcentaje de resistencia

a eritromicina se asoció en un 93% a la presencia del gen metA y un 3% en

asociación con el gen ermTR. Dicho porcentaje correlacionó con el reportado en

Argentina (96% metA y 2% ermTR). Sin embargo, a diferencia del 2% reportado

en Argentina en asociación al gen ermB, para nuestros resultados no se encontró

la existencia de éste gen en la población estudiada.

Adicionalmente se encontró una cepa resistente a 15 ¡.tg de eritromicina (706, la

misma que no mostró fenotipo de resistencia) para la cual no se logró amplificar

ninguno de los tres genes de resistencia a macrólidos (metA, ermTR, erm8). La

existencia de una cepa con estas características se reportó en Finlandia en el año
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2000(23). De acuerdo a lo anterior se especuló que este comportamiento podría ser

explicado considerando lo siguiente:

• 1) Demostrar que no existen los genes de resistencia a macrólidos mediante

secuenciación de la cepa, confirmando que las secuencias nucleotídicas de

los genes de resistencia a macrólidos no se encuentran presentes.

• 2) Puede estar involucrada en un reciente caso de resistencia a eritromicina

asociada a una mutación en la proteína L4 debida a una previa

administración prolongada de miocamicina",

• 3) Suponer la existencia de otro mecanismo o gen de resistencia a

eritromicina que no se haya descrito aún.

De esta manera contamos con otra alternativa de investigación que nos permita

dilucidar los factores involucrados en esta resistencia.

Análisis de los genes de resistencia a macrólidos determinados por PCR

en cepas de Streptococcus pyogenes sensibles a eritromicina.

El resultado de la PCR nos arrojó datos significativos (Tabla 19).

1) La identificación de una cepa (268) que posee dos genes de resistencia a

macrólidos (mefA y ermTR). Hallazgo no reportado hasta el momento en

población mexicana, pero sí en otros países como Francia(S), ltalia(16) y

Finlandia(23).

2) Dos cepas (574, 587) asociadas al gen mefA que no expresaron resistencia

a 15119 de eritromicina y no manifestaron fenotipo de resistencia, lo que

hace pensar que existen cepas que no expresan el gen de resistencia a

macrólidos, ya sea por que la concentración de eritromicina no fue

suficiente para estimular la expresión del gen de resistencia, o bien el gen

puede estar mutado y no genera el polipéptido de resistencia (enzima o

transportador) .

Respecto a los productos de la PCR obtenidos (Figura 9), la temperatura de

alineamiento de 48°C resultó ser la que generó menos amplificados inespecíficos
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para el gen metA; los genes erm no presentaron complicaciones de este tipo. No

se detectó la existencia del gen ermB en las cepas analizadas, el cual tiene una

incidencia menor que el gen ermTRen los países que si lo reportan'P',

Análisis de asociación del serotipo M con el genotipo de las cepas de

Streptococcus pyogenesresistentes a eritromicina.

La trascendencia de relacionar el serotipo M con los resultados de las pruebas de

doble disco (Tabla 21) está en el establecimiento de un patrón de resistencia

dentro de las cepas clínicas de nuestra población, generando criterios sobre el tipo

de cepa que se asocia con los genes de resistencia a macrólidos. De acuerdo con

ésto, se observó en la población de cepas estudiadas, que el serotipo M75

prevalece mayoritariamente relacionado a la presencia del gen metA, en un 93%,

ya que 28 de 30 cepas resistentes a eritromicina presentaron este gen. Este patrón

coincidió con lo reportado en España (270/293)(35) y Francia (5/5)'8). El serotipo M4

se ha reportado asociado con los genes de resistencia a macrólidos siendo uno de

los serotipos M predominantes (Tabla 11) asociado con el gen metA. Contrario a

estos reportes, en nuestro estudio, una cepa del serotipo M4 se encontró asociado

a el fenotipo de resistencia inducible (iMLS) con un genotipo ermTR (Tabla 21). El

serotipo M41-2 no se ha reportado dentro de los serotipos M asociados con los

genes de resistencia a macrólidos, tal vez por que puede estar envuelto en otro

proceso, aún no dislucidado, que confiere resistencia a eritromicina.

Análisis de asociación del serotipo M con el genotipo de las cepas de

Streptococcus pyogenes PCR positivas sensibles a eritromicina.

Un nuevo serotipo M (M28) asociado con los genes que confieren resistencia a

macrólidos se identificó de éste estudio. El serotipo M28 esta reportado dentro de

los más frecuentemente relacionados con los genes de resistencia a macrólidos,

principalmente asociado al gen ermB (4, 5); con poca frecuencia asociado al gen

ermTR-5) (Tabla 11). Contrariamente el resultado de nuestra amplificación indicó

estar asociado al gen metA. Cabe mencionar que el serotipo M28, en nuestra

ESTA TESIS NO SALE
OE LA BIBIJOTECA
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población, puede tener la particularidad de no expresar in vitro el gen de

resistencia macrólidos (Tabla 22).

Finalmente es importante destacar que la serotipificación provee información

valiosa de ámbito epidemiológico pero no es suficiente para establecer que

determinado serotipo M va ha tener asociado un gen específico de resistencia a

macrólidos, debido a que un mismo genotipo puede estar presente en diferentes

serotipos y mismos serotipos presentar heterogeneidad genética entre síeS).

Análisis de la distribución por hospital de las cepas resistentes a

eritromicina.

Un dato indicador de que el porcentaje de resistencia está relacionado con el

número de cepas que se analizan es la variabilidad en los porcentajes de

resistencia a eritromicina obtenidos en cada hospital. Es de particular interés el

caso presentado por el Hospital General Gonzálo castañeda (HGGC) de el cual se

tuvo el mayor número de muestras y un porcentaje de resistencia similar al

obtenido de manera general (Tabla 23).

En el Hospital Gabriel Mancera (HGGM) se tuvo un alto porcentaje de resistencia,

del cual habría que investigar si el resultado está influenciado por la minoría de

cepas analizadas o bien, es que existe realmente una población con un alto índice

de resistencia, que hace suponer un uso desmedido de este tipo de antibióticos y

nos obliga a informar sobre la situación prevalente, para evitar que el porcentaje

de resistencia siga en aumento y se vuelva un problema epidemiológicamente

grave.

Aunque el porcentaje de resistencia a eritromicina no resultó alto debemos

continuar con su monitoreo, para identificar cambios en las poblaciones de

Estreptococos que permitan establecer alternativas terapéuticas (de segunda

elección) para las infecciones ocasionadas por dicha bacteria. Es importante

remarcar que fuimos el primer laboratorio en México (yen otros países), en

realizar un estudio y análisis completo de las cepas de Streptococcus pyogenes, ya

que la mayoría de los reportes de resistencia a eritromicina incluyeron sólo la
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determinación del porcentaje de resistencia, y unas cuantas veces, la

serotipificación o bien, fenotipificación y/o genotipificación de las cepas. Esto

resultó en información insuficiente para un verdadero análisis epidemiológico que

nos permita hacer aportacionesvaliosasen el ámbito de la salud.

51



12. CONCLUSIONES.

../ El porcentaje de resistencia a eritromicina en 391 cepas clínicas de

Streptococcus pyogenes fue del 8% .

../ Los fenotipos de resistencia a eritromicina que presentó la población

estudiada fueron M (93%) Yel iMLS (3%).

../ Los genes mefA y ermTR de resistencia a macrólidos se identificaron en las

391 cepas clínicasde Streptococcus pyogenes analizadas

../ Los serotipos M75, M28, M4 Y M41-2 de Streptococcus pyogenes están

asociados con la resistencia a macrólidos en la población estudiada.

../ El 93% de las cepas de Streptococcus pyogenes eritromicina resistentes son

serotipo M75.

../ En la población estudiada el gen mefA prevalece mayoritariamente como el

gen de resistencia a macrólidos y esta asociado al serotipo M75.

../ Se detectó una cepa de Streptococcus pyogenes que tiene dos genes

asociados a la resistencia a macrólidos, el gen ermTR y el gen mefA.

../ El gen ermB no se encuentran en la población estudiada.

../ Se detectó una cepa de Streptococcus pyogenes resistente a eritromicina y

no tiene asociada genes de resistencia a macrólidos conocidos (mefA,

ermTR, erm8) .

../ El porcentaje de resistencia a eritromicina no presenta un problema

prioritario de salud.
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