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@e&ucupado lector: no puedo alcanzar a imaginar la inquictud y el desasosiego con que habrds estado
esperamfa el ﬁna[ de este manuscrito, acontecimiento que se habria pmr[ucia[a mucho tiempo ha de no haber
sido por una extraordinaria aventura acaecida en tierras de la Alcarria que imposibilitd su conclusion con la
premura y diligencia que yo habria ankelado. Asimismo, es menester advertirte que Aubiese sido mi voluntad [a
de escribir el tratado mds perfecto engendrado por mi modesto entendimiento, el compendio de conocimientos
sobre esta materia mds importante hasta ahora nunca realizado y un documento de referencia sin par como no
ha habido otro en la Historia de la Ciencia. Mas el pudor me obliga a confesar que simplemente se trata de un
texto sencillo, escrito con toda honestidad y honradez, cuyas disquisiciones no se salen un punto de la verdad,
Y que no pretemfe mds que deleitar a [a persona que lo [e_yere, asi como mostrar a[gunu ensefianza que put[izre
servirle de provecho en el futuro.

Del mismo modo, me hubiese gustado que, al igual que sucedia con los poetas y escritores de la Antigiiedad,
este libro se hubiera gestado al amparo de algiin gran mecenas bajo cuya proteccion deseaban guarecerse los
mds aventajtufas genios de la época. Sin emﬁargo, he de reconocer que fue una singu[ur ayur[u del Fondo de
Investigacion Sanitaria la que hizo posible esta creacion, de la misma manera que fue toda la plantilla del
Laborario del Departamento de Microbiologia de la Fundacion Jiménez Diaz y Unilabs, gente de mds
humilde condicion pero 1o por ello menos valiosa persona[ y profesiona[mente, la que faci[itd (a realizacion de
este ensayo con su colaboracion e inestimable ayuda.

L{egados a este punto, justo seria recordar a los insignes doctores Jaime Esteban Moreno, Ricardo Ferndndez
Roblas e Ignacio Gadea Gironés, que junto con el doctor Francisco Soriano Garcia, me encauzaron por el
camino de [a investigacion y del esfuerzo personal como tinico hdbito para lograr todo aquello que uno afana y
persigue. Aunque en muchas ocasiones el transitar por esa senda suponga caminar por per[regasos barbechos,
escalar escarpadas montafias o vadear caudalosos rios, al final siempre se encuentra esperando la justa
recompensa para quien la busca con ahinco y no desfallece en el emperio.

Fueron mis comparieros de investigacion y residencia quienes mejor comprendieron lo ingrato y dificultoso que
con frecuencia se presenta este camino. Sujetos a muchas t{isputa,f y no pocas incomprensiones, todos
perseveramos en nuestro dnimo de alcanzar el esperado galardon no apartdndonos ni un dpice del sendero de
la virtud y [a honra, pues la tentacidn del atajo nos lleva en la mayoria de las ocasiones al oprobio y a la
indignidad. De entre todos ellos, no quisiera olvidarme de que no fue sino gracias a la pericia y las buenas
artes de mi compafiera, y sin embargo amiga, Nieves, que se pudo llevar a buen término esta descomunal
empresa y merece, por todo ello, un lugar destacado en el Parnaso de las Ciencias y las Artes.

Para concluir, el curioso y exigente lector me permitird tener ocasion de rendir fwmenaje ala persona que me
ensefid por primera vez el misterioso microbio del que es objeto este discurso y que, con sus sabios consejos, me
estimuld a alcanzar un mayor conocimiento en el fabuloso mundo de estos seres invisibles. Después de tantos
afios paréceme aiin estar recordando sus palabras aquel dia en el que se halld un germen de semejantes
particularidades. Si mal no recuerdo decian algo asi: “como podrd observar, estas bacterias se caracterizan por
ser bacilos grampositivos, rectos, con una morfologia reqular, uniformemente tefiidos y, como algunos autores
describen en sus libros, se disponen en forma de caracteres chinos o de empalizada, y hoy yo tengo el privilegio
de ensefidrselo a usted”. ‘El verdadero honor fue mio por haberle conocido, don José Maria Alés Reinlein,
hombre docto e ilustrado, cuyas ensefianzas y dedicacion han sido el mds nitido y resp[um[ecientz espejo en el
que nos hemos mirado todas las generaciones que Aemos permanecido bajo su tutela. Vale.






“Bienaventurado el que lee, 'y los que escuchan las palabras de esta profecia, y los que
observan las cosas en ella escrita, pues el tiempo estd proximo”

(Libro del Apocalipsis, 1:3)
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EL GENERO Corynebacterium

El género Corynebacterium fue descrito por primera vez por Lehmann y Neuman en
1896 con el objeto de acomodar al bacilo causante de la difteria y a otras especies
morfolégicamente parecidas. Etimolégicamente, el nombre deriva de la palabra griega “koryne”
que significa garrote o porra y “bacterion” que significa bastén '. Desde un punto de vista
clinico, la especie mds importante perteneciente a este género es Corynebacterium diphteriae,
de la que deriva el término difteromorfo, que suele utilizarse para englobar al resto de especies
del género, a diferencia del vocablo corineforme, que abarca al conjunto de bacilos
grampositivos con un aspecto parecido, y en el que se incluyen géneros como Brevibacterium,
Archanobacterium, Bacillus, Kurthia, Listeria, Lactobacillus, Microbacterium, Rothia,
Turicella, Arthrobacter, Erysipelothrix, Propionibacterium y Bifidobacterium * °. La
clasificacioén de estos microorganismos ha sido dificil y en ocasiones controvertida, ubicindose
a algunas especies en diferentes géneros en funcién de los avances en taxonomia *. Sin
embargo, esta disparidad de criterios en la caracterizacién de nuevas especies, se ha corregido
en parte gracias a la aplicacién de las nuevas técnicas de biologia molecular. Estas técnicas,
junto con las mds tradicionales de andlisis de la composicion de la pared celular y los patrones
de los dcidos grasos que se hallan en su estructura, permiten una continua revision taxondémica

) el cmaiag 257
del género y una caracterizacién mds correcta de las especies =7,

Las especies de difteromorfos son organismos ubicuos que forman parte de la

: : : : 2,3, 8
microbiota comensal de la piel y mucosas del ser humano y animales . Por ello, suelen
aislarse con frecuencia en muestras clinicas siendo discutible su significado clinico,

considerandose colonizadores o contaminantes en la mayoria de los casos. Sin embargo, en los



dltimos afios, a medida que se han mejorado las técnicas de diagndstico e identificacién, se ha
producido una mejor caracterizacion de los aislamientos clinicos. Esto ha llevado a un mejor
conocimiento de su potencial patégeno que, junto con el aumento de enfermos susceptibles de
infectarse (pacientes quirtirgicos, inmunodeprimidos), han permitido identificar como patégenos
humanos a diversas especies de difteromorfos. En este sentido, los miembros pertenecientes al
género Corynebacterium han sido descritos como agentes causantes de infecciones graves a
nivel del tracto urinario, neumonia, endocarditis, septicemia, etc., afectando principalmente a
pacientes inmunocomprometidos, con diversas enfermedades subyacentes y de edad avanzada *"
' El carécter patégeno oportunista observado en estos microorganismos se ha visto reforzado
por el elevado nimero de aislamientos realizados en el medio hospitalario, concretamente en
superficies y en material del equipo médico, lo que ayuda a comprender el incremento de
infecciones nosocomiales producidas por este tipo de bacterias a medida que se prolonga la

estancia del paciente '*.

ARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

En funcién de la apariencia al microscopio, y de unas pocas propiedades fenotipicas de
la colonia en el medio de cultivo, se puede obtener una identificacién presuntiva del género. Las
especies del género Corynebacterium se caracterizan por ser bacilos grampositivos,
pleomdrficos, no productores de esporas, inméviles y ser dcido sensibles . Presentan una gran
diversidad de aspectos en la tincién de Gram, apareciendo en forma de porra o de cocobacilo,
seglin en la fase del ciclo vital en la que se encuentren, siendo tipica la disposicién de los
bacilos en forma de “caracteres chinos” o de alineacién en “empalizada”. Otros rasgos
distintivos como la morfologia, pigmentacion, olor y presencia de hemdlisis de las colonias,

.. . L2
pueden resultar ttiles en una primera caracterizacion “.

En los tltimos afios, debido a la creciente descripcion de nuevas especies, asi como la

reclasificacion de las ya existentes, se ha hecho necesaria una mejor identificacion, a nivel de



especie, de los aislamientos encontrados en las muestras clinicas por parte de los laboratorios
asistenciales. Existen en la actualidad sistemas automatizados como la tarjeta Vitek ANC que
permite la identificacin de las especies mds importantes del género en 6 horas . A pesar de
todo, no siempre se consigue una correcta tipificacion a nivel de especie en el género

15

Corynebacterium . En este sentido, el sistema API CORYNE, basado en la identificacion

16, 17
', siendo

mediante pruebas bioquimicas convencionales, es uno de los mds utilizados
perfeccionado periédicamente hasta llegar a conseguir que mds de un 90% de las especies
analizadas tengan una correcta identificacién '®. En este aspecto, el sistema API CORYNE se ha
mostrado como el mejor método identificativo para los laboratorios asistenciales, aunque en
ocasiones para lograr una adecuada diferenciacién entre algunas especies es necesario el
desarrollo de pruebas complementarias, como la capacidad de asimilacién de carbono a partir de

19, 20
. Paralelamente, otros

diversos sustratos glucidicos, 4cidos orgdnicos y aminodcidos
sistemas, como el RapID CB Plus System, se han ido desarrollando como una alternativa fiable
en la caracterizacion fenotipica, con la ventaja de no requerir pruebas bioquimicas adicionales

en la identificacion de més especies del género Corynebacterium, y otros bacilos grampositivos,

. 21
y conseguir los resultados en 4 horas ~.

Con el objetivo de mejorar la eficacia de las técnicas tradicionales en identificacion, en
los ultimos aflos se han desarrollado nuevas técnicas moleculares basadas en el empleo de
diversas tecnologias. De esta suerte, existen protocolos para la identificacién de difteromorfos
mediante el estudio de los dcidos grasos de la pared bacteriana, bien mediante cromatografia

22,23

gas-liquido , 0 mediante la cromatografia liquida de alta presién (HPLC) ** . Estas técnicas

se han empleado como complemento para la descripcién de nuevas especies ** *’ o
) : 28 i P
reclasificacién de las mismas ~°. A pesar de todo, las dificultades técnicas que presentan estas

tecnologias para la mayoria de laboratorios asistenciales han minimizado su importancia en la

préctica clinica diaria.



Sin embargo, en los tltimos aflos, el protagonismo en la caracterizacion, identificaciéon
y clasificacion de las especies corresponde a las técnicas basadas en el estudio del ADN,
mediante la utilizacién de técnicas de amplificacién gendmica, fundamentalmente la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). De todas las técnicas basadas en la amplificacion gendmica, la
ribotipia ha sido una de las mds empleadas en la identificacién de especies del género
Corynebacterium. Esta técnica se basa en el empleo de sondas de genes ribosomales que
codifican el 16S ARNr y una digestién posterior con enzimas de restriccion como BstEIl, Smal,
Sphl, Hindlll y EcoRI entre otras. El analisis de la longitud de los fragmentos de restriccion
permitird la caracterizacién de estos microorganismos a nivel de especie *°. Por otra parte, la
secuenciacion del gen 16S ARNr se ha convertido en la técnica de referencia para la
identificacion de las diferentes especies y el establecimiento de relaciones filogenéticas entre las
mismas ***. En este mismo sentido, se ha demostrado que la secuenciacién del gen rpoB

$_ Ademds, se ha ido

también puede ser util para la identificacién a nivel de especie
extendiendo el uso de estas técnicas y otras similares en diversos estudios realizados sobre

muestras clinicas en las que se ha podido determinar el agente causante de la infeccién, aun

. . . . 34
siendo los diferentes cultivos negativos .

CLASIFICACION

En la actualidad existen 93 especies pertenecientes al género Corynebacterium ** de las
que un pequefio porcentaje ha sido descrito como causante de infecciones en el ser humano
(Tabla 1). Tradicionalmente, estas especies han sido clasificadas en funcién de los aportes
nutritivos que son necesarios para un mejor desarrollo de la colonia en los medios habituales de
crecimiento. A este respecto, estdn las especies lipofilicas, que se caracterizan por un
crecimiento lento, de tres o mds dias, y que requieren la presencia de lipidos, como el Tween 80,
para un mejor desarrollo en los medios habituales de aislamiento *°. En este grupo destacan

Corynebacterium urealyticum y Corynebacterium jeikeium como las dos especies con mayor



importancia clinica y epidemioldgica. C. urealyticum fue denominada como grupo CDC D2
hasta el afio 1992 en el que fue reclasificada con su nombre actual *’. Fenotipicamente, se
caracteriza por poseer una potente actividad ureasa que le confiere una capacidad especial para
provocar infecciones a nivel del tracto urinario. Por otro lado, C. jeikeium se diferencia de la
especie anterior en la capacidad para fermentar la glucosa y carecer de actividad ureasa, siendo
considerado un patégeno oportunista causante de infecciones nosocomiales, la mayoria de ellas

relacionadas con cuerpos extrafios Otras especies lipofilicas destacables son

. L S . e 39

Corynebacterium macginleyi, que ha sido frecuentemente aislado en infecciones oculares
. . : s s a3l . 40

Corynebacterium bovis, de importancia clinica en veterinaria *, Corynebacterium accolens ™" 'y

Corynebacterium afermentans subsp. lipophilum 213,41

Tabla 1. Especies mas importantes del género Corynebacterium que producen infecciones
en humanos >* '* (entre paréntesis las infecciones asociadas a cada especie).

No lipofilicas
C. afermentans subsp. afermentans (bacteriemia)
C. amycolatum (infecciones de catéteres
vasculares, abscesos, infeccion de heridas,
infeccion urinaria)

argentoratense (infeccion respiratoria)

aurimucosum (infeccién genitourinaria en

mujeres)

auris (otitis media)

confusum (bacteriemia, infeccion de heridas)

coyleae (bacteriemia y empiema pleural)

diphtheriae®™ (difteria)

durum (infeccién respiratoria)

freneyi (bacteriemia)

glucuronolyticum (uretritis y prostatitis)

imitans (faringitis, cuadro difteroide)

minutissimum (eritrasma)

propinquum (endocarditis, bacteriemia,

infeccion respiratoria)
pseudodiphtheriticum (neumonia)
pseudotuberculosis (linfadenitis supurativa,
neumonia eosinofilica)

riegelii (infecci6n urinaria)

simulans

striatum (neumonia, bacteriemia, endocarditis,

peritonitis, conjuntivitis, infecciones de
heridas, catéteres y urinarias)

C. ulcerans (faringitis, cuadro difteroide,
infecciones dérmicas, granulomas necréticos,
nédulos pulmonares)

C. xerosis (endocarditis)

2NQ 00 AN 0NN AN

C. accolens (endocarditis)

C. afermentans subsp. lipophilum (endocarditis,
sepsis por catéter, absceso cerebral, absceso
de pulmén)

C. diphtheriae®™

C. grupo F-1 (infeccién urinaria)

C. grupo G (bacteriemia, endocarditis, infeccion
de heridas)

C. jeikeium (sepsis en pacientes con neutropenia,
infecciones de heridas quirdrgicas)

C. kroppenstedtii (abscesos de mama, bacteriemia,
infeccion de heridas)

C. lipophiloflavum (vaginosis bacteriana)

C. macginleyi (infeccién ocular)

C. resistens (bacteriemia)

C. urealyticum (cistitis alcalina incrustante,
pielonefritis)

@ Variedades gravis, mitis y belfanti.
® Variedad intermedius.




Un segundo grupo lo forman las especies no lipofilicas. Estas poseen menos exigencias
nutritivas, mostrando un crecimiento abundante en los medios de cultivo convencionales.
Ademds, este grupo de especies se subdivide en fermentadoras, si son capaces de producir dcido
a partir de algin azdcar, y no fermentadoras, si carecen de dicha capacidad 2. Al grupo de
especies no lipofilicas con capacidad fermentadora pertenece Corynebacterium striatum cuya
caracterfstica bioquimica mds destacable es la de ser sensible al factor vibriostdtico O/129 y
tener capacidad para hidrolizar la tirosina ', facultad esta ltima que la diferencia de
Corynebacterium xerosis, muy similar a la anterior aunque mucho menos frecuente. También
sobresale en este mismo grupo Corynebacterium amycolatum que, al igual que las anteriores
especies, es parte integrante de la microbiota de la piel. Esta especie posee la particularidad,
respecto al resto de difteromorfos, de carecer de dcidos micdlicos en su estructura, cualidad que
es empleada en la identificacion de la especie junto con la presencia del acilfosfatidilglicerol

como el fosfolipido mds abundante ** *.

Su caracterizacion, a través de sistemas
convencionales, ha sido muy complicada, por lo que la mayoria de los aislamientos han sido
erréneamente tipificados como Corynebacterium xerosis, Corynebacterium striatum 'y
. S 13,4 . - P
Corynebacterium minutissimum , circunstancia esta que ha provocado que en los ultimos

afios, y a medida que se han perfeccionado los métodos de identificacion, haya sobresalido

. 45 : . s e .
como un patégeno emergente . Especies de menor importancia clinica son Corynebacterium

46 47

.23 . . .. . . ..
pseudotuberculosis = °, Corynebacterium minutissimum *°, Corynebacterium riegelii ™',

8

. . 2 . . 4 .
Corynebacterium glucuronolyticum ~, Corynebacterium aurimucosum *°, Corynebacterium

freneyi ® y Corynebacterium coyleae ™.

Las especies no lipofilicas sin capacidad de fermentacién no producen é4cido a partir de
los azicares, forman parte de la microbiota de la piel y del tracto respiratorio, y son patégenos
aislados con muy poca frecuencia. A este grupo pertenecen las especies Corynebacterium auris,

aislado del oido medio *

, Corynebacterium pseudodiphtheriticum, agente causante de
infecciones a nivel del tracto respiratorio °', Corynebacterium afermentans subsp. afermentans *

y Corynebacterium propinquum 213



EPIDEMIOLOGIA

La mayoria de las especies de difteromorfos se encuentran ampliamente distribuidas en
la naturaleza formando parte de la microbiota del agua y suelo *** *. Ademis de estos medios,

20, 54, 55 y plantas % En el ser

20 . :

se encuentran formando parte de la leche =, tejidos animales
. . . . . 2,

humano son componentes habituales de la microbiota saprofita de piel, mucosas y membranas ~

57,5 . s . . .

738 Tanto en animales como en el ser humano pueden producir diversas infecciones, siempre

L . 45,59-61
que se den condiciones favorables para ello .

En algunos estudios se ha hecho referencia a la capacidad de algunas especies de
colonizar determinadas zonas cutdneas °’, asi como de su capacidad de adherirse al material del
que estdn fabricados los diferentes dispositivos de uso hospitalario tales como catéteres y sondas
urinarias . En este mismo sentido la presencia de diferentes cuerpos extrafios se ha revelado
como un elemento favorecedor de procesos infecciosos causados por estos microorganismos ©.
Por otro lado, se ha comprobado una diferente predisposicion, por parte de algunas especies, en

. ., . _— 57
la colonizacién de hombres y mujeres, mostrando una mayor afinidad por alguno de los sexos ~'.

PATOGENICIDAD DE LAS PRINCIPALES ESPECIES DE DIFTEROMORFOS

Al margen de C. diphtheriae, clinicamente casi todos los casos de infeccién causados
por este tipo de microorganismos se deben a un reducido grupo de especies entre las que
destacan C. urealyticum, C. jeikeium, C. amycolatum 'y C. striatum, de las cuales se han descrito
un gran nimero de casos en el ser humano *, asi como en animales ** ® %, El espectro de
sindromes clinicos causados por estas especies es muy amplio, abarcando desde infecciones

. - - .1 67,68
relativamente leves como es el caso de ciertos cuadros localizados en piel °” * y en partes

45 11, 71
5

69, 70 . A .
blandas hasta cuadros particularmente graves, como septicemias ~, endocarditis

i T2 RTINS : - : 74-78
pericarditis ", osteomielitis "~ e infecciones del tracto urinario complicadas ™.



En el caso de las endocarditis, los casos descritos se han asociado frecuentemente con
pacientes portadores de algtin dispositivo intravascular, como las vélvulas cardiacas protésicas
41,7981 . e At e A S ) - 82,83 )

, aunque también hay casos descritos de infeccion sobre vélvula nativa . A veces, ha
habido situaciones concretas en las que el diagndstico de la endocarditis se ha demorado a causa
93 P 84 . oy .
de una anormal presentacion del cuadro clinico *". En otras ocasiones, la endocarditis ha sido un
. . . . 85 .
factor predisponente en el origen de otras secuelas infecciosas *. Estos cuadros de endocarditis
pueden ser extremadamente graves, a pesar del tratamiento tanto antibidtico como quirtrgico,

. W70 A g
cursando con una elevada tasa de mortalidad . Asimismo, la pericarditis puede ser otra

A . . . . S .om
complicacién localizada a nivel cardiaco donde se ha visto la implicacién de estas especies .

En el caso de osteomielitis, la infeccion suele producirse como consecuencia de
traumatismo por herida quirtirgica *. La infeccién se localiza en la cavidad medular metafisaria
con desarrollo de supuracién, y los sintomas con los que cursa son dolor local, fiebre y malestar
general. Habitualmente, en este tipo de infecciones, el tratamiento antibidtico se debe combinar

S Ll : 87,88
con el quirdrgico para lograr la completa curacién del paciente .

La enfermedad respiratoria suele aparecer como el tipico cuadro de neumonia aguda con
infiltrado pulmonar alveolar, disnea, fiebre y tos productiva con secrecién de esputo purulento
' El cuadro suele aparecer en pacientes con factores de riesgo tales como enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, artritis reumatoide, cdncer, diabetes, tuberculosis,
inmunosupresion y alteraciones cardiovasculares '**. C. pseudodiphteriticum ha sido el agente

51,90, 91

con mayor implicacién en este tipo de infecciones . Otras especies como C. striatum'y C.

xerosis también se han postulado como agentes productores de neumonia, especialmente, en

: . . 89, 92
pacientes inmunocomprometidos

, aunque en el caso de C. xerosis, posteriormente, se

. . . . P . 93
demostr6 que la mayoria de sus aislamientos correspondian a la especie C. amycolatum .
Finalmente, se han dado casos en los que la enfermedad pulmonar obstructiva crénica se ha

revelado como un factor predisponente para la colonizacién respiratoria por C. striatum hasta el

- : . 04
punto de originar brotes infecciosos ~.
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Por otro lado, entre todos los procesos infecciosos producidos por los miembros de este
género, es muy caracteristico el cuadro de infeccién urinaria producido por la especie C.
urealyticum. Normalmente, este microorganismo se encuentra formando parte de la microbiota
de la piel y se caracteriza por una alta actividad ureasa. Esta actividad genera una alcalinizacién
de orina provocada por el aumento del amonio y la produccién de cristales de estruvita (fosfato
amoénico magnésico: NH4;MgPO,), lo que favorece la adherencia a las células uroepiteliales y la
colonizacién de los tejidos ****. Por este motivo, C. urealyticum ha sido tradicionalmente

relacionado con infecciones del tracto urinario, produciendo una serie de cuadros clinicos

59, 60, 76, 77, 99

distintos tales como la cistitis incrustrante alcalina , a veces asociada a otros

59,76

patégenos ', Ia cistitis aguda y pielonefritis '*'. Estos cuadros generalmente se encuentran

relacionados con una serie de factores de riesgo como son la inmunosupresion del paciente,

sindromes genitourinarios, procedimientos quirtrgicos, sondas vesicales y trasplantes de rifion

19012 Dada su importancia clinica, y debido a su lento crecimiento en los medios

convencionales, se han desarrollado una serie de medios selectivos con el fin de conseguir un
rdpido aislamiento e identificacion del patégeno en pacientes con alguna alteracién uroldgica de

. .. L. N . 1102105
base, infeccién crénica o colonizacién de la piel .

Las bacteriemias y septicemias son otros cuadros clinicos donde se ha documentado la
presencia de estos organismos. Estas infecciones no son muy frecuentes y se suelen observar en
pacientes con una serie de factores de riesgo tales como una patologia de base grave, ser

portadores de catéter intravascular, tener heridas o haber sido sometidos a algtin tipo de cirugia,

43, 45, 46, 49, 106,

y permanecer hospitalizados durante un tiempo prolongado 17 Habitualmente, este

tipo de infecciones cursan de forma grave, pero con un adecuado tratamiento la evolucién de la

49, 106

enfermedad suele ser buena , aunque en algunas ocasiones el resultado de la sepsis ha sido

letal ',

Otras infecciones en las que estdn implicados estos microorganismos son la meningitis

109 1 11 112 " 40 o 113
, mastitis granulomatosa , artritis y

| otitis media ''°, conjuntivitis ! endoftalmitis
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114, 11

peritonitis asociada a pacientes con didlisis peritoneal °. Muchos de estos casos son

infecciones en las que existe el antecedente de intervenciones quirtirgicas, presencia de cuerpos
extrafios u otro tipo de antecedentes médicos, por lo que se podria considerar que se trata de

infecciones nosocomiales.

SENSIBILIDAD IN VITRO Y TRATAMIENTO

Los diferentes protocolos de tratamiento de las infecciones causadas por estos
microorganismos van a estar basados tanto en la localizacién de la patologia como en la especie
difteromorfa que estd causando la misma. En este sentido, es importante destacar los diferentes

patrones de sensibilidad antibidtica in vitro que van a presentar los diferentes miembros del

116-119

género Corynebacterium , € incluso los que se pueden producir entre diferentes cepas

pertenecientes a la misma especie **, lo que obligard a realizar un estudio individualizado de

cada caso.

Dentro del conjunto de los antibiticos B-lactdmicos, la sensibilidad va a estar en

funcién de la especie difteromorfa. En este sentido, C. xerosis, C. striatum y C. minutissimum

. - s 86, 120 P ~
suelen ser sensibles a los distintos antibidticos de este grupo * ", aunque en los tltimos afios

92, 117

estdn aumentando las resistencias mientras que C. urealyticum, C. jeikeium y C.

: 121, 122 : : P
amycolatum son resistentes . Del mismo modo las quinolonas presentan una sensibilidad

: 123 : s . : : -
variable ~, con una mejor actividad para el levofloxacino y gemifloxacino en comparacion con

124,125

otros miembros como el norfloxacino, ofloxacino y ciprofloxacino . Sin embargo, son los

glicopétidos los que van a mostrar la mejor eficacia llegando a una sensibilidad del 100% frente

126, 12 119

a estos microorganismos , de modo similar al linezolid Por el contrario, los

aminoglucésidos se muestran poco activos frente a las especies mds habituales, por lo que no es
recomendable su uso en las infecciones causadas por estos microorganismos ', aunque pueden

39, 111

ser utiles en regimenes de monoterapia para las conjuntivitis o para la obtencion de un

12



efecto sinérgico en combinacién con vancomicina o P-lactdmicos en el tratamiento de

128, 129 114 112

infecciones mds graves como endocarditis , peritonitis y endoftalmitis
Lincosamidas y macrélidos pueden ser alternativas terapéuticas, pero el numeroso porcentaje de
resistencias que han aparecido entre las especies de difteromorfos hace que su uso sea limitado
118130 1 4 telitromicina (HMR 3647), perteneciente al grupo de antibidticos cetélidos, surge de
una modificacion estructural de los macrélidos y supone la principal alternativa a estos tltimos

130, 131

en neumonias debido a una mejor actividad frente al género Corynebacterium . Otros

antibidticos con actividad frente a alguno de estos organismos incluyen la quinupristina-

71, 127, 129

dalfopristina, tetraciclinas y rifampicina , asi como nuevos antibidticos que se

132
encuentran en fase de desarrollo .

Uno de los problemas que se plantea en los laboratorios asistenciales es la variabilidad
metodoldgica a la hora de estudiar la sensibilidad. Los diversos procedimientos para determinar
la sensibilidad antibidtica, como la técnica de microdilucién en caldo, E-test y difusién disco-
placa, muestran discrepancias en los resultados obtenidos, por lo que se hace necesario obtener
unos criterios mas especificos a la hora de realizar estos estudios y lograr una normalizacién

. PP - 133,13
para definir una técnica de referencia '** ',

ANTIBIOTICOS MACROLIDOS, CETOLIDOS, LINCOSAMIDAS Y

ESTREPTOGRAMINAS

Los antibi6ticos macrélidos son conocidos desde 1952 cuando la eritromicina se aislé
del hongo Streptomyces erythreus. Desde entonces se han ido desarrollando diversos derivados
semisintéticos y sintéticos con el fin de mejorar las propiedades farmacocinéticas, aumentar la

.. . . . . . P 135
actividad y disminuir los efectos secundarios de los primeros macrélidos ™.
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Estructuralmente, los macrélidos poseen un anillo lacténico macrociclico unido a uno o
varios desoxiazdcares o aminoazucares. La clasificacion se realiza en funcién del nimero de
atomos que posea la estructura lacténica comprendiendo tres grupos:

- Macrélidos con anillo de 14 dtomos de carbono y dos aziicares (uno de estos es un

aminoazicar). En este grupo se encuentran la eritromicina, claritromicina,

roxitromicina y diritromicina.

Macrélidos con anillo de 15 dtomos de carbono, aunque uno ha sido sustituido por un
nitrégeno y dos azdcares. Al tener un dtomo de nitrégeno en el anillo lactdnico,
también se conoce a los miembros de este grupo como azélidos. El representante més

destacado es la azitromicina.

Macrdlidos con anillo de 16 d4tomos de carbono y dos o mds azicares (al menos uno
es un aminoazicar). A este grupo pertenecen la espiramicina, josamicina,

midecamicina, rosaramicina y rokitamicina.

Los macrélidos actian inhibiendo la sintesis proteica de los microorganismos sensibles
al unirse reversiblemente al sitio P en la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. Los de 14 y 15
atomos de carbono bloquean la translocacién del peptidil-ARNt del ribosoma. Por el contrario,
los de 16 dtomos de carbono inhiben la formacién del enlace peptidico previo al proceso de
translocacién. Esto es debido a que la unién se produce en un sitio de fijacién distinto: la
eritromicina se une a la proteina L22, y la espiramicina a la proteina L27. Ambas proteinas
pertenecen a la compleja estructura de la subunidad 50S del ribosoma. En funcién de la
concentracién que alcancen en el lugar de la infeccién van a desarrollar una actividad

bacteriostatica o bactericida, y ademés van a poseer efecto postantibiético '*°.

El espectro de accion abarca cocos y bacilos grampositivos y bacterias intracelulares.
Los macrélidos no son efectivos frente a la mayoria de bacilos gramnegativos porque no son
capaces de atravesar la membrana externa. Una de sus principales aplicaciones va a ser el

tratamiento de las neumonias comunitarias originadas por Legionella pneumophila,

14



Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae. La eritromicina es util en la erradicacién
en personas adultas del estado de portador del bacilo diftérico y en la profilaxis y tratamiento de
la tos ferina. La claritromicina es empleada en las infecciones intestinales causadas por
Campylobacter y Helicobacter, en este dltimo caso en asociacion con otros farmacos. Por otra
parte, los macrélidos van a ser la principal alternativa a los antibiéticos B-lactdmicos en aquellas
personas que sean alérgicas a los mismos, asi como a las tetraciclinas en mujeres embarazadas o
en nifios que padezcan infecciones por Chlamydia sp '*°. Ademds, estos antibidticos producen

38

una serie de modificaciones en los factores de virulencia de determinados patégenos ' '*, al

. . . ” 139, 140
mismo tiempo que poseen un efecto inmunomodulador y antiinflamatorio s
particularidades especialmente relevantes en la evoluciéon de determinadas enfermedades

respiratorias. Todas estas caracteristicas hacen de los macrélidos uno de los grupos de

antibidticos con mayor significacién y trascendencia en la practica clinica.

Los antibidticos del grupo de los cet6lidos surgen como alternativa a los macrdlidos, de
los que derivan estructuralmente, debido a su menor porcentaje de resistencias. El principal
representante es la telitromicina que posee un anillo lacténico con 14 dtomos con un grupo ceto
en la posicién 3 y otro metoxi en la posicién 6. Estas modificaciones proporcionan una mayor
eficacia y un menor poder de induccién de resistencias. Actian a nivel de la peptidiltransferasa
del 23S ARNr de la subunidad 50S, inhibiendo la traslacion del ARNr. Debido a su buena
actividad frente a microorganismos como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus sp., y
Moraxella catharralis, son tiles en infecciones respiratorias causadas por los mismos, asi como
por otros patdgenos respiratorios atipicos como Bordetella sp., Legionella sp., M. pneumoniae

. 135,141
y C. pneumoniae .

Por otro lado, las lincosamidas constituyen un grupo de antibidticos entre los que se
encuentran la lincomicina, derivado natural de Streptomyces linconlensis y cuya estructura
resulta de la unién del aminodcido metilprolina y un azicar, y su derivado semisintético, la

clindamicina, a la que se le ha introducido un grupo cloro en sustitucién de un hidroxilo. El

15



mecanismo de accién es similar al de los macrélidos, afectando a la sintesis de proteinas por su
capacidad para unirse a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano e inhibir la accién de la
peptidiltransferasa. La clindamicina es el miembro mds empleado en la préctica clinica y su
espectro de accién abarca bacterias grampositivas y anaerobias. Suele ser el tratamiento de
eleccion en infecciones producidas por estos microorganismos en hueso, piel y tejidos blandos,
debido a su buena distribucién en estos tejidos. Otros usos de la clindamicina es la de servir
como alternativa a B-lactdmicos en pacientes alérgicos en osteomielitis, celulitis, abscesos, etc.,

y su empleo en profilaxis de endocarditis tras extraccién dentaria ",

Las estreptograminas son producidas por diversas especies de Streptomyces 'y
constituyen un amplio conjunto de péptidos ciclicos con caracteristicas muy peculiares.
Estructuralmente, se dividen en dos grupos: las estreptograminas del grupo A, que se relacionan
estructuralmente con macrolactonas y cuyos representantes naturales son la pristinamicina ITA y
la pristinamicina IIB, y las estreptograminas del grupo B, que son hexadepsipéptidos ciclicos y
sus prototipos son la pristinamicina IA y la virginamicina S1. Existen derivados semisintéticos
como la quinupristina y la dalfopristina que en combinacién (denominada Synercid®), y en una
proporcién 30:70 respectivamente, alcanzan una mayor actividad '**. Este efecto sinérgico es
debido a que actian de forma complementaria en la sintesis proteica. En este sentido, las
estreptograminas del grupo A alteran la unién del aminoacil-ARNt al sitio A y al peptidil-ARNt
evitando la elongacién, mientras que las del tipo B impiden la formacion del enlace peptidico,
interfiriendo la correcta colocacién del peptidil-ARNt en el sitio P, lo que se traduce en la
liberacién de cadenas peptidicas incompletas '** '3, El espectro antibacteriano abarca diferentes
especies de los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Corynebacterium 'y
Clostridium, empledandose como farmacos de segunda eleccién cuando la terapia ha fracasado

. . : 141
frente a los anteriores microorganismos .
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MECANISMOS DE RESISTENCIA A MACROLIDOS

La resistencia que presentan los microorganismos a los diferentes miembros de la
familia de los macrélidos se debe a una serie de mecanismos muy variados entre los que se
encuentran la alteracién de la diana, degradacién y expulsién del antibidtico '*. La mayoria de
estos mecanismos van a estar mediados por una serie de genes que codifican diversas proteinas
cuya funcién serd la de participar en alguna de estas formas de resistencia, aunque otras
variables, como la terapia antibiética o la hospitalizacion, también pueden influir en el patrén de

. . R 145
resistencia a estos antibiéticos .

La modificacion del sitio de unién de los macrélidos al ribosoma constituye el
mecanismo de resistencia mds importante. En la mayoria de los casos estos cambios
estructurales son debidos a la presencia de los genes erm (erythromycin ribosome methylation)
que se encuentran presentes tanto en bacterias grampositivas como gramnegativas y de los que
existen una gran variedad '*°. Estos genes codifican las proteinas ARNr metilasas cuya funcién
es introducir un grupo metilo en la adenina de la posicién 2058 del ARN ribosémico. Esta
modificacién va a conferir resistencia cruzada macrélidos, lincosamidas y estreptograminas del
grupo B, originando el fenotipo de resistencia MLSg '** '*’. Este fenotipo puede aparecer de
manera constitutiva, cuando el gen se expresa independientemente de la presencia del
antibiético, o inducible, cuando se produce con la presencia del macrélido. En este tltimo caso,
la eritromicina suele ser la responsable de este fenotipo de resistencia en los géneros

148-150

Streptococcus 'y Staphylococcus , mientras que en el género Enterococcus la induccién

puede estar producida por macrélidos de 16 dtomos '*'. La prevalencia de los diferentes genes

erm depende de las diferentes especies bacterianas. Asi, por ejemplo, los genes erm(A) y

152, 153

erm(C) predominan en las especies del género Staphylococcus , mientras que el gen

erm(B), es el més habitual en S. pneumoniae ', Streptococcus pyogenes ' y en el género

Enterococcus ', En Streptococcus agalactiae y en S. pyogenes, aparte del erm(B), se ha

encontrado el gen erm(TR), gen englobado dentro de la clase erm(A), como uno de los genes
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més prevalentes en estas especies '** '*. Por otro lado, el gen erm(X) ha sido el més detectado

157, 158

en las especies del género Corynebacterium , aunque también se ha hallado en otras

. . . : 159
especies, como Arcanobacterium pyogenes, presentando una homologia superior al 95% .

Otros mecanismos de resistencia que afectan a la diana, aunque menos frecuentes, son
los debidos a mutaciones en el gen que codifica el 23S ARNr y a las proteinas L4 y 122 ' 16
'*! En el primero de los casos se produce por sustituciones y metilaciones de bases que afectan

. . . 160, 162-165
al dominio V, y delecciones en el dominio IT

. El fenotipo de resistencia que se produce
. . o . Lo 144 :
es ML, con resistencia a todos los macrdlidos y lincosamidas "*". Por otra parte las mutaciones

en la proteina L4 produce el fenotipo MS con disminucién de la inhibicién originada por

. - . . - Lo 166
clindamicina y ausencia de halo para eritromicina y estreptograminas .

Las bombas de expulsiéon suponen otro importante mecanismo de resistencia a estos
antibiéticos. Constituyen un conjunto de proteinas transportadoras que expulsan el antibiético al
exterior disminuyendo la concentracién intracelular del mismo. Estas proteinas estdn
codificadas por una serie de genes de los cuales los mds destacados son los genes mef
(macrolide efflux), encontrados en el género Streptococcus y que confieren el fenotipo de
resistencia M, y los genes msr (macrolide streptogramin resistance), detectados en el género
Staphylococcus, y que producen el fenotipo de resistencia MS. El fenotipo M se caracteriza por
producir un nivel de resistencia bajo o moderado a macrélidos de 14 y 15 dtomos pero no a
macrdlidos del grupo de la espiramicina, lincosamidas y a estreptograminas del grupo B. Por el
contrario, el fenotipo MS aparece por el desarrollo de resistencia frente a macrélidos de 14 y 15
atomos y a estreptograminas del grupo B, sin afectar a la actividad de macrélidos de 16 dtomos
y lincosamidas ** ' ' En el género Streptococcus, el gen mef se erige como el segundo gen
en importancia que confiere resistencia a macrélidos tras el erm(B) '® '™, El gen mef consta de
las subclases mef(A) y mef(E) sobre las que existe cierta controversia ya que poseen una

171

similitud superior al 90% "'. En este punto habria que destacar que el gen mef(E) tiene una

mayor prevalencia en América del Norte, Surdfrica y Asia, a diferencia del mef(A) que
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1 )
predomina en las cepas europeas '® '

. Las bombas de expulsién activa Mef desarrollan su
funcién gracias a la energia de protones, derivada del potencial electroquimico a uno y otro lado

de la membrana citoplasmatica, mientras que en las bombas MsrA y MsrSA, de S. epidermidis y

. . .. p . 144
S. aureus respectivamente, el sistema de expulsién estd relacionado con el ATP ™.

El dltimo mecanismo de resistencia es la inactivacion del firmaco mediante enzimas
que producen alguna alteracién en su estructura. Es un mecanismo muy poco frecuente y los
genes de mayor implicacién son los mph (macrolide phosphotransferase), que codifican unas

146, y los

enzimas fosfotransferasas que inactivan al macrdlido al introducir un grupo fosfato
genes ere (erythromycin resistance esterase), que codifican las esterasas EreA y EreB cuya
mision es hidrolizar el anillo de lactona del nicleo del macrdlido en diversas especies de

enterobacterias "',

La mayoria de estos genes estdn asociados a elementos méviles que permiten su
diseminacion entre las diversas especies bacterianas mediante los mecanismos de conjugacion,
transformacién y transduccién. De estos elementos genéticos, los mds conocidos son los
pldsmidos a los que se les ha relacionado con los genes de clase erm y otros determinantes de

146, 174-176

resistencia en diversas especies . De igual modo, los transposones constituyen otra via

de movilizacién para estos genes bien a través de conjugacién '”’, o a través de otro mecanismo
diferente en el caso de que el gen estuviera insertado en un transposon no conjugativo "> 7%, A
todo esto hay que afiadir que, en los tltimos afos, ha tomado una especial relevancia, en este
tipo de procesos, la familia de los integrones que constituyen un grupo de elementos genéticos

capaces de integrar y expresar genes de resistencia a los diferentes antibiGticos '**'®'.
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OBJETIVOS
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Evaluacién de la sensibilidad in vitro de las diferentes especies pertenecientes al género
Corynebacterium frente a los antibidticos macrélidos, cetdlidos, lincosamidas y
estreptograminas, asi como la caracterizacion de los fenotipos de resistencia que se dan

con estas familias de antibiGticos.

Deteccion de genes de resistencia a macrdlidos en aislamientos clinicos de C.
urealyticum, C. amycolatum, C. jeikeium, C. striatum, C. coyleae, C. aurimucosum'y C.

afermentans subsp. afermentans, mediante PCR.

Estudio de la presencia de enzimas hidroliticas frente a los antibidticos macrélidos en

las diferentes especies del género Corynebacterium a estudio.

Deteccion, aislamiento y caracterizacion de pldsmidos en las mismas especies

anteriormente resefiadas. Evaluacion de la presencia de determinantes de resistencia

frente a los antibidticos macrélidos a nivel plasmidico.
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MATERIAL Y METODOS
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CEPAS BACTERIANAS

Procesamiento de las cepas bacterianas

Los aislamientos se realizaron a partir de las muestras clinicas procesadas en el
Laboratorio de Microbiologia Clinica de la Fundacion Jiménez Diaz de Madrid y del Complejo
Asistencial de Le6n durante el periodo comprendido entre enero de 1985 y diciembre de 2005.
Las cepas aisladas pertenecian a diferentes especies del género Corynebacterium y procedian de

diferentes pacientes sin ninguna relacién epidemioldgica conocida entre ellos.

Las muestras se procesaron inicialmente en la seccién que les correspondia para su
cultivo en los medios convencionales, realizindose ademds exdamenes directos mediante una
extension para tinciéon de Gram de acuerdo con los protocolos aceptados internacionalmente en

2-
cada momento " "#%18%,

Ademds, se estudiaron cepas de C. urealyticum aisladas de la piel, concretamente de la
axila, el drea periumbilical y la ingle, procedentes de un estudio sobre colonizacién de pacientes

hospitalizados por distintas especies del género Corynebacterium '*.

Almacenamiento

Hasta su estudio las cepas permanecieron congeladas a —20°C en viales de leche
desnatada preparada a partir de una mezcla al 10% de Skim Milk Powder (Oxoid) en agua

destilada y posterior esterilizacién por autoclave durante 5 minutos a 121°C.
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PRUEBAS FENOTIPICAS CONVENCIONALES

Identificacion

Las cepas fueron incubadas en placas de triptosa-soja con 5% de sangre de carnero
(TSS, bioMérieux) durante 48 horas en atmésfera de CO, para conseguir inéculo suficiente
antes de realizar su caracterizaciéon fenotipica. El procedimiento se realiz6 mediante pruebas
bioquimicas convencionales utilizando el sistema comercial API Coryne System (bioMérieux).
El sistema API consta de 21 pruebas bioquimicas cuyos resultados pueden ser interpretados en
24 6 48 horas. La tira contiene 20 tubos con substratos deshidratados que permiten determinar la
presencia de once enzimas (nitrato reductasa, pirazinamidasa, pirrolidonil arilamidasa, fosfatasa
alcalina, B-glucuronidasa, [B-galactosidasa, a-glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, [3-
glucosidasa en la hidrdlisis de la esculina, ureasa y la hidrélisis de la gelatina) y la fermentacion
de ocho azicares (glucosa, ribosa, xilosa, manosa, manitol, maltosa, lactosa, sacarosa y
glicdgeno) junto con un control negativo de fermentacion. La prueba de la catalasa fue realizada

tomando unas pocas colonias de la placa de TSS y empleando H,0, al 30% .

El inéculo se prepar6 en agua destilada hasta conseguir que la suspensién alcanzara una
turbidez de 6 en la escala de MacFarland. La suspensién del indculo se afiadié a cada pocillo
correspondiente a las pruebas enzimadticas, y con el objeto de conseguir el desarrollo de las
pruebas de fermentacion, 0,5 mL de la suspension fueron afiadidos a 2 mL de la solucién GP
medium (medio enriquecido que contiene rojo fenol como indicador de pH), que tras
homogeneizacién, se colocé en los diferentes tubos. Para conseguir las condiciones de
anaerobiosis se empled aceite de parafina que se coloc6 en los tubos empleados en la
determinacion de la ureasa, la fermentacion de azicares y el control negativo de fermentacién,

rellenandose los pocillos de la galeria atendiendo a las instrucciones del fabricante '* %,
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Se empled una placa de TSS como control de esterilidad de la suspension y, junto con la
galerfa de tubos, se incubd a 37 °C en atmdsfera de oxigeno por un periodo de 24 6 48 horas. Si
el crecimiento de la placa control fue adecuado la lectura de la tira se realizé a las 24 horas, pero
si por el contrario el crecimiento no fue considerado suficiente la lectura de las pruebas
bioquimicas se realizé a las 48 horas de incubacién. El andlisis de los datos obtenidos se realizé
con ayuda del programa informatico APILAB, empleando la base de datos API CORYNE en su

version 2.0.

Sensibilidad antibidtica

Agentes antimicrobianos

Los antibidticos utilizados fueron los siguientes: azitromicina (AZ), eritromicina (EM),
claritromicina (CH), clindamicina (CM) y quinupristina/dalfopristina (RP), en tiras de E-test
(AB BIODISK, Suecia) con una concentracién comprendida entre 0,016 y 256 mg/L, excepto
para la quinupristina/dalfopristina que estuvo comprendida entre 0,002 y 32 mg/L, espiramicina
en discos de papel de celulosa de 6 mm de didmetro con una carga de 100 ug (SP, bioDiscs,

BioMérieux, Francia), y telitromicina 15 pg (RU, Oxoid Ltd, Inglaterra).

Procedimiento

Para el estudio de la sensibilidad antibidtica se inocularon los microorganismos
directamente en el medio liquido CTS (caldo triptosa soja) que posee una concentracion de: 17
¢/L de triptosa, 3 g/L de soja, 5 g/L de cloruro sédico, 2,5 g/L de fosfato bipotésico y 2,5 g/L de
glucosa, en tubos de 9 mL (bioMérieux, Francia). La concentracion del in6culo se ajusté a 0,5
de la escala de MacFarland, aproximadamente 10’ UFC (unidades formadoras de colonia)/mL,

permaneciendo los tubos a temperatura ambiente.

Las pruebas de sensibilidad se realizaron mediante el método de difusién disco-placa

para la espiramicina y la telitromicina, dejando el estudio de la concentracién minima inhibitoria
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(CMI) por el método del E-test para el resto de los antibidticos. Las bacterias se sembraron con
hisopos de algodén en placas de Mueller-Hinton 2 suplementadas con un 5% de sangre de
carnero. La placa de Mueller-Hinton Sangre (MHS) contiene una concentracion de 300 g/L de
infusién de carne de buey, 17,5 g/L de caseina, 1,5 g/L de almidén y 17 g/L de agar, en una
placa de 90 mm de didmetro y de 4-5 mm de espesor (bioMérieux, Francia). Se colocaron dos
tiras de E-test por placa de MHS (Figura 1). Por el contrario, los discos fueron colocados de
manera individual. Las placas fueron incubadas a 37 °C en atmésfera normal durante 48 horas.
Pasado este tiempo, se midieron los halos de inhibicion, tomando como referencia el didmetro
mds corto que separaba a dos colonias en el caso de los antibidticos en discos, y los puntos de
corte con las tiras de E-test, considerando la concentraciéon minima inhibitoria la concentracién

mads baja de antibiético que inhibi6 el crecimiento del microorganismo.

Las cepas de referencia de S. aureus ATCC 29213 y ATCC 25923 se utilizaron para el
estudio de la CMI y del estudio disco-placa respectivamente. Los protocolos y valores de
sensibilidad antibidtica de eritromicina, clindamicina y quinupristina/dalfopristina se realizaron
tomando los puntos de corte para Corynebacterium sp., de acuerdo con la normativa del CLSI
(Clinical and Laboratoy Standars Institute) '®. Con el resto de antibiticos se emplearon los

puntos de corte descritos para Staphylococcus sp. '* (Tabla 2).

Figura 1. Disposicion de las tiras de E-test de los diferentes antibidticos. 1A: tiras de E-test de eritromicina y
claritromicina a las que se mostré sensible una cepa de C. urealyticum. 1B: tiras de azitromicina y clindamicina a las
que se mostro resistente una cepa de C. urealyticum.
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Tabla 2. Valores de sensibilidad.

Antibiético Sensible Intermedio Resistente

Eritromicina <05 1 >2
Claritromicina < >8
Arzitromicina <2 4 >8
Clindamicina <0,5 1-2 >4
Quinupristina/Dalfopristina <1 2 >4
Espiramicina® >23 14-22 <13
Telitromicina® >22 19-21 <18

CMI en mg/L.

@ Digmetro de inhibicién en mm.

PRUEBAS MOLECULARES

Amplificacion de los genes erm(X), erm(B), erm(A), erm(TR), mef(A) y mef(E)

mediante PCR

Extraccion de ADN

Se procedi6 a partir de una colonia aislada en agar sangre que se resuspendié en 200 pL
de agua destilada estéril. Después de 10 minutos hirviendo, se centrifugd la mezcla durante 15
minutos a 12.000 rpm (revoluciones por minuto). A continuacién se tomaron 150 pL del
sobrenadante, en el cual se encontraba el extracto de ADN, para su posterior uso en el

experimento, permaneciendo congelado a una temperatura de —20°C hasta su utilizacion.

Procedimiento

Basandonos en el protocolo de Rosato y colaboradores '*’, la mezcla de reaccién de la
PCR se realizé en un volumen final de 25 pL. Se emplearon los tubos eppendorf comerciales
puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads (Amersham Biosciences, Reino Unido) que contienen

estabilizadores, dNTPs (200 uM en el volumen final dado), Tris-HCI (10 mM), KCI (50 mM),
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MgCl, (1,5 mM) y aproximadamente 2,5 unidades de puReTaq ADN polimerasa. Se afiadieron
0,2 uL de cada primer (Pacisa-Giralt, Espaiia) (Tabla 3) y 23,35 pL de agua destilada estéril
hasta completar el volumen de reaccién. Finalmente, se agregaron 1,25 pL del extracto de ADN
de las cepas de las diferentes especies difteromorfas a estudio, 1,25 uL de agua destilada estéril
para el control negativo, y 1,25 uL de extracto de ADN de las diferentes especies que contenfan

alguno de los genes que se evaluaban para el control positivo.

Tabla 3. Primers utilizados para la deteccion de los diferentes genes de resistencia.

Primer pb Secuencia Tf
Cerm 1 (ermX) 20  5-GAC ACG GCC GTC ACG AGC AT-3~ 63,4°C
Cerm 2 (ermX) 17 5-GGC GGC GAG CGA CTT CC-3~ 62,4°C
Erm A-1 (ermA) 21 5°-TCT AAA AAG CAT GTA AAA GAA-3” 48,1°C
Erm A-2 (ermA) 21  5-CTT CGA TAG TTT ATT AAT AGT-3" 50,7°C
Erm B-1 (ermB) 21 5-GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA-3” 52,0°C
Erm B-2 (ermB) 24 5-AGT AAC GGT ACT TAA ATT GTT TAC-3~ 54,2°C

Erm TR-1 (ermTR) 23 5-ATA GAA ATT GGG TCA GGA AAA CG-3"~ 57,1°C

Erm TR-2 (ermTR) 19  5°-TTG ATT TTT AGT AAA AAG G-3~ 43,7°C
Mef A-E-1 (mefA'y
21 5-AGT ATC ATT ATT CAC TAG TGC-3" 52,0°C
mefE)
Mef A-E-2 (mefA'y
) 21 5°-TTC TTC TGG TAC TAA AAG TGG-3~ 54,0°C
me

Los primers Cerm 1 y Cerm 2 delimitan una seccién de 390 pares de base del gen.

Los primers Erm A-1 y Erm A-2 delimitan una seccién de 645 pares de base del gen.

Los primers Erm B-1 y Erm B-2 delimitan una seccién de 639 pares de base del gen.

Los primers Erm TR-1 y Erm TR-2 delimitan una seccién de 530 pares de base del gen.
Los primers Mef A-E-1 y Mef A-E-2 delimitan una seccion de 348 pares de base del gen.
Tf: temperatura de fusién recomendada por el fabricante.

pb: nimero de pares de base del primer.
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La amplificacién del gen erm(X) por PCR se realiz6 en un termociclador PTC-100,
Peltier Termal Cycler MJ Research (Bio-Rad, EEUU), y el programa consistié en una
desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos, seguido de 25 ciclos de 1 minuto de
desnaturalizacién a 94°C, 1 minuto de anillamiento a 66°C y 2 minutos de elongacién a 72°C,
para finalizar el proceso con la permanencia del producto de amplificacion a una temperatura de

. e s 15T
4°C hasta su posterior utilizacién .

Los genes erm(B), erm(A), erm(TR), mef(A) y mef(E) fueron amplificados también por
PCR con el mismo termociclador pero empleandose un protocolo diferente de amplificacion que
constaba de una desnaturalizacién a 93°C durante 3 minutos, para a continuacién realizar 35
ciclos de 1 minuto de desnaturalizacion a 93°C, 1 minuto de anillamiento a 51°C y 1 minuto de
fase de elongacion a 72°C, concluyendo con 5 minutos de elongacion a 72°C durante 5 minutos

y la consiguiente conservacién de la mezcla amplificada a 4°C hasta su uso '*.

Electroforesis y tincién del gel

Se realiz6 en un gel de agarosa al 3% en tamp6n 1x TBE (10x en preparacioén de Bio-
Rad, EEUU). La disolucién de tampén 1x contiene las siguientes concentraciones: 89 mM de
Tris, 89 mM de acido bérico, 2 mM de EDTA, con un pH de 8.,4. Al gel se le afiadié bromuro

de etidio (Bio-Rad, EEUU) con el fin de observar el producto de la PCR.

Se afiadié a la muestra 5 pL de tampén de carga (preparado a 6x: 0,25% de azul de
bromofenol, 0,25% de xilencianol y sacarosa en agua en una proporcién de 40% p/V) para que
la relacion con los 25 puL de producto fuese de 1:5. La electroforesis se realizé en una cubeta
Sub-Cell GT o Wide mini-sub cell GT (Bio-Rad, EEUU) rellena de tampén TBE 1x durante una
hora, aproximadamente, y a 100 voltios (suministrador de voltaje Power Pac Basic o Power Pac

300 de Bio-Rad, EEUU).
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Los productos de amplificacién de la PCR fueron los fragmentos de los genes erm(X)
de 390 pb, erm(B) de 639 pb, erm(A) de 645 pb, erm(TR) de 530 pb y mef(A) y mef(E) de 348
pb. Todos ellos fueron estimados gracias a los diferentes controles positivos y a un marcador de
peso molecular en escalera conocido (20 pb molecular ruler, Bio-Rad, EEUU). Como control
positivo para el erm(X) se utilizé una cepa de C. jeikeium que contenia el gen procedente de la
coleccién de difteromorfos del Servicio de Microbiologia de la Fundacién Jiménez Diaz. El
control positivo del gen erm(B) fueron las cepas de Streptococcus mitis 8128 y Streptococcus
agalactiae 637, el gen erm(TR) la cepa de Streptococcus pyogenes 859, y el gen mef(A-E) la
cepa de Streptococcus pyogenes 504. Todas estas cepas fueron remitidas por el Servicio de
Microbiologia del Hospital Clinico San Carlos de Madrid. Finalmente, el control positivo para
el gen erm(A) fue una cepa de Enterococcus sp., suministrada por la Secciéon de Microbiologia

del Hospital de la Rioja.

Lectura y andlisis de los geles
El andlisis fue realizado en un transiluminador (EcoGen, EEUU), acoplado a un
ordenador (EcoGen, National Electronics M900X, EEUU). Las fotografias fueron escaneadas y

analizadas con el software PhotoCapt (BioGene, EEUU).

Extraccion de plasmidos

Procedimiento
El método de extraccién se realizé atendiendo al protocolo descrito por Tauch y

!y empleando el sistema comercial NucleoBond Plasmid Mini Kit (Clontech

colaboradores
Laboratories). El indculo bacteriano se prepar6 suspendiendo una colonia de la bacteria en 200
UL de tampén TE y se centrifugd a una velocidad de 3.500 rpm durante 3 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se decant6 el sobrenadante y se lavé el precipitado con 1 mL de Tris

10 mM a un pH de 8,2. El precipitado bacteriano fue resuspendido en 0,4 mL de S1, con 5

png/mL de lisozima (25.000 unidades/mg; Sigma) en frio y agitando en el vortex para favorecer
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la disolucion, permaneciendo en incubacién a 37°C durante 90 minutos para favorecer la lisis de
la bacteria. A continuacion se afiadieron 0,4 mL de tampén S2 a temperatura ambiente e
invirtiendo el tubo 5 veces con el fin de favorecer la mezcla, para inmediatamente después
agregar 0,4 mL de tampdn S3 en frio, realizando el mismo proceso de agitacién anteriormente
seialado, y manteniendo el conjunto en hielo picado durante un periodo de tiempo no superior a
5 minutos. Seguidamente, se procedié a su centrifugacién durante 5 minutos a 4°C y se
transfirié el sobrenadante a un tubo limpio para su posterior elucién por gravedad en una
columna. La fraccién eluida se recogié y se volvié a pasar por la misma columna que
previamente se habia humedecido con 1 mL de tampén N2, y esta misma columna fue lavada
tres veces con 1 mL de tampén N3. Se afiadié 1,6 mL de tampén N5 a la columna para eluir el
ADN plasmidico y posteriormente se adiciond 1,2 mL de isopropanol a la fraccion eluida. El
paso siguiente fue la centrifugacion de la mezcla a 4°C durante 30 minutos y la subsiguiente
eliminacion del sobrenadante. Por ultimo, se afiadié al sedimento 1 mL de etanol al 70% frio, a
una temperatura de 4°C, centrifugdndose durante 2 minutos y, tras ser eliminado el etanol
cuidadosamente, se dejo secar a temperatura ambiente, aproximadamente 5 minutos, para

finalmente resuspender el sedimento en 50 uL de tampén TE.

En la determinacién de la existencia de pldsmidos también se utilizé el sistema
comercial UltraClean™ 6 Minute Mini Plasmid Prep Kit (Mo Bio Laboratories, Inc.), siguiendo

. . 192
las instrucciones que marcaba su protocolo

, aunque se realizaron algunas modificaciones
orientadas a conseguir una hidrdlisis completa de las cepas de difteromorfos que se iban a
estudiar. De esta manera, se afiadieron 2 ug/mL de lisozima (25.000 unidades/mg; Sigma) a la

solucién I (tampdn de suspensién celular con Tris, EDTA y RNasa A) y posteriormente se dejo

en incubacién a 37°C durante 90 minutos.

Electroforesis del plasmido y tincién del gel

Se efectud en un gel de agarosa al 0,7% en tampdn 1x TBE y con bromuro de etidio

(Bio-Rad, EEUU) para observar el producto de la PCR. Los pocillos del gel se cargaron con 7
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ML de la muestra de extraccion y 3 UL de tampdn de carga (en dilucién 6x). La electroforesis se
realizé en una cubeta Wide mini-sub cell GT (Bio-Rad, EEUU) rellena de dicho tamp6n durante

hora y media a 30 voltios.

Como control positivo de extraccion de pldsmidos se utilizé la cepa ATCC 19223 de
Corynebacterium glutamicum, que contiene un plasmido criptico estable de 20 kb, y que crecid
en el medio LB ' suplementado con 50 pg de kanamicina a temperatura de 37°C durante 24
horas de incubacién de acuerdo con el protocolo descrito por Tauch ', Como control de peso
molecular de los pldsmidos se realiz una extraccioén de la cepa de Escherichia coli V 517, que
contiene 8 pldsmidos de peso molecular conocido: 54.38 kb, 7.30 kb, 5.56 kb, 5.14 kb, 3.98 kb,

3.08 kb, 2.71 kb y 2.06 kb.

Lectura y andlisis de los geles

Al igual que anteriormente, el andlisis se realiz6 en un transiluminador (EcoGen,
EEUU), acoplado a un ordenador (EcoGen, National Electronics M900X, EEUU) y las
fotograffas que se tomaron fueron escaneadas y analizadas con el software PhotoCapt (BioGene,

EEUU).

Secuenciacion de los fragmentos amplificados erm(X) y erm(B)

Amplificacion
El procedimiento se realizo en la Fundaciéon Jiménez Diaz de acuerdo con los

protocolos descritos anteriormente para los genes erm(X) y erm(B).
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Purificacién

Se realizé tras el proceso de amplificacion especifica de los genes por PCR, empleando
el sistema comercial Montage™ PCR Centrifugal Filter Devices (Millipore Corporation). En
este sentido, 300 uL de agua destilada o tampdn se depositaron en un contenedor, previamente
insertado en uno de los viales suministrados por el proveedor. A continuacion se afiadieron 100
UL del producto de la reaccién de la PCR hasta completar un volumen total de 400 pL.
Posteriormente, se procedié a centrifugar el contenido durante 15 minutos a una velocidad de
3.500 rpm. Se tomo el contenedor que contenia el producto del centrifugado que se colocé sobre
un vial nuevo invirtiendo su posicion. Por ultimo, se afladieron 20 pL de agua o tamp6n TE y se
centrifugd durante dos minutos a 3.500 rpm, recogiendo finalmente el filtrado con el producto

de la PCR purificado.

Secuenciacién

En su realizacién se sigui6 el protocolo desarrollado en el Centro de Referencia de
Microbiologia de Majadahonda. En la secuenciacion se realizaron dos mezclas de reaccion, una
para cada primer, es decir, dos tubos por muestra. La mezcla de reaccién de la PCR se realizé
en un volumen final de 10 pL. Se emplearon los tubos eppendorf comerciales puRe Tag Ready-
To-Go PCR Beads (Amersham Biosciences, Reino Unido) y se afiadieron, en el caso del gen
erm(X), 1 uL del primer Cerml a la mezcla que secuencié en un sentido y 1 puL del primer
Cerm?2 en la mezcla que secuenci6 en el sentido contrario, 2 pL. de ADN purificado, 2 puL de
Big Dye Terminator (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Alemania) y 5 uL de agua destilada.
Los mismos componentes y cantidades se utilizaron para la amplificaciéon del erm(B) pero

empleando los primers iniciadores, ermB-1 y ermB-2, especificos para este gen.

El programa de secuenciacién de los genes se realizé en el mismo termociclador

consistiendo en un ciclo de desnaturalizacién a una temperatura de 94°C durante 3 minutos,

seguido de 25 ciclos a 96°C durante 10 segundos y 60°C durante 4 minutos y 5 segundos, para

37



finalizar con la preservacién del producto final a 4°C hasta su utilizacién. Las secuencias de los

iniciadores utilizados fueron Cerml, Cerm2, ermB-1 y ermB-2 (Tabla 3).

Caracterizacién genotipica de la especie mediante 16S ARN

La identificacién genotipica de las diferentes especies pertenecientes al género
Corynebacterium se realizé en el Centro de Referencia de Microbiologia de Majadahonda

aplicando el protocolo habitual de trabajo.

Extraccion de ADN

Se procedié a partir de una colonia aislada recientemente en agar sangre que se
resuspendié en 600 UL de agua destilada estéril. La suspension se favorecié agitando el tubo en
el agitador para posteriormente hervir la muestra durante 10 minutos y centrifugarla a 12.000

rpm. En tltimo lugar el sobrenadante recogido se almacené a —20°C hasta su uso.

Amplificacién

Se emplearon los tubos eppendorf comerciales puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads
(Amersham Biosciences, Reino Unido) a los que se afiadieron 5 pL. de ADN de la muestra
problema, 1 puL del primer SEQ1-Forward, que amplifica en el sentido 5-37, 1 uL del primer
RP2-Reverse, que amplifica en el sentido contrario 3°-5" (Tabla 4), y 18 pL de agua destilada

para completar un volumen final de 25 pL en el tubo.

La amplificacién del ADN se realiz6 por PCR en un termociclador PTC-100, MJ
Research, Peltier Termal Cycler (Bio-Rad, EEUU), con el siguiente programa: un ciclo de
desnaturalizaciéon a 94°C durante 5 minutos; 35 ciclos a 94°C durante 15 segundos, 55°C

durante 15 segundos, y 72°C durante 1 minuto y 50 segundos, para concluir con un ciclo final
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de elongacién a 72°C durante 5 minutos. El producto de amplificacién permanecié a una

temperatura de 4°C hasta su empleo.

Para comprobar si el fragmento 16S habia sido amplificado correctamente se realizé una
electroforesis en gel de agarosa (MS-8, Pronadisa) al 0,8% en TAE 1x. Los pocillos del gel se
cargaron con 2 pUL de muestra y 2 pL del tampdn de carga Loading Dye (MoBio), que contiene
0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xilenocianol y 30% de glicerol en agua. Como control
de peso molecular se empleé el marcador de tamafio molecular X (Roche). La electroforesis se
realizé en una cubeta rellena del tampén TAE 1x con una corriente eléctrica de 100 voltios
durante 10 minutos. Finalizada la electroforesis, el gel fue tefiido con bromuro de etidio (Sigma)
disuelto en agua a una concentraciéon de 1 pg/mL durante 10 minutos. Los fragmentos
amplificados fueron visualizados y fotografiados en un equipo de captaciéon de imdgenes

(Fldor S™ Multimanager, BioRad) utilizando el Software Quantity One 4.1.1.

Tabla 4. Primers utilizados para la amplificacién y secuenciacion del 16S ARN.

Producto de

Primer pb Secuencia o
amplificacion

SEQI-Forward 20 5°-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3”~ 1459 pb

RP2-Reverse 21 5-ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT-3" 1459 pb

pb: pares de bases

Purificacién

Se realizé una purificacién directa del amplificado de ADN utilizando el Kit GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences). A una columna,
previamente insertada en el tubo del sistema comercial, se le afiadieron 300 pL de tampdn de

captura y 25 pL de la muestra de ADN amplificado. Se procedi6 a su centrifugacién a 13.000
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rpm durante un tiempo de 3 minutos. A continuacién se afiadieron a la columna 300 pL de
tamp6n de lavado, para posteriormente realizar otra centrifugacién a una velocidad de 13.000
rpm durante 1 minuto, tras la cual se eliminé el tampén del tubo, y se volvié a centrifugar a la
misma velocidad durante 4 minutos para conseguir la completa eliminacién del tampé6n. El
producto fijado en la columna fue traspasado a un tubo eppendorf al que se afiadi6 una cantidad
de agua destilada en funcion de la intensidad de banda alcanzada en el gel de electroforesis; si la
banda fue tenue se le afiadieron 18 UL de agua destilada, con el fin de concentrar el ADN, y si la
banda fue muy intensa se le afladieron 35 PL de agua, para favorecer una mejor disolucién.
Pasados 5 minutos se realiz6 la tltima centrifugacion durante 3 minutos, quedando el
sobrenadante con ADN purificado. Para cerciorarnos de no haber perdido ADN al purificar, se
cargd un gel de agarosa D1 (Pronadisa) en las mismas cantidades y condiciones de

electroforesis que se utilizaron en la amplificacion.

Secuenciacién

A partir de una muestra de ADN purificado se obtuvieron dos mezclas de reaccion, una
para cada primer utilizado. Se emplearon los tubos eppendorf comerciales puRe Taq Ready-To-
Go PCR Beads (Amersham Biosciences, Reino Unido). Los primers empleados fueron SEQ1-
Forward y RP2-Reverse en cantidades de 1 pL en cada tubo respectivamente. El resto de la
mezcla de reaccién constaba de 2 pL de la muestra amplificada de ADN, 2 uL de Big Dye
Terminator (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Alemania) y 5 uL de agua destilada hasta

completar un volumen total de 10 pL.

Las condiciones de la PCR de secuenciacién consistieron en un ciclo inicial de 3
minutos a 94°C y 25 ciclos de 10 segundos a 96°C y de 4,05 minutos a 60°C. La conservacion
del producto secuenciado se realizé a una temperatura de 4°C hasta su empleo. La secuencia de
los iniciadores utilizados se encuentra en la tabla 4. La reaccién de PCR se llevé a cabo en un

termociclador PTC-100 Peltier (MJ. Research, Inc).
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Analisis de las secuencias

Los resultados obtenidos de la secuenciacion de los genes erm(X), erm(B) y 16S ARN
fueron analizados mediante el programa CHROMAS versién 1.45 (Southport Queensland,
Australia). Las secuencias de nucledtidos se compararon con las secuencias nucleotidicas
presentes en la base de datos del GenBank (NCBI) utilizando el programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), proporcionando un porcentaje de homologia que sirvié para equiparar

los diferentes resultados.

HIDROLISIS ENZIMATICA DE ERITROMICINA

Se analizé la concentracién de eritromicina presente en el caldo mediante el método

descrito por Wondrack y colaboradores '*. Para la evaluacién de la hidrélisis de este
antibidtico, se incubaron las cepas problema en caldo cerebro-corazén (BHI), con una
concentracién de 5 mg/L de eritromicina, durante 24 horas a 37°C. Pasado este tiempo se
centrifugé el cultivo durante 30 minutos a 3.500 rpm, y el sedimento resultante se resuspendio
en tampon fosfato potdsico 0,1 M y pH de 7, en una proporcion de 1/10. Se prepararon
concentraciones de 40 mg/L y 400 mg/L de eritromicina y se afiadieron a los pocillos de una
placa microtiter en una cantidad de 100 pL. A continuacién se afiadieron 100 pL de la
suspension bacteriana concentrada a cada pocillo. Las placas se incubaron en agitacion a 37°C,
y pasadas 24 y 48 horas se tomaron alicuotas. Después de la centrifugacién se tomaron 25 uL.
del sobrenadante y se colocaron sobre discos estériles que se situaron sobre las placas
sembradas de una cepa de S. aureus ATCC 25923 sensible a eritromicina. Las placas fueron
incubadas toda la noche a 37°C, y pasado este periodo, se compararon los halos de inhibicion
entre las placas incubadas con el antibidtico a una concentracion de 40 mg/L y las incubadas

con el antibiético a 400 mg/L y la cepa de S. aureus. El procedimiento tuvo como control
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positivo una cepa de Escherichia coli ClaNal/pAT172 (pUC8QereB), portadora del gen ere(B)
en un plasmido que inactiva la eritromicina. Esta cepa de E. coli, portadora del plasmido, fue
remitida por el doctor Patrice Courvalin del Instituto Pasteur de Paris. Como controles negativos

se utilizaron caldos carentes de bacterias.

ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion de los porcentajes de sensibilidad y resistencia frente a la eritromicina
entre las diferentes especies pertencientes al género Corynebacterium fueron analizados
mediante la elaboracién de tablas de contingencia y la aplicacion de la prueba exacta de Fisher.
Se consideré que existia evidencia estadistica cuando el célculo de la probabilidad exacta de
asociacion (P) entre las variables cualitativas (especie y sensibilidad) era pequefia, con un valor
de P<0,05. Todos los andlisis fueron realizados mediante el software estadistico SPSS 10.0 para

Windows.
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RESULTADOS
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IDENTIFICACION, SENSIBILIDAD IN VITRO Y DETERMINACION DE

GENES DE RESISTENCIA

Durante el periodo de estudio se aislaron 254 cepas pertenecientes a diferentes especies
del género Corynebacterium. Del conjunto, 120 fueron identificadas como C. urealyticum, 66
C. amycolatum, 20 C. striatum, 17 C. jeikeium, 12 C. coyleae, 11 C. aurimucosum y 8 C.
afermentans subsp. afermentans. Todas las cepas fueron aisladas de diferentes muestras clinicas
de pacientes. Tanto las cepas de C. urealyticum como las pertenecientes a C. jeikeium
correspondian a diversas colecciones de difteromorfos de la Fundacién Jiménez Diaz donde
fueron estudiadas y analizadas. El resto de especies fueron procesadas en el Departamento de

Microbiologia Clinica del Complejo Asistencial de Le6n.

Las cepas de C. urealyticum fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas
convencionales empleando el sistema comercial API Coryne. De estas 120 cepas, una fue
aislada en un exudado de catéter, 40 en muestras de orina, y las 79 restantes fueron recogidas en
la piel de pacientes hospitalizados y que se hallaban colonizados por el microorganismo. De este
ultimo grupo 57 cepas procedian de la regién periumbilical, 15 del drea inguinal y 7 de la axila.
El estudio de sensibilidad antibidtica se llevé a cabo empleando los antibiéticos eritromicina,
azitromicina, claritromicina, espiramicina, clindamicina y quinupristina/dalfopristina. La
sensibilidad a telitromicina no fue evaluada en este microorganismo. El estudio de genes
implicados en la resistencia a macrélidos se realiz6 mediante la amplificacién de los genes
erm(X), erm(B), erm(A), erm(TR), mef(A) y mef(E). Los resultados obtenidos se encuentran

resumidos en la tabla 5.
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De las 120 cepas de C. wurealyticum, 90 presentaron resistencia a eritromicina,
claritromicina, espiramicina y clindamicina, detectindose en este grupo una cepa con una
resistencia intermedia a claritromicina y otra cepa que se mostrd sensible a claritromicina. Las
30 cepas restantes se mostraron sensibles a todos los antibiéticos, excepto una cepa que mostrd
resistencia  intermedia a  clindamicina. El nimero de cepas resistentes a
quinupristina/dalfopristina fue menor, objetivindose sélo 7 cepas resistentes, 6 de ellas con

resistencia intermedia (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de resistencia y sensibilidad de las cepas de C. urealyticum.

Cepas con

Antibiético Cep as resistencia Qe[)as
sensibles . . resistentes
intermedia
Eritromicina 25% 0% 75%
Claritromicina 25,83% 0,83% 73,33%
Azitromicina 25% 0% 75%
Espiramicina 25% 0% 75%
Clindamicina 24,16% 0,83% 75%
Quinupristina/Dalfopristina 94,16% 5% 0,83%

Las cepas resistentes a los tres tipos de antibidticos (macrélidos, lincosamidas
estreptograminas) se pueden englobar dentro del fenotipo de resistencia MLSg. Entre las 90
cepas resistentes, 83 cepas presentaron el fenotipo MLSp con la presencia de un gen de
resistencia. De este grupo, 82 cepas tuvieron el gen erm(X), una de ellas, la cepa A-79, también
inclufa el gen erm(B), mientras que sélo una, la cepa CB-257, era portadora exclusivamente del
gen erm(B). En las 7 cepas restantes no se detectd la presencia de ninglin gen de resistencia
(Tabla 7). En las 30 cepas restantes, que se mostraron sensibles a los antibidticos estudiados, no
se hallaron los genes erm(X) y erm(B). Tampoco se hallaron en el total de cepas estudiadas

ninguno de los demds genes buscados: erm(A), erm(TR), mef(A) y mef(E).
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Tabla 7. C. urealyticum MLSg/erm(X) y erm(B).

Fenotipo/gen Nimero de cepas (total 120 bacterias)
MLSg(+)/ermX(+) 82 68,33%
MLSg(+)/ermB(+) 2 1,6%

MLSg(+)/ermX-ermB(-) 7 5,8%
MLSg(-)/ermX-ermB(+) 0 0%
MLSg(-)/ermX-ermB(-) 30 25%

El gen erm(X) fue el marcador de resistencia mas importante apareciendo en el 68,33%
de las cepas de C. urealyticum estudiadas, mientras que el 31,67% restante no lo mostraron. Por
otro lado, hubo un 6,67% de cepas en las que no se detectd el gen de resistencia erm(X) pero
que, sin embargo, presentaron un fenotipo de resistencia MLSg (Figura 2). De las 90 cepas con

el fenotipo MLSg el 91,11%, 82 cepas, dieron positivo para el marcador erm(X).

25%

0%
6,67%

68,33%

O MLSb+/ermX+ B MLSb+/ermX- O MLSb-/ermX+ O MLSb-/ermX-

Figura 2. Relacién entre la aparicion del fenotipo de resistencia MLSg y la presencia del gen erm(X) en la especie C.
urealyticum.
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El producto de amplificacion del gen erm(X) fue revelado en geles de agarosa,

originando una banda particular que se sitda alrededor de 390 pares de bases (Figuras 3,4 y 5).

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

390 pb

Figura 3. Localizacién del gen erm(X) en las cepas de C. urealyticum. Posicién 1, cepa A-6; posicion 2, cepa A-7;
posicién 3, cepa A-8; posicién 4, cepa A-9; posicién 5, cepa A-10; posicién 6, cepa A-11; posicién 7, cepa A-12;
posicién 8, cepa A-13; posicién 9, cepa A-14; posicién 10, escalera control de peso molecular ladder; posicién 11,
cepa A-15; posicién 12, cepa A-16; posicién 13, cepa A-17; posicion 14, cepa A-18; posicion 15, cepa A-20;
posicion 16, cepa A-21; posicién 17, cepa A-22; posicién 18, cepa A-23; posicién 19, control negativo (agua
destilada); posicién 20, control positivo (C. jeikeium CB-396).

390 pb

Figura 4. Localizacion del gen erm(X) en las cepas de C. urealyticum. Posicién 1, cepa A-24; posicion 2, cepa A-49;
posicién 3, cepa A-50; posicion 4, cepa A-51; posicion 5, cepa A-52; posicion 6, cepa A-53; posicion 7, cepa A-54;
posicion 8, cepa A-55; posicién 9, cepa A-56; posicién 10, escalera control de peso molecular ladder; posicion 11,
cepa A-58; posicién 12, cepa A-64; posicién 13, cepa A-65; posicion 14, cepa A-66; posicion 15, cepa A-67;
posicién 16, cepa A-68; posicién 17, cepa A-69; posicién 18, cepa A-70; posicion 19, control negativo (agua
destilada); posicién 20, control positivo (C. jeikeium CB-396).
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1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 5. Localizacién del gen erm(X) en las cepas de C. urealyticum. Posicién 1, cepa B-70; posicion 2, cepa B-71;
posicién 3, cepa B-72; posicién 4, cepa B-73; posicién 5, B-74; posicién 6, cepa B-75; posicion 7, cepa B-76;
posicién 8, cepa B-77; posicién 9, cepa B-78; posicién 10, escalera control de peso molecular ladder; posicién 11,
cepa B-79; posicién 12, cepa B-80; posicién 13, cepa B-81; posicién 14, cepa LBC-52; posicién 15, cepa LBC-53;
posicién 16, cepa LBC-113; posicién 17, cepa LBC-146; posicién 18, cepa LBC-303; posicién 19, control positivo
(C. jeikeium CB-396); posicién 20, control negativo (agua destilada).

Por el contrario el gen erm(B) fue aislado solamente en dos cepas de C. urealyticum,

siendo el amplicén de un tamaiio de 639 pares de bases aproximadamente (Figuras 6 y 7).

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 15 16 17 18 19 20

639 pb

Figura 6. Banda correspondiente al gen erm(B) de la cepa de C. urealyticum CB-257 en la posicién 3; posicién 11,
escalera control de peso molecular ladder; posiciones 16 y 17, controles positivos correspondientes a la cepa S.
agalactiae 637; posicién 18, control negativo (agua destilada).
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4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

639 pb

Figura 7. Banda del gen erm(B) correspondiente a la cepa de C. urealyticum A-79 en la posicién 6; escalera control
de peso molecular ladder en la posicién 10; control positivo correspondiente a la cepa S. agalactiae 637 en la
posicion 16 del gel.

Las 17 cepas de C. jeikeium que se analizaron fueron aisladas de hemocultivos en otros
tantos pacientes. Todas las cepas fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas, empleando
el sistema comercial API Coryne. Sélo se detecté el gen erm(X) en 10 de las cepas estudiadas.
Ninguno de los otros genes de resistencia estudiados fue localizado. Se evalu6 la sensibilidad de
C. jeikeium frente a los antibidticos eritromicina, azitromicina, claritromicina, espiramicina,
clindamicina y quinupristina/dalfopristina. Al igual que sucediese con C. urealyticum, en este
microorganismo tampoco se evalué la sensibilidad frente a telitromicina. Unicamente 4 cepas
presentaron sensibilidad a los antibidticos estudiados, excepto para la clindamicina a la que se
mostraron resistentes, dos con resistencia intermedia. Las 13 cepas restantes se mostraron
resistentes tanto a los antibiéticos macrélidos como a la clindamicina. Todas las cepas de esta
especie tuvieron en comiin el presentar sensibilidad a quinupristina/dalfopristina, aunque 3 con
resistencia intermedia (Tabla 8). El fenotipo de resistencia MLSg lo presentaron 13 cepas, 10 de
ellas con el gen erm(X), mientras que en las otras 3 no se detect6 este gen (Tabla 9). En las 4

cepas sensibles tampocé se hallé ningtin otro determinante de resistencia.
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Tabla 9. C. jeikeium MLSg/erm(X).

Fenotipo/gen Nimero de cepas (to t:lo]r ; el;:?ii:rias)
MLSg(+)/ermX(+) 10 58,82%
MLSg(+)/ ermX(-) 3 17,65%
MLSg(-)/ermX(+) 0 0%
MLSg(-)/ermX(-) 4 23,53%

Las especies C. amycolatum, C. striatum, C. coyleae, C. aurimucosum'y C. afermentans
subsp. afermentans procedian de diversas muestras clinicas del Complejo Asistencial de Ledn.
A todas las cepas se les realiz6 una identificaciéon preliminar con el sistema API Coryne,
obteniendo unos resultados que fueron posteriormente confirmados o modificados mediante
estudios de amplificacién y secuenciacién del gen que codifica el 16S ARN en el Centro
Nacional de Microbiologia (Majadahonda). Se considerd valido el resultado con similitudes del
99% entre el amplicén y el fragmento patrén. En el estudio de sensibilidad se emplearon los
mismos antibiéticos utilizados para C. urealyticum y C. jeikeium, pero con la inclusién de la

telitromicina.

Las cepas estudiadas de C. amycolatum fueron 66 y sus resultados vienen resumidos en
la tabla 10. Inicialmente, 20 de estas cepas no se identificaron correctamente mediante el
sistema API Coryne, siendo posteriormente confirmada su pertenencia a esta especie tras los
estudios moleculares pertinentes. Los aislamientos se realizaron a partir de muestras de
pacientes, creciendo 41 cepas en hemocultivos, 22 en catéteres, uno de ellos epidural, 2
aislamientos en exudados de heridas y uno en un liquido articular. De todo el conjunto, diez
cepas fueron sensibles a todos los antibidticos, aunque una cepa presento resistencia intermedia

a la clindamicina. El resto se mostro resistente al menos a un grupo de antibiéticos.
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En 49 cepas se observo la presencia del gen erm(X) no encontrdndose ningtin otro gen
de resistencia. De este grupo 47 cepas presentaron un fenotipo de resistencia MLSg mientras
que dos de ellas mostraron un fenotipo de resistencia M, resistentes a los macrélidos de 14 y 15
atomos de carbono, eritromicina, claritromicina y azitromicina, y sensibles a macrélidos de 16
carbonos, espiramicina, clindamicina, quinupristina/dalfopristina y telitromicina. Ademds, en
las otras 17 cepas en las que no se detecté el gen erm(X), el fenotipo de resistencia M lo
presentaron 6 cepas y s6lo una cepa el MLSg (Tabla 11). Las 10 cepas restantes se mostraron
sensibles a todos los antibidticos, excepto una cepa que presentd resistencia intermedia a

clindamicina.

Tabla 11. C. amycolatum MLSg/erm(X) y M/erm(X).

Fenotipo/gen Nimero de cepas (to t;oé.zel;l;:iieerias)
MLSg(+)/ ermX(+) 47 71,21%
MLSg(+)/ermX(-) 1 1,51%
MLSg(-)/ermX(+) 0 0%
MLSg(-)/ermX(-) 10 15,15%

M(+)/ermX(+) 2 3,03%

M(+)/ermX(-) 6 9,1%

El fenotipo de resistencia MLSg, al igual que sucedié con el resto de especies del género
Corynebacterium, fue el mas abundante con la manifestacién del mismo en el 72,72% de las
cepas de C. amycolatum. La gran diferencia con el resto de especies difteromorfas estudiadas es
la aparicion del fenotipo M, apareciendo en 8 cepas, el 12,12% del total. En un 75% de las
cepas que mostraron el fenotipo M no se determind ningtin gen de resistencia mientras que sélo

en 2 cepas, el 25%, se detecto la presencia del gen erm(X), algo que no es habitual (Figura 8).
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71,21%

O MLSb+/ermX+ B MLSb+/ermX- OMLSb-/ermX+ OMLSb-/ermX- B M+/ermX+ @ M+/ermX-

Figura 8. Relacién entre la aparicién de los fenotipos de resistencia MLSg y M respecto a la presencia del gen

erm(X) en la especie C. amycolatum.

Las cepas con el fenotipo MLSg mostraron una resistencia de alto nivel, es decir, con

una CMI mayor de 256 mg/L para la eritromicina, claritromicina y azitromicina, mientras que

las cepas con el fenotipo M la resistencia mostrada fue de bajo nivel, siempre con las CMIs de

los antibiéticos inferiores a 256 mg/L. El resto de antibidticos mostraron el perfil de sensibilidad

esperado de acuerdo con las caracteristicas fenotipicas y la presencia del gen en la cepa,

destacando que s6lo dos cepas fueron resistentes a telitromicina, que una cepa presentd

resistencia intermedia a clindamicina y que 6 cepas mostraron resistencia intermedia a

quinupristina/dalfopristina (Tabla 12).

Tabla 12. Porcentaje de resistencia y sensibilidad de las cepas de C. amycolatum.

Cepas con

Cepas

Antibidtico sensibles r esistenci‘a
intermedia
Eritromicina 15,15% 0%
Claritromicina 15,15% 1,51%
Azitromicina 15,15% 0%
Espiramicina 27.27% 0%
Telitromicina 96,97% 0%
Clindamicina 25,75% 1,51%
Quinupristina/Dalfopristina 90,9% 9,1%

Cepas
resistentes

84,85%
83,33%
84.,85%
72,73%
3,03%
72,73%
0%
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De la especie C. striatum se estudiaron 20 cepas, correspondientes a otros tantos
pacientes, de las que 12 fueron aisladas en muestras de hemocultivos, 6 de catéteres y 2 de
exudados de herida. Las 11 cepas con el fenotipo MLSg presentaron resultados muy
homogéneos con una resistencia de alto nivel frente a eritromicina, claritromicina, azitromicina,
espiramicina y clindamicina, apareciendo solamente la cepa 03/11/3812 con resistencia
intermedia a espiramicina. Aparecieron tres cepas resistentes a telitromicina, una de ellas, la
cepa 04/03/3701, con resistencia intermedia. Todas las cepas fueron sensibles a
quinuptristina/dalfopristina, excepto la cepa 04/12/1763 que presentd resistencia intermedia

(Tabla 13).

Inicialmente, en la identificacion preliminar mediante pruebas bioquimicas
convencionales, dos de las cepas fueron caracterizadas como C. macginleyi, aunque después de
realizar el debido estudio molecular, se confirmé que estas dos cepas pertenencian a la especie

C. striatum.

El tinico determinante de resistencia que se hallé fue el gen erm(X), demostrandose la
presencia del mismo en 11 cepas. El resto de genes estudiados, erm(A), erm(B), erm(TR),
mef(A) y mef(E) no se detectaron en esta especie. De estas 11 cepas todas presentaron un
fenotipo de resistencia MLSg excepto la cepa nimero 04/03/0244 que presenté un perfil de
sensibilidad a todos los antibiéticos estudiados, a pesar de que se demostro la presencia del gen
erm(X) en su estructura. Por otra parte, las 9 cepas, en las que no se observé la presencia de
ninglin gen de resistencia, mostraron sensibilidad a todos los antibidticos, excepto la cepa
nimero 01/03/1411 que exhibié el fenotipo MLSg con una elevada resistencia a todos los
antibidticos  macrdlidos 'y a  clindamicina, pero  mostrdndose  sensible a

quinupristina/dalfopristina y telitromicina (Tabla 14).
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Tabla 14: C. striatum MLSg/erm(X).

Fenotipo/gen Nimero de cepas (to t;l:lo,{(sel;:sgeerias)
MLSg(+)/ermX(+) 10 50%
MLSg(+)/ermX(-) 1 5%
MLS(-)/ermX(+) 1 5%
MLSg(-)/ermX(-) 8 40%

El resto de cepas estudiadas fue un total de 32 correspondiendo 13 a la especie C.
coyleae, 11 a C. aurimucosum 'y 8 C. afermentans subsp. afermentans (Tablas 15, 16 y 17).
Todas las cepas procedian de diversas muestras clinicas del mismo nimero de pacientes, y
tuvieron el denominador comin de una incorrecta identificacion mediante el sistema API

Coryne que fue corregida después de realizar los estudios moleculares pertinentes.

El gen erm(X) fue el tnico gen de resistencia que se determiné. En la especie C. coyleae
se hall6 en 8 de las 12 cepas estudiadas, aunque el fenotipo MLSg se vio en 10 cepas,
encontrandose dos cepas con ausencia de los genes estudiados pero resistentes a macrélidos y
lincosamidas. Todas las cepas fueron sensibles a telitromicina pero no frente a
quinupristina/dalfopristina a la que cinco cepas se mostraron resistentes, cuatro de ellas con
resistencia intermedia (Tabla 15). Sélo la cepa 04/06/1902 de C. aurimucosum presentd el gen
erm(X) con un patron de sensibilidad frente a los antibiéticos estudiados (Tabla 16). Las demds
cepas de C. aurimucosum mostraron una correcta correlacién entre la aparicién del gen erm(X)
y la presencia del fenotipo MLSg al igual que las 8 cepas de C. afermentans subsp. afermentans
(Tabla 17). Se detectaron dos cepas resistentes a telitromicina y dos con resistencia intermedia a
quinupristina/dalfopristina en C. aurimucosum. De la misma manera, una cepa de C.

afermentans subsp. afermentans evidenci6 resistencia frente a quinupristina/dalfopristina.
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El nimero de difteromorfos resistentes a macrélidos fue de 194 de un total de 254. Esto
significa que un 76,37% del conjunto de las cepas investigadas presentaron resistencia al menos
a un antibidtico de este grupo. Por especies la tasa de resistencia a macrélidos fue variable, pero
siempre superior al 50%, comprobandose una alta correlacién entre la presencia del gen erm(X)
y la aparicién de resistencia (Tabla 18). La excepcion fueron dos cepas, correspondientes a las
especies C. striatum 'y C. aurimucosum, que posefan el gen erm(X) y no mostraron resistencia a
ningdn antibidtico, y otras dos cepas de C. amycolatum que presentaron el gen erm(X) y
fenotipo M pero no MLSg. El gen erm(B) fue el otro determinante hallado en dos cepas de C.
urealyticum. Los genes erm(A), erm(TR) y mef(A) y mef(E) no se detectaron en ninguno de los
microorganismos analizados, aunque si aparecieron en los controles positivos pertenecientes a

diferentes cepas del género Enterococcus 'y del género Streptococcus.

Tabla 18. Sensibilidad a eritromicina y presencia de determinantes de resistencia en cada
especie.

Especie Niimero Resistencia Sensibilidad Genes detectados
(%) (%) erm(X)  erm(B) Ninguno
C. urealyticum 120 90 (75%) 30 (25%) 82 2@ 7
C. amycolatum 66 56 (84,8%) 10 (15.2%) 49 0 7
C. striatum 20 11 (55%) 9 (45%) 11 0 1
C. jeikeium 17 13 (76,5%) 4 (23,5%) 10 0 3
C. coyleae 12 10 (83,3%) 2 (16,7%) 8 0 2
C. aurimucosum 11 7 (63,6%) 4 (36,4%) 8 0 0
C. afermentans 8 7 (87,5%) 1(12,5%) 7 0 0

@ En una cepa se detecté simultdneamente los genes erm(X) y erm(B).
® Ocho cepas presentaron resistencia a macrélidos de 14 y 15 dtomos de carbono, dos de ellas con la
presencia del gen erm(X).

C. striatum se mostré mds sensible frente a eritromicina en comparacién con el resto de
especies, aunque solo la diferencia con C. amycolatum resultd estadisticamente significativa con
una P=0,011 (prueba exacta de Fisher). Los valores de P para la comparaciéon con C.
urealyticum y C. jeikeium fueron, respectivamente, de 0,103 y 0,3. El niimero de cepas de C.

coyleae, C. aurimucosum 'y C. afermentans fue insuficiente para el andlisis estadistico.
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Los intervalos de CMI, CMIs, y CMIy, de las diferentes especies difteromorfas
estudiadas se muestran en la tabla 19. Todas las especies mostraron un alto nivel de resistencia
frente a macrélidos y lincosamidas con una CMIs, y CMlIy, para la eritromicina, claritromicina,
azitromicina y clindamicina superior a 250 mg/L. Por el contrario, la asociacion
quinupristina/dalfopristina se mostré como el antibiético mds activo con una CMlIs, y CMIy, de
0.38 y 1 mg/L respectivamente. El nimero de cepas resistentes a la eritromicina fue de 194 lo
que supone un 76,4% del total. Frente al resto de antibiéticos macrélidos el comportamiento fue
casi idéntico presentando unos porcentajes de resistencia similares a los de la eritromicina
(Tabla 20). De todas las cepas resistentes a estos antibidticos 186 mostraron un fenotipo de
resistencia MLSp mientras que 8 cepas de C. amycolatum presentaron el fenotipo M. La
clindamicina tuvo un comportamiento similar a la eritromicina aunque con un porcentaje de
resistencia intermedia mayor debido a las cepas de C. coyleae y C. jeikeium en las que, a pesar
de no presentar resistencia a macrélidos, sin embargo si mostraron unos niveles de CMI altos
frente a la clindamicina. Por otro lado, la quinupristina/dalfopristina se mostré6 como un
antibidtico activo en 229 cepas, presentando resistencia slamente 25 cepas (9,84%), 22 de ellas
con resistencia intermedia. Del mismo modo, la telitromicina se mostré como el antibiético mas
activo en el 93,16% de las 117 cepas estudiadas de las que sélo 8 fueron resistentes, una de ellas

con resistencia intermedia.

Tabla 20. Sensibilidad del conjunto de especies del género Corynebacterium.

Sensibilidad antimicrobiana (%) CMI (mg/L)

Antimicrobianos

S 1 R Intervalo CMlI;, CMlIy,
Eritromicina 23.6 0 76.4 <0.016 - >256 >256 >256
Claritromicina 24 0.8 752 <0.016 - >256 >256 >256
Azitromicina 23.6 0 76.4 <0.016 - >256 >256 >256
Clindamicina 23.6 2.4 74 <0.016 - >256 >256 >256
Quinupristina/dalfopristina 90.1 8.7 1.2 0.012->32 0.38 1

S, sensible; I, intermedio; R, resistente.
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CARACTERIZACION DE LOS GENES erm(X) Y erm(B)

Como complemento a la deteccién de los genes, se purificaron 20 cepas portadoras del
gen erm(X): 5 cepas pertenecientes a la especie C. urealyticum, 4 a C. amycolatum, 3 a C.
afermentans subsp. afermentans, 2 a C. jeikeium, 2 a C. coyleae, 2 a C. striatum y 2 a C.
aurimucosum (Figuras 9 y 10). En todas las cepas estudiadas se obtuvo un amplificado de 359
pares de bases. Del mismo modo, se purificaron también los positivos para el gen erm(B)
hallados en las dos cepas CB-257 y A-79 de C. urealyticum. Este fragmento amplificado fue de

600 pares de bases.

Figura 9. Determinacién de bandas del gen erm(X) purificado. Posiciones 1 y 12, escalera peso molecular ladder;
posicién 2, cepa 04/06/2373 de C. coyleae; posicién 3, cepa 04/06/3511 de C. amycolatum; posicién 4, cepa
04/03/1312 de C. coyleae; posicién 5, 6 y 7, cepas 04/01/0323, 04/05/4317 y 04/05/4584 de C. afermentans;
posiciones 8 y 9, cepas 04/07/1403 y 04/08/1424 de C. aurimucosum; posiciones 10 y 11, cepas 04/04/3037 y
04/03/3701 de C. striatum.

Figura 10. Determinacion de bandas del gen erm(X) purificado. Posiciones 1 y 12, escalera peso molecular ladder;
posiciones 2, 3, 4, 5 y 6, cepas A-49, A-72, BACT-1202, A-76 y B-48 de C. urealyticum; posiciones 7 y 8, cepas
CB-414 y CB-25 de C. jeikeium; posiciones 9, 10 y 11, cepas 00/01/0824, 00/03/3517 y 00/06/0260 de C.
amycolatum.
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Score = 640 bits (346), Expect = 2e-180
Identities = 349/350 (99%), Gaps = 1/350 (0%)
Strand=Plus/Plus

CuA-76 10 ATTTTCTCACCAACCACAAGNATCATCAACTCCATCATCGACCTTGTGAAACAAACCTCC 69
PErrrrrrrrrrer e e rrr e e e e e e e e e e e e e e
CuDSM 2241163 ATTTTCTCACCAACCACAAG-ATCATCAACTCCATCATCGACCTTGTGAAACAAACCTCC 2241221

CuA-76 70 GGCCCCATCATTGAGATCGGACCAGGAAGCGGTGCCCTCACTCACCCGATGGCCCACTTIG 129
FEEEEEErr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CuDSM 2241222 GGCCCCATCATTGAGATCGGACCAGGAAGCGGTGCCCTCACTCACCCGATGGCCCACTTG 2241281

CuA-76 130 GGGAGGGCGATAACGGCAGTTGAAGTGGACGCAAAACTAGCTGCCAAAATCACACAAGAA 189
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CuDSM 2241282 GGGAGGGCGATAACGGCAGTTGAAGTGGACGCAAAACTAGCTGCCAAAATCACACAAGAA 2241341

CuA-76 190 ACCTCCTCGGCGGCGGTCGAAGTGGTCCATGATGATTTCCTTAACTTCCGGTTACCCGCC 249
FEEEEEErr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CuDSM 2241342 ACCTCCTCGGCGGCGGTCGAAGTGGTCCATGATGATTTCCTTAACTTCCGGTTACCCGCC 2241401

CuA-76 250 ACTCCCTGCGTCATTGTGGGAAACATTCCCTTTCACCTCACCACTGCCATTCTTCGAAAG 309
FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CuDSM 2241402 ACTCCCTGCGTCATTGTGGGAAACATTCCCTTTCACCTCACCACTGCCATTCTTCGAAAG 2241461

CuA-76 310 TTGCTGCATGCGCCAGCATGGACTGACGCTGTACTCCTCATGCAGTGGGA 359

FEEETEEr e e e e e e e e e e e e
CuDSM 2241462 TTGCTGCATGCGCCAGCATGGACTGACGCTGTACTCCTCATGCAGTGGGA 2241511

Figura 11. Secuenciacién del fragmento amplificado del gen erm(X) de la cepa A-76 de C. urealyticum (CuA-76)
comparado con el gen erm(X) secuenciado en el genoma completo de C. urealyticum DSM 7109 (CuDSM)
(GenBank n° de acceso AM942444.1). Variacion en la posicién 30 del fragmento amplificado del gen erm(X) de C.
urealyticum.

La secuencia del gen erm(X) amplificado se comparé con otras secuencias del género
Corynebacterium, presentando una similitud del 99% con el gen erm(X) insertado en el
cromosoma bacteriano de C. urealyticum DSM 7109 (GenBank n° de acceso AM942444.1)
(Figura 11), con el mismo gen insertado en el pldsmido pNG2 de C. diphtheriae (GenBank n° de
acceso AF492560.1), en el plasmido pTP10 de C. striatum (GenBank n° de acceso U21300.1), y

en la secuencia de insercién IS1249 de C. jeikeium CJ21 (GenBank n° de acceso AF338705.1).

Sin embargo, la homologia no fue tan alta con otros genes erm(X), oscilando entre un
92% para el gen insertado en la secuencia de insercién 1S1249 de C. urealyticum (GenBank n°®
de acceso DQ643386.1), un 96% comparado con el gen del genoma de C. jeikeium K411
(GenBank n°® de acceso CR931997.1), un 97% para el gen caracterizado en el pldsmido
pLEW279a de Corynebacterium sp. L2-79-05 (GenBank n° de acceso DQ390458.1) y un 98%

con el gen ubicado en la secuencia de insercién 1S1249a de C. urealyticum (GenBank n° de

acceso DQ643386.1).
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Score = 1037 bits (561), Expect = 0.0
Identities = 562/563 (99%), Gaps = 0/563 (0%)
Strand=Plus/Plus

Cureal CB-257 38  ATTGGAACAGGTAAAGGGCATTTAACGACGAAACTGGCTAARATAAGTAAACAGGTAACG 97
FEEEETEE e et r e e e e e e e e e e e e e
Spneum 2218 412 ATTGGAACAGGTAAAGGGCATTTAACGACGAAACTGGCTAARATAAGTAAACAGGTAACG 471

Cureal CB-257 98 TCTATTGAATTAGACAGTCATCTATTCAACTTATCGTCAGAAAAATTAAAACTGAACATT 157

FEEEETEE e e e e e et e e e e e e e e e e e e
Spneum 2218 472 TCTATTGAATTAGACAGTCATCTATTCAACTTATCGTCAGAAAAATTAAAACTGAACATT 531

Cureal CB-257 158 CGTGTCACTTTAATTCACCAAGATATTCTACAGTTTCAATTCCCTAACAAACAGAGGTAT 217
FEEEETEE e et e e e e e e e e e e e e e
Spneum 2218 532 CGTGTCACTTTAATTCACCAAGATATTCTACAGTTTCAATTCCCTAACAAACAGAGGTAT 591

Cureal CB-257 218 AAAATTGTTGGGAATATTCCTTACCATTTAAGCACACAAATTATTAAAAAAGTGGTTTITT 277
FEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Spneum 2218 592 AAAATTGTTGGGAATATTCCTTACCATTTAAGCACACAAATTATTAAAAAAGTGGTTTTT 651

Cureal CB-257 278 GAAAGCCATGCGTCTGACATCTATCTGATTGTTGAAGAAGGATTCTACAAGCGTACCTTG 337
FEEEETEEE e et e e et e e e e e e e e e e e
Spneum 2218 652 GAAAGCCATGCGTCTGACATCTATCTGATTGTTGAAGAAGGATTCTACAAGCGTACCTTG 711

Cureal CB-257 338 GATATTCACCGAACACTAGGGTTGCTCTTGCACACTCAAGTCTCGATTCAGCAATTGCTT 397
FEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Spneum 2218 712 GATATTCACCGAACACTAGGGTTGCTCTTGCACACTCAAGTCTCGATTCAGCAATTGCTT 771

Cureal CB-257 398 AAGCTGCCAGCGGAATGCTTTCATCCTAAACCAAAAGTAAACAGTGTCTTAATAAAACTT 457
FEEEETEEE et et e e e e e e e e e e e e e e
Spneum 2218 772 AAGCTGCCAGCGGAATGCTTTCATCCTAAACCAAAAGTAAACAGTGTCTTAATAAARACTT 831

Cureal CB-257 458 ACCCGCCATACCACAGATGTTCCAGATAAATATTGGAAGCTATATACNTACTTTIGTITTCA 517
FEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Spneum 2218 832 ACCCGCCATACCACAGATGTTCCAGATAAATATTGGAAGCTATATACGTACTTTGTTTCA 891

Cureal CB-257 518 AAATGGGTCAATCGAGAATATCGTCAACTGTTTACTAAAAATCAGTTTCATCAAGCAATG 577
FEEEETEE e et e e e e e e e e e e e e e
Spneum 2218 892 AAATGGGTCAATCGAGAATATCGTCAACTGTTTACTAAAAATCAGTTTCATCAAGCAATG 951

Cureal CB-257 578 AAACACGCCAAAGTAAACAATTT 600
FEEEETEE el
Spneum 2218 952 AAACACGCCAAAGTAAACAATTT 974

Figura 12. Secuenciacién del fragmento amplificado del gen erm(B) de la cepa CB-257 de C. urealyticum
comparado con el gen erm(B) de S. pneumoniae cepa 2218 (GenBank n°® de acceso AJ972603.1). Variacién en la
posicién 505 del fragmento amplificado del gen erm(B) de C. urealyticum.

Los dos tinicos casos del gen erm(B) mantuvieron una similitud del 99% con respecto a
la misma secuencia del gen erm(B) de S. pneumoniae cepa 2218 (GenBank n° de acceso
AJ972603.1) (Figura 12), y de S. pneumoniae cepa K-96 (GenBank n°® de acceso AJ972605.1).
En relacion con el gen erm(B) caracterizado en el genoma de otras especies como S. pyogenes
cepa AncR14 (GenBank n° de acceso AJ972607.1), y el gen erm(B) contenido en el plasmido
pRUM de E. faecium cepa (GenBank n° de acceso AF507977.1), 1a homologia que present6 la

secuencia aislada de C. urealyticum en estas dos cepas fue también del 99%.
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DETERMINA CION DE PLASMIDOS

Para el estudio de plasmidos se eligieron 85 cepas, pertenecientes a distintas especies,
de entre las 254 que componian el estudio. Se eligié un nimero de cepas representativo de cada
especie estudiada: 30 de C. urealyticum, 25 de C. amycolatum, 10 de C. jeikeium, 7 de C.
striatum, 5 de C. aurimucosum, 5 de C. afermentans subsp. afermentans y 3 de C. coyleae.
Todas ellas tenfan como denominador comun el poseer en su estructura el gen erm(X) y
presentar el fenotipo de resistencia MLSg. El control positivo que se emple6 fue la cepa de C.
glutamicum ATCC 19223 que posee un pldsmido criptico de 20 kb. Como control de peso
molecular de los plasmidos se empleé la cepa de E. coli V 517 con ocho plasmidos de un peso
molecular conocido. No se dectectd la presencia de plasmidos en ninguna de las cepas

estudiadas (Tabla 21).

Tabla 21. Aislamiento de plasmidos en distintas especies del género Corynebacterium.

Especie Nimero Resistencia Plasmidos
C. urealyticum 30 100% No
C. amycolatum 25 100% No
C. jeikeium 10 100% No
C. striatum 7 100% No
C. aurimucosum 5 100% No
C. afermentans 5 100% No
C. coyleae 3 100% No
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HIDROLISIS ENZIMATICA DE ERITROMICINA

En la determinacion del gen ere(B) que codifica para una enzima, cuya funcién es la
hidrdlisis de la eritromicina, se emplearon las 14 cepas de diferentes especies del género
Corynebacterium que tuvieron un fenotipo de resistencia MLSg pero sin la presencia de ningin
determinante de resistencia (Tabla 22). El control positivo empleado fue una cepa de E. coli
ClaNal/pAT172 que posee el gen ere(B) en el pldsmido pUC8Q. Las concentraciones de
eritromicina fueron de 40 mg/L y 400 mg/L, evaludndose el halo de inhibicion en placas
sembradas con la cepa S. aureus ATCC 25923 sensible a este antibidtico. Como control
negativo se utilizé un caldo carente de bacterias. Los resultados fueron negativos para todas las

cepas estudiadas.

Tabla 22. Hidrdlisis de eritromicina en las cepas sin gen erm(X) y fenotipo MLS;.

Didmetro ® Didmetro ®
Especie Cepa Eritromcina Eritromicina Hidrdlisis
40 mg/L 400mg/L
C. urealyticum A-18 21 30 Negativa
C. urealyticum B-15 22 29 Negativa
C. urealyticum B-24 22 30 Negativa
C. urealyticum B-47 21 30 Negativa
C. urealyticum B-54 22 31 Negativa
C. urealyticum B-55 21 30 Negativa
C. urealyticum B-71 19 26 Negativa
C. jeikeium CB-29 21 29 Negativa
C. jeikeium CB-39 21 28 Negativa
C. jeikeium CB-41 20 29 Negativa
C. amycolatum 04/11/1629 23 29 Negativa
C. striatum 01/03/1411 23 30 Negativa
C. coyleae 04/02/2842 20 30 Negativa
C. coyleae 04/10/2419 23 28 Negativa
E. coli ClaNal/pAT172 0 0 Positiva
Control negativo 23 30 Negativa

@ Digmetro de inhibicién en mm.

De forma andloga, se estudiaron otras 35 cepas, pertenecientes a las diferentes especies

del género, escogiéndose cinco cepas de cada especie. Todas estas cepas se caracterizaban por
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tener el gen erm(X) en su estructura y presentar el fenotipo de resistencia MLSg, excepto la
cepa 03/04/2487 de C. amycolatum a la que no se le aislé ningin determinante de resistencia y

presentaba el fenotipo de resistencia M. Todos los resultados fueron negativos (Tabla 23).

Tabla 23. Hidrdlisis de eritromicina en las cepas con gen erm(X) y fenotipo MLSj.

Didmetro © Didmetro ©
Especie Cepa Eritromcina Eritromicina Hidrolisis
40 mg/L 400mg/L
C. urealyticum CB-256 21 29 Negativa
C. urealyticum CB-257 20 29 Negativa
C. urealyticum CB-258 21 30 Negativa
C. urealyticum CB-816 21 30 Negativa
C. urealyticum BACT-1347 22 31 Negativa
C. jeikeium CB-40 19 25 Negativa
C. jeikeium CB-42 20 29 Negativa
C. jeikeium CB-57 21 29 Negativa
C. jeikeium CB-382 21 28 Negativa
C. jeikeium CB-396 22 29 Negativa
C. amycolatum 00/01/0824 23 29 Negativa
C. amycolatum 00/03/3517 23 30 Negativa
C. amycolatum 00/05/2246 23 27 Negativa
C. amycolatum 00/06/0260 23 28 Negativa
C. amycolatum™ 03/04/2487 23 29 Negativa
C. striatum 01/02/2191 22 30 Negativa
C. striatum 02/04/1826 23 30 Negativa
C. striatum 03/11/3472 22 29 Negativa
C. striatum 04/03/3701 21 29 Negativa
C. striatum 04/04/3037 22 31 Negativa
C. coyleae 04/12/1159 21 30 Negativa
C. coyleae 04/03/1312 20 29 Negativa
C. coyleae 04/06/2373 20 30 Negativa
C. coyleae 04/04/3027 20 29 Negativa
C. coyleae 04/06/0714 20 30 Negativa
C. aurimucosum 03/03/3561 23 30 Negativa
C. aurimucosum 04/07/1403 24 30 Negativa
C. aurimucosum 04/08/1424 24 31 Negativa
C. aurimucosum 04/08/1819 24 31 Negativa
C. aurimucosum 01/03/1249 24 30 Negativa
C. afermentans 04/01/0323 23 30 Negativa
C. afermentans 04/08/2561 23 31 Negativa
C. afermentans 04/04/1833 24 32 Negativa
C. afermentans 04/05/4308 24 31 Negativa
C. afermentans 04/05/4317 23 30 Negativa
E. coli ClaNal/pAT172 0 0 Positiva
Control negativo 23 30 Negativa

@ Digmetro de inhibicién en mm.
® Cepa sin la presencia del gen erm(X) y con fenotipo de resistencia M.
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DISCUSION
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SENSIBILIDAD IN VITRO

En los dltimos afios, las especies pertenecientes al género Corynebacterium han
alcanzado un importante protagonismo debido a un incremento de los aislamientos clinicamente
significativos, asi como a una mayor precision en la identificacién y caracterizacién de las
distintas especies debido a una mejora de las técnicas en el laboratorio asistencial > " *. Estas
especies, consideradas en un gran niimero de casos como contaminantes, van a estar implicadas
en infecciones polimicrobianas de diferente localizacion y en una gran variedad de cuadros
clinicos de gran importancia ' ' % 17 1% Pparalelamente a este fenémeno, diversos estudios
han puesto de manifiesto una elevada tasa de resistencias de los diferentes miembros del género
Corynebacterium frente a los antibiéticos macrélidos ''"*''® ' Estos antimicrobianos son
considerados en muchas ocasiones el tratamiento de eleccion en distintas patologias causadas
por las diferentes especies de difteromorfos como el eritrasma y determinados cuadros
respiratorios '*°. Ademds, constituyen la principal alternativa a los B-lactamicos en personas
alérgicas a los mismos y a las tetraciclinas en mujeres embarazadas y nifios *> "%, Estas
caracteristicas hacen de los macrdlidos uno de los grupos de antibidticos con mayor

significacion y trascendencia en la préctica clinica.

En la actualidad, la elevada resistencia que presentan a los macrélidos las diferentes
especies del género Corynebacterium, y otras especies, es un asunto de gran importancia. En
nuestro estudio la resistencia in vitro que mostraron las diferentes cepas frente a este grupo de
antibidticos fue muy elevada, exactamente un 76,37%, lo que confirma la alta prevalencia de

117, 11

. . . . , 8 . ..
resistencias que presentan las diferentes especies de este género . La eritromicina,

considerada el tratamiento de eleccion en algunas patologias causadas por estos
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microorganismos, mostré6 muy poca actividad frente a C. wurealyticum, C. jeikeium y C.
amycolatum, especies que muestran habitualmente un perfil de multirresistencia ' '*'. Del
mismo modo otras especies menos habituales como C. afermentans subsp. afermentans, C.
aurimucosum 'y C. coyleae también presentaron unos indices de resistencia muy elevados. Sélo
las cepas de C. striatum mostraron un porcentaje de resistencia menor que el resto de especies,
exactamente un 55% , aunque lo suficientemente alto como para considerar a la eritromicina
como un firmaco poco activo frente a esta especie "**'?’. El resto de macrélidos no se mostraron
mas activos que la eritromicina frente a estas especies de difteromorfos. En este sentido, la
claritromicina se ha caracterizado por poseer una mejor actividad intrinseca que el resto de
macrélidos frente al género Corynebacterium al poseer una CMls, inferior '*°. Esta es una
caracteristica que se muestra particularmente relevante en algunas especies como C.

158 Q . L. .
. Sin embargo, su comportamiento en este estudio fue muy similar a la

amycolatum
presentada por la eritromicina, exhibiendo un alto nivel de resistencia con CMls, y CMIy,

superior a 256 mg/L.

En especies pertenecientes al género Streptococcus también aparece una alta
prevalencia de resistencias para la eritromicina y el resto de macrdlidos. Estos indices de
resistencia son variables en funcion de la especie y la zona geografica oscilando entre un 20 y
un 40% "7 En nuestro medio, las tasas frente a las especies del género Streptococcus son

P, 148, 154, 198
muy similares

, percibiéndose en los tltimos afios un aumento de las mismas como
consecuencia del aumento del consumo de macrélidos '® > *® En el género Staphylococcus
las tasas de resistencia pueden estar situadas por encima del 40% '®. No obstante, todas estas
tasas de resistencia, atn siendo altas, estdn por debajo de las encontradas en este estudio y en
otras publicaciones donde se evalué la sensibilidad en diferentes especies de difteromorfos '
118138 De cualquier modo, todos estos datos hacen desaconsejable el uso de la eritromicina en
la profilaxis y en el tratamiento de las infecciones en las que puedan estar implicados estos
microorganismos, debiendo realizarse mds estudios de sensibilidad para adecuar dicho

tratamiento.
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En el caso de la clindamicina, la actividad fue casi idéntica a la mostrada por los
macrdlidos debido a la resistencia cruzada que aparece con las lincosamidas. El porcentaje de
resistencias del total de cepas estudiadas fue de un 76,37%, con una CMIs, y CMlIy, superior a
256 mg/L en todas las especies, coincidiendo con los datos de sensibilidad que se tienen sobre

131

Sl 2ot . . . z . 0

este grupo de antibidticos en los principales miembros del género Corynebacterium 7, y de

otras especies como S. aureus en las que se ha caracterizado un perfil de resistencia muy
L 153 . P . - . .

parecido 7. Ademds, en esta tltima especie, es muy caracteristica la presencia del fenotipo

MLS; que se manifiesta con caracter inducible, existiendo una alta probabilidad de aparicién de

. 150 . 21: . .
cepas resistentes ~, por lo que al igual que sucede con los macrdlidos, el uso de la clindamicina

en las infecciones de piel y tejidos blandos puede suponer un riesgo de fracaso terapéutico.

Por el contrario, la quinupristina/dalfopristina (synercid®) mostré excelentes niveles de
actividad en todas las especies estudiadas, excepto en 25 cepas de distintas especies que
presentaron una CMI mayor. Esta excelente actividad ya habia sido previamente confirmada en
otros estudios de sensibilidad in vitro realizados en diferentes especies del género
Corynebacterium 118.126. 127 Dye] mismo modo, en el caso de la telitromicina, articulos previos
publicados sobre la actividad de este antibitico demostraron que tenfa una magnifica actividad
en diferentes especies difteromorfas sin tener en cuenta la presencia en las mismas de
determinantes de resistencia ''® 3!, En este estudio, la telitromicina mostré una buena actividad
in vitro frente al 93% en los aislamientos de C. amycolatum, C. striatum, C. coyleae, C.
aurimucosum 'y C. afermentans, siendo sensible con independencia de la presencia de
determinantes de resistencia frente a macrélidos. Estos resultados confirmaron los
descubrimientos previos sobre la buena actividad in vitro de este antibidtico en difteromorfos,
incluso en cepas multirresistentes '**. Por otro lado, hay que destacar que este resultado de la
telitromicina, con un porcentaje de resistencias que no llega al 7% en el conjunto de cepas de
difteromorfos, contrasta con los resultados de otros estudios para la especie C. amycolatum, en
los que se ha hallado un nivel de resistencia algo més elevado para este especie '>. No obstante,

tanto el synercid como la telitromicina podrian ser en ocasiones una alternativa util frente a
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infecciones producidas por los miembros multirresistentes pertenecientes al género

Corynebacterium.

PRESENCIA DE GENES DE RESISTENCIA

Las ARNr metilasas constituyen el mecanismo de resistencia mds importante frente a
macroélidos que se encuentran tanto en bacterias grampositivas como gramnegativas. En el
género Corynebacterium estas enzimas estdn codificadas por los genes erm de clase X. Esta
clase agrupa a los genes erm(CD), erm(CX) y erm(A), que originariamente fueron detectados en
las especies C. diphtheriae, C. xerosis'y C. striatum, debido a que presentan una homologia del
80% entre ellos '*. Posteriormente, la presencia del gen erm(X) fue detectada en la especies C.
jeikeium y C. amycolatum "', Los resultados obtenidos en este estudio ponen de relieve la
alta prevalencia del gen erm(X) en las diferentes especies del género Corynebacterium '*.
Ademds de detectarse el gen erm(X) en las especies en las que ya estaba descrito como C.

Jeikeium, C. striatum, C. amycolatum 'y C. urealyticum, también se detectd su presencia en otras

especies como C. coyleae, C. aurimucosum'y C. afermentans.

El conjunto de cepas que presentaron este gen fue del 68,89%, observandose una
relacién muy alta entre la presencia del gen erm(X) y la aparicion del fenotipo de resistencia
MLSg con una correlacién del 91,93%. Comparativamente con otras especies como S. aureus,
S. pyogenes y S. pneumoniae, en las que los genes erm son el principal mecanismo de
resistencia frente a macrélidos, se vio que la correlacion entre la presencia del gen productor de
metilasa y la aparicién del fenotipo MLSg era muy similar, pero con la diferencia de que en
estas especies el porcentaje de cepas en las que se detecté alguna de las clases de estos genes era

153, 154, 201

menor . En este sentido, la alta prevalencia del gen erm(X) en los difteromorfos

explicaria el elevado indice de resistencias que existe frente a los antibiéticos macrélidos y a
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clindamicina con respecto a especies pertenecientes a los géneros Staphylococcus 'y

Streptococcus.

Paraddjicamente, hubo dos cepas pertenecientes a las especies C. striatum y C.
aurimucosum, en las que, atin detectindose la presencia del gen erm(X), mostraron sensibilidad
a los diferentes antibidticos estudiados. Igualmente, dos cepas pertenecientes a la especie C.
amycolatum en las que se detecté el gen erm(X), presentaron un fenotipo M, con perfil de
resistencia tnicamente frente a los antibiéticos macrélidos de 14 y 15 dtomos de carbono y
sensibilidad frente al resto de antibidticos estudiados. Posiblemente, todos estos resultados
podrian deberse a una mala expresion del gen en estas cepas, o que el gen no estuviese completo

como consecuencia de la delecion de algtin fragmento.

Hay que resaltar que 14 aislamientos mostraron el perfil fenotipico MLSg, pero con
ausencia de este gen. Este 7,52% de resistencias podria deberse a la existencia de otros
mecanismos de resistencia presentes en estas bacteria, pero no estudiados. En este sentido,
existen varias publicaciones que describen la presencia de mutaciones en el ADN que codifica
el ARN ribosomico, y en las proteinas ribosomales 14 y L22, que producen resistencia a
macrélidos, lincosamidas y estreptograminas del grupo B '**. Estos estudios han sido realizados

L . . 202
principalmente en la especie S. pneumoniae '¢" % 165202

, donde se ha comprobado la relacién
existente entre estas mutaciones y la aparicion de resistencia, por lo que no habria que descartar

la posibilidad de que en estas cepas del género Corynebacterium también se den este tipo de

mecanismos de resistencia.

Por otro lado, la telitromicina se mostré refractaria a este tipo de resistencia producida
por el gen erm(X). En este sentido, existen diversos estudios realizados en el género

Streptococcus en los que se ha evidenciado que variaciones en la expresién del gen erm(B) han
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desencadenado una mayor efectividad en la metilacién de los ribosomas bacterianos y, en

203-205
. Este

consecuencia, un incremento del nimero de cepas resistentes a la telitromicina
fendmeno podria ser una explicacién oportuna en la aparicion de resistencia frente a este
antibidtico en las especies del género Corynebacterium, aunque estos mecanismos todavia no

son bien conocidos en el gen erm(X), por lo que serdn necesarios mas estudios para comprobar

esta hipdtesis.

OTROS DETERMINANTES DE RESISTENCIA

Otra de las opciones que podria explicar la aparicién de resistencia a los macrélidos en
ausencia del gen erm(X), seria la presencia en el cromosoma bacteriano de otros genes de la
familia erm. En este estudio se contempl6 esa posibilidad por lo que se evalué la presencia de

los determinantes de resistencia erm(A), erm(B) y erm(TR), habituales en otras especies '** '**

135.1156. 206 1 o5 resultados que se obtuvieron fueron negativos en todas las cepas estudiadas,
excepto para dos cepas de C. urealyticum en las que se detect6 la presencia del gen erm(B). En
uno de los casos fue el dnico determinante aislado, mientras que en la otra cepa la presencia de
este gen fue detectada conjuntamente con el erm(X). El gen erm(B) ya habia sido descrito
anteriormente en una cepa del género Corynebacterium perteneciente al grupo A '"’. Sin
embargo, la metodologia llevada a cabo en este estudio difiere bastante respecto a los protocolos

e . . 157, 190
de amplificacién para este gen recientemente publicados

, ya que la temperatura de
anillamiento que se emple6 fue de 37°C, temperatura a la que la hibridacion del gen es muy
inespecifica. A esto hay que afiadir la no identificacién a nivel de especie de la cepa que llevaba

el gen erm(B). Por estos motivos el resultado descrito sobre la presencia del gen erm(B) en

dicha publicacién habria que tomarlo con cierta cautela.
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Otra caracteristica a destacar es que se hallé en una cepa de C. urealyticum la presencia
conjunta de los genes erm(X) y erm(B), caracteristica que no habia sido descrita en este género
anteriormente. Este hallazgo contrasta enormemente con las especies pertenecientes al género
Staphylococcus, donde la presencia de varios determinantes de resistencia de la familia erm

suele ser bastante habitual '>.

La presencia del fenotipo M en 8 cepas de C. amycolatum hizo pensar en la posibilidad
de la existencia de algin gen que codificara para proteinas que produjeran la expulsion del
farmaco. En este sentido, se intent6 determinar la presencia de los genes mef(A) y mef(E) en
todas las cepas, pero el resultado fue negativo para todos los casos. El gen mef(E) ya habia sido
descrito con anterioridad en C. jeikeium y en otras dos especies pertenecientes a los grupos A 'y
ANF, en el articulo, citado anteriormente, en el que fue descrito el gen erm(B) para el género
Corynebacterium '". En este articulo, la homologia que present6 el gen mef(E) estuvo entre un
93 y un 95%, pero, al igual que antes, el estudio presenta algunas dudas metodoldgicas ya que,
al empleo de la temperatura de anillamiento a 37°C y la no identificacién de tres aislamientos a
nivel de especie, hay que afiadir la no correlacién entre las CMIs de eritromicina y clindamicina
con la presencia del fenotipo de resistencia M. Ademds, el alto niimero de cepas que presentaron
el gen mef, 4 de 17 cepas estudiadas, supone una elevada prevalencia en este género si la
comparamos con los resultados negativos para este mismo gen que se obtuvieron en todas las

cepas analizadas de nuestro estudio.

Otra de las posibilidades, en la explicacion del fenotipo M, seria la posible presencia de

otro gen que produjera un fenotipo similar. A este respecto, el gen msr, descrito en los géneros

146, 172

Staphylococcus 'y Streptococcus , podria ser una posible opciéon que explicaria este

fenémeno. Este mismo gen ha sido recientemente descrito en un estudio publicado sobre
diversos microorganismos grampositivos entre los que se encontraba un miembro perteneciente

16

" . e . 7 ..
al género Corynebacterium, aunque no se especificaba la especie . La evaluacioén del gen msr
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no se realizé en este estudio por lo que no habria que descartar la posibilidad de la presencia de

este gen en alguna de estas cepas.

En el género Corynebacterium, y en concreto en la especie C. glutamicum, ha sido
descrita la presencia del gen cmr (corynebacterial multidrug resistance) que codifica para una
proteina transmembranal que actia como una bomba de expulsién para determinados
antibidticos entre los que se encuentra la eritromicina. Si bien, esta especie se muestra sensible
frente a este antibidtico, diversos experimentos han puesto de relieve que en la especie E. coli, a
la que se le ha transferido el gen, si presenta resistencia **’. La posibilidad de la existencia de
este gen u otro similar, en las cepas de C. amycolatum con el fenotipo M, explicaria la
resistencia frente a los antibidticos macrdlidos y la aparicion de este fenotipo en dichas cepas,

aunque serian necesarios mds estudios para comprobar este fendmeno.

Finalmente, en este estudio se intentd por primera vez evaluar la hidrdlisis enzimética
de eritromicina en el género Corynebacterium a través de la deteccion del gen ere, si bien no se
obtuvo ningtin resultado positivo en ninguna de las cepas estudiadas. Parece poco probable la
presencia de este determinante de resistencia en las diferentes especies de este género, ya que ha
sido detectado principalmente en gramnegativos '*, aunque tltimamente se ha demostrado
experimentalmente la capacidad que tiene este gen para ser adquirido por microorganismos

" 194
grampositivos .

PRESENCIA DE PLASMIDOS

Ante la posibilidad de que algunos determinantes de resistencia estuvieran incorporados
en algiin plasmido se procedi6 a realizar un estudio de los mismos. A este respecto, la presencia

del gen erm(X) ya habia sido detectada en el plasmido pNG2 de C. diphtheriae "’. También se
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evidencio la presencia de un pldsmido en una cepa de la especie C. striatum, pero sin hallarse en
el mismo ningin determinante de resistencia frente a los antibiéticos macrélidos **®. Por el
contrario, en nuestro estudio no se detect6 la presencia de ningin pldsmido en ninguna de las
especies de difteromorfos estudiadas, aunque no se estudiaron el total de las cepas, por lo que
no se puede descartar la posibilidad de la presencia de pldsmidos en alguna de ellas. Todos
estos datos inducen a pensar que la presencia de los determinantes de resistencia hallados, tanto
el gen erm(X) como el gen erm(B), se hallan insertados en el cromosoma bacteriano. Esta
aseveracion ha sido confirmada por otras publicaciones en las que se evalud la presencia del gen

- st dne 157
erm(X) en elementos méviles como transposones o plasmidos ~'.

Posiblemente, el origen de estos determinantes de resistencia habria que buscarlo en
algin elemento movil que hubiera transferido estos genes al cromosoma de la bacteria,
quedando insertados en el mismo. En este sentido, la presencia del gen erm(X) se ha asociado al
transposon Tn5432 en diferentes especies " '"* **. Probablemente estas cepas adquirieron el
gen insertado en este elemento moévil, y posteriormente este transposon se integré en el
cromosoma 7" *®  Es muy probable que haya sido la presién antibiética en la practica clinica la

que haya ayudado a la seleccién de las cepas difteromorfas que adquirieron este gen de

resistencia.
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CONCLUSIONES
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En nuestro medio existe una alto porcentaje de cepas de las especies C. urealyticum, C.
amycolatum, C. striatum, C. jeikeium, C. coyleae, C. aurimucosum'y C. afermentans subsp.
afermentans resistentes a macrdlidos. Aunque el porcentaje de cepas de C. striatum
sensibles a eritromicina fue superior respecto al resto de especies, sélo resultd

estadisticamente significativo con respecto a la especie C. amycolatum.

En todas las especies, el fenotipo de resistencia predominante fue el MLSg con resistencia
cruzada a lincosamidas y estreptograminas del grupo B. En la especie C. amycolatum un
escaso nimero de cepas también presentaron un fenotipo de resistencia M, sélo con

resistencia de bajo nivel a los antibiéticos macrdlidos.

La resistencia a telitromicina es excepcional en nuestro medio entre las diferentes especies

pertenecientes al género Corynebacterium en las que se estudid este antibidtico.

La resistencia a macrdlidos en las especies C. urealyticum, C. amycolatum, C. jeikeium, C.
striatum, C. coyleae, C. aurimucosum 'y C. afermentans subsp. afermentans, estd mediada

principalmente por el gen erm(X).

La resistencia mediada por el gen erm(B) se da con muy poca frecuencia y estd asociada a la

especie C. urealyticum.
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6.

92

Existe un pequefio porcentaje de cepas en las que la resistencia a los antibiéticos macrélidos
debe estar determinada por otros mecanismos de resistencia diferentes a los producidos por

los genes erm(X) y erm(B).

La resistencia a macrdlidos, en las especies estudiadas del género Corynebacterium, no esta
determinada por la presencia de enzimas capaces de hidrolizar los antibidticos macrdlidos,
tanto en cepas con presencia de genes de resistencia como en cepas que carecen de los

mismos.

No se evidencio la presencia de plasmidos en las cepas analizadas, lo que indica que los
genes implicados en la resistencia a macrélidos deben estar integrados en el cromosoma

bacteriano.
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FE DE ERRATAS

Donde se dice:

Se quiere decir:

Pag. | ...un total de 32 correspondiendo 13 a | ...un total de 31 correspondiendo 12 a
64 la especie C. coyleae.... la especie C. coyleae....

Pag. | Tabla 18. El nimero de genes Tabla 18. El nimero de genes

68 detectados en la columna de Ninguno | detectados en la columna de Ninguno

para C. amycolatum es 7.

para C. amycolatum es 1.
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