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INTRODUCCION. Estudiamos los mecanismos genéticos y la
evolucion de la resistencia de S. pyogenes a claritromicina
y clindamicina (1996-2003) en 480 aislamientos pediatricos
de un hospital de Barcelona.

RESULTADOS. Se observa un aumento progresivo de cepas
con fenotipo MLSg (55,6% de los aislamientos resistentes
en 2002) y una disminucion relativa del fenotipo M.

El porcentaje global de resistencia a macrolidos fue

del 29,8% (27,4% en el periodo 1996-2001 y 35,8%

en 2002-2003).

Se detecto6 el gen mefA en las cepas con fenotipo M, el gen
ermB en las cepas con fenotipo MLSg constitutivo y el gen
ermTR en algunas cepas con fenotipo MLSg inducible.
ConcLusiON. El aumento de la resistencia y los cambios

en los mecanismos implicados reducen la efectividad de
macrolidos y clindamicina como tratamiento alternativo.

Palabras clave: Streptococcus pyogenes. Sensibilidad
antibiotica. Macrolidos.

Increasing methylase-mediated resistance to macrolides
in Streptococcus pyogenes in a children’s hospital in
Barcelona (Spain)

INTRODUCTION. The genetic mechanisms and changes in
resistance of Streptococcus pyogenes to clarithromycin
and clindamycin were studied in 480 strains from

a children’s hospital in Barcelona (1996-2003).
ResuLTs. There was a progressive increase of strains
with the MLSg phenotype (55.6% of resistant strains
in 2002) and a relative decrease in the M phenotype.
The overall rate of macrolide resistance was 29.8%,
with an increase from 27.4% in the 1996-2001 period
to 35.8% in the 2002-2003 period.

The MefA gene was detected in M phenotype strains,
the ermB gene in constitutive MLSg strains and the
ermTR gene in some inducible MLSg strains.
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ConcLusioN. The increase of the resistance and the changes
in the implied mechanisms reduce the effectiveness of
macrolides and clindamycin as an alternative treatment.

Key words: Streptococcus pyogenes. Antimicrobial
susceptibility. Macrolides.

Introduccion

A diferencia de otros géneros de estreptococos, S. pyoge-
nes es universalmente sensible a penicilina y mantiene
una elevada tasa de sensibilidad frente a cefalosporinas!.

En los ultimos afios la resistencia de S. pyogenes a ma-
crélidos se ha incrementado de forma significatival?. El
principal mecanismo de resistencia se debe a la presencia
de bombas de expulsién activa codificadas por el gen
mefA. Estas confieren resistencia a macroélidos de 14 y
15 atomos, mientras que permanecen sensibles los macré-
lidos de 16 atomos, las lincosamidas y la estreptogrami-
na B (fenotipo M). Sin embargo, al igual que en otros es-
treptococos la resistencia a macroélidos puede deberse a la
presencia de metilasas codificadas por los genes ermB o
ermTR, que confieren resistencia a macrélidos, lincosami-
das y estreptogramina B (fenotipo MLSg, constitutivo o
inducible)3.

El objetivo de este estudio es relacionar los resultados
de sensibilidad antibiética de las cepas pedidtricas de
S. pyogenes aisladas en nuestro hospital los afios 2002
y 2003 con los fenotipos de resistencia implicados (M y
MLSg) y analizar la evoluciéon de las resistencias a clari-
tromicina y clindamicina desde el afio 1996, cuyos datos de
sensibilidad fueron parcialmente publicados®.

Métodos

Entre los afios 1996 y 2003 se aislaron, en el Hospital Sant Joan de
Déu de Barcelona, 480 cepas (137 en el periodo 2002-2003) de S. pyo-
genes procedentes de pacientes de entre 2 meses y 17 afios de edad.

Un total de 247 cepas fueron obtenidas mediante frotis faringeo en
pacientes diagnosticados de faringoamigdalitis aguda y el resto de ce-
pas procedian de diversas localizaciones no faringeas (lesiones cuta-
neas, abscesos, muestras genitales, secreciones 6ticas y oculares, li-
quido articular, liquido pleural, sangre, etc.).

La identificacién bacteriana se realizé mediante la determinaciéon
de la sensibilidad a bacitracina (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia)
en las cepas de estreptococos B-hemoliticas y posteriormente se con-
firmé mediante la determinacién del serogrupo A (Phadebact® Strep A
Test, Boule Diagnostics AB, Huddinge, Suecia). En los casos de cepas
resistentes a bacitracina se complet6 la identificacién con el sistema
api® 20 STREP (BioMérieux, Marcy I’Etoile, Francia).
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La determinacién de la sensibilidad antibiética se realizé por el mé-
todo de E-test (AB Biodisk, Solna, Suecia). Se estudiaron los siguien-
tes antibiéticos: penicilina, claritromicina y clindamicina, y en los
aislamientos de los afios 2002-2003 se estudi6 también el linezolid. La
sensibilidad antibiética de linezolid se determiné también por el mé-
todo de discodifusién (Oxoid, Oxoid Limited, Inglaterra). La interpre-
tacién de los resultados se realiz6 segun los criterios del National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).

Como medio de cultivo se utiliz6 agar Miieller-Hinton suplementa-
do con el 5% de sangre de cordero y la incubacion se realiz6 a 35-37 °C
durante 20-24 h en atmésfera aerobia con 5% de COs.

La caracterizacién fenotipica de la resistencia a macrélidos se hizo
mediante la prueba del doble disco eritromicina (15 png) y clindamici-
na (2 pg)? en placas de agar Miieller-Hinton con el 5% de sangre de
cordero. Ademads, en las cepas de los afios 2002 y 2003 se incluyé el
disco de estreptogramina B (25 pg).

La deteccién de genes de resistencia a macrélidos se realizé me-
diante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a todos
los aislamientos resistentes a macrélidos de los afios 2002 y 2003
(49 cepas). Para la deteccién de los genes mefA, ermB y ermTR se uti-
lizaron los cebadores y condiciones descritas por Sutcliffe®. Se inclu-
yeron controles positivos y negativos en cada serie de amplificacion.
Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1% y tras
tincién con bromuro de etidio se visualizaron bajo luz ultravioleta.

La comparacion de variables cuantitativas se realizé mediante el
test de la chi cuadrado.

Resultados

La tabla 1 muestra la evolucién de la sensibilidad de
S. pyogenes a macroélidos desde el afio 1996 al 2003. Se ob-
serva una tendencia al aumento de la resistencia hasta al-
canzar en el afio 2002 un maximo del 48% de cepas resis-
tentes. La resistencia media de estos afios fue del 29,8%
(27,4% entre 1996 y 2001 y 35,8% entre 2002 y 2003).

Durante el periodo de estudio, se ha observado un cam-
bio en los fenotipos de resistencia a macrélidos. En el pe-
riodo 1996-1998 todas las cepas resistentes a claritromici-

na presentaron el fenotipo M. En 1999 se detect6 la pri-
mera cepa con fenotipo MLSg constitutivo y en los afios
siguientes se produjo un importante aumento de cepas con
este fenotipo de resistencia, hasta superar el 50% de los
aislamientos resistentes a macrélidos en 2002. El aisla-
miento de cepas con fenotipo MLSg inducible fue anecddéti-
co hasta 2003, en que representé el 18,2% de las cepas
resistentes a claritromicina. El aumento del fenotipo
MLSg desde el afio 1999 es estadisticamente significati-
vo (p <0,001).

La tabla 2 muestra los valores de sensibilidad de los an-
tibi6ticos estudiados en el periodo 2002-2003. La resisten-
cia a claritromicina de las cepas del fenotipo M fue, como
es habitual en este fenotipo, de bajo nivel, ya que en nin-
gun caso la concentracién inhibitoria minima (CIM) supe-
r6 los 32 pg/ml, mientras que clindamicina mantenia el
mismo nivel de sensibilidad que las cepas sensibles a ma-
crélidos. En todas las cepas con resistencia constitutiva la
CIM de claritromicina y clindamicina fue superior a
256 pg/ml.

Todas las cepas fueron sensibles a penicilina y linezo-
lid, sin diferencias de CIM entre las cepas sensibles y re-
sistentes a macrélidos. El rango del halo de inhibicién del
disco de linezolid, obtenido mediante el método de disco di-
fusion, fue de 26-34 mm.

De las cepas aisladas en el periodo 2002-2003, 8 fueron
resistentes a bacitracina (didmetro de inhibicién de 0 mm),
siete pertenecientes al fenotipo MLSg constitutivo y uno al
MLSg inducible.

No se observaron diferencias significativas en cuanto a
sensibilidad antibiética entre las cepas de origen faringeo
y no faringeo.

En los 20 aislamientos con fenotipo M de resistencia a
macroélidos se detecté la presencia del gen mefA y no se de-
tectaron los genes ermB o ermTR. En los 24 aislamientos
con fenotipo MLSg constitutivo se detect6 la presencia del

TABLA 1. Evolucion de los fenotipos de resistencia a macrélidos de S. pyogenes

Resistencia a macroélidos Fenotipo M Fenotipo MLSg constitutivo| Fenotipo MLSg inducible
Aio Cepas
Numero Porcentaje Numero Porcentaje* Numero Porcentaje* Numero Porcentaje*
1996 24 6 25 6 100
1997 87 13 15 13 100
1998 48 12 25 12 100
1999 106 39 36,8 37 94,8 1 2,6 1 2,6
2000 31 8 25,8 6 75 25
2001 47 16 34 10 62,5 6 37,5
2002 56 27 48,2 11 40,7 15 55,6 1 3,7
2003 81 22 27,1 9 40,9 9 40,9 18,2
*Porcentaje sobre el total de cepas resistentes.
TABLA 2. Valores de sensibilidad antibiética de S. pyogenes (2002-2003)
s . s NCCLS* CMI;, CMIy, Rango
Antibiético Porcentaje de sensibilidad (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Penicilina 100 =0,12 0,008 0,012 0,002-0,012
Claritromicina 64,2 =0,25 0,094 > 256 0,032-> 256
Clindamicina 78,8 =0,25 0,125 > 256 0,064-> 256
Linezolid 100 =2 0,750 1 0,5-1,5

*Valores de referencia de sensibilidad.
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gen ermB y no se detectaron los genes mefA ni ermTR. De
los cinco aislamientos con fenotipo de resistencia MLSg in-
ducible, en dos se detect6 la presencia del gen ermB, en
uno los genes ermB y mefA y en otros dos el gen ermTR.
Todas las cepas con fenotipo M y presencia del gen mefA
mostraron halos de inhibicion frente a la estreptogrami-
na B superiores a 19 mm. Los aislamientos con la presen-
cia del gen ermB mostraron halos de inhibicién con el disco
de estreptogramina B inferiores a 16 mm, con indepen-
dencia del fenotipo (MLSp 0 MLSg inducible). Las dos ce-
pas que presentaban un fenotipo inducible y en las que se
detect6 el gen ermTR mostraron halos de estreptogramina
B superiores a 19 mm.

Discusion

En Espana, la resistencia de S. pyogenes a macrélidos se
ha relacionado de manera casi exclusiva con cepas del fe-
notipo M, como resultado de la expresién de la bomba de
expulsién activa MefAl$. Sin embargo, nuestros datos
muestran, un aumento importante de cepas resistentes a
macrolidos con fenotipo MLSg, a partir de 1999 mayorita-
riamente de tipo constitutivo, con presencia predominante
del gen ermB, las cuales suponen el 21% del total de ais-
lamientos y el 59% de las cepas resistentes de los tltimos
2 afos.

Estos resultados son equiparables a los observados en
aislamientos pediatricos de S. pyogenes en Francia?, don-
de el aumento de cepas con el gen ermB (69,4% de las ce-
pas resistentes a macrolidos) se relaciona con la cepa epi-
démica emm28 T28. Esta cepa epidémica ha sido también
detectada recientemente en algunas zonas de nuestro
pais, asociada a resistencia a bacitracina8. Es probable
que el incremento de cepas con fenotipo MLSg (ermB) que
hemos encontrado se deba en parte a la diseminacién de
este clon epidémico en nuestra area geografica.

El fenotipo MLSg inducible en S. pyogenes se ha asocia-
do clasicamente al gen ermTR?. Sin embargo, en nuestro
estudio el fenotipo inducible se relaciona indistintamente
con los genes ermTR y ermB. Ademas, habia relacién en-
tre el halo de inhibicién del disco de estreptogramina B y
el gen implicado en la resistencia de las cepas MLSg indu-
cibles. Asi, las cepas con el gen ermB presentaron halos
de inhibicién inferiores a 19 mm, mientras que las cepas
con el gen ermTR tuvieron halos superiores.

La situacién descrita supone un importante cambio en
los parametros habituales de resistencia de S. pyogenes a
macroélidos y lincosamidas, al haberse convertido el fenoti-
po MLSg en predominante en los aislamientos pediatricos
en nuestra zona geografica durante los ultimos 2 afios
estudiados. Un factor concomitante al aumento del fenoti-
po MLSs es la diseminacion de cepas resistentes a baci-
tracina, que puede dificultar la identificacion presuntiva
de S. pyogenes.
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Los macrélidos de 16 atomos y la clindamicina consti-
tuian hasta ahora una alternativa eficaz en el tratamiento
de infecciones producidas por cepas resistentes en pacien-
tes alérgicos o intolerantes a betalactamicos, al mantener
la actividad frente a cepas del fenotipo M. Sin embargo, el
aumento del fenotipo MLSg reduce drasticamente las po-
sibilidades terapéuticas por via oral.

En el actual contexto, linezolid podria ser una alterna-
tiva valida en el tratamiento por via oral, debido a su bue-
na actividad in vitro'°.

Una caracteristica destacable de las infecciones produci-
das por S. pyogenes, especialmente la faringoamigdalitis
aguda, es que habitualmente el diagnéstico se realiza de
forma clinica, sin cultivo bacteriano y, por tanto, el trata-
miento es empirico. Esta circunstancia, unida a los cambios
epidemiolégicos descritos en los mecanismos de resistencia
y la gran variabilidad geografica de las tasas de resistencia
a macrdélidos, hace necesario incrementar la recogida de
muestras para cultivo para conocer con mayor precisién la
evolucion de la sensibilidad antibiética de este microorga-
nismo y reducir la posibilidad de fracaso terapéutico. En
nuestro caso serd importante determinar si se mantiene la
progresiva implantacién del fenotipo MLSgy la disminu-
cién relativa del fenotipo M o, por el contrario, se trata de
variaciones circunstanciales y geograficamente limitadas.
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