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1. INTRODUCCION

1.1. EL ORGANISMO: Streptococcus pneumoniae

Clasificacién:
Familia STREPTOCOCCACEAE (Buchanan y Gibbscns, 1974)
Género Streptococcus (Rosenbach, 1884)

Especie Streptococcus pneumoniae (Chester, 1901)

1.1.1. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Streptococcus pneumoniae (neumococo) cuando se aisla a
partir de su hé&bitat natural (tracto respiratorio superior)
presenta forma esférica, con un tamaiio de 0,5 a 1,25 um;
tipicamente crece en pares, aunque a veces puede aparecer de
forma individual o formando cortas cadenas. La Figura 1 muestra
el aspecto que ofrecen los neumococos en una fotografia tomada
con microscopio electrénico. El neumococo es capsulado, immévil
y no forma esporas. La tincién de Gram es positiva en células
jévenes pero puede perderse en cultivos viejos, los cuales
aparecen tefiidos como Gram-negativos. Los neumococos producen
una fuerte hemélisis en placas de agar—-sangre cuando se incuban
aercbicamente. Poseen un contenido G+C (Guanina y Citosina) en
su DNA de 38,5 molest% calculado mediante andlisis gquimico
(Rotta, 1986).

Los patrones clinicos de 1la infeccién neumocécica en
hombre son numercsos, incluyendo neumonia, meningitis, otitis
media y algunos otros menos frecuentes como abscesos,
conjuntivitis, pericarditis y artritis.



Figura 1

Fotografia al microscopio electrénico de una seccidén delgada de
un neumococo ho capsulado (cepa R6)



La Tabla I refleja las pruebas mas sencillas utilizadas
para la identificacién presuntiva de las especies de
estreptococos (Facklam y Carey, 1985). Las pruebas realizadas
en los laboratorios clinicos para la identificaci6én presuntiva
de neumococos sON:

1. SOLUBILIDAD EN SALES BILIARES. Algunos agentes tenéoactivos
como bilis, sales biliares y desoxicolato s6dico producen la
lisis de los neumococos como resultado de la activacién de las
enzimas autoliticas (Mosser y Tomasz, 1975). La prueba se
realiza utilizando suspensiones salinas de células vivas, la
mayoria de los neumococos se lisan r4pidamente mientras gque no
lo hacen los estreptococos o-hemoliticos. Sin embargo, algunos
aislados de estreptococo pueden mostrar una tendencia a la
disolucién en presencia de estos agentes; por ello, esta prueba
resulta muy Gtil pero no rigurosa para la identificacién de
neumococos.

2. SENSIBILIDAD A OPTOQUINA. Esta prueba se basa en 1la
diferente sensibilidad a optoquina (hidrocloruro de
etilhidrocupreina) dque presentan los neumococos y 1los
estreptococos o~hemoliticos (Bowers y Jeffries, 1955). La
prueba se realiza utilizando la técnica de discos de papel de
filtro de forma semejante a la técnica empleada para probar la
sensibilidad bacteriana a agentes antimicrobiancos. La optoquina
tiene una actividad especifica contra neumococos aunque
recientemente se ha descrito la aparicién de aisladoé clinicos
de neumocococ resistentes a este compuesto (Mufioz et al., 1989).

3. IDENTIFICACION SEROLOGICA. El1 método méas seguro para la
identificacién de neumococos es una prueba serolégica conocida
como reaccién de quellung o de precipitacién capsular; en esta
reaccién el suero antineumocdcico se une al polisacérido



Tabla I

Identificacién presuntiva de estreptococos

Categorias
1 2 3 4 5 6 7

Hem6lisis B B* B o, o o o
Sensibilidad a:

Bacitracina + - ~* - - - 4y-

sxTa - - + - +* + 2
Hidr6lisis de:

Hipurato - + - -* - - -

PYRY + - - + - - -
CAMPS - + - - - - -
Bilis-esculina - - - + + - -
Crecim. 6,5% ClNa - +* - + - - -
Bilis y Optoquinad - - - - - - +

Categorias: 1, estreptococos del Grupo A; 2, Grubo B; 3,
estreptococos B-hemoliticos que no son de los Grupos A, B o D;
4, Grupo D, enterococos; 5, Grupo D, no enterococos; 6, grupo
viridans; 7, neumococo

Simbolos: +, reaccién positiva o sensible; -, reaccién negativa
o resistente; *, ocurren excepciones ocasionalmente.

a4 gXT, trimetoprim y sulfametoxazol; ? PYR, L-pyrrilidonil-p-

naftilamida; © CAMP, produccién del Factor CAMP; 9, Solubilidad
en bilis y sensibilidad a optoquina



capsular especifico originando un aumento en la visibilidad de
la cé&psula. En neumococos existen 84 polisacdridos capsulares
distintos que son 1la base para la diferenciacién de 1los
neumococos en 84 serotipos. Algunos de estos serotipos
presentan reactividad seroldgica cruzada lo que indica la
posesién de determinantes antigénicos comunes, los serotipos
gue poseen antigenos comunes se agrupan en serogrupos. En la

actualidad, se han descrito 46 serogrupos neumocécicos
distintos. ‘

1.1.2. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Para comprender mejor el mecanismo de acci6én de los
antibioticos p-lactémicos se deben revisar algunos aspectos
morfolégicos, bioquimicos y fisiolégicos del neumococo. E1l
neumococo presenta la estructura tipica de una bacteria Gram-
positiva, en la que se diferencian la cépsula, la pared celular
y la membrana plasmética..

1.1.2.1. CAPSULA

La cé&psula en neumococos consiste en polisacérides
complejos que forman geles hidrofilicos en la superficie de los
organismos. Estos polisacéridos son antigénicos y  forman la
base para la separacién de los neumococos en 84 serotipos
diferentes. Se conoce la composicién de la mayoria de estos
polisacdridos capsulares, aunque sé6le se ha determinado la
estructura en treinta de ellos (Jennings, 1990). Por ejemplo,
el polisacérido capsular presente en neumococos de serotipo 3
es uno de los mé&s sencillos y consiste en unidades repetidas de



dcido celobiurénico unidas mediante enlaces B1-3 glucosidicos
(Reeves y Goebel, 1941).

El polisacArido capsular es el responsable de la
patogenicidad del neumococo. Aungue el polisacarido por si
mismo no es téxico para el hombre, la capsula protege a los
neumococos de la fagocitosis, resultando esencial para la
virulencia (Dhingra et al., 1977). Por ello, las cepas
capsuladas son patdgenas para el hombre, mientras que los
neumococos no-capsulados (rugosos) no son patégenos siendo
radpidamente fagocitados. Cultivos de neumococos capsulados
generan variantes no-capsuladas en una proporcién definida pero
muy baja.

En base a los polisacdridos capsulares inmunolégicamente
distintos se han identificado 46 serogrupos neumocécicos,
observandose que s6lo unos pocos grupos originan la mayoria de
las infecciones neumocécicas; por ejemplo, en Espafia, s6lo 10
serogrupos representan el 70,5% de los neumococos aislados de
infecci6én sistémica (serogrupos 3, 6, 23, 19, 9, 1, 5, 8, 7 vy
14) (Fenoll et al., 1991). También se conoce que en nifios varia
la distribucién de serogrupos, siendo los m&s frecuentes 23, 6,
19 y 15 (Latorre et al., 1988).

La inmunizacién con polisacdrido capsular protege contra
una infeccién posterior del tipo homélogo, siendo esta la base
de la vacuna antineumoc6écica. Estudios recientes indican que se
puede conseguir un alto nivel de proteccién, aproximadamente un
90%, con la vacuna 23-valente actual (Hager et al., 1990)
(Verhaegen et al., 1990) (Fenoll et al., 1991). La formulacién
de esta vacuna estd basada en la prevalencia de los serotipos
de los neumococos aislados en Estados Unidos y Europa.



1.1.2.2. PARED CELULAR

La pared celular bacteriana constituye un esqueleto
covalente continuo que determina la forma de la célula y le
confiere la fuerza mecénica necesaria para sobrevivir en un
ambiente hipoténico. La pared celular de Streptococcus
pneumoniae interacciona con el sistema del complemento e induce
algunos de los sintomas de la enfermedad bacteriana en el
hombre (Ripley-Petzoldt et al., 1988) (Tomasz Yy Saukkonen,
1989). La Figura 2 muestra una representacién esquemética de la
pared celular neumocécica, compuesta por peptidoglicano vy
dcidos teicoicos (Mosser y Tomasz, 1975); el peptidoglicano, o
mureina, es el componente comin de todas las paredes celulares
bacterianas y sobre su ensamblaje actdan los antibiéticos B-
lactémicos.

El peptidoglicano es el componente principal de la pared
celular representando un 60% del volumen total, mantiene la
forma de la bacteria y la protege de cambios de presién
osmética. El1 peptidoglicano es una molécula de gran tamafio,
rigida y compuesta por dos componentes basicos: N-acetil
glucosamina y 4cido N-acetil murdmico, unidos alternativamente
mediante enlaces Bl-4 (Figura 3). Cada residuo de &cido N-
‘acetil mur&mico se encuentra covalentemente unido a subunidades
tetrapeptidicas (mayoritariamente L-alanina, &cido-D-glutémico,
L-lisina y D-alanina) las cuales se encuentran enlazadas unas a
otras mediante enlaces en dos planos formando dimeros vy
trimeros que originan una capa tridimensional. El1 esqueleto
peptidico de las paredes celulares del neumococo se ha
determinado recientemente (Garcia-Bustos et al., 1987). La
Figura 3 muestra la estructura de los péptidos de pared de
neumococos. Aproximadamente el 40% de todos los residuos de L-
lisina participan en enlaces cruzados con péptidos laterales;



~G=M"G-M~G-M~G~M~G~M—G~M—G~ M~
- I » [ ] [ ] -

; i

ala —_M=G = M-

Figura 2

Diagrama esquemdtico de la pared celular de S. pneumoniae

Las cadenas de glucano estdn representadas por -G~M-G-M- que
indican los residuos de N-acetil glucosamina (G) y de &acido N-
acetil muré&mico (M). Las cadenas peptidicas laterales estén
representadas como lineas dispuestas verticalmente. En el lade
izquierdo del diagrama aparece especificada la secuencia de
aminodcidos de los péptidos (Ala-Glu-Lys-Ala). El recténgulo
representa el &cido teicoico de pared conteniendo colina. Los
tridngulos (») indican el enlace sensible a la autolisina entre

los residuos de L—alanina y Acido-N-acetil murdmico (modificado
de Tomasz, 1981).
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Estructura de los péptidos laterales del peptidoglicano
aislados de paredes celulares de S. pneumoniae :

Los numercs Arabes y romanos identifican los péptidos
observados en los perfiles de elucién mediante cromatografia
liquida de alta resolucién HPLC. Los asteriscos sefialan
regsiduos libres de lisina (no sustituidos) (Garcia-Bustos Y

Tomasz, 1990)
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por otra parte, el 77% de todos los péptidos de pared esté
constituido por 3 monémeros, 5 dimeros y 2 trimeros (péptidos 1
a 9 en la Figura 3). Se han encontrado dos tipos de uniones:
una unién directa entre el residuo D-alanina en la posicién 4
de una cadena lateral donante y el residuo L-lisina en la
posicién 3 de un péptido anterior, y uniones alanil-serina o
alanil-alanina entre ambos residuos.

Los &cidos teicoicos son los componentes secundarios de la
pared celular de las bacterias Gram-positivas. Su principal
funcién es la de actuar como resinas de intercambio iénico ya
que representan los polimeros polianiénicos més cargados de la
superficie de 1las bacterias Gram—-positivas y proveen a la
célula de una carga superficial que facilita el transporte de
solutos (Baddiley, 1970). Adem&s, los 4&cidos teicoicos
participan en fentémenos fisiolégicos como modificadores de la
sensibilidad celular a agentes liticos de membrana (Davie vy
Brock, 1966) o activadores de la ruta alternativa del
complemento (Winkelstein y Tomasz, 1978). Los &cidos teicoicos
son polimeros lineales, compuestos por residuos alternantes de
ribitol y de fosfato unidos mediante enlaces de tipo éster. Los
dcidos teicoicos se unen covalentemente al peptidoglicano de la
pared celular a través de residuos de &cido-N-acetil murémico
(Mosser y Tomasz, 1975) (Figura 2). ,

Los neumococos tienen un requerimiento nutricional
absoluto de colina, ya que la eliminacién de colina en el medio
origina el —cese del crecimiento {(Tomasz, 1567). Los
requerimientos nutricionales se  pueden satisfacer con
etanclamina, sin embargo esta modificacién tiene unas
consecuencias muy importantes en la estructura de la pared
celular: las células hijas permanecen unidas después de la
divisién celular, las células pierden 1la capaéidad de
autolisis, la solublidad en desoxicolato vy la
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capacidad para transformar. El1 85% de la colina presente en
neumococos se encuentra como componente estructural de los
dcidos teicoicos de pared celular y el 15% restante es el
"antigeno de Forssman" o &cido lipoteicoico de membrana.

1.1.2.3. MEMBRANA PLASMATICA

En la membrana plasmiética existen algunos componentes
importantes para comprender el efecto bactericida Y
bacteriolitico de los antibiéticos p-lacté&micos. Uno de estos
componentes es la enzima autolitica o autolisina que hidroliza
las uniones amida entre los residuos de &cido-N-acetil muré&mico
y L-alanina del peptidoglicano de pared celular; su actividad
estd regulada por los residuos de colina presentes en 1los
Acidos teicoicos de pared y en el &cido lipoteicoico de
membrana. La autolisina neumocdcica estd implicada en numerosos
procesos fisiolégicos como son la separacién de las células
hijas al final de 1la divisién celular (Tomasz, 1968),
liberacién de la progenie fagica (Ronda et al., 1977), etc.;
ademds, la autolisina es la responsable de la lisis inducida
por detergentes caracteristica de los neumococos (Mosser y
Tomasz, 1975) y de los efectos irreversibles originados por los
antibiéticos B-lactémicos (Tomasz y Holtje, 1977).

Cuando los neumococos se exponen a penicilina (o a otro
inhibidor de la pared celular) experimentan una réapida pérdida
de viabilidad acompafiada de una activacién de la autoiisina. La
aparicién conjunta de lisis y muerte celular en estas bacterias
condujo a la idea que la causa de la muerte celular era la
actividad incontrolada de la autolisina; sin embargo, existen
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bacterias “tolerantes" con un sistema autolitico deficiente,
las cuales en respuesta a antibiéticos bacterioliticos detienen
su crecimientoc no experimentando autolisis. Recientemente se ha
postulado que la penicilina puede destruir los neumococos por
dos mecanismos diferentes: uno gue implica la activacién de la
autolisina y otro mecanismo independiente de autolisina
(Moreillon et al., 1990).

En la membrana plasmatica también se encuentran 1las
enzimas sensibles a penicilina implicadas en la sintesis y
organizacién del peptidoglicano durante el crecimiento y la
divisién celular. Los antibiéticos pB-lactamicos se unen
covalentemente a algunas de las enzimas que inhiben, por ello
las proteinas sensibles a penicilina se pueden detectar como
las proteinas que resultan marcadas mediante penicilina
radiactiva (Blumberg y Strominger, 1974) (Spratt y Strominger,
1976). En secciones sigquientes se realizard una descripcioén
detallada de estas proteinas fijadoras de penicilina (PBPs) y
de su funcién en la biosintesis de pared celular.

1.1.3. MARCADORES EPIDEMIOLOGICOS

i

Durante los Gltimos afios se han desarrollado un gran
nimerc de técnicas especiales para reconocer y tipar la mayoria
de los organismos patégenos; estos métodos ayudan a diferenciar
0 a agrupar organismos cercanos baséndose en caracteres
sencillos del organismo a los que se llama "marcador". Cuando
los aislados muestran diferencias de acuerdo con el marcador
aplicado, se considera que son epidemiolégicamente distintos;
mientras que cuando presentan el mismo patrén, se toma como
evidencia de la existencia de una relacién epidemiolégica entre
los aislados. Asimismo, cuando se dispone de una granivariedad
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de marcadores epidemiolégicos se puede probar la validez del
concepto de “"clon" (@rskov y @rskov, 1983); una definicién de
clon es "cualquier aislado microbiano que pertenece a un
conjunto de aislados microbianos los cuales han sido obtenidos
independientemente de  distintas fuentes, en diferentes
localizaciones y posiblemente, en épocas diferentes, pero que
muestran muchos marcadores idénticos, por lo que la explicacién
mé&s lé6égica de su identidad sea un origen comin" (Einsenstein,
1990). Durante los dltimos afios con el desarrollo de técnicas
de genética molecular se ha podido determinar la clonalidad
entre aislados clinicos, permitiendo aumentar la fiabilidad en
la evaluacién de la extensién epidémica de los organismos;
aunque la clonalidad no puede ser nunca totalmente segura, se
puede obtener una certeza en funcién del poder discriminatorio
de los marcadores utilizados para caracterizar el cultivo.

Un marcador epidemiolégico debe cumplir varias
caracteristicas fundamentales entre las que se encuentran: (a)
tipabilidad, debe permitif que la mayoria de los aislados sean
reconocidos; un marcador se considera de poca utilidad si 1la
mayoria de los aislados son no tipables; (b) discriminacién,
debe reconocer un gran nimero de tipos o patrones y (¢)
reproducibilidad, de forma que estudios realizados en distinto
momento o lugar deben presentar idénticos o similares
resultados. Otras caracteristicas deseables para un buen método
de tipificacién son una estandarizacién adecuada, asequibilidad
y sensibilidad.

Los principales métodos de tipificacién aplicados a
bacterias son: perfiles bioldgicos (biotipia), determinacién
serolégica (serotipia), sensibilidad a antibiéticos
(antibiotipia), sensibilidad a fagos (fagotipia), sensibilidad
o produccién de bacteriocinas (bacteriocinotipia), resistencia
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a productos quimicos (resistotipia), andlisis de DNA, etc. Para
algunos organismos (generalmente, Gram-positivos) existe un
inico método de tipificacién, mientras dque en otros existen
numerosas posibilidades para la eleccién de un marcador
adecuado.

1.1.3.1. MARCADORES EN S.pneumoniae

En Streptococcus pneumoniae la serotipia es el dnico
método de tipado epidemiolégico utilizado de forma rutinaria.
Durante los Gltimos afios se ha descrito la posible utilizacién
de otros marcadores para discriminar entre aislados
pertenecientes a un mismo serotipo capsular, sin embargo estos
marcadores no han sido aplicados con éxito a estudios
epidemiolégicos. Entre los marcadores utilizados se encuentran
el patrén de proteinas totales (Pease et al., 1986), patrén de
proteinas antigénicas (Mufioz et al., 1988), reactividad frente
a anticuerpos monoclonales dirigidos contra proteinas
especificas (Waltman et al., 1988), patrén de restriccién del
DNA cromosémico (Viering y Fine, 1989), peso molecular de la
proteina A (Waltman et al., 1990), etc. '

En la actualidad el tipado epidemiolégico en neumococo
estd basado en la diversidad antigénica existente en el
polisacdrido capsular. Desde muy antiguo se ha admitido que el
comportamiento antigénico de los neumococos estaba determinado
por las <cépsulas gque rodean las células Dbacterianas.
Posteriormente, se puso de manifiesto que este hecho puede ser
utilizado para la identificacién de los tipos de neumococos
(Armstrong, 1931); cada tipo neumocécico est& caracterizado por
un polisacérido capsular especifico que determina su
comportamiento antigénico. Estos serotipos se pueden determinar
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por aglutinacién, reaccién de precipitacién capsular (quellung)
o mediante pruebas de precipitacidén.

Para la designacién de los serotipos neumocécicos se
utiliza la nomenclatura danesa, revisada por Kauffmann y Lund
en 1.954, que combina nlmeros y letras y estd basada en
interrelaciones antigénicas: los serotipcos que poseen antigenos
capsulares comunes componen serogrupos naturales., Existen 46
serogrupos que se designan por un nimero, la combinacién del
nimero con 1la letra mayliscula sirve para designar los 84
serotipos; sin embargo, numeros y letras minGsculas sirven para
indicar 1la f6rmula antigénica. Por ejemplo, existen dos
serotipos incluidos dentro del serogrupo 6, llamados 6A y 6B,
siendo sus f6rmulas antigénicas 6a,6b y 6a,6c, respectivamente.
La Tabla II muestra los 84 serotipos de neumococos descritos
hasta la actualidad y su férmula antigénica. La reactividad
seroldégica cruzada existente entre algunos de los serotipos
indica la posesién de determinantes antigénicos comunes,
probablemente debido a la existencia de unidades mono-~, di- u
oligosacdridas similares o idénticas en los polisacéridos
capsulares de estos serotipos.
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Tabla II

Designacién danesa de tipo y f6érmula antigénica de los 84

serotipos de neumococos

TIPO FORMULA ANTIGENICA

TIPO FORMULA ANTIGENICA

1 la 20 20a, 20b, 7g
2 2a 21 21a
3 3a 22F 22a, 22b
4 4a 22A 22a, 22c
5 5a 23F 23a, 23b, 18b
6A 6a, 6b 23A 23a, 23¢, 1b5c
6B 6a, 6¢ 23B 23a, 23b, 23d
7F 7a, 7b 24F 24a, 24b, 24d, 7h
7A 7a, b, 7c 2427 24a, 24c, 24d
7B 7a, 74, 7e, 7Th 24B 24a, 24b, 24e, 7h
7C 7a, 74, 7£, 7g, 7h 25 25a, 25b
8 8a 27 27a, 27b
9A 9a, 9c¢, 9d 28BF 28a, 28b, 16b, 23d
9L 9a, 9b, 9c, 9f 284 28a, 28c, 23d
IN 9a, 9b, 9e 29 29a, 29b, 13b
9V 9a, 9c¢, 9d, 9g 31 3la, 20b '
10F 10a, 10b 32F 32a, 27b
10a 10a, 1l0c, 104 32A 32a, 32b, 27b
11F lla, 11b, 1llc, 1llg 33F 33a, 33b, 33d
11A 1la, 11lc, 11d, 1le 33Aa 33a, 33b, 33d, 33f
11B lia, 11b, 11f, 1lg 33B 33a, 33¢, 33d, 33f
11C lla, 11b, 1llc, 11id, 11f 33C 33a, 33c, 33e
12F 12a, 12b, 12d 34 34a, 34b
12a 12a, 12c¢, 12d 35F 35a, 35b, 34b
13 13a, 13b 35A 35a, 35c¢, 20b
14 l4a 35B 35a, 35¢, 29b
15F 15a, 15b, 1Sc¢, 15f 35C 35a, 35c¢, 20b, 42a
15A 15a, 15c¢, 15d, 15g 36 36a, 9e
15B 15a, 1Sb, 15d, 15e, 15h 37 37a
15C 15a, 15d, 15e 38 38a, 25b
16 l6a, 16b, 1lid 39 3%9a, 10d
17F 17a, 17c 40 40a, 79, 7h
17a 17a, 17c 41F 4la :
18F 18a, 18b, 18c, 18f 41A 4la
18A l8a, 18b, 1l8¢c, 18d 42 42a, 20b, 35c¢
18B 18a, 18b, 18e, 18g 43 43a, 43b ‘
18C 18a, 18b, 18c¢c, 18e 44 44a, 44b, 12b, 124
19F 19a, 19b, 194 45 45a
19A 19a, 19c¢, 19e, 7h 46 46a, l2c, 44b
19B 19a, 19c¢, 19e, 7h 47F 47a, 35a, 35b
19C 19a, 19¢, 19f, 7h 47A 47a ,43b
48 48a
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1.2. RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

1.2.1. ANTIBIOTICOS B~LACTAMICOS

Las bacterias poseen peptidoglicano en sus paredes
celulares, pero esta macromolécula estd ausente en las células
de mamiferos; por ello, los antibiéticos que inhiben 1la
sintesis de peptidoglicano resultan muy dtiles como agentes
quimioterdpicos. La sintesis de peptidoglicano tiene lugar en 3
étapas fundamentales:

1. Sintesis de precursores en el citoplasma (UDP-N-acetil
glucosamina y UPD-N-acetil muramil pentapéptido)

2. Transferencia de estos precursores a una molécula lipidica
transportadora (undecaprenil fosfato) que los transporta desde
el lugar de sintesis intracelular a la membrana citoplé&smica

3. Insercién de las unidades de peptidoglicano en 1la pared
celular, ensamplaje mediante una transpeptidacién Y,
posteriormente, unas étapaé finales de maduracién (Tipper y
Wright, 1979).

Los antibiéticos pB-lactémicos representan el grupc més
importante de compuestos gque inhiben la étapa final de la
sintesis del peptidoglicano. El1 nombre de estos antibiéticos
deriva de la posesién de un anillc amida ciclico de 4 miembros.
Hasta hace poco tiempo, los antibidéticos pB-lactémicos se
definieron y clasificaron mediante una nomenclatura trivial, en
la cual el nombre del compuesto estaba relacionado con el
organismo productor y con alguna de sus caracteristicas
quimicas; recientemente, estos antibiéticos han sido
clasificados utilizando un sistema basado en un esqueleto B-
lactamico parental definido, diferencidndose 10 ciases de
compuestos.
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Los estudios iniciales (1950-65) sobre el modo de accién
de la penicilina condujeron a la teoria que su primer sitio de
accién era la reaccién de transpeptidacién que unia las cadenas
contiguas de peptidoglicano. En 1.965, Tipper y Strominger
formularon la hip6tesis que la penicilina podia ser un andlogo
estructural de la porcién acil-D-alanil-D-alanina de la cadena
lateral del péptido; por lo que era razonable suponer que una
enzima que <catalizase la reaccién de  transpeptidacién
confundiria a 1la molécula de antibiético por su sustrato
original, produciéndose un compuesto intermedio “antibiético-
enzima" estable y covalentemente unido, que 1inactivaria la
enzima y asi se inbibiria la sintesis de peptidoglicano.

Hasta 1960 se asumié que las bacterias contenian un dnico
tipo de enzima transpeptidasa, siendo ésta el Unico sitio para
la accién de la penicilina. Posteriormente utilizando ensayos
in vitro, se demostré en E. coli que ademéds de la reaccién de
transpeptidacidén ocurrian otras dos reacciones due resultaban
inhibidas por penicilina: 1la eliminacién de 1la D-alanina
carboxi-terminal, con la formacién de enlaces peptidicos-
(reaccién D,D-carboxipeptidasa) y la rotura de uniones cruzadas
entre cadenas peptidicas (reaccién endopeptidasa). De forma
similar, en otras bacterias se detectarcn reacciones
semejantes sensibles a penicilina, y en todos los casos el
sustrato era el enlace D-alanil-D-alanina. La identificacién de
mds de una reaccién sensible a penicilina en la sintesis de
peptidoglicanc libre de células, implicaba a proteinas capaces
de interaccionar con penicilina (y otros pB-lactéamicos); la
introduccién de técnicas de marcaje con penicilina radiactiva
confirmé la existencia de varias proteinas capaces de
interaccionar con penicilina. |
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1.2.2. PROTEINAS FIJADORAS DE PENICILINA (PBPs)

En la mayoria de las especies bacterianas existen varias
proteinas fijadoras de penicilina (PBPs). Las PBPs se designan
numéricamente, haciendo referencia a su tamafio molecular
relativo respecto al grupo de PBPs detectado en una bacteria
particular {(de esta forma la PBP 1 es la que tiene el mayor
peso molecular).

Las PBPs son compuestos minoritarios de 1la membrana
plasmatica; en E.coli existen aproximadamente 3.000 moléculas
por célula, constituyendo el 1% de las proteinas totales de la
membrana (Spratt, 1977). Mediante la utilizacién de técnicas
bioquimicas y genéticas se han establecido las funciones de
algunas PBPs, encontrédndose que las PBPs catalizan reacciones
transpeptidasas, carboxipeptidasas y endopeptidasas. Las PBPs
de E. c¢oli constituyen el conjunto de PBPs méas estudiado
pudiéndose considerar dos grupos:

a) PBPs de elevado peso molecular (PBP 1 a 3), esenciales.
Catalizan las reacciones de transglicosilacién (polimerizacién
de las unidades de disacArido en las cadenas de glicano) y de
transpeptidacién (formacién de uniones cruzadas entre las
cadenas laterales del peptidoglicano). La actividad
transglicolasa es insensible a antibiéticos p-lactémicos, por
el contrario, la actividad transpeptidasa es sensible a estos
compuestos. Esta actividad enzim&tica doble se origina,
probablemente, por la presencia en el mismo polipéptido de dos
centros distintos activos cataliticamente, una zona amino-
terminal que cataliza la reaccién de transglicosilacién y una
zona carboxi-terminal con actividad transpeptidasa sensible a
antibiéticos B-lactémicos. La presencia de ambas actividades
enzimdticas en el mismo polipéptido, puede permitir un estrecho
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control en la insercién y sobrecruzamientoc de las unidades de
glicano en el esqueleto creciente del peptidoglicano
(Matsuhashi et al., 1982).

b) PBPs de bajo peso molecular (PBPs 4 a 6), no esenciales.
Desempefian un papel minoritaric en la sintesis del
peptidoglicano (Spratt, 1980a). La PBP 4 presenta una actividad
endopeptidasa que hidroliza uniones cruzadas en el
peptidoglicano y probablemente contribuye al remodelamiento del
peptidoglicano necesario para el crecimiento y divisién de la
célula. Las PBPs 5 y 6 catalizan una reaccién D-alanina
carboxipeptidasa que probablemente controla la extensién de las
uniones cruzadas en el peptidoglicano (Amanuma y Strominger,
1980).

En E. coli las PBPs 4, 5 y 6 no parecen ser esenciales
para el crecimiento, por lo gque su interaccién con el
antibi6ético no se considera responsable de la accién
bactericida de los antibiéticos (Spratt, 1980b) (Broome-Smith y
Spratt, 1982). Las PBPs 1A, 1B, 2 y 3 son los sitios de accién
letales iniciales; la unién del pB-lactamico, potencialmente
letal, provoca la inactivacién de la actividad transpeptidasa.
La inactivacién de las PBPs 2 y 3 origina cambios morfoldégicos
previos a la muerte celular (Spratt, 1975).

En otras bacterias Gram-negativas la actividad enzimética
de las PBPs no es muy conocida; s8in embargo, se han
identificado en algunas PBPs actividades transpeptidasa,
carboxipeptidasa y endopeptidasa. Como mecanismo de reaccién
general, las PBPs que presentan actividad transpeptidasa
utilizan como sustrato la porcién D-alanil=-D-alanina del
péptido, formandose un intermedio "acil-enzima" y liberé&ndose
el residuo D—-alanina terminal durante la reaccién. De forma



22

similar, la asociacién de los antibiéticos p-lactémicos .con las

PBPs (unién y eliminacién) viene representada por la siguiente
ecuacién:

k k k 5
I + PBP _]:_.‘__..1 1-pep* —3, 1-PBP 4, PBP + antibiético

2 f

r
siendo: I, Inhibidor (antibidético pB-lactémico); PBP, Proteina
fijadora de penicilina; I~-PBP*, Complejo inicial no coﬁalente;
I-PBP, Complejo covalente "inhibidor-PBP"; k;, ky, k3, kg,

Constantes de primer orden

|
El sitio activo de las PBPs es un residuo de serina al
cual se unen el sustrato natural y los antibi6ticos pB-
lacté&micos. En algunas PBPs se ha determinado la secuéncia de
aminodcidos en la regién cercana al sitio activo observéndose
que en todas las PBPs analizadas la secuencia "Ser-X-X-Lys"
estd conservada (Ghuysen, .1988)). Mediante la aplicacién de
técnicas cristalogrdficas de Rayos-X a PBPs purificadas, se ha
podido concluir gque las distintas afinidades mostradas: por 1os
distintos antibiéticos pB-lactémicos por 1la misma PBP, est&
determinada por la estructura tridimensional de los sitios
activos y de las moléculas de antibidtico (Kelly et al.ﬁ 1989).

i
1.2.3. BASES BIOQUIMICAS Y GENETICAS DE LA RESISTENCIA

Durante mds de 40 afios los antibi6éticos se han itilizado
para el tratamiento de 1las infecciones bacterianas. Sin
embargo, casi desde el periodo inicial de comercializacién de
la penicilina, se observé que ciertas bacterias no se destruian
por el antibiético. Hoy en dia, se reconocen dos: amplias

!

‘
!
'
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categorias de resistencia a los antibiéticos, resistencia
intrinseca y resistencia adquirida. El términc “intrinseca"
implica el hecho que algunas cualidades inherentes de la célula
son las responsables de 1la prevencién en 1la accién del
antibiético, y lo distingue de la ‘“resistencia adquirida®, 1la
cual ocurre cuando los aislados resistentes emergen a partir de
poblaciones bacterianas existentes previamente, generalmente
después de la exposicién al antibiético en cuestién. La
resistencia intrinseca viene expresada -generalmente- por genes
cromosdmicos, mientras que la resistencia adquirida se origina
a partir de mutaciones en los genes cromosémicos, o por la
adquisicién de plésmidos y transposones. En el contexto de la
Microbiologia Clinica, la resistencia adquirida a antibiéticos
se origina esencialmente a partir de una presién selectiva
ejercida en la Dbacteria durante la administracién de
antibiéticos para quimioterapia.

La resistencia adquirida hacia antibiéticos B-lactémicos
se puede obtener mediante tres mecanismos diferentes, los
cuales separada o conjuntamente determinan la resistencia a
estos compuestos. Estos mecanismos son la reduccién en la
permeabilidad de la membrana externa hacia el antibi6tico (en
bacterias Gram-negativas), la sintesis de p-lactamasas y la
modificacién de una o mds PBPs. Las alteraciones en las PBPs se
pueden clasificar en cuatro categorias (Spratt, 1989}:

1.- Alteracién en la afinidad de las PBPs hacia antibiéticos B-
lactédmicos. Las bacterias para protegerse del antibiético
producen PBPs resistentes a la inhibicién por B-lactémicos; la
obtencién de resistencia mediante la produccién de PBPs con una
afinidad reducida hacia el antibi6ético parece una estrategia
extrafia, puesto dque debe ser muy reducido el nimero de
sustituciones de aminoadcidos que permiten a las PBPs reducir su
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afinidad por el sustrato y que no alteren la estructura de su
centro activo.

2.- Alteraciones en la cantidad de PBPs. La produccién de
grandes cantidades de PBPs puede proporcionar un mecanismo de
resistencia incrementandose asi la cantidad de antibiético
necesaria para reducir la actividad de la PBP a un nivel que
limite la sintesis de peptidoglicano. Este mecanismo no se ha
demostrado rigurosamente en aislados <clinicos de ninguna
bacteria. '

3.- Resistencia mediada por la adquisicién ilegitima de una PBP
resistente. En este mecanismo la bacteria obtiene resistencia
mediante la adquisicién una nueva PBP de otra bacteria, esta
nueva PBP posee una baja afinidad por los antibiéticos pB~
lactémicos. Cuando se incuba en presencia del antibiético la
PBP resistente puede realizar las funciones de todas las PBPs
normales de la bacteria. Se dice "ilegitima" en el sentido de
que el fragmento de DNA codificado para la PBP no tiene
homologia en la bacteria receptora, y su integracién en el
cromosoma no implica una recombinacidén homéloga. De esta forma
el organismo resistente contiene todas las PBPs normales y una
PBP extra.

4.- Resistencia mediada por la adquisicidén homéloga de una PBP
resistente. Una via alternativa para adquirir una PBP
resistente es reemplazar una PBP normal por una de una especie
relacionada, mediante la toma e integracién por recombinacién
homéloga de un fragmento de DNA codificante para una PBP més
resistente.
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1.3. RESISTENCIA A PENICILINA EN S. pneumoniae

1.3.1. EPIDEMIOLOGIA

Hasta la introduccién de la penicilina para el tratamiento
de las infecciones neumocécicas en 1.940, los neumococos se
consideraban muy sensibles a este antibi6ético (CMI 0,005 ug/ml)
(Jones y Finland, 1957) estableciéndose que no era necesaria la
utilizacién de pruebas in vitro de sensibilidad a penicilina.
Durante los afios 40 se seleccionaron en laboratorio neumococos
mutantes resistentes a penicilina (McKee y Houck, 1943)
(BEriksen, 1945) y veinte afios después se describieron en Boston
(Mass., EE.UU.) los primeros aislados clinicos presentando una
sensibilidad reducida hacia penicilina (CMI 0,1 y 0,2 pg/ml)
(Kislak et al., 1965). Sin embargo, el significado de este
descubrimiento fué olvidado hasta que en 1.967 se aislé en
Australia el primer neumococo resistente a penicilina descrito
como tal {(Hansman y Bullen, 1967). Se trataba de un neumococo
serotipo 23 que presentaba una resistencia intermedia a
penicilina (CMI 0,6 pg/ml) y a tetraciclina, aislado de un
paciente tratado previamente con una variedad de antibiéticos,
entre los dque se incluian penicilina, tetraciclina vy
eritromicina. Ese mismo afio, se detectaron en Australia otros
neumococos relativamente resistentes a penicilina (CMI 0.1-
lpg/ml), a partir de portadores sanos en un &rea donde la
penicilina era utilizada habitualmente para el tratamiento de
las infecciones neumocécicas (Hansman et al., 1971). |

A partir de entonces, han sido muy numerosos los trabajos
descrihiendo aislados clinicos relativamente resistentes a
penicilina (revisién Klugman, 1990). Aungue estos  trabajos
provocaron una gran preocupacién, todas los aislados descritos
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hasta 1.977 mostraban uGnicamente una resistencia relétiva a
penicilina, resistencias 8 a 16 veces mayores que la
sensibilidad media. En 1.968 Gunnison et al. observaron que se
necesitaban pocos pases en medio conteniende penicilina para
obtener neumococos con una resistencia 2.000 veces superior a
la de la cepa parental, por lo que la posibilidad de un gradual
aumento en la resistencia de los neumococos (hasta niveles muy
altos) fué real y alarmante. '

De hecho, en 1.977 aparecieron por primera vez en
Surdfrica aislados de neumococos c¢on niveles muy altos de
resistencia a penicilina (CMI 4-8ug/ml) presentando, . ademés,
resistencias a otros antibiéticos {(Appelbaum et al., 1977).
Desde entonces se extendié por tode el mundo la distribucién de
aislados resistentes a penicilina (CMI<lpg/ml), describiéndose
focos con més de un 10% de neumococos resistentes a penicilina
en Nueva Guinea, Israel, Espafia, Polonia, Surédfrica y en
algunas 4reas de Estados Unidos (Appelbaum, 1987). La Tabla III
refleja algunos de los .trabajos publicados describiendo
neumococos resistentes a penicilina a partir de 1.984 (Klugman,
1990). '

En 1.988 Casal y Fenoll revisaron los trabajos publicados
describiende la incidencia de neumococos resistentes a
penicilina en Espafia. En 1.981 se describié el primer neumococo
presentando sensibilidad reducida a penicilina (CMI >
0,16ug/ml) y a otros antibiéticos (Cruz et al., 1981). En 1982,
Casal en un estudio realizado con 318 neumococos aislados de
sangre, encontré que un 8,7% de las cepas presentaban una
resistencia intermedia a penicilina; un afio después Liflares et
al, (1983) encontraron un porcentaje del 9% de cepas
resistentes a penicilina. Sin embargo hasta entonces éra escasa
la informacién existente sobre el grado de resistencia a

penicilina en neumococos aislados de poblacién infantil; en
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Tabla III

Trabajos publicados desde 1.984 describiendo la existencia de
neumococos resistentes a penicilina (Klugman, 1990, revisada).

Pais Afios NGmero Resist Tipo de
aislados (%) aislados
América del Norte
Alaska 1980-1986 284 5,3 Clinicos
Alaska 1987 155 26,0 Portadores
Canada 1984-1986 468 1,3 Clinicos
América del Sur
Chile 1983-1985 178 21,9 Clinicos
Australia/NZ
Nueva Zelanda 1981-1986 233 1,3 Clinicos
Europa
Espaila 1984-1986 147 14,3 Sangre
Espafia 1984-1986 91 52,7 Clinicos
Espafia 1987 159 35,9 Portadores
Espafia 1979-1989 2197 28,0 Sangre+LCR
Francia 1980-1986 1266 0,3 Clinicos
Inglaterra 1987 100 4,0 Clinicos
Irlanda N. 1986-1987 488 0,8 Clinicos
Suiza 1984-1985 133 2,3 Clinicos
Bélgica 1980-1988 2765 0,9 Clinicos
Asia
Malasia 1984-1985 249 2,0 Clinicos
Africa
zambia 1986 39 2,6 Portadores
Suréfrica 1983-1586 3568 7,0 Sangre+LCR

Surdfrica 1986 302 24,2 Portadores
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1.985, Latorre et al. analizaron la resistencia de neumococos
aislados a partir de nifios hospitalizados, encontrando que el
porcentaje de neumococos que presentaban algin grado de
resistencia se elevaba al 51%. En 1.987, Pérez et al.
encontraron gue el 35% de los neumococos aislados a partir de
nifios portadores sanos presentaba una sensibilidad disminuida
hacia penicilina.

En un estudio realizado durante el periodo 1.979-1.989
(Fenoll et al., 1991) se describe que el porcentaje de aislados
resistentes a penicilina ha experimentade un incremento gradual
desde un 6,0% en el afio 1.979 hasta un 44,3% en el afio 1.989.
Por otro lado, hasta 1.984 todos los aislados presentaban una
resistencia intermedia a penicilina, sin embargo desde 1.984
hasta 1.989 se ha observado que un 33% de los neumococos
poseian un valor de CMI superior a 1lupg/ml. Al analizar la
distribucién de serogrupos en los aislados resistentes a algln
antibi6ético se observa que los neumococos resistentes aparecen
en m&s de 20 serogrupos, sin embargo, un 75% de los aislados
que presentan resistencia a penicilina pertenecen sélo a 4
serogrupos (serogrupos 23, 6, 9 y 19). Estos datos confirman
que Espafia es uno de los paises que presenta una mayor
incidencia de neumococos resistentes a penicilina a nivel
mundial.

1.3.2. MECANISMO DE RESISTENCIA

La resistencia a ©penicilina en neumococos se debe
inicamente a alteraciones en las PBPs (Hakenbeck et al., 1980)
(Zighelboim y Tomasz, 1980); en neumococos no se ha descrito
actividad pB~lactamasa, ni tampoco mutaciones gque reducen la
accesibilidad de la penicilina a las PBPs. La ausencia de estos
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mecanismos de resistencia y la elevada exposicién de 1los
neumococos a penicilina, han producido un entorno ideal para el
desarrollo de resistencia mediada por alteraciones en las PBPs.
Por ello, es l6gico que en este organismo se encuentre el mejor
ejemplo de desarrollo de resistencia a penicilina mediado por
alteraciones en las PBPs.

En 1.970 Shockley vy Hotchkiss comprobaron en el
laboratorio que la resistencia a penicilina se adquiere de
forma gradual; los mutantes con resistencia aumentada a
penicilina (2 a 4 veces en el valor de su CMI) se obtenian con
una frecuencia de 10~8-10"%, los mutantes en el segundo nivel se
obtenian con una frecuencia menor, por lo que era necesario
repetir el proceso de seleccién hasta obtener mutantes con
niveles considerablemente aumentados. El estudio de mutantes de
laboratorio ha mostrado que en todos los casos el desarrollo de
resistencia va asociado a alteraciones en la afinidad de las
PBPs (Handwerger y Tomasz, 1986a) (Laible y Hakenbeck, 1987)

Los aislados de S. pneumoniae sensibles a penicilina
contienen 6 PBPs cuyo tamafio molecular es: PBP 1A (98 Kd), PBP
1B (95 Kd), PBP 2X (85 Kd), PBP 2A (81 Rd), PBP 2B (79 Kd) y
PBP 3 (43 Kd) (Percherson y Bryan, 1980). En los fluorogramas
la PBP 2X aparece muy proéxima e indistinguible de la PBP 23
(Figura 4) por lo que a veces s6lo se indica la presencia de la
PBP 2A (Hakenbeck et al., 1986).

Se han realizado muchos intentos para corfelacionar la
unién de una PBP particular a un antibidtico B-lactdmico con la
muerte o alglin efecto morfoldégico en neumococos, sin embargo
estos intentos no han originado unos resultados conéluyentes
(Williamson et al, 1980) (Williamson y Tomasz, 1985) (Hakenbeck
et al, 1987). Las alteraciones en las PBPs en mutantes de
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Pigura 4

Fluorografia mostrando las Protefnas fijedoras de penic:.l:.na
(PBPs) de Streptococcus pneumonlae, en la cepa sensible R6 y en
el aislado resistente SA 8249 .
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laboratorio o en aislados c¢linicos con niveles aumentados de
resistencia a antibiéticos B-lact&micos implican a las PBPs 13,
2X, 2A y 2B, por lo que se piensa que estas son las PBPs
fisiolégicamente importantes en neumococos. La PBP 3, de forma
semejante a las PBPs de bajo peso molecular en otras bacterias,
cataliza una reaccién D-alanina carboxipeptidasa y posiblemente
no estd implicada en los mecanismos bactericidas de los
antibidéticos B-lactéamicos en neumococos (Hakenbeck y Kohiyama,
1982) (Schuster et al., 1990).

Se han descrito algunas alteraciones gue aparecen en las
PBPs de los aislados clinicos de neumococos resistentes a
penicilina (Zighelboim y Tomasz, 1980) (Hakenbeck et al., 1980)
(Handwerger y Tomasz, 1986), observéndose que los neumococos
con niveles intermedios de resistencia a penicilina (CMI 0,05-
0,2 pg/ml) poseen formas modificadas en las PBPs de los grupos
1 y 2 con una afinidad disminuida hacia penicilina. En los
aislados clinicos mé&s resistentes (CMI >1 pug/ml)  existen
alteraciones més complejas éonsistentes en una aparente pérdida
de PBPs, asi como cambios en la afinidad de alguna de estas
PBPs hacia penicilina. E]l estudio de PBPs m&s detallado en un
neumococo resistente se ha realizado en el aislado surafricano
SA 8249 (Handwerger y Tomasz, 1986b) en el cual sélo;resultan
marcadas con penicilina radiactiva las PBPs 1B, 2A 'y 3, no
detectdndose las PBPs 1A o 2B (Figura 4). La aparente ausencia
de la PBP 2B es debida a un dré&stico descenso en la afinidad
hacia penicilina de forma que no se puede detectar por el
ensayo fluorogrdfico de PBPs, pero puede ser detectada
utilizando un anticuerpo anti-PBP 2B (Hakenbeck et al., 1986).
Ademds de estos cambios, la PBP 2A del aislado SA 8249 muestra
una afinidad muy reducida hacia penicilina en comparacién con
la de 1los aislados sensibles; de hecho, 1la t1nica PBP que
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mantiene sus propiedades inalteradas es la PBP 3 (Zighelboim y
Tomasz, 1980) (Handwerger y Tomasz, 1986b).

No existe una relacién cuantitativa entre afinidad hacia
penicilina de una PBP y el valor de CMI, debido a que la
afinidad hacia penicilina no refleja el cambio en la actividad
enzimdtica de las PBPs hacia sus sustratos naturales' en los
aislados resistentes (Laible y Hakenbeck, 1987). Recientemente,

se han clonado y secuenciado los genes neumocécicos que
codifican para la PBP 2X (Laible et al., 1989) y PBP 2B (Dowson
et al., 1989a). La sustitucién de =siete aminoédcidos

consecutivos en la secuencia carboxi-terminal de la PBP 2B
parece ser el cambio fundamental asociado con la afinidad
disminuida hacia penicilina de las cepas resistentes (Dowson et
al,, 1989b); estas sustituciones ocurren en un &rea cercana al
residuo de serina del centro activo de unién a penicilina en
lag B-lactamasas y en algunas PBPs (Dideberg et al., 1987)
(Herzberg y Moult, 1987) (Joris et al., 1988). También se han
detectado alteraciones en esta 2zona en las PBPs de
N.gonorrhoeae resistentes a penicilina (Spratt, 1988) y en
E.coli resistente a cefalexina (Hedge y Spratt, 1985). La
secuenciacién parcial de los genes que codifican para las PBPs
de neumccoco ha reveladoc una homologia elevada con algunas PBPs
de E. coli (Laible et al., 1989). ’

Mediante experimentos Trealizados utilizando DNA del
aislado SA 8249 para transformar la cepa sensible R6 a niveles
aumentados de resistencia a penicilina, se ha observado que la
transformacién de esta resistencia ocurre de manera gradual y
las PBPs de los transformantes se hacen gradualmente semejantes
a las del aislado donante de DNA (Zighelboim y Tomasz, 1980).
Sin embargo, en 1.988 Chalkley y Koornhof realizando un
experimento similar consiguieron una répida seleccién de
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transformantes con alto nivel de resistencia los cuales
presentaban patrones de PBPs miltiples y diferentes.
Igualmente, al examinar un elevado niGmero de aislados de
neumococos resistentes a penicilina se ha observado un alto
grado de variacién en el patrén de PBPs (Chalkley et al., 1989)
(Markiewicz y Tomasz, 1989), pudiéndose identificar grupos de
aislados que comparten un patrén de PBPs, descritos como
"familias"® de PBPs (Jabes et al., 1989). Estas observaciones
sugieren que los neumococos son capaces de remodelar sus PBPs
de mds de una manera para consedquir una menor afinidad hacia
penicilina, con lo cual la resistencia a penicilina pueﬁe haber
surgido en m&s de una ocasién desarrollidndose a partir de un
nimerc de clones.diferentes en todc el mundo (Jabes et al.,
1989).

La variabilidad observada en el patrén de PBPs en los
neumococos resistentes a penicilina sugiere que el patrén de
PBPs pueda ser considerado como un marcador epidemiolégico
adecuado para estos aislados, el cual nos permitiria estudiar
la evolucién de los neumococos resistentes en funcidén del
tiempo y de la localizacién geogréfica.



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS



35

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El establecimientoc de una bacteria resistente: es un
proceso gue implica dos fases: la aparicidn del mecanismo de
resistencia (por ejemplo, una mutacién) y su poéterior
dispersién mediante una mayor supervivencia del organismo
resistente sobre el sensible. La rdpida expansién observada en
los neumococos regsistentes necesita un desarrollo paralelo en
los métodos de caracterizacién epidemiolégica de estos
aislados; métodos gque permitan una caracterizacidén racional de
los neumococos, de forma que al analizar aislados distintos
pero que presentan marcadores idénticos se pueda concluir que

estos organismos se han originado a partir de un tdnico clon.

El dnico marcador epidemiolégico utilizado en neumococos
es la serotipia basada en la diversidad antigénica mostrada por
el polisacédrido capsular. Sin embargo, durante los Gltimos afios
se han buscado nuevos marcadores que permitan discriminar entre
aielados inclufdos dentro de un mismo tipo capsular y dque
puedan ser aplicados a estudios epidemiolégicos. La diversidad
de patrones de PBPs encontrada entre los neumococos resistentes
a penicilina parece indicar que el patrén de PBPs pueda ser un
marcador adecuado para estos aislados.

El desarrolloc de métodos gue permitan una mejor
caracterizacién de los neumococos resistentes a penicilina es
fundamental en un pais como Espafia, que presenta una de las
mayores incidencias descritas a nivel mundial de estos
aislados, observéndose una tendencia general hacia un gradual
aumento en el nlmero de aislados resistentes asgi comoc en el
nivel de resistencia. Por ellc, los neumococos resistentes a
penicilina constituyen un drave problema sanitario en nuestro
pais.
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Finalmente, es preciso seflalar que el conoéimiento
existente sobre los origenes y transmisién de los neumococos
resistentes a penicilina es muy limitado, por lo que resulta
esencial la aplicacién de nuevos métodos de tipado
epidemiolégico que permitan aumentar la informacién sobre estos
aspectos. La informacién obtenida en los estudios realizados
mediante la utilizacién de métodos de tipado adecuados, puede
ser aplicada para mejorar la prevencién, diagnéstico y terapia
de estas infecciones, y ayudar a la comprensién de 1la
patogénesis de los neumococos resistentes a penicilina.

El propésito fundamental de este trabajo ha sido 1la
profundizacién en el conocimiento de la base bioqﬁimica Y
genética de la resistencia a penicilina en aislados c¢linicos de
Streptococccus pneumoniae y su aplicacién préctica para el
desarrollo de métodos de tipado que permitan wuna mejor
caracterizacién de estos organismos.

Los objetivos fundamentales han sido:

1. Determinar la frecuencia de neumococos tolerantes a
penicilina en aislados «c¢linicos procedentes de 2zonas
geogrdficas que presentan una elevada incidencia de
neumococos resistentes a este antibiético

2. Analizar la distribucién de serogrupos en neumococos gque
presentan distinto nivel de resistencia a penicilina,
especialmente en aquellos con un bajo nivel de resitencia
a penicilina ("borderline") :
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Estudiar la alteracidén en el patrén de PBPs como mecanismo
de resistencia a penicilina en una muestra de aislados
c¢linicos de S. pneumoniae

Describir los principales patrones de PBPs encontrados en
los aislados clinicos estudiados.

Agrupar en "familias" de patrones de PBPs los aislados que
comparten un modelce comin de PBPs y comparar con otras
familias descritas previamente.

Valorar la posible utilizacién del patrén de PBPs como
marcador epidemiolégico para aislados de neumococo
resistentes a penicilina.

Establecer la estabilidad y reproducibilidad del modélo de
PBPs como condiciones necesarias para su utilizacién como
marcador epidemiolégico.

Estudiar la posible relaci6én clonal entre los neumococos
pertenecientes a la misma "familia“ de patrén de PBPs.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 CEPAS Y AISLADOS BACTERIANOS

3.1.1 CEPAS DE LABORATORIO

Las cepas de laboratorio utilizadas en esta tesis han

sido:
R36A wt no-capsulada Hex' IytA Cps~ Cidt '
R6 wt no-capsulada Hext lytA Cps~ Cid*
R6Hex" no-capsulada Hex™ IytA Cps~ Cid*
R6RUP25 no-capsulada Hex™ Lyt~ Cps~ Cid*

donde: wt, cepa salvaje tipo; Cps~, representa una mutacién en
los determinantes genéticos para la produccidén de polisacédridos
capsulares; 1lytA, es el gén gue codifica para la autolisina
neumocdcica; Lyt~, en este caso IytA::ermC, por la insercién de
un plésmido de resistencia a exritromicina ermC en el gen Iyta,
confiriendo un fenotipo estable.

Streptococcus pneumoniae R36A y Streptococcus pnéumoniae
R6 han sido utilizadas como cepas salvajes de referencia en
todos los eXperimentos. Avery en 1.916 aislé un neumococo
capsulado serotipo 2, D395, a partir de un paciente (Dubos,
1976); el crecimiento de esta cepa durante 36 pases en ﬁn caldo
conteniendo suero de conejo antineumoc6cico tipo 2 permitié el
aislamiento de la variante rugosa, no capsulada, R36 (Avery et
al., 1949). Esta cepa, después de algunos pases en caldo
conteniendo sangre, originé una serie de variantes rugosas,
distinguibles por la morfologia de 1las colonias; de estas
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variantes, s6lo R36A pudo ser transformada con DNA (MclLeod y
Krauss, 1947). La cepa R6 es un subcultivo de R36A seleccionado

por su continua competencia para la transformacién (Dubos,
1976).

Streptococcus pneumoniae R6Hex~ fué obtenida por Lacks en
1970 al someter cultivos de la cepa R6 a 10 tratamientos con 1~
metil-3-nitro-l-nitrosoguanidina. Encontrdé una mutacién que
aparecia con alta frecuencia que llamé “"hex", y cuyo fenotipo
mutante (Hex™) mostraba una alta eficiencia en la integracién
de los diferentes marcadores donantes durante la
transformacién.

Streptococcus pneumoniae R6RUP25 es una cepa derivada de
R6 y obtenida por Tomasz et al. en 1.988. La propiedad
fundamental de esta cepa es la ausencia de un gen funcional
para la autolisina; en ella la secuencia codificante IytA esta
interrumpida por la insercién de ermC, un gen estafilocécico
que confiere resistencia a eritromicina. El pl&smido pGL80 con
el gen lytA se corté y unidé a un fragmento de 20kb de pEl94
conteniendo el gen ermC, el cual posteriormente se utilizé para
transformar &.pneumoniae R6 seleccionando los transformantes
por un fenotipo "Ermf Lyt~™" estable.

3.1.2 AISLADOS CLINICOS

La mayoria de los aislados «clinicos de S.pneumoniae
utilizados en este estudio pertenecen a la coleccién del
Laboratorio de Neumococos del Centro Nacional de Microbiologia,
Virologia e Inmunclogia Sanitarias (C.N.M.V.I.8.). Se
utilizaron ademds otros aislados cedidos amablemente por las
siguientes ©personas: J. Liflares, Hospital de Bellvitge,
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Barcelona, Espafia; A. Marton, Heim P&l Children”s Hospital,
Budapest, Hungria; H. J. Koornhof, South African Institute for
Medical Research, Johanesburgo, Surdfrica; M. R. Jacobs, Case
Western Reserve VUniversity, ©Ohio, Estados Unidos vy A.

Parkinson, Center for Disease Control Arctic Branch, Alaska,
Estados Unidos.

La Tabla IV muestra algunas de las caracteristicas de los
255 aislados clinicos utilizados en este estudio.



Tabla 1V

Propiedades de los aislados clinicos utilizados en este estudio

ESPANA (1)

Aislado

Sp 114
Sp 257
Sp 429
Sp 496
Sp 499
Sp 500
Sp 521
Sp 590
Sp 591
Sp 619
Sp 622
Sp 623
Sp 625
Sp 629
Sp 655
Sp 656
Sp 722
Sp 753
Sp 795
Sp 811
Sp 873
Sp 917
Sp 946
Sp 949
Sp 961
Sp 962
Sp 970
Sp 980
Sp 990
Sp 994
Sp 998
Sp 1010
Sp 1013
Sp 1024
Sp 1033
Sp 1044
Sp 1045
Sp 1054

(pg/ml)

.06

RNRNNNNRFRPNNARNNNNNANNNFEHENNENRHNONHERANDNDNDND

42

Serogrupo
(Serotipo)
6 (6B)
23 (23F)

19
23  (23F)
23 (23F)
23

19

19

9

6 (6A)
23 (23F)
19 (19A4)
6 (6B)
9
23

6 (6B)
14

14

9

9

6 (6B)
19

9
23 (23F)
6 (6B)
23 (23F)
6 (6B)
6

9

6

9

9

14

9

14

14
14

19

kiso UFC
[103) log;0
0,81 2
0,25 3
2,04 4
-0,41 2
1,84 5
3,13 4
0,49 4
-0,19 3
1,54 4
1,36 4
0,18 3
0,11 3
-G,33 4
-1,14 4
0,05 2
2,10 4
8,66 ' 4
3,00 4



Tabla IV (continuacién)

ESPANA (2)

Aislado

1069
1073
1126
1149
1177
1182
1191
1238
1295
1300
1432
1625
1827
1832
1998
2057
2066
2067
2559
2657
2690
2809
2811
2812
2990
3067
3070
3072
3409
3875
4000
4283
4309
4364
4368
4800
4855
4864
4971
5041
5219

CMI

(Pg/ml)

NNONONFHFNOOONKFONOFNHOORONNOCORENNMEHENEFNMRENRELRNDNDNDEF

.06

.03

.06

.06
.03

.015

.015

.015

.03
.015

.015
.03
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23

Serogrupo
{Serotipo)
14
9
19
9
9
14
19
6 (6B)
14
9
23 (23F)
6 (6B)
19 (19a)
15 (151)
6 (6A)
1
23 (23F)
6 (6B)
6 (6A)
(23F)
1
6 (6A)
6 (6A)
6 (6B)
23
19 (19A)
23
6 (6A)
23
6
12 (12F)
34
6 (6B)
23
15 (15A4)
6 (6B)
19 (19F)
6 (6B)
2
9 (9V)
6

k360 UFC
[10%) log,o
5,59 4
9,00 5

-1,57 2
3,49 4
3,24 4
6,11 6

-0,51 3
0,86 6
2,38 5
0,65 5
5,03 5
2,82

' >6



Tabla IV (continuacién)

ESPANA (3)

Aislado

SURAFRICA (1)

SA
SA
SA
SA
SA
sa
SA
SA

5224
5229
5311
5367
6694
7013
7017
8792
8300
9545
9887
9890
10199
10424
10427
10539
10788
10789
11125
11126
11128
11837
11848
12294
12303
12798
12799
29191

Durbam 1
8

16

107

1172
2852
3118
6368

CMI
(1g/ml)

l06
.015

.03
.03

007
.06

CQONRFENNNMNNOONNFHNNNODOOKHOKFN

oo
=
(8,8 )]

o
o
w

0.015
0.015
0.03

o

OMNOMNN
-
3%

[x*]
i
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Serogrupo
(Serotipo)
6
14
3
9 (9V)
23 (23a)
5
8
6
23
14
14
6
23 (23F)
19 (19a)
3
23 (23F)
6
2
6
9 (9V)
6
8
23 (23A)
8
24 (24F)
1
2
9 (9V)
19
0.12
0.03
19
19 (19n)
6
23 (23F)

19

K360 UFC
[103] logyq
8,79 ‘5

-1,17 3
6,80 4
2,90 5

-9,01 1

19

19

-1,18 0
1,12 3



Tabla IV (continuacién)

SURAFRICA (2)

Ais

SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
Sa
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
SA
sa
SA

HUNGRIA (1)

Hun
Hun
Hun
Hun
Hun
Hun
Hun
Hun
Hun
Hun

lado

8249
8251
17506
19794
22713
22914
22915
22917
27222
30445
34034
34104
34292
34295
43918
44165
61159
61192
61193
62332
65147
66403
70297
70870
135880
136584

146
164
415
524
560
663
665
701
859
963

45

Serogrupo
(Serotipo)
19 (19a)
19 (19R)
19 (19n)
14
19 (19a)
6 (6B)
6 (6B)
6 (6B)
19 (19a)
19 (193)
4
23  (23F)
14
14
23 (23F)
6 (6B)
19 (193)
6 (6B)
19 (19a)
19 (19a)
6 (6B)
6
19 (19a)
6
19 (193)
19 (19a)
19 (19a)
19 (193p)
14
19 (193a)
23 (23F)
19 (19a)
19 (193a)
19 (19F)
19 (19Aa)
19 (19F)

k360
[103]

0,63
5,61

9,23
0,68
2,25

-0,94
4,99
3,79

0,84

-8,16
0,83
0,55
8,20
4,06
5,08
9,32

-0,75
4,77

1,21

2,08
0,93

1,40

2,12
3,25

N O HENO Y

wwinwbann e

UFC
lodgyp

S
[=,]

W W W

=
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Tabla IV (continuacién)

HUNGRIA (2)

Aislado CMI Serogrupo Kigo UFC
(pg/ml) (Serotipo) [103) log,q

Hun 2773 0.5 14 4,23 4

Hun 2842 0.25 23  (23F) 5,21 5

Hun 2863 2 19 {194) 1,69 1

Hun 2888 0.12 14 7,46 3

Hun 4530 0.5 6 2,75 4

Hun 14210 0.12 9  (9N) 2,83 3

Hun 14315 2 19 (192) 0,77 1

Hun 17543 0.12 6 (6B) 2,29 4

Hun 18619 0.007 15 3,80 4

Hun 18620 0.015 39 1,40 4

Hun 18621 0.007 1 3,34 6

Hun 18622 0.007 13 3,50 6

Hun 18623 0.015 1 1,38 3

Hun 18624 0.007 10 4,10 4

Hun 18628 0.015 5 3,33 ‘4

Huan 21956 0.12 11 (11a) 2,69 2

Hun 21959 0.007 6 0,51 2

Hun 21960 0.007 4 0 4

Hun 21962 0.03 6 (6A) 1,76 5

Hun 21966 0.015 39 1,86 5

Hun 23995 0.25 19 (19A) 2,46 3

Hun 24058 2 11 (11A) 3,80 6

Hun 24369 0.12 11 (11a) 2,11 >6

Hun 25419 0.12 23 (23F) 0,69 2

Hun 27689 4 9 (9N) 0,09 4

Hun 27942 0.25 9 (9N) 0,23 4

ALASKA (1)

A 175 0.006 8

A 661 0.06 6

A 2513 0.5 6

A 2514 0.03 6

A 2515 0.03 6

A 2516 0.25 6

A 2517 0.25 6

A 2518 0.06 6

A 2519 0.06 6

A 2520 0.03 6

A 2521 0.03 6




Tabla IV (continuacién)
ALASKA (2)

Aislado

g epepepepper R R R R R R R R R A S

2522
2523
2524
2526
2527
2528
2529
2530
2531
2532
2533
2534
2535
2536
2537
2538
2539
2541
2542
2543
2544
2545
2546
2547
2548
2549
2550
2551
2552
2553
2554
2555
2556
2557
2558
2559
2560
2561
2562
2563
2564
2565

CMI
(pg/ml)

0.25
0.03
0.03
0.03
0.5
0.25
0.015
0.03
0.03
0.03
0.015
0.03
0.06
0.06

c\c\a\a\mc\c\a\c\mt:nma\c\mmmmmc\c\mmc\ma\mc\c\ma\mmmc\mmmo\mc\c\

47

Serogrupo
(Serotipo)
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Tabla IV {(continuacién)

ALASKA (3)

Aislado cM1 Serogrupo
(pg/ml) (Serotipo)

A 2566 0.5 6

A 2567 0.5 6

A 2743 0.015 6

A 2744 0.03 6

A 2745 0.015 6

A 2746 0.5 6

A 2747 0.03 6

A 2748 0.015 6

A 2749 0.03 6

A 2750 0.03 6

A 2751 0.25 6

A 2752 0.03 6

OTROS

Us 1961 2 23 (23F)

US 1969 2 23 (23F)

Us 1977 2 23 (23F)

Us 1983 2 23 (23F)

Us 10481 2 23 (23F)

Us 399123 1 14

Uus 937900 2 23 (23F)

Us 1071562 2 23  (23F)

Uus C.J.H. 1 14

Us M.G.H. 2 23

PNG 2955 2 6

Czch 29044 16 14

Czch 29055 8 14

kKigo — lisis producida mediante penicilina (10 x CMI) a las 6 h
k3go = Ln (Ap/Azgp) X min~!
UFC - medida de la pérdida de log;o en las unidades formadoras
de colonias (UFC), después de 4 h de tratamiento con

penicilina (10 x CMI)
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3.2. MATERIALES

3.2.1. PRODUCTOS ¥ REACTIVOS

Todos los productos gquimicos utilizados fueron de grado
analitico y disponibles comercialmente.

Acrilamida (Bio-Rad), N,N -metilenbisacrilamida (Bio-Rad}),
Almidén {(Connaught) y Agarocsa {FMC) fueron de grado
electroforético.

Los antibiéticos utilizados han sido: bencilpenicilina
(Eli Lilly & Co), piperacilina (Lederle), cefotaxima
(Roussell), cloranfenicol (Parke Davis), tetraciclina (Llorens)
y eritromicina (Estedi}).

[Bencil-4-3H]~penicilina, Sal de etilpiperidinio, con una
actividad especifica de 72,80 mCi/mg, fué donada por el Dr.
Allen N. Jones, Merck, Sharp & Dohme (Rahway, N.J., EE.UU.).
Este compuesto se prepara sintéticamente a partir de 6-APA y
para-[3H]-fenil-acetil-cloruro y se almacena a =-20°C para
limitar su degradacidén. Antes de cada experimento es necesario
eliminar la acetona de las muestras. La sal de piperidinio de
la bencilpenicilina posee la misma actividad biolégica que la
sal poté&sica, asi la cepa R6 muestra el mismo valor de CMI con
ambas sales. La ventaja de la sal de piperidinioc es que permite
su solubilidad en acetona disminuyéndose de esta forma la
degradacién de la penicilina radiactiva.

Los precursores radiactivos [a=-32P]dCTP y [o-32P]4TTP (30
Ci/mmol) fueron adquiridos a Amersham Internacional.
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Los &cidos desoxirribonucleicos del bacteriofago lambda y
del pléasmido pBR322 utilizados como marcadores de pesos
moleculares fueron obtenidos de Pharmacia. Los oligonucleétidos
utilizados se sintetizaron en el Departamento de Genética
Microbiana de la Universidad de Sussex. El iniciador universal
¥ los desoxinucledtidos fueron adquiridos a Boerinhger.

Se utilizaron las siguientes proteinas: enzimas de
restriccién (Pharmacia), fragmento de Klenow de la DNA
polimerasa I de E. coli (Boerinhger) Tag polimerasa (Cetus),
RNAsa y proteinasa K (Sigma). La autolisina neumocécica fué
purificada en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Rockefeller.

El material fotografico utilizado fué: Pelicula XAR-2
(Kodak) para fluorografia, pelicula Rx (Fuji) para
autorradiografia, y ©peliculas instanté&neas Polaroid 665
(positivo-negativo) y Polaroid 667 (positivo).

3.2.2. MEDIOS DE CULTIVO

Todos los aislados se crecieron en un medio semi~sintético
(medio “C") de pH 8,0, suplementado con extracto de levadura
(Difco) en una concentracién final de 1 mg/ml (medio "C+Y”).
Este medio descrito por Lacks y Hotchkiss en 1.960 fué
modificado posteriormente (Tomasz y Hotchkiss, 1964) para el
crecimiento de células en estado competente, por ello se le
llamé medio "C" ("C" de competencia). La Tabla V muestra la
composicién de este medio. En los experimentos de
transformacién genética se utilizaron dos modificaciones de
este medio: medio "CpH 8 + albGmina" (medio "C" suplementado
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con 800 mg/l de sercalbfimina bovina) y medio "CpH 6,6" (medio
"C" con un pH de 6,6).

Las placas de agar~sangre se prepararon disolviendo 40 gr
de Agar Tripticasa Soja (TSA) en 1 litro de agua destilada.
Después de esterilizar en autoclave durante 15 minutos, se dejoé
enfriar hasta 45°C y se le afiadié 5% de sangre de carnero
defibrinada y estéril. Para placas conteniendo antibiético, los
antibiéticos se afiadieron antes de distribuir las placas.
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Tabla Vv

Composicién del medio semi-sintético "C-

(Tomasz y Hotchkiss, 1.964)

Ingredientes por litro:

K,PO4H

8,5 g

Hidrolizado de Caseina (Difco) 5,0 g
2,0 g
2,0 g
0,5¢g

Acetato s6dico
Glucosa
MgCl,—-6H,0
Sacarosa
Cisteina
Glutamina
Triptéfano
Adenina

CaCl,
Pantotenato cdlcico
Acido nicotinico
Piridoxina—-HCl
Tiamina-HC1
Riboflavina
MnS0y-4H,0
FeS0,—~7H,0
CuS0,4-5H,0
ZnS04-~7H50

Biotina

200,0
35,0
10,0

6,0

25,0
0,5
0,5
0,5
0,2

mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
By
By
ole}
Hy
Jile)
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3.3. METODOS

3.3.1. CRECIMIENTO BACTERIANO

El crecimiento de los cultivos de neumococos se valoréd
mediante la medida de la densidad 6ptica (turbidez) o
absorbancia a 620 nm (DOgyp) utilizando un espectrofotémetro

(Sequioa~Turner Instruments). Los cultivos se prepararon a
partir de cultivos congelados con 108 unidades viables/ml (DOgszq
0,6) Yy glicerol a una concentracidén final del 10% (v/v). Para
su conservacién, los cultivos fueron congelados utilizando un
bafio de hielo seco-acetona y mantenidos a -70°C.

[
3.3.2. SEROGRUPADO (REACCION DE PRECIPITACION CAPSULAR)

El serogrupado de los neumococos se realizé mediante la
reaccién de precipitacién capsular o *“quellung” que es un
método basado en el fenémeno 6éptico que se produce al poner en
contacto el neumococo con su suero anticapsular homélogo, ya
que el precipitadec formado por 1la unién del polisacéride
capsular y el anticuerpo capsular homélogo posee propiedades
refractoras, y al microscopio, el neumococo aparece rodeado por
un halo.

A partir de un cultivo en medio sélido se preparé una
suspensién homogénea y poco densa. En un porta de vidrio se
realizé una extensién de la suspensién y se dejé secar a
temperatura ambiente. Sobre la extensién se colocaron vy
mezclaron 10ul de antisuero (Statens Seruminstitut, Dinamarca)
y 20pl de azul de metileno (1%). La preparacién se cubrié con
un cubre-cbijetos y se examiné al microscopio O6ptico con el
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objetivo de inmersién. Debido a la existencia de un elevado
nimero de tipos neumocécicos individuales, el tipado se realizé
en tres etapas: primero utilizando un suero polivalente
altamente concentrado, omnisuero, el cual reacciona con todos
los tipos capsulares neumocdcicos; después, la reaccién de
"quellung" se repitié con sucesivos sueros multivalentes,
compuestos por anticuerpos contra 7-11 tipos, hasta que se
encontré una reaccién positiva, y finalmente, se probaron los
antisueros contra tipos individuales comprendidos en el suero
multivalente hasta que se obtuvo una reaccién tipo-especifica.

3.3.3. EFECTOS DE LA PENICILINA EN LOS CULTIVOS

3.3.3.1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se define como
la concentracién menor de antibidtico gque no permite el
crecimiento del microorganismo. El estudio de los valores de
CMI se realizé en medio sdélide, utilizando placas de agar-
sangre a las gque se le afiadieron diluciones dobles de
bencilpenicilina, sal potésica (E1li Lilly & Co), que variaban
desde 0,007Fg/ml hasta Bpg/ml. Las placas se sembraron mediante
un replicador "Steers" utilizando como in6culo cultivos de 10°
UFC/ml en medio C+Y. Las placas fueron incubadas aerébicamente
durante 24 h a 37°C.

Las categorias de sensibilidad se establecieron siguiendo
los valores de CMIs determinados en el Manual dei Comité
Nacional para Laboratorios Clinicos Estandar M7-A-S2 de los
Estados Unidos (Jones, 1988), siendo: sensibles, CMI menor de
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0,12pg/ml; resistencia intermedia, CMI comprendida entre 0,1 y
1Fg/ml; resistentes, CMI mayor de lug/ml

3.3.3.2. CURVAS DE LISIS

La autolisis producida en el cultivo como consecuéncia de
su exposicién a penicilina fué medida en 10 ml de cultivo en
crecimiento exponencial (DOgyg 0,25, que corresponde a 108
UFC/ml), al cual se le afiadié el antibiético en una
concentracién final 10 veces superior al valor de su respectiva
CMI. Después de la adicién del antibiético se midié la DOgyq

del cultivo durante 6 h a intervalos de 30 min; asimismo, se
determiné la DOgyg de los cultivos a las 24 h de incubacién en
presencia de penicilina. Para evaluar la autolisis en fase
estacionaria se utilizaron cultivos control que no. habian
recibido el antibiético.

Las cantidades de autolisis se expresaron como la
constante de primer orden “kjgo" (Liu y Tomasz, 1985) donde Aj,

representa la lectura DOgg en el momento de adicién del
antibidético y Azgp €5 la lectura DOgyp después de 360 min (6 h)

de incubacién en presencia del antibiético

kigp = Ln (Ap/A3gp) X min~l

3.3.3.3. CURVAS DE SUPERVIVENCIA

Se estudid la supervivencia del cultivo para determinar el
efecto del tratamiento c¢on antibiético en el nimero de
bacterias viables del cultivo. Para ello, a partir de los

cultivos utilizados en 1las <curvas de lisis, se tomaron
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fracciones de 100p1 antes de la adicién del antibiético y
después de 4 h de exposicién. Las muestras fueron diluidas de
forma seriada en el medio C+Y suplementadc con 100 unidades de
penicilinasa por ml (Becton Dickinson) para eliminar el exceso
de penicilina, y sembradas en placas de agar-sangre. Se
determind el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC)
antes de la adicién del antibidtico (tiempo 0) y después de 4
horas de incubacién.

3.3.4. PASE DE LOS CULTIVOS

3.3.4.1. PASES CONSECUTIVOS IN VIVO

El pase de los cultivos in vivo se realizé ﬁediante
inyecci6én intraperitoneal en ratones. El ratén blanco es muy
sensible a la infeccién neumocécica cuando es inoculado por via
intraperitoneal, a partir del ratén muerto es posible aislar el
neumococo en un cultivo puro debido a que el ratén blanco suele
eliminar otras bacterias presentes en la muestra. Se inocularon
intraperitonealmente ratones hembras CD-1 de 8 semanas con 0,4
ml de un indéculo bacteriano en fase exponencial de crecimiento.
Los aislados bacterianos fueron pasados en ratones cinco veces
consecutivas de la siguiente manera. Grupos de 3 ratones fueron
inoculados utilizando inéculos densos (107-108 UFC) de un
aislado determinado. En un periodo de 12-24 h 1los ratones
morian de sepsis neumocécica; después, los bazos eran extraidos
asépticamente, homogeneizados, suspendidos en un medio
nutritivo e incubados a 37°C durante 16-18 h. Este cultivo fué

utilizado para inocular un segundo lote de animales.
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3.3.4.2. PASES CONSECUTIVOS IN VITRO

Los cultivos de neumococos fueron crecidos en el medio
semisintético C+Y aproximadamente durante 150-200 generaciones.

3.3.4.3. PASES EN MEDIO CONTENIENDO PENICILINA

Mediante la exposicién no continua a elevadas
concentraciones de antibiético se consigue una seleccién de
neumococos tolerantes pero con valores de CMI inalterados
(Moreillon y Tomasz, 1988). El procedimiento utilizado
consistié en someter 10 ml de cultivos en medio C+Y creciendo
en fase exponencial (108 UFC/ml) a un tratamiento con
penicilina en una concentracién 5 veces superior al valor de su
CMI. Después de una incubacién de 4 h las células se lavaron y
resuspendieron en un medioc libre de penicilina. Las bacterias
supervivientes se crecieron en medio C+Y y posteriormente,
fueron tratadas de nuevo con el antibiético. Este procedimiento
fué repetido durante 10 ciclos.

3.3.5. MARCAJE DE LAS PROTEINAS FIJADORAS DE PENICILINA (PBPs)

3.3.5.1. MARCAJE DE PBPs IN VIVO

Las Proteinas fijadoras de pehicilina (PBPs) fueron
identificadas al marcar bacterias vivas y completas con
penicilina radiactiva segin el método descrito por Williamson
et al. (1980). Se utilizaron fracciones de 1 ml de cultivos en
fase de crecimiento exponencial temprana, con densidades
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6pticas similares y representando 108 UFC/ml (aproximadamente,
80-100 pug/ml de proteina total). Los cultivos se incubaron
durante 10 min a 37°C con [3H]-bencilpenicilina Merck, Sharp &
Dohme) en una concentracién final de 1lug/ml; en los
experimentos disefiados para determinar la afinidad de las PBPs
hacia penicilina marcada, las fracciones del cultivo fueron
expuestas a una serie de concentraciones de @ [3H]-
bencilpenicilina que variaban de 10 a 5.000 ng/ml. El marcaje
de las PBPs se detuvo mediante la transferencia a un bafic de
hielo y por la adicién de un exceso de penicilina no marcada
(en una concentracién final de 200 pg/ml). Las bacterias fueron
recuperadas mediante una centrifugacién (6.000 x g, 10 min,
4°C) y el sedimento se resuspendid en 5041 de tampén fosfato
potdsico 50mM pH 7,0. Las células se lisaron mediante 1la
incubacién durante 10 min a 37°C en Sarcosil-NL-97 (INC
Pharmaceuticals) a una concentracién final del 2%.

Después de realizado el marcaje de las PBPs las muestras
fueron preparadas para electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida mediante la adicién de 25yl de tampén de
electroforesis Tris-ClH 0,008M pH 6,8 conteniendo SDS (3%),
glicerol (30%) y azul de bromofenol (0,02%); finalménte, se
afiadieron 10zl de 2-p-mercaptoetanol. |

3.3.5.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA

Se denomina "electroforesis" al transporte de particulas
en un campo eléctrico. En la electroforesis en presencia de 2~
B-mercaptoetanol y del detergente aniénico dodecil-sulfato
s6dico (SDS), las proteinas se disocian en sus subunidades ¥y
los complejos “"proteina-SDS" se comportan como particulas



59

alargadas en las que la longitud de 1la particulaj varia
inicamente con el peso molecular de las cadenas polipeptidicas.

Para la deteccién de las PBPs se utilizé un sistema de
electroforesis discontinuo en geles de poliacrilamida
conteniendo SDS. La electroforesis se realizé esencialmente
segin el método de Laemmly y Favre (1973), pero las
concentraciones de acrilamida y N,N -metilenbisacrilamida (Bio-
Rad) utilizadas fueron 7,49% y 0,12% en el gel separador y
3,58% y 0,057% en el gel concentrador, respectivamente. Los
tampones utilizados fueron Tris~ClH 1,5M pH 8,8 en el gel
separador y Tris—-ClH 0,5M pH 6,8 en el gel concentrador.

La electroforesis fué realizada a un voltaje constante de
60 voltios en el gel concentrador y 120 voltios en el gel
separador.

Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie (Bio-Rad)
por el método de Fairbanks et al. (1971) y decolorados mediante
varios cambios de una solucién de metanol:&cido acéticoEagua en
la proporcién 30:10:60.

3.3.5.3. FLUOROGRAFIA Y DETECCION DE PBPs

Los geles fueron preparados para fluorografia seglin el
método de Bonner y Laskey (1974). Para ello los geles fueron
impregnados en dimetil-sulféxido (DMSO)(EM Science) durante dos
periodos de 30 min, seguidos de un tratamiento durante 90 min
con PPO-DMSO al 20% (PPO, 2,5-Difeniloxazol). Posteriormente,
los geles fueron secados al vacio y expuestos a una pelicula
XAR-2 (Eastman Kodak) sensibilizada previamente. Este proceso
consistié en someter la pelicula a un pulso durante 40 seqg con
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un filtro 0 a 100 mA y 40 Kvp; mediante la utilizacién de este
tipo de pelicula se obtiene una relacién proporcicnal entre la
radiactividad incorporada y la impresién que aparece en la
pelicula (Laskey y Mills, 1975). El tiempo de exposicién de los
fluorogramas fué de 6 dias a =-70°C. Las peliculas se revelaron
utilizando un procesador Kodak RP X-Omat (Modelo MGB).

Los pesos moleculares de las PBPs fueron estimados
mediante comparacién con los controles de peso molecular
(Sigma) en los geles tefiidos con azul de Coomassie y'en los
fluorogramas. El nimero e intensidad de las bandas. en los
fluorogramas fué evaluado mediante una observacién visual.

L]

3.3.6. TRANSFORMACION GENETICA

3.3.6.1. PREPARACION DE DNA CROMOSOMICO

El procedimiento utilizado para la preparacién y
purificacién de DNA cromosémico implicé varias etapas (Sambrook
et al., 1989). Los cultivos de neumococo se crecieron en el
medio C+Y (200 ml) hasta alcanzar un valor de DOgyp igual a
0,650, después de lo cual fueron sedimentados mediante una
centrifugacién durante 10 min a 4°C (10.000 rpm en un rotor
Sorvall GSA). Los sedimentos fueron lavados y resuspendidos en
7 ml de tampdn TES (20mM Tris, 50mM ClNa, 10mM EDTA) pH 7,5.
Posteriormente, se afiadieron 100pl de desoxicolato sédico al 4%
y se incubaron a 37°C durante 5-15 min hasta que fué evidente
la 1lisis de 1las células (observdndose una pérdida en la
turbidez y un aumento en la viscosidad de la suspensién debido
a la liberacién del DNA). E1 1lisado celular obtenido fué

i
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desproteinizado dos veces mediante la agitacién en una mezcla
compuesta por fenol:cloroformo:iscamilalcohol en la proporcién
25:24:1. El1 RNA fué hidrolizado enzim&ticamente mediante el
tratamiento durante 1 h a 37°C con ribonucleasa A (Type I-AS,
Sigma) en una concentracién de 100 upg/ml (la ribonucleasa fué
hervida previamente durante 15 min para inactivar cualquier
posible nucleasa contaminante). Después, se repitié el
procedimiente de desproteinizacién hasta que la interfase
conteniendo las proteinas fué menor de lmm de espesor. E1 DNA
fué precipitado afiadiendo suavemente dos volGmenes de etanol
absoluto a =70°C; para eliminar los contaminantes solubles en
agua, el DNA precipitado fué lavade con etanol al 70%.
Finalmente, el DNA se disolvié en tampén TE (10mM Tris, 1mM
EDTA) pH 8,0; el volumen de tampén TE afiadido varié en funcién
de la cantidad de DNA obtenido, como norma general se pretendié
ajustar a una concentracién de lpg de DNA por ml de tampén.

Para valorar la concentracién de DNA en una muesfra pura
(es decir, sin cantidades importantes de contaminantes como
proteinas, fenol u otros &cidos nucleicos) el método més simple
consiste en medir la cantidad de radiaccién UV absorbida por
las bases nitrogenadas (Sambrook et al., 1989). Para ello, las
soluciones de DNA fueron sometidas a lecturas a 260nm y 280nm
en un espectofotémetrc (LKB-Biochrom); 1la 1lectura a 260nm
permitié calcular la concentracién de &cidos nucleicos de la
muestra ya que a esa longitud de onda una densidad 6ptica de 1
correponde aproximadamente a 50 pg/ml de DNA de doble cadena,
40 pg/ml de RNA o DNA de una séla cadena, 6 a 20 pg/ml de
oligonucledtidos.

La relacién entre las lecturas de absorbancia a 260nm y
280nm (DO3g0/D0sgg) dd4 una aproximacién de la pureza del Acido

nucleico; de forma que las preparaciones puras de DNA y RNA
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poseen una relacién de 1,8 y 2,0 respectivamente, sin embargo
la relacién es menor de estos valores cuando existe
contaminacién con fenol o proteinas.

3.3.6.2. PREPARACION DE CELULAS EN ESTADCO COMPETENTE

En S. pneumoniae la competencia para la transformacién
genética es un estado celular especializado (Tomasz, 1971)
(Morrison et al., 1982) (Morrison, 1990). Las c¢élulas alcanzan
este estado s6lo en un cultivo creciendo activamente y con una
concentracién celular determinada (Tomasz y Hotchkiss, 1964)
(Tomasz, 1966). El estado de competencia estd regulado por una
proteina llamada "Factor de competencia" (FC), de forma gque
cuando el FC se acumula por encima de un determinado nivel se
induce la competencia del cultivo. La respuesta celular frente
al FC es compleja y origina algqunas propiedades nuevas en el
cultivo, entre ellas la posesién de un sistema més efectivo
para procesar el DNA durante la recombinacién (Chandler vy
Morrison, 1987).

El procedimiento utilizado para obtener células
competentes fué una modificacién del método de Tiraby y Fox
(1974). Un cultivo de 107 células/ml crecidas en medio CpH 6,6
fué utilizado como inéculo en el medio CpH 8 + alblimina, en una
proporcién 1:10, seguido de una incubacién a 37°C. El tiempo de
incubacién a 37°C necesario para alcanzar el O6ptimo en el
estado de competencia varié entre 60 y 90 min dependiéndo del
tiempo de generacién del cultivo utilizado. Pasado este tiempo,
se tomaron fracciones del cultivo (2,5 ml) e incubaron a 30°C
durante 30 min, después de lo cual las células se encontraban
en estado competente. Las células competentes se conservaron
congeladas a -70°C en glicerol al 10%.
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La competencia del cultive se valoré al realizar una
transformacién utilizando un DNA que codifica para resistencia
a estreptomicina; la resistencia a este compuesto se consigue
en un Unico ciclo y es un caracter gque presenta una alta
frecuencia de transformacién. E1 estado de competepcia se
determiné como el nimero de colonias resistentes a
estreptomicina obtenidas en el experimento de transformacién.

3.3.6.3. TRANSFORMACION

Se utilizé una modificacién del método de Kent et al.
(1963). Una fraccién de 100ul de la suspensién de. células
competentes (conteniendo 2-5 x 10° unidades viables) fué
afiadida a 0,9 ml de medio CpH 8 + albtimina. Se realizé una
preincubacién durante 5 min a 30°C para asegurar que las
células competentes alcanzaron esta temperatura; después, se le
afiadié 1lpyg de DNA. La mezcla se incubé a 30°C durante 30 min
para permitir la interaccién entre las cé&lulas competentes y el
DNA; pasado este tiempo, las células se diluyeron en 2 ml del
medio C+Y y se incubaron a 37°C durante 90 minutos para
permitir la expresiém del fenotipo transformado. Al final del
tiempo de expresién, los cultivos se valoraron para el nimero
de organismos viables <totales y para organismos capaces de
crecer bajo las condiciones selectivas de los marcadores
implicados (placas de agar-sangre conteniendo antibiético). En
todos los experimentos de transformacién, los tubos control
fueron procesados igual que los tubos experimentales, excepto
que en ellos no se afiadié DNA.
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3.3.6.4. AISLAMIENTO DE TRANSFORMANTES

El aislamiento de transformantes resistentes a penicilina
implica varioes ciclos de transformacién (Shockley y Hotchkiss,
1970). Las colonias transformantes obtenidas después del primer
ciclo de transformacién y recogidas a partir de placas
conteniendo una determinada concentracién de penicilina, se
purificaron en placas de agar-sangre sin antibidtico vy
posteriormente, en medio C+Y. Los cultivos transformantes asi
obtenidos se conservaron a =-70°C.

La construccién de transformantes con un nivel superior de
resistencia a penicilina requirié otro ciclo de transformacién,
en el que se utilizaron como receptores de DNA las fcélulas
competentes obtenidas a partir de los transformantes del primer
ciclo. Todos los transformantes se purificaron en placas de
agar-sangre y en medio C+Y antes de ser almacenados a -70°C en
un medio conteniendo glicerocl al 10%.

3.3.7. ESTUDIO DE LOS PEPTIDOS DE PARED CELULAR

Se puede determinar el esqueleto peptidico de las paredes
celulares del neumococo utilizando un procedimiento consistente
en solubilizar las paredes celulares con la autolisina
neumocécica, fraccionar el material peptidico obtenido ¥y
someterlo a cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
(Garcia-Bustos et al., 1987).
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3.3.7.1. PREPARACION DE PAREDES CELULARES

Las paredes celulares se prepararon segin el método
descrito previamente (Garcia~Bustos et al., 1987). Los
neumococos se crecieron en el medio C+Y hasta alcanzar la fase
exponencial de crecimiento, correspondiente a una DOgyqg entre
0,5-0,6. Las células fueron sedimentadas mediante una
centrifugacién a 4°C, 5.000 x g, durante 15 min; el sedimento
se resuspendié en tampédn Tris-ClH 50mM pH 7,0. Para inactivar
la autolisina se le afiadié SDS al 5% a la suspensién celular,
hirviéndose durante 15 min. Se dej6é enfriar a temperatura
ambiente y se centrifugd a 10.000 rpm en un rotor Beckman SS34
durante 10 min. El sedimento fué lavado dos veces en ClNa 1M y
tres veces en agua destilada para eliminar el SDS.
Posteriormente, se realizé la desintegracién de las células
sometiéndolas a 10 ciclos de 1 min de agitacién mecénica con
bolas de vidrio (Serva 20-120). El grado de rotura se comprobé
mediante un examen al microscopio. Después, se realizé una
centrifugacidén a 2,000 rpm (5 min, temperatura ambiente) en un
rotor SS34 para separar las c¢élulas intactas de las paredes
celulares. El sobrenadante fué sometido a una nueva
centrifugacién a 15.000 rpm (rotor 8S34) durante 15 min a
temperatura ambiente, de esta forma las paredes quedaron
sedimentadas.

Las paredes fueron resuspendidas en tampén Tris 100mM pH
7,5 conteniendo NaN3 al 0,05%. Para degradar las &cidos

nucleicos, las suspensiones de pared se sometieron a un
tratamiento a 37°C durante 2 horas con MgSO; (20mM

concentracién final), DNAsa (1l0pg/ml) y RNAsa (50ug/ml). Para

degradar las proteinas se afiadié una proteasa, tripsina, en una
concentracién de 10ng/ml, adem&s se afadié CalCl, 10mM para

prevenir la autodigestidén de la tripsina. Se dejé actuar a 37°C
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durante toda la noche con agitamiento magnético. Se le afiadié
SDS (concentracién final 1%) a 60-80°C durante 15 min para
eliminar todas las proteinas; después de lo cual se realizé una
sedimentacién y un lavado posterior en agua destilada a 15.000
rpm (rotor S$834) durante 15 min a temperatura ambiente.

El sedimento asi obtenido se resuspendié en ClLi 8M para
eliminar el material adherido mediante puentes iénicos, como
por ejemplo el &cido teicoico recién sintetizado. Después, se
sometié a una centrifugacién a 15.000 rpm durante 15 min a
37°C. El1 sedimento fué lavado dos veces con EDTA 100mM para
eliminar los cationes divalentes. Posteriormente, se le afiadié
acetona para asegurar que no existe Acido lipoteicoico en este
puntc de la preparacién; se lavé y se resuspendid en agua
destilada. Las paredes fueron conservadas liofilizadas; por
término medio, se obtuvieron 7,6 mg de pared seca por litro de
cultivo inicial.

3.3.7.2. DIGESTION CON AUTOLISINA

La autolisina neumocécica es una amidasa N-acetil muramil-
L-alanina, que rompe el enlace amida entre los residuos de L-
alanina y de &cido muré&mico originando dos clases de productos:
una fraccién de elevado peso molecular gue contiene el
esqueleto de glucano y los &cidos teicoicos, y una fraccién de
peso molecular menor gque contiene los monémeros, dimeros Yy
trimeros del tetrapéptido.

La digestidn se realizé segln el método descrito por
Garcia-Bustos et al. (1987), para lo cual fué necesario
resuspender la pared celular 1liofilizada en un tampén
consistente en N-metilmorfolina-acido acético 50mM pH 7,0 con
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0,1% de Brij—-35, el detergente se utilizé para aumentar la
estabilidad del enzima. La autolisina se afiadié en una
concentracién de 50mM por mol y se dejé actuar durante 18 horas
a 37°C con agitacién magnética. Pasado este tiempo, se realizé
una sedimentacién en minifuga durante 15 min, el sobrenadante
se aspiré y el sedimento se secé al vacio. <Cuando la
solubilizacién no fué muy efectiva, el sedimento se sometid a
una nueva digestién con autolisina.

Para extraer el tampén residual el sedimento seco se
resuspendié en acetona {(calidad UV) mediante sonicacién hasta
gue se obtuvo un precipitade fino. Después, se realizé una
centrifugacién durante 15 min en una minifuga. El precipitado
se secé Yy resuspendié en una solucién de
agua:acetonitrilo:isopropanol  (30:25:25) conteniendo 4cido
trifluorocacético (ATF) al 0,1% (v/v) para extraer los péptidos.
Se realizé una nueva sedimentacién durante 15 min en minifuga.
El sobrenadante se secé mediante evaporacién al vacio, y el
residuo, conteniendo los péﬁtidos, se disolvié en ATF al 0,1%.
Después de este procedimiento los péptidos guedaron preparados
para su andlisis mediante cromatografia 1liquida de alta
resolucién (HPLC).

3.3.7.3. ANALISIS DE LOS PEPTIDOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia es un método de separacién en el que las
mezclas se resuelven en funcién de la diferente movilidad de
sus constituyentes durante su paso a través de una columna
cromatografica. El proceso de separacién estd determinado por
la distribucién de sustancias entre dos fases: la fase mévil y
la fase estacionaria. La interaccidén que se produce entre las
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moléculas de soluto y las moléculas de cada fase viene
determinada por las propiedades fisicas y quimicas de 1las
moléculas de soluto en un medio dado (Krstulovic y Brown,
1982). La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
permite una separacién altamente resolutiva mediante la
utilizacién de soportes cromatograficos particulados
uniformemente. La utilizacién de HPLC permite la separacién y
recuperacién de sustancias volétiles, por lo que se recomienda
para resolver moléculas de alta polaridad, de elevado peso
molecular, con elevado nimero de grupos iénicos o térmicamente
inestables; todas estas propiedades son caracteristicas de la
mayoria de las macromoléculas biolégicas (Hancock y Sparrow,
1983).

La HPLC se realizé en un sistema similar al descrito por
Garcia-Bustos et al. (1988); se utilizé un gsistema
cromatogrdfico Waters (Waters Associates, Mass.) constituido
por un sistema controlador 721, dos bombas 510, un inyector U6K
y un médulo de datos 730. El detector espectrofotométrico
utilizado fué 1ISCO-V4 de longitud de onda wvariable, con una
longitud de via de 6mm y un volumen celular de flujo de 3,5ul.
Se utilizé una columna VYDAC 218TP54 (The Separation Group,
Calif.) El solvente de elucién fué un gradiente lineal de 100
min desde 0,1% de ATF (Pierce) hasta 15% acetonitrilo (Burdick)
en 0,1% ATF, bombeado a un flujo de 0,5 ml/min.

Las fracciones eluidas fueron detectadas por su
absorbancia a 210 nm (Rj;g0), siendo ésta la longitud de onda a

la que absorven las uniones amidas de los péptidos.
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3.3.8. ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS

Esta técnica permite caracterizar los organismos en
funcién de la movilidad electroforética relativa de enzimas
celulares solubles en agua. La carga electrostdtica neta y por
consiguiente, 1la migracién de wuna proteina durante la
electroforesis viene determinada por su secuencia de
aminodcidos; por lo que las variantes en movilidad de una
enzima ("electromorfos", "aloenzimas" o “isoenzimas") pueden
ser asociadas a alelos en el locus del gen estructural
correspondiente (Selander et al., 1986). La ventaja principal
de esta técnica es que permite relacionar directamente la
movilidad con la variacién alélica de los genes especificos que
codifican para enzimas especificas.

3.3.8.1. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Los cultivos de neumococos se crecieron en el medio C+Y en
volimenes de 200ml, hasta alcanzar una fase de crecimiento
exponencial (DOgygp 0,6). Las células se sedimentaron mediante
una centrifugacién a 15.000 g durante 10 min y el sedimentc fué
resuspendido en 1,5 ml de tampén TE pH 8 (Tris-ClH 50mM y EDTA
5mM) . Posteriormente, las células s8e lisaron mediante
sonicacién con una micropunta durante 45 segundos a 4°C y el
extracto obtenido se centrifugé a 20.000 x g durante 20 min a
4°C. Alicuotas del sobrenadante se congelaron a -70°C hasta el
momento de realizacién de la electroforesis.
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3.3.8.2, ELECTROFORESIS EN GELES DE ALMIDON

Se realizé un método similar al descrito por Selander et
al. (1986), para lo cual se utilizaron geles de almidén
{(Connaught) al 11,4% en el correspondiente tampén (consultar
Tabla VI). El tamafic de los geles fué de 19 x 21 cm. Las
muestras (lisados celulares) se impregnaron en papel Whatmann
3MM (9 x 6 mm) y se colocaron, a intervalos de 3 mm, en un
corte continuo realizado previamente en el gel. En ambos
extremos se utilizé papel impregnado en marcador de amaranto
como marcador de la electroforesis. Se utilizé un aparato de
electroforesis horizontal para geles de almidén; la
electroforesig se realizé a voltaje constante, variande de 150
a 300 voltios en funcién del tampén utilizado. Después de la
electroforesis se cortaron 3 o 4 l&minas horizontales del gel
(de 1 a 2 mm de grosor) y se incubaron a 37°C en la solucién de
teflido para la enzima correspondiente.

3.3.8.3. TENIDO PARA ENZIMAS ESPECIFICAS

El tampdén y colorante utilizados para cada enzima estdn
reflejados en la Tabla VI. Después de aifiadir el colorante, los
geles se incubaron a 37°C en oscuridad hasta que se observé la
aparicién de bandas; el tiempo de incubacién varié desde 10 min
hasta varias horas. El gel se lavé en agua y se fijé con una
mezcla de &cido acético:metanocl:agua en la proporcién 1:5:5.
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Tabla VI

Enzimas analizadas y sistemas recomendados para su estudio

1.~ SOLUCIONES DE TENIDO PARA OXIDORREDUCTASAS

{DESHIDROGENASAS)

Enz . Sustrato y Tampén sal Coenzima
Enzima acoplada

LDH DL-Lactato de litio Glicil-glicina 'NAD

0,1M (pH 7,5)

GP1 Fructosa difosfato Tris-ClH Na,HAs0,4-7H,0 NAD
Aldolasa (pH 8,0) NADP

GP2 Fructosa difosfato Tris-ClH Na,HAs04-7H,0 NAD
Aldolasa (pH 8,0) NADP

6PG Ac-6-Fosfoglucénico Tris-C1lH MgCl, ©0,1M NADP

(pH 8,0)

ADH Etanol Tris-ClH NAD
Isopropanol (pH 8,0)

2.- SOLUCIONES DE TENIDO PARA TRANSFERASAS

Enz Sustrato y coenzima Tampén y sal Catalito

NSP Iosina Fosfato sédico MTT
Xantina oxidasa (pH 7,0) PMS

ADK Glucosa Tris-ClH 0,2M MTT
ADP (pH 8,0) PMS
Hexoquinasa MgCl, 0,1M
Glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa

NADP

PGM Glucosa-l-fosfato Tris-ClH 0,2M MTT
Glucosa-1, 6-difosfato (pH 8,0) PMS

Glucosa-6-fosfato MgCl, 0,1M

deshidrogenasa
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Tabla VI (continuacioén)

3.- SOLUCIONES DE TENIDO PARA HIDROLASAS

Enz Sustrato y enzima Tampén y sal Colorante

EST a/B-naftil acetato Fosfato sédico Azul répido
g/B-naftil-propionato (pH 7,0)

LAP Hidrocloruro de KH,P04 0,1M (pH 5,5) Negro K
L-leucina-p-naftilamida MgCl, 0,1M

4 .- SOLUCIONES DE TENIDO PARA ISOMERASAS

Enz Sustrato y enzima Tampén y sal Catalito

PGI Fructosa-6-fosfato Tris-ClH 0,2M (pH 8,0) PMS
Glucosa-6-fofato MgCl, 0,1 M MTT

deshidrogenasa

NADP

LDH L-lactato deshidrogenasa

GP1 Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (locus 1)

GP2 Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (locus 2)

6PG 6-Fosfogluconato deshidrogenasa

ADH Alcochol deshidrogenasa

NSP Nucle6sido fosforilasa

ADK Adenilatoc quinasa

PGM Fosfoglucomutasa

EST a/B-naftil propionato esterasa

LAP Leucina aminopeptidasa

PGI Fosfoglucosa isomerasa

MTT dimetiltiazol tetrazolio

PMS fenazina metosulfato
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3.3.9. DIGESTION DE DNA CROMOSOMICO

Al digerir el DNA bacteriano con enzimas de restriccién y
someterlo a electroforesis en geles de agarosa se consigue un
patrén de fragmentos de DNA; el médelo de bandas obtenido es
especifico del organismo y estd determinado por un nimero
restringido de sitios disponibles para la rotura enzimética
caracteristico del DNA.

3.3.9.1. DIGESTION CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

El DNA cromosémico se obtuvoe mediante el procedimiento
mostrado en la seccién 3.3.6.1. La digestién se realizé
mediante una modificacién del método descrito previamente
(Viering y Fine, 1989); para lo cual 4ug de DNA cromosémico se
digerieron durante 18 horas a 37°C en un volumen de 20pul
conteniendo la enzima de restriccién y el correspondiente
tampén; como control de tamafio molecular se digerieron 0,5ug de
DNA del bacteriéfago lambda. El tampén utilizado fué “"One-Phor-
All" PLUS (Pharmacia), concentrado 10 veces y compuesto por
Tris—-acetato 100mM (pH 7,5), acetato magnésico 100mM y acetato
potésico 500mM. La digestién se realizé en exceso de enzima de
restriccién, utilizéndose 40 unidades de enzima para digerir
4pg de DNA; las dos enzimas de restriccién utilizadas reconocen
secuencias de 6 nucled6tidos HindIII (A/AGCTT)Y vy EcoRI
(G/AATTC) .

Antes de realizar la electroforesis, al DNA digerido se le
afiadié un marcador (5ul) compuesto por EDTA 1mM, ficol (20%),
sacarosa (40%) y azul de bromofenol (0,25%).
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3.3.9.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

El DNA digerido enzimidticamente se sometid a
electroforesis en geles de agarosa (Seakem, FMC) al 0,4% y de
un tamafio 20 x 25 x 0,9 cm. La electroforesis se realizé en una
cubeta horizontal a un voltaje constante de 50 voltios durante
18 horas. El1 tampén de electroforesis utilizado fué Tris-
acetato pH 8,0, compuestoc por Tris—acetato 0,04 M y EDTA 1mM.

Después de la electroforesis, los fragmentos de DNA se
tifieron durante 1 hr con una solucién de 1lug/ml de bromurc de
etidio en tampén Tris-acetato. Después de tefiido, el gel se
lavé durante varias horas en agua destilada para eliminar el
exceso de bromuro de etidio., Posteriormente, el gel fué
visualizado con luz UV de onda corta (302 nm) y fotografiado
con pelicula Polaroid 665 (“Positive/Negative Instant Pack
film") o Polaroid 667 (“"Coaterless Instant Pack film").

3.3.10. DIGESTION DEL GEN DE LA PBP 2B Y 2X

Un método adecuado para examinar la diversidad genética de
un loci particular es el andlisis de los fragmentos obtenidos
al digerir mediante enzimas de restriccién un gen obtenido a
partir de DNA amplificado. El principio es similar al de DNA
cromosémico, pero implica la amplificacién de una secuencia
corta del DNA, en este caso los genes que codifican para la PBP
2B y PBP 2X. Los fragmentos amplificados son digeridos con
enzimas de restriccién que cortan frecuentemente, marcados en
los extremos, fraccionados en un gel de poliacrilamida y
sometidos a autorradiografia {(Zhang et al., 1990).
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3.3.10.1. AMPLIFICACION GENICA MEDIANTE LA REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método
que permite la amplificacién de un fragmento de DNA superior a
un millén de copias. Es un método sencillo basado en ciclos
sucesivos y automdticos de tres reacciones: desnaturalizacién
de DNAR, anillamiento de DNA y extensién de una secuencia
inicial ("primer® o iniciador). La eficacia de la amplificacién
se ha aumentado con la utilizacién de la enzima termoestable
Tag polimerasa (Chien et al., 1976) capaz de tolerar las etapas
de desnaturalizacién térmica de la PCR sin una pérdida de
actividad. La especificidad de la amplificacién con PCR esté
basada en dos oligonucleétidos iniciales que flanquean el
fragmento de DNA a amplificar e hibridan con 1las cadenas
opuestas; para las amplificaciones de DNA se necesitan estos
oligonucleétidos sintéticos iniciales por lo que su utilizacién
estd limitada a elementos genéticos perfectamente conocidos
(White et al., 1989). '

La amplificacién se realizé utilizando un procedimiento
similar al descrito por Zhang et al. (1990):

- Un fragmento de 1,5 Kb que codifica para el dominio
transpeptidasa de la PBP 2B (EMBL/GenBanK/DDBJ Nucleotide
Sequence Database accession X13136-X13137) (Dowson et al.,
1989a) se amplificé a partir de DNA cromosémico (seccidn
3.3.6.1) mediante PCR utilizando los oligonucledtidos
iniciadores: Pn2Bup (dGATCCTCTAARATGATTCTCAGGTGG, nucledtidos

812-836) y Pn2Bdown (dCAATTAGCTTAGCAATAGGTGTTGG, nucledtidos
2316-2292)



76

- El1 gen de la PBP 2X (EMBL/GenBank/DDBJ Nucleotide Sequence
Database accession X16367) (Laible et al., 1989) se amplificé a
partir de DNA cromosdmico como un fragmento de 2,0 Kb
utilizando los siguientes oligonucledtidos sintéticos: Pn2Xup
(dCGTGGGACTATTTATGACCGAAATGG, nucledtidos 478-503) y Pn2Xdown
(dAATTCCAGCACTGATGGAAATAAACATATTA, nucleétidos 2533-2503)

La mezcla de reacci6n para PCR (100ul) contenia: 1lpg de
DNA cromosémico, 1yM de cada uno de los dos oligonucledtidos
iniciadores, RC1 50mM, tamp6én Tris-ClH 10mM pH 8,4, MgCl,
2,5mM, 200pM de los deoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) y 200pg
de gelatina. La mezcla se calentd a 90°C durante 5 min y se
enfrié durante 30 min a 52°C. Después, se le afiadieron 2
unidades de la enzima Taqg polimerasa (Cetus). La amplificacién
se realizd durante 20 ciclos; cada ciclo consistié en 6 min de
extensién a 70°C, 1 min de desnaturalizacién a 95°C y 2 min de
anillamiento a 50°C. La etapa final de extensién a 70°C se
prolongé durante 5 min adicionales. Las muestras se enfriaron a
4°C durante 10 min.

La muestras se aplicaron a un gel de agarosa al 0,6% y los
fragmentos amplificados, correspondientes a la PBP 2B o a la
PBP 2X, se extrajeron del gel, se purificaron con Gene-Clean
(Bio 101, La Jolla) y se resuspendieron en tampénm TE Tris-ClH
lomM, EDTA 1mM (pH 7,4) en una concentracién de 10ng/ul.

3.3.10.2. DIGESTION Y MARCAJE DE LOS FRAGMENTOS

Un total de lpl del fragmento del gen purificado (10 ng
aproximadamente) fué digerido durante 1 hora a 37°C con dos
unidades del enzima de restriccién; el fragmento del gen de 1la
PBP 2B fué digerido con StyI o HinfI, mientras que el fragmento
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del gen de la PBP 2X lo fué con Hinfl o bien se realizé una
digestién doble con MseI y Ddel. Las secuencias gque reconocen
estas enzimas son: StyIl [C/C(A o T)(A o T)GG), HinfI [G/ANTC],
Ddel [C/TNAG] y Msel [T/TAAR]. El volumen final de digestién fué
de 10pl conteniéndo ademés: tampén Tris-ClH 50mM pH 7,5, ClNa
100mM, MgCl, 10mM y ditiotreitol 1mM. Posteriormente, se le
afiadieron 5pl de una mezcla de marcaje y se incub6é durante 10
min a temperatura ambiente; la mezcla de marcaje contenia:

- Para DNA digerido con StyI Tris-ClH 10mM pH 7,4, MgCl, 10mM,

ditiotreitol 6mM, dATP 0,1mM, dTTP 0,1lmM, dGTP 0,1lmM, 0,6 mCi
de [0~32P]dCTP por Fl vy 0,1 unidades/pl del fragmento Klenow.

- Para DNA digerido con HinfI o con Ddel + Msel, la mezcla de
marcaje fué la misma excepto que como nucledtido marcado se
utilizé ([o-32P)JATTP, por lo que el dTTp no marcado fué
sustituido por d4CTP 0, 1mM.

3.3.10.3. ELECTROFORESIS

A la mezcla de marcaje (7pl) se le afladieron ZFl de tampén
de electroforesis; 5ul de la mezcla resultante se sometieron a
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 6% con un tamafic
de 31 x 39cm y en condiciones no desnaturalizantes. Como
marcador se utilizé DNA del plé&smido pBR322 digerido con Hpall
y marcado en los extremos con [a-32P]dCTP.

La electroforesis se realizé a un voltaje constante de 600
voltios hasta que el marcador de azul de bromofenol se situé a
10 cm del extremo inferior del gel. El1 gel fué fijado,
transferido a papel de filtro Whatmann n® 1 y secado al vacio.
Se realizé una autorradiografa de 4 a 24 horas en una pelicula
de rayos X (Fuji RX).
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4. RESULTADOS

4.1. ESTUDIO DE LA LISIS Y PERDIDA DE VIABILIDAD INDUCIDA POR
PENICILINA

El tratamiento con penicilina origina dafios irreversibles
en las bacterias como lisis, degradacién de la pared celular y
una répida pérdida de viabilidad. Se estudié el efecto de 1la
penicilina en la lisis y supervivencia de 93 aislados clinicos
que presentaban un amplio rango de valores de CMI frente a
penicilina y procedentes de Espafia, 34 aislados, Hungria, 35
aislados y Sur&frica, 24 aislados (paises con una alta
incidencia de neumococos resistentes a penicilina). Para ello
cultivos creciendo exponencialmente en medio liquido fueron
tratados con penicilina en una concentracién 10 veces superior
al valor de su CMI, determindndose el efecto del antibiético en
la densidad 6ptica y en el titulo de organismos viables del
cultivo. ‘

4.1.1. LISIS DE LOS CULTIVOS MEDIANTE TRATAMIENTO CON
PENICILINA '

Para el estudio de la lisis mediante el tratamiento con
penicilina se utilizaron como control las cepas de laboratorio
sensibles a penicilina R6, con una autolisina activa, vy
R6RUP25, con el gen de la autolisina no funcional.

La Figura 5 muestra el efecto de la penicilina en la
densidad 6ptica de los cultivos de las cepas control y de
algunos aislados clinicos analizados. La cepa control R6 que
posee una autolisina activa resulta lisada muy r&pidamente,
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como se deduce por el répido descenso observado en la turbidez
del cultivo después del tratamiento con penicilina. En
contraste, la cepa de laboratorioc carente de una autclalisina
funcional, R6RUP2S5, deja de crecer en respuesta al tratamiento
con penicilina, pero s6lo muestra un descenso minimo en la
densidad ©6ptica del cultivo. Los 93 aislados <clinicos
analizados mostraron unos valores de turbidez intermedios a los
encontrados en las cepas control.

El grado de autolisis se midié utilizando la constante
k3go, la Tabla IV recoge estos valores para los aislados

analizados. Se establecieron tres categorias de 1lisis en
funcién de los valores k3gp obtenidos:

1. Lisis negativa (~) que se corresponde a un valor Kizgg menor

de 1 y equivalente a la lisis obtenida en la cepa control
R6RUP25 deficiente en autolisina (R6RUP25 kzgq 0,3)

2. Lisis muy positiva (++), correspondiente a valores kjgo

superiores a 3, e incluyendo a aislados ¢ue presentan una
respuesta litica similar, o ligeramente inferior, a la mostrada
por la cepa R6 con un sistema autolitico funcional ( R6 kigp

7,3) f

3. Lisis positiva (+) gue comprende valores kjzo mayores de 1 e

inferiores a 3; en esta categoria se agrupan los aislados que
presentan un patrén de lisis intermedio.

Los resultados obtenidos al analizar 1la lisis en la
muestra de 93 aislados clinicos estén reflejados en ia Tabla
VII. Se puede ocbservar que los aislados se distribuYeron de
forma homogénea en las tres categorias, ya que aproximédamente
un 30% de los aislados aparece incluido en cada una de las tres
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Figura 5§

Curvas de lisis producidas por penicilina. ?

Cultivos (10 ml) en fase de crecimiento exponencial (108
UFC/ml) se sometieron a penicilina en una concentracién final
de 10 X CMI. La penicilina se afiadié a tiempo 0, la densidad
6ptica de los cultivos se siguié durante 6 horas. Estéan
representados cultivos incluidos en las tres categorias de
lisis, siendo sus respectivos valores k3gg: R6RUP25 (kigg 0,32),

SA 8249 (kBGO 0,63), Hun 18620 (kgso 1,406), Sp 1827 (;{350 3,49)
¥ R6 (k360 7,57).
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Lisis producida por penicilina (10 x CMI)

Penicilina
CMI (ug/ml)

<0,1

0,1 -1

>1

Patrén de lisis

Nimero (=) (+)
aislados <1 1-3
24 6 7
27 6 9
42 23 12

(38%) (30%)

a8 valores kigp x 103, donde

k3go = Ln(Rg/R3e0) X min~i

(++)
>3a

11
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categorias. Cuando se consideran los aislados en funcién del
valor de su CMI se obtiene que el 25% (6/24) de los aislados
sensibles y el 55% (23/42) de los resistentes a penicilina (CMI
> 1lpg/ml) presentan un patrén de lisis negativa (-) similar al
de la cepa control R6RUP25 deficiente en autolisina. Por otra
parte, un 54% (13/24) de los aislados sensibles y un 83%
(35/42) de los aislados resistentes analizados presentan un
patrén de lisis disminuida (lisis negativa o positiﬁa) con
respecto a la cepa control R6.

4.1.2. SUPERVIVENCIA DE 10O0S CULTIVOS DESPUES DE TRATAMIENTO CON
PENICILINA

Para estudiar el efecto de la penicilina en la viabilidad
de los cultivos fué necesario analizar la supervivencia de
estos después del tratamiento con el antibidtico. La Tabla IV
recoge los valores obtenidos en el descenso del nimero de
organismos viables en la muestra de 93 aislados clinicos. Como
control se utilizé la cepa de laboratorio R6, en la cual la
penicilina provoca un descenso de 5 &6rdenes de magnitud en el
logaritmo del nimero de unidades formadoras de colonias. La
Figura 6 muestra la supervivencia después del tratamiento con
penicilina de algunos aislados representativos de la muestra
estudiada.

Se establecieron dos categorias en funcién del descensc de
viabilidad producido por penicilina: '

1. Descenso igual o superior a 5 Ordenes de magnitud en el
logaritmo del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC),
y equivalente al producido en la cepa control R6.
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2, Descenso inferior a 5 6rdenes de magnitud en el lecgaritmo de
UFC después de 4 horas de tratamiento con penicilina.

La Tabla VIII refleja la supervivencia de los 93 adislados
aﬁalizados, medida como el descenso producido en el niimero de
UFC después de 4 hr de tratamiento con penicilina. Se puede
observar que la mayoria de los aislados (71%) muestfan una
supervivencia superior que la cepa control. Al considerar los
aislados en funcién de su valor de CMI se comprueba que en un
46% (11/24) de los aislados sensibles y en un 88% (37]42) de
los resistentes (CMI > lpg/ml} 1la penicilina no afecta a la
viabilidad del cultivo de forma similar a la de la cepa control
R6, produciéndose un descenso menor en el nimeroc de organismos
viables. '

Los resultados obtenidos indican que existe una asocliacién
entre tolerancia (aumento de la supervivencia del cultivo) y
resistencia al antibiotico, ya que una gran mayoria de los
aislados resistentes (88%) muestran una mayor supervivencia;
sin embargo, este fenémeno presenta también una gran incidencia
entre los aislados sensibles (46%). La elevada supervivencia
encontrada en los aislados analizados en respuesta al
tratamiento con penicilina puede tener una gran importancia en
el fendémeno de resistencia a los tratamientos clinicos.

4.1.3. RELACION "LISIS-SUPERVIVENCIA" EN CULTIVOS DE S.
pneumoniae

Al comparar conjuntamente los valores Kkjgg con la pérdida
de UFC durante el tratamiento con penicilina para cada aislado
en particular (consultar Tabla IV), se observa que la mayoria
de los aislados (79,3%) que presentan un patrén de lisis
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Figura 6

Curvas de supervivencia después del tratamiento con penicilina.
Cultivos (10 ml) en fase de crecimiento exponencial (108
UFC/ml) se sometieron a penicilina en una concentracién final
'de 10 x CMI. La penicilina se afladi6 a tiempo 0, la
supervivencia de los cultivos se valord después de 4 horas de
tratamiento.
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Tabla VIII

Supervivencia frente a penicilina (10 x CMI)

Supervivencia:
(pérdida log,;,)2

Penicilina NGmero
CMI (pug/ml) aislados <4 >5
<0,1 24 11 13
0,1 -1 27 18 9
>1 42 37 5

(71%) (29%)

1

|
t

2 pérdida del log;g de unidades formadoras de cplonias

(UFC) después de 4 horas de tratamiento

!
i
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incluido en las categorias positiva (+) o muy positiva (++) y
con un valor kzgp menor de 4, muestran una disminucién en el
logaritmo de UFC equivalente o superior a 4 6&rdenes de
magnitud. Sin embargo, 12 de 1los aislados (20,6%) aunque
presentan un patrén de lisis positiva o muy positiva, sélo
experimentan una disminucién de 1la viabilidad similar o
inferior a 3 6rdenes de magnitud en el logaritmo de UFC; es de
geflalar que 8 de estos aislados proceden de Hungria.

De manera semejante, un 68,6% de los aislados que
presentan un patrén de lisis negativo (-) se correlacionan con
un descenso en la viabilidad del cultivo igual o menor a tres
6rdenes de magnitud en el logaritmo de UFC; un 22,8% de los
aislados con lisis negativa presentan una disminucién en 1la
viabilidad de 4 6rdenes. Los aislados Sp 2559, Sp 3072 y SA
44165 aunque presentan un patrén de lisis negativo muestran un
elevado descenso en la viabilidad del cultivo (de 5 a 6 6rdenes
de magnitud). |

De estos resultados se puede deducir que en la maforia de
los aislados existe una relacién proporcional entre el grado de
lisis y la pérdida de viabilidad del cultivo; aungue se han
encontrado aislados en los que estos dos fendmenos no aparecen
asociados.
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4.2. ESTUDIO DE LA RESISTENCIA DE BAJO NIVEL A PENICILINA
("BORDERLINE") EN AISLADOS CLINICOS DE S. pneumoniae EN
ESPAfia '

Durante los tltimos afios se ha observado en Espafia un
aumento gradual en el nivel de resistencia a penicilina de los
neumococos (Fenoll et al., 1991); habiéndose produéido un
cambio pequefio pero significativo en el valor de CMI de los
neumococos sensibles, pasando de 0,006 a 0,06pg/ml; este cambio
afecta a un gran ndmerc de aislados clinicos, de forma que
actualmente resulta dificil encontrar neumococos completamente
sensibles (CMI 0,006pg/ml) debido a gue la mayoria presenta una
resistencia de bajo nivel o "borderline" (CMI 0,015-0,06ug/ml).

4.2.1. DISTRIBUCION DE SEROGRUPOS EN NEUMOCOCOS CON DISTINTO
NIVEL DE RESISTENCIA A PENICILINA

Los neumococos resistentes a penicilina pertenecen a unos
pocos serogrupos dque no corresponden con los serogrupos que
provocan infeccién con mayor frecuencia. No existen datos sobre
la distribucién de serogrupos en los aislados que presentan un
bajo nivel de resistencia a penicilina (CMI 0,015-0,66Pg/ml)
debido fundamentalmente a gue estas cepas no originan problemas
en el tratamiento de las infecciones; sin embargo, analizar los
serogrupos de estos aislados presenta un considerable interés
por si ello aporta datos para el estudio de la distribucién
particular observada entre los neumococos resistentes (CMI >
0,1lpg/ml).

El Laboratorio de Neumccocos del C.N.M.V.I.S. ejerce desde
hace mé&s de doce afios una vigilancia de los niveles de
resistencia a penicilina en 1los aislados clinicos de 8.
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pneumoniae detectados en Espafia. A partir de una muestra de 961
neumococos recibidos en este laboratorio durante el pericdo de
tres afios 1.988-1.990 y aislados a partir de sangre y liquido
cefalorraquideo, se analizé la distribucién de serogrupos en
funcién del valor de CMI a penicilina. El diagrama representado
en la parte superior de la Figura 7 muestra la distribucién de
serogrupos entre neumococos dque presentan un bajo nivel de
resistencia (CMI 0,015-0,06) y la distribucién total de
neumococos durante ese periodo. Se puede observar que las dos
distribuciones se superponen considerablemente. En la parte
inferior de la Figura 7 se representa de forma similar la
distribucién de serogrupos entre neumococos resistentes a
penicilina (CMI > 0,06ug/ml), en este caso se observa una
notable pérdida de coincidencia entre las dos distribuciones ya
que 86lo un reducido nimeroc de serogrupos incluye la mayoria de
los aislados resistentes.

El anédlisis de estas distribuciones indica que por encima
de un nivel umbral de resistencia, préximo a O,IPg/ml, se
produce un cambio brusco en la distribucién de serogrupos de
los neumococos, de manera que s6lo unos determinados sefogrupos
gson capaces de alcanzar niveles superiores de resistencia (CMI
> 0,06ug/ml).

4.2.2. ESTUDIO DE LAS BASES GENETICAS DE LA RESISTENCIA DE BAJO
NIVEL A PENICILINA

Es ilmportante comprobar si los aislados que presentan un
bajo nivel de resistencia a penicilina ("borderline") poseen
determinantes genéticos y bioquimicos de resistencia, debido a
que en la actualidad los métodos microbiolégicos utilizados en
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Distribucién de los serogrupos de 961 neumococos aislados en
Espaila durante el periocdo 1988-1990 en funci6én del valor CMI a
penicilina: en la parte superior de la figura CMI 0,015~
0.06ug/ml (resistencia de bajo nivel "borderline") y en la
parte inferior CMI>0,06 (resistentes)
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los laboratoriocs clinicos clasifican a estos aislados como
sensibles.

Para ello se seleccionaron tres aislados clinicos que
presentaban un bajo nivel de resistencia (0,03-0,06ug/ml) y que
estaban incluidos en serogrupos que provocan infeccién muy
frecuentemente pero gque raras veces se han descrito como
serogrupos Jue presentan neumococos resistentes a peniéilina.
Los aislados seleccionados fueron Sp 2057 (serogrupo 1, CMI
0,06pg/ml), Sp 5311 (serogrupo 3, CMI 0,06pg/ml) y Sp 7017
{serogrupo 8, CMI 0,03Fg/ml).

A partir del DNA cromosSmico de estos aislados se
realizaron experimentos de transformacién utilizando la cepa
sensible a penicilina R6Hex™ como receptora de DNA, Mediante un
Gnico ciclo de transformacién y con una frecuencia variable
(1074-10"6) se aislaron transformantes a partir de placas
conteniendo 0,0lSPg/ml de penicilina (transformantes "Pen
0,015t"); la frecuencia de transformacién para los
transformantes del siguiente nivel Pen 0,03t fué menor de 1078,

Mediante un ensayo fluorogrdfico se determiné la afinidad
hacia penicilina de las PBPs de la cepa sensible R6Hex™, del
aislado Sp 5311 y del transformante Pen 0,015t (CMI<0,015pg/ml)
obtenido por la transformacién de células competentes de R6Hex-
con DNA de Sp 531l1. La Figura 8 muestra 1los resultados
obtenidos en el ensayo de afinidad; es necesario sefialar que la
elevada cantidad de polisacérido capsular presente en el
aislado Sp 5311, serogrupe 3 mucoso, interfiere en la
resolucién obtenida en el gel de SDS-PAGE. Se puede observar
que al utilizar una concentracién de 100ng de penicilina
radiactiva no aparecen diferencias en el patrén de PBPs de la
cepa R6Hex™ y del transformante; sin embargo, al utilizar una
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concentracién menor de antibiético marcado se observa en el
transformante una aparente disminucién en la afinidad hacia
penicilina de la PBP 2A en relacién con la cepa receptora
original. |

De este experimento se puede concluir que el bajo nivel de
resistencia a penicilina puede ser tramnsmitido mediante
transformacién genetica de un neumococo & otro e implica una
alteraci6én en la PBP 2A, uno de los sitios de accién de los
antibiéticos p-lactéamicos.
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Figura 8

Afinidad hacia penicilina de las PBPs de un aislado con bajo
nivel de resistencia (0,06 pg/ml) y del transformante Pen
0,015¢t.

El transformante Pen 0,015t fué construido a partir de la cepa
R6Hex~ (CMI 0,006 pg/ml) utilizando DNA del aislado Sp 5311
(serogrupo 3, CMI 0,06 ug/ml). Pen 0,015t se aislé de una placa
conteniendo 0,015 pg/ml de penicilina. Los cultivos de R6Hex™,
Sp 5311 y Pen 0,015t se expusieron a concentraciones de
penicilina tritiada variando de 10 a 100 ng por ml.



94

4.3. ESTUDIO DE LOS PATRONES DE PBPs EN AISLADOS CLINICOS DE S.
pneumoniae

El lnico mecanismo de resistencia a penicilina descrito en
neumococos es la alteracién de las PBPs. Por ello, se estudié
el patrén de PBPs de 255 aislados c¢linicos procedentes de
diversas localidades geograficas, representandc un amplio rango
de serogrupos y valores de CMI., Cada aislado de neumococo se
crecid hasta una fase logaritmica y fué expuesto a una dosis
saturante y fija de penici;ina marcada radiactivamente (lpg de
(3H}-bencilpenicilina/ml durante 10 min); los patronee de PBPs
se determinaron mediante técnicas fluorograficas. La Figura 4
(pdgina 30) es una fluorografia que muestra el patrén y peso
molecular de las PBPs de la cepa de laboratorio sensible R6 y
del aislado SA 8249 (MIC 6ug/ml).

4.3.1. UNICO PATRON DE PBPs EN AISLADOS SENSIBLES

Mediante la técnica fluorogrdfica se examinaron 82
aislados de neumococos sensibles a penicilina, observandose gque
los aislados analizados poseen un elevado grado de similitud en
sus patrones de PBPs. La parte superior de la Figura 9 muestra
el patrén de PBPs de algunos aislados sensibles (aislados 1 a
8); se pueden identificar las PBPs 1A, 1B, 24, 2B y 3, las
condiciones en las que se realizé la electroforesis no permiten
diferenciar la PBP 2X de la PBP 2A. Las Unicas variaciones
encontradas en el patrén de PBPs de los aislados sensibles
fueron la existencia de una PBP 1A de un tamafio ligeramente
inferior al de la PBP 1A de R6 y la aparicién en el aislado Hun
18619 (aislado 4 en la Figura 9) de una PBP 3 de tamafic
molecular ligeramente inferior al de la cepa R6.
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Del anédlisis de estos patrones se puede concluir que los
neumococos sensibles a penicilina muestran un Gnico y definido
patrén de PBPs idéntico al de la cepa de laboratorio R6.

4.3.2. MULTIPLES PATRONES DE PBPs EN AISLADOS RESISTENTES

La uniformidad encontrada en el patrén de PBPs en los
aislados de neumococos sensibles a penicilina indicaba la
necesidad de ampliar este andlisis a los neumococos
resistentes.

Al estudiar el patrén de PBPs en 173 aislados resistentes
a penicilina se encontraron casi un centenar de patrones
diferentes, dificiles de estandarizar ya que implican 1la
variabilidad -en mayor o menor dgrado~ de 4 proteinas,
apareciendo aislados que presentaban patrones muy diversos y
con todas las variaciones posibles, dependiendo del valor de
CMI, origen geogrdfico, etc.

La Figura 9 (aislados 9 a 16) representa una muestra de
aislados que poseen resistencia intermedia a penicilina (CMI
0,1-1pg/ml) en los que se observa la variabilidad existente en
el patrén de PBPs; esta variabilidad implica la desaparicién de
PBPs (generalmente, PBPs 1A y 2B) y la aparicién de PBPs con
distinto peso molecular. Sin embargo, como caracteristicas
generales en los aislados resistentes a penicilina se pueden
seflalar la aparicién de nuevos patrones de PBPs y una
disminucién muy acusada en la capacidad para unir penicilina
radiactiva de las PBPs. La Figura 10 muestra el patrén y
afinidad de las PBPs de un aislado resistente Hun 524 (CMI
2pg/ml) al ser comparados con los de la cepa sensible R6. Se
puede observar una menor intensidad en la banda del fluorograma
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Figura 9

Patrén de PBPs de una muestra de aislados procedentes de
Hungria con diferente nivel de resistencia a penicilina.

Los cultivos fueron expuestos a dos concentraciones diferentes
de penicilina radiactiva (1.000 y 20 ng/ml). La cepa sensible
R6 estéd indicada como S; los aislados hingaros analizados
fueron (1) Hun 18624, (2) Hun 18622, (3) Hun 18621, (4) Hun
18619, (5) Hun 21959, (6) Hun 21960, (7) Hun 415, (8) Hun
21966, (9) Hun 560, (10) Hun 24369, (11) Hun 164, (12) Hun
2888, (13) Hun 23995, (14) Hun 2842, (15) Hun 4530, (16) BHun
701, (17) Hun 24058, (18) Hun 2863, (19) Hum 14315, (20) Hun
524, (21) Hun 963, (22) Hun 663, (23) Hun 859 y (24) Hun 146.



98

l R6 | Hun 524
10 50 100 500 1000 10 50 100 500 1000 = PBP

Figura 10

Patrén de PBPs de un aislado resistente mostrando afinidad
disminuida hacia penicilina. .

Se comparé la afinidad hacia penicilina de las PBPs del aislado
Hun 524 (CMI 2ug/ml) con respecto a las de la cepa sensible R6
(CMI 0,006ug/ml) mediante el marcaje con diferentes
concentraciones de penicilina marcada radiactivamente (variando
de 10 a 1000 ng/ml).
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correspondiente a la PBP 2A, una acentuacién en la presencia de
la PBP 2X y una desaparicién de las PBPs 1A y 2B; la afinidad
de la PBP 3 no resulta alterada pero si su tamafio molecular

originando una nueva PBP 3, designada en la Figura 10 como PBP
3X.

El estudio realizado indica que existe wuna gran
variabilidad en los patrones de PBPs encontrados en neumococos
resistentes, en contraste con el patrén tdnico que aparece en
los aislados sensibles

4.3.3. "FAMILIAS" DE PATRONES DE PBPs EN AISLADOS RESISTENTES

A pesar de la diversidad de patrones de PBPs encontrados
en la muestra de neumococos resistentes, se pueden identificar
sels grupos mayoritarios de aislados que comparten patrones de
PBPs ("familias” de patrones de PBPs); cada grupo o familia
presenta un nimero variable de miembros (de 4 a 21) y en total,
estos seis patrones incluyen a 66 aislados gue representan el
38% de los neumococos estudiados. El resto de los aislados
presentan patrones de PBPs flnicos, no encontréndose otros
aislados en la muestra analizada con el mismo patrén de PBPs.

Entre las seis familias de patrones de PBPs identificadas,
las Familias 1 a 3 representan a aislados con un nivel
intermedio de resistencia a penicilina (CMI 0,12-0,5ug/ml),
mientras que las Familias 4 a 6 corresponden a aislados
resistentes. La Figura 11 muestra el patrén de PBPs de un
aislado representativo de cada una de las familias
identificadas.
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Figura 11

Familias de patrones de PBPs encontradas entre neumococos
resistentes. 9

Los aislados representados son: Familia 1 (S8A 17506), Familia 2
(A 2537), Familia 3 (SA 22915), Familia 4 (Sp 625), Familia 5
(Sp 622) y Familia 6 (Hun 663). El aislado Hun 23995 situado en
la figura entre las Familias 1 y 2 no estd& incluido en ninguna
de las familias, pero se ha colocado contiguo al aislado de la
Familia 1 ya que ambos poseen idéntico serogrupo (19) y valor
de CMI (0,25ug/ml).
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A continuacidn se relacionan los aislades incluidos en las
seis familias descritas, seflaldndose ademés otras
caracteristicas comunes (la Tabla IX muestra de forma resumida
estas caracteristicas):

- Familia 1. Aislados procedentes de Surédfrica, serogrupo 19 y
CMI 0,25pg/ml. Aislados en diferentes lugares de Surafrica,
durante los afios 1.983 a 1.986. No presentan resistencia a
otros antibi6ticos. El patrén de PBPs encontrado se caracteriza
por la presencia de una PBP 2B con una afinidad muy reducida
hacia penicilina, la presencia muy marcada de la PBP 2X y la
posesién de una PBP 3X con una movilidad electroforética menor
que la habitual. En esta familia se incluyen los aislados SA
17506, SA 22713, SA 27222, SA 30445, SA 61159, SA 61193 y SA
62332.

- Familia 2. Aislados procedentes de Alaska, serogrupoc 6 y CMI
0,25-0,5ug/ml. Corresponden a neumococoOs aislados durante el
periodo 1.982-1.990. El1 patrén de PBPs presentado por esta
familia estd caracterizado por la desaparicién de las PBPs 2A y
2B. Compuesta por los aislados A 2513, A 2516, A 2527, A 2528,
A 2537, A 2539, A 2543, A 2551, A 2554, A 2558, A 2562, R 2564
¥y A 2567.

- Familia 3. Aislados procedentes de Surdfrica, serogrupo 6 y
cMI 0,12-0,25ug/ml. Aislados en diferentes lugéres de
Surdfrica, durante 1los afios 1.983 a 1.986. 8S6lo presentan
resistencia a penicilina. El patrén de PBPs se caracteriza por
la desaparicién en los fluorogramas de las PBPs 1A y 2B. Esta
familia est& compuesta por los aislados SA 22914, SA 22915, SA
22917 y SA 61192.
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- Familia 4. Aislados procedentes de Espafia, serogrupo 6 y CMI
1-2upg/ml. Corresponden a neumococos aislados durante los afios
1.987-1.989 en diferentes hospitales, que ademds poseen
resistencia a tetraciclina y cloranfenicol. E1 patrén de PBPs
que presenta esta familia estd caracterizado por la
desaparicién de las PBPs 1A, 2A y 2B. Los aislados incluidos en
esta familia son Sp 114, Sp 625, Sp 656, Sp 873, Sp 961, Sp
970, Sp 1238, Sp 1249, Sp 1625, Sp 2067, Sp 2812, Sp 3875, Sp
4800, Sp 4864, Sp 5219, Sp 5224, Sp 8792, Sp 9890, Sp 10788, Sp
11125 y Sp 11128.

- Familia 5. Aislados procedentes de Espafia, serogrupo 23 y CMI
1-2upg/ml, Neumococos aislados en diferentes lugares de Espafia
durante el periodo 1.987-1.989 gque ademdés son resistentes a
tetraciclina y cloranfenicol. Los miembros de esta familia
poseen un patrén de PBPs caracterizado por la desaparicién de
la PBP 2B y la aparicién de una PBP 1A de menor tamafio
melecular. En esta familia esté&n incluidos los aislados Sp 257,
Sp 496, Sp 499, Sp 622, Sﬁ 949, Sp 962, Sp 1432, Sp 2066, Sp
2657, Sp 2990, Sp 3070, Sp 3409, Sp 4364, Sp 9300 y Sp 10199.

- Familia 6. Aislados procedentes de Hungria, serogrupo 19 y
CMI 2-8upg/ml. Aislados durante los afios 1.988 y 1.989. El
patrén de PBPs caracteristico de esta familia estd determinado
por la desaparicién de las PBPs 1A y 2B y la presencié de una
PBP 3X con un tamafio molecular mayor que el normal. Esta
familia estd compuesta por los siguientes aislados: Hun 146,
Hun 524, Hun 663, Hun 859, Hun 2863 y Hun 14315.

La Figura 12 muestra el patrén de PBPs de algunos de los
aislados incluidos en las Familias 1 y 2, familias cuyos
miembros presentan resistencia intermedia a penicilina. De
forma similar, la Figura 13 refleja el patrén de PBPs de
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Tabla IX

Caracteristicas epidemiolégicas de los aislados pertenecientes
a la misma familia de patrén de PBPs

Familia Lugar cMI s6 Periodo Resist Namero
1 Suré&frica 0,25 19 1983-86 4 -7
2 Alaska Q,25-0,5 6 1982-90 - 13
3 Surdfrica 0,12-0,25 6 1983-86 P 4
4 Espaiia 1-2 6 1987-89 PTC 21
5 Espafha 1-2 23 1987-89 PTC 15
6 Hungria >1 19 1988-89 - © 6

CMI (pg/ml), SG serogrupo, Resist resistencia a antibidticos, P
penicilina, T tetraciclina, C cloranfenicol, NGmero nimero de
aislados incluidos en cada familia
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Figura 12

Patrones de PBPs de aislados incluidos en las Familias 1 y 2
(CMI 0,25-0,5ug/ml).
Los aislados representados pertenecientes a la Familia 1 son
(1) SA 61193, (2) SA 61159, (3) SA 62332, (4) SA 27222, (5) SA
17506, (6) SA 22713 y (7) SA 30445. Los aislados incluidos en
la Familia 2 esté&n representados como (8) A 2516, (9) A 2537,
(10) A 2543, (11) A 2564, (12) A 2539, (13) A 2551, (l4) A 2554
(15) A 2558. Las PBPs de todos los aislados se marcaron
utilizando 1lpg/ml de penicilina tritiada.
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Figura 13

Patrones de PBPs de aislados incluidos en las Familias 4, 5 y 6
(CMI>1lug/ml)

Los aislados pertenecientes a la Familia 4 son (1) Sp 625, (2)
Sp 656, (3) Sp 1249, (4) Sp 114, (5) Sp 873, (6) Sp 970, (7) Sp
1238 y (8) Sp 1625. De la Familia 5 est&n representados los
aislados (9) Sp 257, (10) Sp 496, (11) Sp 499, (12) Sp 949,
(13) Sp 962, (14) Sp 10199, (15) Sp 1432 y (16) Sp 2066. Los
aislados (17) Hun 146, (18) Hun 859, (19) Hun 2863, (20) Hun
524, (21) Humn 663 y (22) Hun 14315 se encuentran incluidos en
la Familia 6 de patrén de PBPs. Las PBPs han sido marcadas
utilizando lupg/ml de penicilina tritiada.
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algunos de los miembros de las Familias 4, 5 y 6 que presentan
niveles de resistencia igual o superior a lpg/ml.

En la Figura 13 se observa que el grupo de aislados
procedentes de Hungria, Familia 6, aparentemente no presentan
todos el mismo patrén en sus PBPs; sin embargo, es necesario
considerar que en esta familia se estdn comparando aislados que
no poseen valores equivalentes en su CMI. Una caracteristica
comfin a todos los miembros de la Familia 6 es la existencia de
una PBP 3 atipica (PBP 3X) de un tamafio molecular mayor que el
habitual y gque constituye un elemento clave para la
identificacién de los miembros de esta familia. Al analizar el
patrén de PBPs en la muestra de 36 aislados clinicos
procedentes de Hungria y considerando la PBP 3X como un
marcador, se encontraron 11 aislados gque presentaban esta PBP 3
atipica y que estaban incluidos en un amplio rango de' valores
de CMI (desde 0,25 hasta 8ug/ml). La Figura 14 muestra el
patrén de PBPs obtenido al analizar algunos de los aislados
representativos de distintos niveles de CMI, observéndose gque
las caracteristicas fundamentales del patrén de PBPs de la
Familia 6 (no deteccién de la PBP 1A y 2B y presencia de la PBP
3X) se mantienen entre los aislados con estos valores de CMI.
La Figura 14 también refleja los resultados obtenidos al
realizar un ensayo de afinidad de las PBPs hacia penicilina en
dos aislados de esta familia que presentan valores distintos de
CMI, Hun 14315 (2Pg/ml) y Hun 859 (8ug/ml); se puede observar
que los patrones due parecian distintos al utilizar una
concentracién de 1lug/ml de penicilina tritiada aparecen
idénticos al realizar el marcaje con 500 ng/ml. Por ello, se
puede considerar que el patrén de PBPs es el mismo, sin embargo
presenta una disminucién en la afinidad de las PBPs hacia
penicilina segiin aumenta el valor de CMI. Los anédlisis
realizados parecen indicar que los aislados hingaros que poseen
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Figura 14

Confirmacién de la existencia de la Familia 6 de patrén de
PBPs.

En la parte superior de la figura se representa el patrén de
PBPs de aislados procedentes de Hungria, serogrupo 19 poseyendo
distintos valores de CMI: Hun 23995 (0,25ug/ml), Hun 14315
(2ug/ml), Hun 663 (4pg/ml) y Hun 859 (8ug/ml). En la parte
inferior se representa un ensayo de afinidad de las PBPs hacia
distintas concentraciones de penicilina tritiada en dos
aislados incluidos en la Familia 6, Hun 14315 (CMI 2ug/ml) y
Hun 859 (CMI 8ug/ml). La concentracién de penicilina marcada
utilizada aparece indicada en la parte superior del gel
(ng/ml).



109

una PBP 3 atipica constituyen una misma familia de patrén de
PBPs descrita como Familia 6.

En 1.989 Allphin et al. describieron en Ohio (EE.UU.)
neumococos resistentes a penicilina que presentaban las mismas
caracteristicas que los aislados incluidos en la Familia 5
procedentes de Espafla. Al realizar el examen electroforético
del patrén de PBPs de estos aislados se confirmé su pertenencia
a la Familia 5 de patrém de PBPs debido a que estos aislados
mostraron un patrén en sus PBPs idéntico al que presentaban los
aislados de la Familia 5. La Figura 15 refleja el patrén de
PBPs de 6 aislados de Ohio y el descenso en la afinidad de las
PBPs de un representante de la Familia 5 (Sp 949) y de un
aislado de Ohio (US 937900); en ambos aislados se puede
observar que la variacién en la afinidad de 1las PBPs es
idéntica, produciéndose la desaparicién de 1la PBP 2B, un
descenso en la afinidad de la PBP 2A y 1A (que adem&s aumenta
su movilidad electroforética), y se hace aparente la presencia
de la PBP 2X. No se detecta ninguna alteracién en la afinidad
de la PBP 3 hacia penicilina.

Los ejemplos descritos confirman la existencia de Familias
de Patrones de PBPs entre neumococos resistentes a penicilina.

4.3.4. REPRODUCIBILIDAD Y ESTABILIDAD DEL PATRON DE PBPs

Los resultados obtenidos al examinar el patrén de PBPs en
la muestra de 255 aislados parecian indicar que el patrén de
PBPs era un caracter especifico estable en neumococos; para
comprobarlo fué necesario observar la estabilidad vy
reproducibilidad del patrén de PBPs cuando se sometian los
aislados a diferentes tratamientos.
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Figura 15

Identidad en el patrén de PBPs (Familia 5) de aislados
procedentes de Espafia y Estados Unidos.

En la parte superior de la figura se representa el patrén de
PBPs de los aislados serogrupo 23 procedentes de Estados
Unidos: (1) US 937900, (2) US 1071562, (3) US 1969, (4) US
1683, (5) US 1961 y (6) US 1977. En la parte inferior se
representa un ensayo de afinidad de las PBPs hacia penicilina
radiactiva (ng/ml) en un aislado procedente de Estados Unidos

(US 937900) y un aislado procedente de Espafia e incluido en la
Familia 5 (Sp 949).

IJ')
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4.3.4.1. ESTABILIDAD DURANTE PASES SUCESIVOS IN VIVQO, IN VITRO
Y EN PRESENCIA DE ANTIBIOTICO

Para comprobar la estabilidad y reproducibilidad del
patrén de PBPs se seleccionaron aislados representativos de
cada una de las familias descritas que fueron sometidos- a
diferentes tratamientos: cinco ciclos consecutivos de
inoculacién intraperitoneal en ratones, crecimiento durante
150-200 generaciones en un medioc semisintético y 10 ciclos de
crecimiento en un medio conteniendo altas concentraciones de
penicilina (5 x CMI) para facilitar la selecciédn de mutantes
tolerantes. Después de someter los cultivos a estos
tratamientos se realizé un ensayo de PBPs para observar si su
patrén habia sido alterado.

Los aislados seleccionados fueron SA 17506 (Familia 1), A
2537 (Familia 2), SA 22915 (Familia 3), Sp 625 (Familia 4), Sp
622 (Familia 5) y Hun 663 (Famila 6). La Figura 16 muestra el
patrén de PBPs obtenido después de someter los aislados a los
diferentes tratamientos; se puede observar que, aparentemente,
las PBPs no han sido modificadas manteniendo constante su
movilidad electroforética y afinidad hacia el antibiético
marcado. En el fluorograma correspondiente al aislado SA 17506
después de haber sido sometido a varios ciclos de tratamiento
con penicilina se observa una menor afinidad de las PBPs hacia
penicilina, debido a una menor concentracién en las proteinas
totales de la muestra observada al examinar el correspondiente
gel tefiido con azul de Coomassie.
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Figura 16

Estabilidad y reproducibilidad del patrén de PBPs.

Se muestra el patrén de PBPs obtenido en los aislados SA 17506
(Familia 1) y 8Sp 625 (Familia 4) después de haber sido
sometidos a diferentes tratamientos: (a) representa el cultivo
original, (b) después del crecimiento durante 150-200
generaciones en medio liquido semisintético, (c) después del
crecimiento durante 10 ciclos en medio conteniendo penicilina
en una concentracién final de 5 x CMI Y (d) después de la
inoculacién intraperitoneal en ratones durante 5 ciclos.
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4.3.4.2. ESTABILIDAD DURANTE TRANSFORMACION GENETICA

Después de haber comprobade la estabilidad del patrén de
PBPs durante tratamientos que no implicaban la transferencia de
informacién genética, era necesario comprobarlo al someter los
aislados a transformacién. Para ello se realizaron experimentos
utilizando como donantes de DNA aislados representativos de
algunas de las familias de PBPs descritas; se seleccilonaron los
aislados SA 17506 (Familia 1), Sp 625 (Familia 4), Sp 622
(Familia 5), Hun 663 (Familia 6) y Hun 963. El aislado Hun 963
no estaba incluido en ninguna de las familias descritas, sin
embargo compartia muchas caracteristicas epidemiolégicas
idénticas al aislado Hun 663 representante de la Familia 6, ya
que ambos aislados eran procedentes de Hungria, con serogrupo
capsular 19 y un valor CMI de 4pg/ml.

Con objeto de determinar la cepa m&s adecuada para ser
utilizada como receptora de DNA en las transformaciones se
realizé un experimento con las cepas R6, R6Hex™ y R6RUP25. Se
observé que la utilizacién de la cepa R6Hex™ aumentaba
notablemente (10-102 veces) el nGmero de transformantes
obtenidos en relacién con 1la cepa R6; sin embargo, se
obtuvieron frecuencias similares de transformacién al utilizar
las cepas R6Hex™ y R6RUP25. La Tabla X muestra los resultados
obtenidos en este experimento. En base a estos datos, las
transformaciones posteriores se realizaron utilizando la cepa
R6Hex~ como receptora de DNA ya que mostraba ﬁna alta
eficiencia en la integraciém de marcadores durante 1la
transformacién genética. Estos resultados parecen indicar que
la mutacién "hex" en el sistema reparador de errores aumenta la
eficacia de la transformacidén, en cambio no parece alterarse
por la presencia de una autolisina activa o inactiva.
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Tabla X

Frecuencias de transformacién al utilizar distintas cepas
receptoras de DNA

Frecuencia de R6 R6Hex™ R6RUP25
transformacién: (Hex*Lyt"') (Hex~Lyt*) (Hex"Lyt™)
Strep® 7 x 1074 2 x 1073 1 x 10-3
Pen® (Pen 0,01t) 8 x 1077 >10-5 >10-5

Caracter transformado: resistencia a estreptomicina (Strepf) o
resistencia a penicilina (PenF)
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El experimento fué disefiado para observar el pétrén de
PBPs gue mostraban los transformantes obtenidos a partir de
diferentes DNAs y con un nivel de resistencia (valor CMI)
similar al del aislado donante de DNA; para alcanzar este nivel
de resistencia se necesitaron dos ciclos de transformacién
sucesivos, de forma que en el segundo cicle se utilizaron como
cepas receptoras de DNA los transformantes obtenidos en el
primer ciclo. Las frecuencias de transformacién obteﬁidas en
ambos ciclos estén reflejadas en la Tabla XI. Al realizar el
primer ciclo de transformacién se obtuvieron en todos los
cruces transformantes capaces de crecer en placas conteniendo
0,05ug de penicilina por ml (“Pen 0,05t"). Se purificaron
colonias representativas de este nivel y utilizaron como
receptoras de DNA para el segundo experimento de
transformacién. Los tranformantes obtenidos en el segundo ciclo
de transformacién a partir de placas conteniendo 1lug/ml de
penicilina fueron designados "Pen 1t". En los experimentos
control (s6lo células competentes, sin DNA exégeno) no se
obtuvoe ninguna colenia résistente. Como indicador de la
frecuencia de transformacién se utilizé un DNA que coaificaba
para resistencia a estreptomicina, obteniéndose una frecuencia
de 1074 en el primer ciclo de transformacién y 10°3 en el
segundo. ‘

Al observar la Tabla XI se puede deducir 'que la
adguisicién de resistencia a B-lactémicos se consiguidé de una
forma gradual, necesitédndose dos ciclos de transformacién para
alcanzar el nivel de resistencia del aislado donante de DNA. En
el primer ciclo de transformacién se obtuvo en todos los casos
un incremento 50 veces superior al valor de CMI de la cepa
receptora, en el segundo ciclo el incremento alcanzado fué 20
veces superior. En el caso del aislado SA 17506 (CMI 0,25Pg/ml)
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Tabla XI

Frecuencias obtenidas en los experimentos de transformacién

FRECUENCIAS DE TRANSFORMACION
EN EL PRIMER CICLO

DNA Nivel de resistencia (pg/ml):
DONANTE 0,0125 0,025 0,05 0,1
SA 17506 >10-4 3x10-5 4x1077 <10-8
Sp 625 >10-5 6x10-5 3x10°% 1x1078
Sp 622 >10-5 4x10-6 2x1077 <108
Hun 663 >10-3 2x10-6 4x10-7 <10-8
Hun 963 7%1075 7x10-6 2x10-7 <10-8

FRECUENCIAS DE TRANSFORMACION
EN EL SEGUNDO CICLO

DNA Nivel de resistencia (pg/ml):
DONANTE 0,1 0,4 0,7 1 2
SA 17506 >10~4 <10~8 <108 <10-8 <10-8
Sp 625 >10"4 >10-4 3x10~6 3x10~7 <10~8
Sp 622 >1074 4x10~3 5x10~6 6x10~7 <108
Hun 663 >104 6x10-5 2x10~7 1x10-8 <10~8

Hun 963 >10~4 2x10-5 4x10-6 5x10~7 <10-8
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no se obtuvieron transformantes con un valor de CMI superior al
del aislado original.

De forma complementaria, en los transformantes obtenidos
se analizé el nivel de resistenéia a varios antibiéticos (Tabla
XII); algunos de los antibiéticos probados poseen un mecanismo
de accién similar al de penicilina (piperacilina y cefotaxima),
sin embargo eritromicina, cloranfenicol y tetraciclina actdan
mediante diferentes mecanismos de accién. Por ello y seqgin
refleja la Tabla XII, en relaci6én con la cepa receptora R6Hex-,
los transformantes seleccionados por el incremento en su
resistencia a penicilina también poseen un aumento en el nivel
de resistencia a los antibi6éticos pB-lactémicos piperacilina
(una penicilina) y cefotaxima (una cefalosporina de tercera
generacién), aunque no presentan alteracién en el valor de CMI
para los restantes antibiéticos probados.

Posteriormente se realizé una comparacién del patrén de
PEPs mostrado por la cepa receptora (R6Hex™), los aislados
donantes de DNA y los respectivos transformantes obtenidos en
los niveles Pen 0,05t y Pen 1lt. Los fluorogramas realizados
indicaron que todos los transformantes obtenidos en el mismo
nivel de resistencia mostraban un patrén de PBPs muy similar,
por lo tanto independiente del patrén dictado por el DNA
donante. De forma similar, al analizar 8-10 colonias
transformantes independientes, obtenidas en el mismo
experimento de transformacién y presentando el mismo nivel de
resistencia, se obtuvo en todos los casos un médelc de PBPs muy
similar. El patrén de PBPs caracteristico de los Pen 0,05t es
un modelo de PBPs en el que han desaparecido las PBPs 2A y 2B;
los transformantes Pen 1t muestran la desaparicién de las PBPs
1A, 2A y 2B.
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Tabla XII

Resistencia hacia distintos antibiéticos mostrada por los
transformantes (valores de CMI)

Cepa Pen Ppr Cft Erm Cam Tet
R6Hex~ 0,007 <0,015 0,015 0,015 4 4
SA 17506 0,25 0,25 0,12 0,015 4 8
Pen 0,05t 0,15 0,25 0,12 0,015 4

Sp 625 2 2 0,5 0,015 8 64
Pen 0,05t 0,50 1 0,25 0,015 4 4
Pen 1t 2 2 0,5 0,015

Sp 622 2 2 1 0,015 16 64
Pen 0,05t 0,10 1 0,25 0,015 4 4
Pen 1t 2 2 1 0,015 4 4
Hun 663 4 4 0,5 0,015 16 64
Pen 0,05t 0,3 2 0,25 0,015 4 4
Pen 1t 2 4 0,5 0,015 4 4
Hun 963 4 4 2 0,015 4 64
Pen 0,05t 0,15 1 0,25 0,015 4 4
Pen 1t 4 4 1 0,015 4

Valores de CMI en pg/ml, Pen penicilina, Ppr piperacilina, Cft
cefotaxima, Erm eritromicina, Cam cloranfenicol, Tet
tetraciclina
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Para comfirmar el elevade grado de homologia existente
entre el patrén de PBPs de los distintos transformantes se
realizé un estudio de la afinidad de las PBPs hacia penicilina
en los transformantes que presentaban el mismo nivel de
resistencia pero que habian sido obtenidos a partir de cruces
distintos, es decir, a partir de cruces en los que se
utilizaron diferentes aislados como donantes de DNA. De esta
forma se obtuvieron resultados m&s evidentes, pudiéndose
observar que no s6lo el patrén de PBPs es muy .similar, sino que
incluso la afinidad hacia penicilina de cada PBP en particular
se modificé en el mismo grado para todos los transformantes Pen
0,05t y de forma similar, para todos los transformantes Pen 1lt.
Las Figuras 17 y 18 muestran el patrén y afinidad hacia
penicilina de las PBPs de los transformantes Pen 0,05t (Figura
17) y de los transformantes Pen 1t (Figura 18) obtenidos a
partir de aislados incluidos en varias familias de patrones de
PBPs.

Los resultados obtenidos parecen indicar que el patrén de
PBPs estd determinado por el fondo genético de la bacteria y es
una caracteristica estable para un determinado aislado
bacteriano; ello permitirfa la utilizacién del patrén de PBPsg
con fines epidemiclégicos pudiéndo representar un marcador
adecuado para aislados de neumococos resistentes a penicilina.
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Figura 17

patrén y afinidad hacia penicilina de las PBPs de los
transformantes Pen 0,05t.

En la parte superior de la figura se representa (a) el patrén
de PBPs de los aislados utilizados como donantes de DNA y (b)
el de un transformante obtenido en el primer ciclo de
transformacién (Pen 0,05t) de cada cruce. En la parte inferior
se representa la afinidad hacia penicilina (ng/ml) de las PBPs
de dos transformantes Pen 0,05t. Los aislados utilizados como
donantes de DNA son miembros de las familias de patrones de

PBPs: Sp 625 (Familia 4), Sp 622 (Familia 5) y Hun 663 (Familia
6).

’e
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Figura 18

pPatrén y afinidad hacia penicilina de las PBPs de los
transformantes Pen 1t.

En la parte superior de la figura se representa (a) el patrén
de PBPs de los aislados utilizados como donantes de DNA y (b)
el de un transformante obtenido en el segundo ciclo de
transformacién (Pen 1lt) en cada cruce. En la parte inferior se
representa la afinidad hacia penicilina (ng/ml) de las PBPs de
dos transformantes Pen 1lt. Los aislados utilizados como
donantes de DNA son miembros de las familias de patrones de
PBPs: Sp 625 (Familia 4), Sp 622 (Familia 5) y Hun 663 (Familia
6).
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4.4. CARACTERIZACION DE LOS AISLADOS QUE COMPARTEN UN PATRON DE
PBPs

Los resultados obtenidos previamente indican que los
neumococos resistentes a penicilina agrupados en la misma
familia de ©PBPs comparten adem&s muchas caracteristicas
epidemiolédgicas y fisioldégicas. Por ello, resulta necesario
realizar una caracterizacién més detallada de estos aislados
mediante la aplicacién de distintas metodologias para el
anélisis de miltiples rasgos, tanto fenotipicos como genéticos,

4.4.1. SEROTIPADO DE LOS AISLADOS

Los neumococos resistentes a penicilina pertenecen a unos
serotipos concretos dentro de determinados serogrupos, por ello
era hecesario realizar el serotipado de los aislados incluidos
dentro de las familias de patrones de PBPs descritas. La Tabla
IV refleja el serotipo obtenido para 96 de los neumococos
estudiados. El andlisis de los resultados obtenidos indicé que
todos los aislados incluidos en una familia de patrén de PBPs,
no sélo comparten el mismo serogrupo, 8ino que ademés
pertenecen al mismo serotipo capsular. De esta forma, 1los
aislados incluidos en las familias con valores de CMI
superiores a 1lpg/ml pertenecen a los serotipos 6B (Familia 4),
23F (Familia 5) y 19A (Familia 6).

Como dato curioso se puede seflalar el caso de los aislados
Hun 663 (Familia 6) y Hun 963. Estos dos aislados procedian de
Hungria, poseian un valor de CMI para penicilina de 4pg/ml y
pertenecian al serogrupo 19 pero, sin embargo, presentaban un
patrén de PBPs diferente; cuando se realizé el serotipado se
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pudo comprobar que el aislado Hun 663 pertenecia al éerotipo
19A mientras que el aislado Hun 963 era serotipo 19F.

Con la realizacién del serotipado de los aislados se
confirma la discriminacién observada al estudiar el patrén de
PBPs.

4.4.2. ANALISIS DE LOS PEPTIDOS DE PARED CELULAR

Debido a gque existe una variacién en 1la composicién
peptidica de 1las ©paredes celulares de los neumococos
resistentes con respecto a los sensibles (Garcia-Bustos vy
Tomasz, 1990), el anélisis de los péptidos de pared de los
neumococos incluidos en las familias de patrones de PBPs
descritas podria afiadir una informacién interesante para una
mejor caracterizacién de estos aislados. Por ello, se
analizaron mediante cromatografia liquida de alta densidad
(HPLC) los péptidos de pared obtenides al digerir con
autolisina la pared celular de neumococos 1incluidos en la
Familia 5 (5 aislados) y en la Familia 6 (6 aislados).

La Figura 19 muestra los cromatogramas obtenidos al
analizar el material peptidico de la pared celular de 'la cepa
sensible R6, del aislado resistente control SA 8249 y de
aislados representantes de la Familia 5 (Sp 962) y Familia 6
(Hun 2863). Los picos dque aparecen numerados en la Figura
corresponden a material peptidico con estructura conocida, de
manera que los picos 1-3 y I-IIT son monoméricos (constituidos
por péptidos con un sélo eje), los picos 4-7 y IV-VI son
diméricos, y los picos 8 y 9 corresponden a trimeros. LoS
péptidos gque aparecen designades con nlamercs romanos estan
constituidos exclusivamente por péptidos con ejes ramificados.
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Figura 19

Cromatogramas obtenidos mediante HPLC de los péptidos de 1la
pared celular de neumococos.

Se aplicaron y eluyercon en la columna 20 nmoles de material
peptidico de cada unoc de los aislados. Los picos numerados
corresponden a péptidos descritos estructuralmente (Garcia-
Bustos y Tomasz, 1990) cuya estructura aparece reflejada en la
Figura 3 (seccién 1.1.2.2). Los aislados Sp 962 y Hun. 2863 son
miembros de las Familia 5 y 6 de PBPs, respectivamente.
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En la Figura 3 (pagina 10) aparece reflejada la estructura de
estos  péptidos; los nimeros Arabes designan péptidos
encontrados tipicamente en los aislados sensibles a penicilina,
mientras que los ndameros romanos representan péptidos
frecuentes en las paredes de los aislados resistentes.

Los cromatogramas obtenidos reflejaron una diferente
distribucién peptidica entre los aislados incluidos en 1la
Familia 5 y los de la Familia 6 de patr6én de PBPs. Como se
observa en la Figura 19, el aislado Sp 962 (Familia 5) presenté
un perfil donde los picos mayoritarios fueron 1, 4, 3, 5 y 6,
similar al mostrado por R6, siendo la diferencia m&s notable un
aumento en los péptidos correspondientes a los picos 3 y I; por
el contrario, Hun 2863 presenté un perfil peptidico similar al
de SA 8249 en el cual los picos mayoritarios correspondieron a
los picos I, IV, V y VI. Es importante destacar que aungue Sp
962 presentSé un perfil semejante al de la cepa sensiblé, posee
un valor de CMI equivalente al de Hun 2863 (2Pg/ml).

Se analizaron los cromatogramas obtenidos identificédndose
los péptidos y posteriormente, se calculé el porcentaje de
monémeros (1+2+3+I+II+I1I1), dimeros {4+5+6+7+IVHVHVI) b
trimeros (8+9). También se calculdé el porcentaje, en: base a
péptidos totales, de péptidos lineales o péptidos con
ramificaciones "Ala-Ala” o "Ala-Ser" en el residuo dellisina,
de la forma (Garcia-Bustos y Tomasz, 1990):
lineales [1+2+4+(0,5)5+(0,5)6+(0,6)8+(0,3)9]
ramificades {3+7+I+II+III+IV+V+VI+(0,5)5+(0,5)6+(0,4)8+(0,7)9]

La Tabla XIII muestra los valores obtenidos para la cepa
sensible control R6, el aislado SA 8249, 5 aislados incluidos
en la Familia 5 y para 6 miembros de la Familia 6 de patrén de
PBPs. Se confirmé lo observadc previamente al analizar los



127

Tabla XIII

Composicién peptidica de las paredes celulares de neumococos

Aislado CMI SG T M $D T T L %R
R6 0,006 - 41 55 4 87 .13
SA 8249 6 19 60 30 10 20 171
Hun 2863 2 19 81 16 3 46 54
{
Hun 14315 2 19 88 12 - 57 43
Hun 524 2 19 86 14 - 57 . 43
Hun 663 4 19 86 12 2 55 45
Hun 146 8 19 86 12 2 49 ' 51
Hun 859 8 19 79 18 3 a1 159
Sp 962 2 23 50 50 - 78 22
Sp 257 2 23 40 60 - 85 1 15
Sp 3409 1 23 50 48 2 85 . 15
Sp 3070 2 23 49 49 2 86 14
Sp 9300 2 23 43 52 5 85 15

CMI Concentracién minima inhibitoria (pg/ml), S6 serogrupo
capsular, M monémeros, D dimeros, T trimeros, L/ péptidos
lineales, R péptidos ramificados
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cromatogramas; de manera que los miembros de la Familia §
presentaron una composicién peptidica semejante a la de la cepa
sensible, con un porcentaje similar de monémeros y de dimeros,
una mayoria de péptidos lineales con s6lo un 15% de péptidos
ramificados. En cambio, los aislados de la Familia 6 mostraron
importantes alteraciones en su pared celular con respecto a la
cepa sensible, presentando un aumento en la proporcién de
monémeros y de péptidos ramificados, alcanzandoc estos Gltimos
la misma proporcién que los péptidos lineales.

Los datos obtenidos al analizar mediante HPLC los péptidos
de pared celular confirman la identidad en las caracteristicas
que presentan los aislados incluidos en una misma familia de
patrén de PBPs y que los diferencia de los aislados que no
comparten ese patrén de PBPs.

4.4.3. ANALISIS DE ISOENZIMAS

Se compard la movilidad electroforética de 11 enzimas con
objeto de continuar caracterizando los aislados incluidos en
las familias de patrones de PBPs mediante la aplicacién de
diversos métodos. Para cada enzima analizada, los distintos
electromorfos obtenidos se numeraron en orden decreciente a su
migracién anodal, de manera que cada aislado se caracterizé por
una combinacién de electromorfos, tantos como el nimero de
enzimas analizadas, que constituyé su “perfil alélico*.

Se analizaron 51 aislados de neumococbs resistentes
incluidos en tres de las familias de patrones de PBPs
.descritas, repartidos de la siguiente manera Familia 4 (21
aislados), Familia 5 (15 aislados) y Familia 6 (6 aislados),
también se analizaron la cepa control R6, el aislado resistente
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SA 8249 y los 7 aislados procedentes de Ohio (EE.UU.) que
comparten un patrén de PBPs 1idénticoc al de los aislados
incluidos en 1la Familia 5. La mayoria de los aislados
pertenecientes a una familia de PBPs presentaron un perfil
alélico homogéneo (reflejado en la Tabla XIV); sin embargo, se
encontraron algqunas excepciones de forma gque tres aislados
incluidos en la Familia 4 (Sp 1625, Sp 10788 y Sp 11125)
presentaron el alelomorfo 8 para la esterasa, el aislado Sp
2657 de la Familia 5 mostré el alelo 2 para la esterasa y dos
aislados de la Familia 6 (Hun 146 y Hun B859) presentaron el
alelomorfo 5 para la 6-fosfogluconato deshidrogenasa. No se
conoce el significadoc de estos cambios alélicos, pero en el
caso de los aislados de la Familia 6 podria estar relacionado
con el mayor nivel de resistencia a penicilina presentado por
estos dos aislados (CMI Bug/ml). Aunque no aparece reflejado en
la tabla, los aislados procedentes de Ohio mostraron un perfil
alélico idéntico al presentado por la mayoria de los aislados
incluidos en la Familia 5 de patrén de PBPs. Entre las enzimas
estudiadas se encontraron 4.enzimas que aparecieron monolécicas
para todos los aislados analizados, estas enzimas fueron
leucina aminopeptidasa, fosfoglucosa isomerasa, ~ lactato
deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa.

El andlisis electroforético de las enzimas multilédcicas
revelé que una amplia mayoria de los aislados incluidos en una
familia de patrén de PBPs posee un perfil alélico idéntico, y
diferente del encontrado en otros aislados resistentes y
sensibles.

Después de la aplicacién de varios métodos de
caracterizacién se acentida la tendencia que sugiere que la
discriminacién establecida seglin el patrén de PBPs coincide con
la discriminacién obtenida al aplicar otros marcadores.
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Tabla XIV

Tipos electroforéticos de 11 isoenzimas en neumococos
resistentes a penicilina incluidos en familias de patrones de
PBPs i

Familia de PBPs

SA
Enzima R6 8249 4 5 6
NSP 3 3 3 5 5
LAP 5 5 5 5 5
ADK 5 5 5 5 3
PGI 5 5 5 5 5
EST 6 8 5 5 8
PGM 3 3 5 3 5
LDH 5 5 5 5 5
GP1 8 8 5 5 5
GP2 5 5 3 5 3
6PG 5 5 5 5 8
ADH 5 5 5 5 5

NSP nucledSsido fosforilasa, LAP leucina aminopeptidasa, ADK
adenilato gquinasa, PGI fosfoglucosa isomerasa, EST o-, B-
naftilpropionato esterasa, PGM fosfoglucomutada, LDH L-lactato
deshidrogenasa, GPl glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (locus 1),
GP2 glucosa—~6-fosfato deshidrogenasa (locus 2), 6PG 6-
fosfogluconato deshidrogenasa, GLD glutamato deshidrogenasa,
ADH alcohol deshidrogenasa
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4.4.4. ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS OBTENIDOS AL DIGERIR
ENZIMATICAMENTE DNA CROMOSOMICO

El desarrollc de diversas técnicas moleculares permite
determinar con un elevado grado de certeza si varios organismos
pertenecen a un mismo grupe © clon; por ello, los aislados
incluidos en familias de patrones de PBPs fueron sometidos a un
andlisis de los fragmentos obtenidos después de digerir su DNA
con endonucleasas de restriccién.

Se analizaron los patrones de fragmentos obtenidos al
digerir el DNA cromosémico de 21 aislados incluidos en 1la
Familia 4, 15 aislados incluidos en la Familia 5 y 6 aislados
pertenecientes a la Familia 6 de patrémn de PBPs; también se
estudiaron otros aislados entre los gue se incluian las cepas
control y los aislados de Ohio. El1 DNA cromosémico de estos
aislados fué sometido a digestién con las enzimas de
restriccién HindIII y EcoRI. Se puede estimar en 4,5x102 el
nimerc de fragmentos obtenide para el DNA de S.pneumoniae
cortado con HindIII o EcoRI, deducido a partir del tamafio total
del cromosoma 2,27x103Kb (Gasc et al., 3rd ASM Streptococcal
Genetics Conference, resumen A/33, 1990) y del tamafio medio de
los fragmentos de restriccién generados por estas enzimas (5Kb)
gque reconocen secuencias de 6pb. La inspeccién visual de los
patrones de restriccién permitié diferenciar sélo entre 50-60
bandas gque presentaban un tamafic molecular comprendido entre
23Kbp y 100bp, como se observé al comparar con el tamafio de los
fragmentos obtenidos al digerir DNA del bacteriéfago lambda.
Aunque las dos enzimas Treconocen secuencias de @ seils
nucledtidos, la utilizacién de HindIII originé unos patrones de
restriccién que presentaban una mayor resolucién visual.
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La utilizacién de un densitémetro hubiera permitido una
mayor resolucién de los patrones obtenidos; sin embargo, la
inspeccién visual de los geles fué suficiente para producir una
informacién significativa de los patrones de restriccién. La
Figura 20 muestra un gel de agarosa obtenido al digerir DNA
cromosémico de varios aislados miembros de la Familia 4 de
patrén de PBPs; se puede observar la existenclia de una gran
homologia entre los patrones de los aislados incluidos en la
Familia 4, al igual que la existencia de diferencias
significativas entre los patrones mostrados por los aislados no
pertenecientes a esta familia (Sp 2809 y Sp 2559) que aparecen
en posicion contigua al marcador de tamafio molecular. Al
analizar los aislados pertenecientes a las Familia, 5 y 6
mediante las dos enzimas de restriccién utilizadas también fué
posible comprobar la elevada homologia ' existente entre los
fragmentos de restriceciébn de los aislados incluidos en una
misma familia de PBPs.

La Figura 21 refleja el patrén de los fragmentos obtenidos
al digerir DNA cromosémico de los aislados incluidos en la
Familia 5 y los aislados de Ohio que comparten un patrén comin
de PBPs; se pudo observar una homologia general. en los
fragmentos obtenidos en estos aislados, a excepciéh de 1la
existencia de una pequefia varliacién en lasi bandas

correspondientes a DNA de elevado tamafio molecular presente en
dos aislados de la Familia 5 (Sp 257 y Sp 949).

Las comparacién de los fragmentos de restriccién parece
apoyar los resultados obtenidos mediante la comparacién de los
patrones de PBPs y mediante la utilizacién de los métodos de
caracterizacién realizados previamente.
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Figura 20

Patrones de restriceién con HindIII del DNA cromosSmico de
aislados incluidos en la Familia 4 de PBPs. A

Los aislados representados son (a) 8p 2809, (b) Sp 625, (c) Sp
656, (d) Sp 1249, (e) Sp 1238, (f) Sp 114 y (g) Sp 2559. Los
aislados representados en b-f esté&n incliuidos en la PFamilia 4
segin su patrén de PBPs; a y g corresponden a aislados
serogrupo 6 no pertenecientes a esta familia. Como marcador del
tamafio de los fragmentos obtenidos se utilizé DNA del
bacteri6éfago lambda cortado con HindIIX.
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Figura 21 o

Patrones de restricciém con HindIII del DNA cromosdémico de
aislados incluidos en la Familia 5 de PBPs.

Los aislados representados son (a) Sp 11848, (b) Sp 257, (c) Sp
949, (d) Sp 962, (e) Sp 2066, (f) Sp 622, (g) US 937900, (h) US
1071562, (i) uUs 1969, (j) US 1983, (k) US 1961 y (1) US 1977.
Los aislados b-f estdn incluidos en la Familia 5 segin su
patrén de PBPs; Sp 11848 es un aislado serogrupo 23 no
perteneciente a esta familia. Los aislados g-l1 corresponden a
los alslados procedentes de Estados Unidos que poseen un patrén
de PBPs idéntico al de los miembros de la PFamilia 5. El
marcador de peso molecular corresponde a DNA del bacteriéfago
lambda cortado con HindIII.
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4.4.5. ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS OBTENIDOS AL DIGERIR
ENZIMATICAMENTE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA PBP 2B y 2X

Se puede realizar una caracterizacién més profunda de
estos aislados al estudiar las alteraciones en los genes de las
PBPs; por ello, y basado en el hecho que los genes gue poseen
una secuencia distinta presentan un mapa de restriccién
distinto, se utilizé la técnica de digestién de genes para
comparar los genes de la PBP 2B y 2X de los aislados incluidos
en familias de patrones de PBPs,

Se estudié el patrén de restriccién obtenido en  los
aislados inclufidos en la Familia 5, en los aislados procedentes
de Ohio, y en algunos aislados resistentes a penicilina no
incluidos en esta familia. La Figura 22 muestra el patrén de
fragmentacién originado en los genes de la PBP 2B de estos
aislados como consecuencia de la digestién con StylI. Se observé
que los aislados pertenecientes a la Familia 5 y los aislados
de Ohio, produjeron un modelo de fragmentos idéntico, en el que
se podian diferenciar 7 fragmentos mayoritarios de un tamafio
comprendido entre 622 y 34pb; este patrén de fragmentos fué
marcadamente diferente del obtenido en la cepa sensible R6 y en
los otros neumococos resistentes analizados. Los fragmentos
encontrados en los aislados de la Familia 5 gque permiten
diferenciarlos del resto de los aislados son unos fragmentos de
aproximadamente 450, 50 y 20pb, ademés de la desaparicién de un
fragmento de 500pb. La digestién del gen de la PBP 2B con Hinfl
también originé un modelo de fragmentos caracteristico en los
aislados incluidos en la Familia 5 de patrén de PBPs.

Al someter a digestién el gen de la PBP 2X de los aislados
anteriores con una combinacién de las enzimas Ddel y Msel se
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originé un modelo de fragmentacién mé&s complejo, en el que se
podian diferenciar 13 fragmentos mayoritarios de un tamafio
comprendido entre 300 y 20 pb aproximadamente; estos fragmentos
fueron idénticos en todos los aislados incluidos en la Familia
5 vy en los aislados de Ohio, a excepcién del aislado Sp 2657
que presenté dos fragmentos adicionales. Los aislados no
incluidos en esta familia mostraron diferentes patrones de
restriccién tal como refleja la Figura 23.

La digestién enzim&tica de los genes de la PBP 2B y 2X de
los aislados incluidos en la Familia 5 de PBPs parece indicar
que la secuencia de estos dgenes es idéntica en todos los
aislados; estos resultados confirmarian los obtenidos en
experimentos previos indicando que los aislados incluidos en
una misma familia de patrén de PBPs comparten ademds miltiples
y diversas caracteristicas fisiolégicas.

Todos log andlisis realizados estuvieron encaminados a
conseguir una caracterizacién precisa de los aislados de
neumococos resistentes a penicilina incluidos en familias de
patrones de PBPs. En general, todos ellos resultaron de
utilidad, aunque se observaron pequefias diferencias en
sensibilidad por lo que es recomendable utilizar més de un
método para conseguir una mayor exactitud en la caracterizacién
y clasificacién de estos aislados.
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Figura 22

Patrén de los fragmentos originados después de la digéstién con
StyI del gen de la PBP 2B de aislados incluidos en la Familia 5
de PBPs.

Los fragmentos originados después de la digestién del gen de la

PBP 2B con Styl se marcaron con 32P, se fraccionaron en un gel
de poliacrilamida al 6% y se sometieron a autorradiografia. Las
lineas b-f corresponden a aislados incluidos en la Familia 5 de
PBPs y las lineas g-k muestran los aislados procedentes de
Estados Unidos con un patrén de PBPs idéntico al de la Familia
5. Las lineas muestran los aislados (b) Sp 257, (c) Sp 496, (d)
Sp 499, (e) Sp 2657, (f) Sp 622, (g) US 937000, (h) US 1071562,
(i) US 1969, (j) US 1683 y (k) US 1961. Las lineas 1, m, n, y p
corresponden a aislados incluidos en otras familias de PBPs, y
las lineas a y g son los marcadores de pesoc molecular (pBR322
digerido con Hpall).
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Figura 23 |

Patrén de los fragmentos originados después de la digestién
doble con Ddel y Msel del gen de la PBP 2X de aislados
incluidos en la Familia 5 de PBPs.

Las lineas b-f corresponden a los aislados incluidos en 1la
Familia 5 de PBPs y las lineas g~k muestran los aislados
procedentes de Estados Unidos con un patrén de PBPs idéntico al
de los miembros de la Familia 5. Las lineas representan los
aislados (b) Sp 257, (c) Sp 496, (d) Sp 499, (e) Sp 2657, (f)
Sp 622, (g) US 937900, (h) US 1071562, (i) US 1969, (j) US 1683
y (k) US 1961. Los patrones obtenidos con neumococos incluidos
en otras familias de patrones de PBPs se muestran en las lineas
l, my n. Las lineas a y o son los marcadores de peso molecular
(pBR322 digerido con HpaII).
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5. DISCUSION

5.1. DISTRIBUCION DE SEROGRUPOS EN NEUMOCOCOS RESISTENTES A
PENICILINA

Uno de los logros mé&s importantes de este siglo ha sido la
capacidad del hombre para controlar la actividad bacteriana
mediante el uso de agentes antimicrobianos, consigquiéndose asi
un elevado descenso en la incidencia de numerosas infecciones
que amenazaban la vida.

Al comienzo de la era antibiética, los aislados clinicos
de S.pneumoniae mostraban un alto y uniforme grado de
sensibilidad hacia los antibiéticos, con unos valores de CMI
para penicilina extremadamente bajos (5 a 10 ng/ml); por ello
la penicilina se recomendé como el antibiético de eleccién en
las infecciones neumocécicas. En la actualidad, la mayoria de
los trabajos publicados todavia describen una incidencia de
rersistencia a penicilina inferior al 3% (Klugman, 1990), sin
embargo en algunos paises durante las dos Ultimas décadas se ha
observado un cambioc en el patrén de sensibilidad de
S.pneumoniae. En Espafia se ha descrito una incidencia de
neumococos resistentes a penicilina del 28% durante el periodo
1.979~1.989 (Fenoll et al., 1991), valor extremadamente alto si
se compara con los obtenidos en estudios similares realizados
en Francia en el periodo 1.980-1.986 (Buu-Hoi et al., 1988)
donde s6lo encontraron un 0,3% o en Bélgica durante 1.980-1.988
con un 0,9% (Verhaegen et al., 1990), y s6lo sobrepasados por
el 47% descrito en Hungria en el periodo 1.985-1,988 (Marton et
al., 1991).
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A nivel mundial se ha descrito que s6lo se alcanza un alto
nivel de resistencia a penicilina en un pequefioc nimero de
serogrupos neumocécicos determinados (Klugman, 1990), de manera
que los serogrupos 6, 14, 19 y 23 son los serogrupos
predominates que manifiestan resistencia a peniciliné. Estos
serogrupos representan dos tercios de los neumococos aislados
durante los dos primeros afios de vida (Gray et al.,: 1980),
ademés presentan un estado de portador prolongado y una
readquisicién rapida después de una terapia antibiética. Las
caracteristicas seflaladas aumentan las ©posibilidades de
exposicién de estos neumococos a antibiéticos lo que puede
constituir un factor selectivo para predisponer estos
serogrupos a la resistencia. La estabilidad de la resistencia
adquirida en estos aislados y su ventaja selectiva en el caso
de presién antibi6tica produce una expansién y prevaléncia de
estos neumococos en las comunidades que se administran
antibioéticos.

Las revisiones epidemiolégicas de neumococos resistentes a
penicilina muestran un cambio pequefic pero continuo hac¢ia unos
valores superiores de CMI. El incremento relativamente pequefio
desde valores de 0,006 hasta 0,06 ug/ml, no se refleja en la
literatura microbioldgica clinica pues estos aislados se
incluyen en la definicién clinica de “sensibilidad" (Jones,
1988). Sin embargo, estudios iniciales mostraron gque este
pequefic incremento en el valor CMI representa la adquisicién de
marcadores de resistencia que pueden ser transmitidos mediante
transformacién genética (Shockley y Hotchkiss, 1970) y que esté
relacionado con cambios en la afinidad de las PBPs hacia el
antibiético (Handwerger y Tomasz, 1986a).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el
pequefio cambio en el valor CMI ha afectado a un gran nimero de

aislades clinicos, de manera que entre los aislados actuales
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son muy escasos los neumococos completamente sensibles a
penicilina (MIC 0,006ug/ml). También se observa un cambio en la
distribucién de serogrupos en funcién del nivel de resistencia
a penicilina (Figura 7). Los aislados con valores de CMI 0,015~
0,06ug/ml aparecen en todos los serogrupos neumocécicos con una
frecuencia paralela a la frecuencia de la incidencia de
serogrupos de los neumococos estudiados, de esta manera los
aislados que muestran un bajo nivel de resistencia "borderline"
son mas frecuentes entre los serogrupos 3, 8, 7 y 1. Los
resultados obtenidos también demuestran que el aumento en el
valor de CMI en estos aislados de bajo nivel de resistencia
(0,015-0,06ug/ml) es una resistencia "real” que implica cambios
genéticos y alteracién bioquimica de las PBPs. El pequefio pero
significativo incremento en el valor de CMI de la mayoria de
las cepas examinadas indica un cambio ocurrido durante las
iltimas décadas, probablemente debido a una excesiva
utilizacidén de antibiéticos en la clinica.

Se observa un contraste acusado en 1la distribucién de
serogrupos de los aislados analizados con un valor de CMI
superior a 0,lpyg/ml, ya que s6lo pertenecen a un limitade
nimero de serogrupos, fundamentalmente 6, 9, 14, 19 y 23; esta
distribucién es la misma gque la descrita para los primeros
aislados c¢linicos resistentes (Hansman et al., 1971). Los
resultados obtenidos indican que la eliminacién de la mayoria
de los serogrupce se produce en un valor de CMI marcadamente
definido y préximoc a O,IFg/ml. La estrecha distribucién de
serogrupos entre los neumococos resistentes es una ‘de las
incégnitas del estudio de la resistencia a penicilina en este
organismo.

En base a los resultados obtenidos se puede especular
sobre el origen de la resistencia a penicilina. El mecanismo



145

bioquimico de la resistencia parece el mismo por debajo y por
encima del valor umbral de CMI 0,1pg/ml, implicando
alteraciones en la capacidad de las PBPs para unir el
antibiético. La homologia entre incidencia y frecuencia de la
resistencia de bajo nivel en un determinado serogrupo sugiere
que el mecanismo de adquisicién de este bajo nivel de
resistencia ("borderline") puede implicar mutaciones puntuales
en los determinantes estructurales de las PBPs, concretamente
en la PBP 2A. Este proceso se ha demostrado .en el laboratorio
al someter los neumococos sensibles a una presién antibiética
(McKee y Houck, 1943) de manera que la seleccidén de estos
mutantes ocurre con una frecuencia considerable hasta unos
valores de CMI cercanos a 0,05—0,%pg/m1, siendo extremadamente
dificil 1la seleccién de mutantes con niveles superiores de
resistencia .

Estos resultados sugieren que cuando la resistencia
aumenta por encima de 0,1 Pg/ml debe actuar un nuevo proceso
que sdélc se consigque en el ambiente clinico "in vivo". El
andlisis de la secuencia de bases del gen de la PBP 2B de
neumococos resistentes sugiere que estos aislados pueden haber
adquirido secuencias de DNA de otras especies (Dowson et al.,
1989c) (Dowson et al., 1990), obteniéndose unas conclusiones
similares con el andlisis de aislados clinicos de donococos
(Spratt, 1988) y meningococos (Spratt et al., 1989) resistentes
a penicilina. Por lo tanto, la adquisicién de secuencias de DNA
puede ser el mecanismo dominante y critico en la evolucién
hacia un alto nivel de resistencia a penicilina en neumococos .

Sin embargo, este mecanismo no explica el proceso por el
cual a nivel mundial s6lo se alcanza un alto grado de
resistencia en unos pocos serogrupos determinados. Se pueden
considerar dos mecanismos alternativos o una combinacién de



146

ambos. El primer mecanismo estaria basado en el hecho que los
serogrupos 6, 14, 19 y 23 son los mas frecuentes entre los
neumococos aislados a partir de poblacién infantil y que la
infeccién neumocécica en pediatria implica frecuentemente 1la
utilizacién terapetitica de penicilina; esta gituacién
proporcionaria a los aislados pertenecientes a estos serogrupos
una ventaja selectiva que podria aumentar su prevalencia en las
comunidades en las que se administran antibioticos.

El mecanismo alternativo, para explicar la particular
distribucién de serogrupos encontrada entre los aislados
resistentes, estéa basado en los estudios realizados
recientemente (Garcia-Bustos y Tomasz, 1990) demostrando que
los neumococos resistentes poseen una pared celular con un
componente péptidico del peptidoglicano alterado, observandose
ademds que este cambio estructural puede cotransformar con
resistencia a penicilina (Garcia-Bustos et al., 1988). Por
ello, se puede suponer que el peptidoglicano alterado de 1las
células resistentes s6loc es capaz de retener un nimero limitado
de tipos capsulares en una forma activa inmunolégicamente.
Segin este médelo inicialmente se podria desarrollar un alto
nivel de resistencia a penicilina con igual oportunidad en
neumococos de todos los serogrupos; sin embargo, la mayoria de
las céapsulas no serian retenidas por el peptidoglicanoc alterado
resultando asi fagocitadas por las defensas del huesped. Estos
serogrupos serian entonces eliminados de entre los que
presentan neumococos resistentes; por ello, los serogrupos
resistentes quedarian restringidos a aquellos gque posean una
cdpsula compatible con la estructura alterada del
peptidoglicano y capaz de proteger a los neumococos frente a la
fagocitosis.
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5.2. INCIDENCIA DE AISLADOS CLINICOS DE NEUMOCOCOS TOLERANTES A
PENICILINA

De forma similar al incremento en los niveles de CMI
frente a penicilina, se ha producido un aumento paralelo en la
tolerancia hacia este antibiético. Inicialmente los
antibiéticos B-lactéamicos, a concentraciones superiores al
valor de CMI, lisaban y destruian rdpidamente a los neumococos.
Sin embargo en 1.985 (Liu y Tomasz, 1985) se describieron por
primera vez aislados clinicos de S.pneumoniae multirresistentes
que mostraban telerancia a penicilina; en estos neumococos
tolerantes el tratamiento con penicilina sobre el valor de CMI
no inducia degradacién de la pared celular o lisis y en ellos
se reducia la pérdida de viabilidad en comparacién con los
aislados no tolerantes. En un estudio realizado posteriormente
(Moreillon y Tomasz, 1.988) en una muestra de aislados clinicos
de neumococo se encontré gque un 64% de los aislados que
presentaban un valor de CMI >0,1pg/ml y un 32% de los sensibles
mostraban una lisis deficiente cuando eran tratados con
penicilina. Los resultados obtenidos en este estudio muestran
valores ligeramente superiores, obteniéndose que un 83% de los
aislados resgistentes y un 54% de los sensibles muestran una
dismunucién en el grado de lisis en comparacién con la cepa
control con una autolisina funcional.

Por otro lado, los resultados obtenidos en esté estudio
apoyan los datos iniciales (Liu y Tomasz, 1985) que indicaban
que en neumococos la resistencia a penicilina y la disminucién
en el grade de lisis son mecanismos distintos que pueden ser
separados f&cilmente mediante cruces genéticos. Sin embargo, en
los aislados clinicos de neumococos existe una frecuente
asociacién entre estos dos caracteres. 8Se han realizado
experimentos (Moreillon y Tomasz, 1988) que sugieren que la
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elevada asociacién entre resistencia y disminucién en la lisis
puede ser el resultado de una determinada presién antibiética
in vivo. En la clinica las bacterias patdgenas estin expuestas
a una combinacién de dos clases de presién antibiética: ciclos
breves y repetidos con altas concentraciones de antibidético y
periodos prolongados de eliminacién del antibidético en los que
la concentracién de este es cercana o inferior al valor de CMI.
La reconstruccién en el laboratorio de la primera clase de
presién origina mutantes deficientes en 1lisis con un valor CMI
inalterado; sin embargo, la sequnda <clase de presién
antibiética origina mutantes resistentes, c¢on valores CMI
aumentados, que no presentan una alteracién en el grado de
lisis. Una combinacién de las dos clases de presidén origina
cepas resistentes y deficientes en lisis. Estos autores
proponen un posible mecanismo para explicar la elevada
asociacién entre estos dos caracteres, resistencia y lisis
deficiente frente a penicilina; de forma que se produciria una
seleccién inicial de los aislados que presentan una lisis
deficiente (y tolerantes) los cuales podrian constituir unos
receptores adecuados en la transmisién de un caracter de
resistencia existente previamente, o bien podrian constituir un
material idéneo a partir del cual se produciria la seleccién de

mutantes resistentes que aparecerian con una elevada
probabilidad.

En 1.990 Moreillon et al. realizaron un estudio en
neumococos para investigar la relacién existente entre la lisis
y la supervivencia inducidas por penicilina. Observaron que los
mutantes con un gen de la autolisina inactivo (Lyt~™) mostraban
una respuesta litica a penicilina reducida; sin embargo su
supervivencia era muy elevada en comparacién con el valor
obtenido en las cepas Lytt, ya que presentaban sé6lo una
reduccién inferior a un orden de magnitud en el logaritmo del
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nimero de viables para <cada hora de tratamiento. La
transformacién de una cepa que presentaba una supervivencia
minima al tratamiento con penicilina (descenso de 4 a 5 log)
con una que mostraba una alta supervivencia (descenso 1 log)
llevé al descubrimiento de un gen presente en la cepa de
elevada supervivencia que llamaron "cid" (de "bactericida") vy
gue estaba ausente en las cepas que sobrevivian al tratamiento
(Cid~); el mecanismo y funcién de este gen permanece todavia
especulativo. Moreillon et al. (1990) concluyeron gque la
penicilina ocasiona la muerte en neumccocos mediante dos
mecanismos distintos, uno que implica la desregulacién de la
autolisina y origina aproximadamente un descenso de 1 log en el
nimero de viables en 6 horas, y otro mecanismo independiente de
autolisina y responsable de un descenso de 3 a 4 unidades en el
log.

Los resultados descritos en este estudio apoyan la
hipétesis de la existencia de ambos genes en la regulacién de
la "lisis-muerte" inducidas'por penicilina. Al analizar en cada
aislado los valores obtenidos en la lisis y supervivencia, se
encuentra que un 49% de los aislados analizados podrian
corresponder a un fenotipo Lit*Cid~, un 13% al fenotipo Lyt*Cid~
, 26% al Lyt~Cid~, y un 3% corresponderian al fenotipo Lit~Cid*;
el fenotipo Lit~Cid* indica un mecanismo de muerte
independiente de autolisis. De forma similar, en .aislados
clinicos y cepas de laboratorio de estreptococos del grupoc A se
han descrito (McDowell y Reed, 1989) dos tipos de fenotipos "no
liticos": cepas tolerantes en las que la penicilina inhibe el
crecimiento pero pierden viabilidad muy lentamente y cepas de
"muerte no litica" que son destruidas rédpidamente después del
tratamiento con penicilina en dosis bajas; este fenémeno esté
relacionado con una hidr6lisis total de RNA y no aparece
acompafiado de solubilizacién de la pared celular. '
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Los resultados obtenidos en esta tesis indican una alta
proporcién de mutantes Cid- entre 1los aislados clinicos
estudiados; en estos mutantes la penicilina tiene una actuacién
muy limitada, por ello constituyen el foco de atencién en los
problemas que presentan estos neumococos en la quimioterapia.
El fenémeno de tolerancia a antibi6ticos asociado a unos
niveles elevados de resistencia a estos compuestos aumenta
notablemente las posibilidades de un aislado de sobrevivir al
tratamiento terapeitico. En la actualidad, existe una
preocupacién por la bisqueda de tratamientos alternativos para
los casos de aislados resistentes a B-lactémicos, sin embargo
no existe una preocupacién similar por los patégenos tolerantes
a estos compuestos.

En 1.988 la Organizacién Mundial de la Salud organizé un
simposio para considerar el uso y abuso de antibiéticos (Kunin
et al., 1990), en el que los participantes de wvarios paises
desarrollados estimaron el uso de antibiéticos y los problemas
de resistencia en sus respectivos paises, y concluyeron que es
necesario establecer una red coordinada a nivel mundial para
poder obtener unos datos representativoes y organizar unos
sequimientos «clinicos <con objeto de definir el agente
antimicrobiano méds idéneo, asi como la dosis y la duracién del
tratamiento en condiciones especificas. En el caso concreto de
neumococo, determinaron que es necesario un seguimiento de las
resistencias a antibiéticos y de la distribucién de serotipos a
nivel mundial.
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5.3. PATRON DE PBPs EN LOS TRANSFORMANTES RESISTENTES A
PENICILINA

Los estudios realizados inicialmente (Zighelboim y Tomasz,
1980) indicaban que la resistencia a penicilina podia ser
introducida en una cepa sensible de laboratorio mediante
transformacién genética; asimismo describian la dificultad
encontrada para alcanzar el nivel de resistencia del aislado
donante, necesiténdose al menos tres ciclos consecutivos de
transformacién. La serie de transformantes obtenidos en estos
estudios exXhibian un gradual cambio en el patrén de PBPs,
variando desde el caracteristico de la cepa sensible receptora
hasta el patrén tipico del aislado donante. Experimentos
posteriores realizados de forma similar (Chalkley y Koornhof,
1988) describieron unos resultados que no coincidian con los
publicados previamente. En este estudio, para obtener unos
transformantes altamente resistentes a penicilina necesitaron
s6lo dos ciclos de transformacién; ademds, describieron que el
patrén de ©PBPs de diferentes aislados no se parece
necesariamente uno a otro ni a los de los transformantes de
laboratorio. Estudios semejantes realizados en cepas de
N.gonorrhoeae que presentaban resistencia cromosémica a
penicilina (Dougherty, 1986) indicaron que el patrén de PBPs de
los transformantes obtenidos mostraba una alta heterogeneidad y
que no se alcanzaba un patrén de PBPs como el del aislado
donante, de forma que en el 70% de los transformantes se obtuvo
una PBP 1 que presentaba una afinidad intermedia entre la del
donante y la de la cepa receptora.

Todos estos resultados se habian obtenido al utilizar un
inico DNA donante que procedia de un aislado clinico resistente
a penicilina. Por ello, uno de los propdsitos de este estudio
fué observar el patrén de PBPs obtenido en los transformantes
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procedentes de diferentes cruces, al utilizar DNAs de aislados
que poseian diferentes patrones de PBPs.

En los experimentos descritos en este trabajo s6lo se
necesitaron dos <ciclos de transformacién para obtener
transformantes con un nivel de resistencia similar al del
aislado donante de DNA. Ademé&s se observé que la frecuencia con
la gque se obtienen transformantes resistentes a penicilina
disminuye durante los ciclos de transformacién confirmando asi
algunos resultados previos (Tomasz, 1982) pero en oposicién a
los obtenidos por Chalkey y Koornhof (1988). El patrén de PBPs
mostrado por los transformantes obtenidos en este estudio y
aislados en el primer ciclo de transformaci6én habia sido ya
descrito en unos transformantes con un nivel de resistencia
equivalente (Chalkey y Koornhof, 1988). De forma similar, el
patrén de los transformantes obtenidos en el segundo ciclo fué
muy similar al descrito en experimentos previos (Chalkey Yy
Koornhof, 1988) (Dowson et al., 1989b).

Tanto en los trabajos anteriores como en este estudio se
utilizé la cepa de laboratorio R6 o una cepa derivada de ella,
como  cepa receptora de DNA en los experimentos de
transformacién; ello podria ser la explicacién para la
homologia observada en los patrones de PBPs de los
transformantes obtenidos al utilizar diferentes DNAs donantes.
Estos resultados parecen indicar que el patrén de PBPs obtenido
en los transformantes es independiente del patrén de PBPs
presentado por el aislado donante de DNA, estando determinado
por el fondo genético de la bacteria receptora.

Se desconoce el mecanismo por el cual 1la bacteria
receptora competente acepta diferentes DNAs, se recombina y al
final del proceso adquiere resistencia mostrando,



153

aparentemente, un Utnico patrén de PBPs. La secuenciacién de
los genes que codifican para las PBPs en estos transformantes
permitiria obtener una informacién muy tGtil para la explicacién
del mecanismo implicado en este procesc. Ademds afiadiria nuevos
datos a las pruebas exXistentes de que la resistencia a
penicilina en algunos organismos ha ocurrido por la transmisién
horizontal de zonas de genes cromosémicos, y por su
incorporacién en el cromosoma receptor mediante un proceso de
recombinacién homéloga originandc unos genes con estructura "en

mosaico" (Dowson et al., 1989c) (Dowson et al., 1990) (Maynard
Smith et al., 1991)
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5.4. PATRON DE PBPs COMO MARCADOR EPIDEMIOLOGICO EN NEUMOCOCOS
RESISTENTES A PENICILINA

En 1.982, Tomasz sugirié gue el patrén de PBPs podia ser
utilizado para realizar una clasificacién taxonémica de una
especie bacteriana. Sin embargo, resultados obtenidos
posteriormente (Gutmann et al., 1982) (Farber et al., 1983)
indicaban que las PBPs suponian un método para clasificar los
organismos menos fiable de lo esperado inicialmente. Fué en
1.986 cuando Williamson et al. utilizaron con éxito el patrén
de PBPs para identificar aislados de enterococos dificilmente
identificables mediante la utilizacién de las ' pruebas
bioquimicas convencionales; estos resultados y la descripcién
de 1la existencia de “familias" de aislados que compartian
patrones de PPBs (Jabes et al., 1989) ofrecia nuevas
posibilidades a la utilizacién de 1las PBPs como marcador
epidemiolégico.

Los estudios iniciales realizados en el aislado SA 8249
indicaron que el mecanismo de resistencia a penicilina en
neumococos implicaba alteraciones en la estructura de las PBPs,
en su tamafio molecular y en una menor afinidad hacia el
antibiético (Zighelboim y Tomasz, 1980). Posteriormente para
comprobar sl1 el patrén observado en el aislado SA 8249
representaba el 1dnico patrén de PBPs existente en los
neumococos sensibles, se realizaron estudios analizando las
PBPs de otros aislados, encontrdndose un sorprendente grado de
variabilidad (Chalkley y Koornhof, 1988) (Markiewicz Y Tomasz,
1989).

En 1.989, Jabes et al. al analizar una muestra de 160
aislados clinicos consiguieron identificar 11 patrones de PBPs
en los que se agrupaban 39 neumococos resistentes y que fueron
descritos como "familias" de patrones de PBPs. Mediante el
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presente estudio se ha conseguido aumentar la informacién
existente sobre dos de las familias de patrones de PBPs
descritas previamente (Familias 4 y 5), describir una nueva
familia de aislados resistentes (Familia 6) y, por primera vez,
describir la existencia de grupos de aislados que comparten
patrones de PBPs y gque muestran niveles intermedios de
resistencia a penicilina (Familias 1, 2 y 3). La descripcién de
nuevas familias de patrones de PBPs que agrupaban a un elevado
nimero de miembros apoyaba la posible utilizacién del patrén de
PBPs como un marcador epidemiolégico adecuado para los
neumococos resitentes a penicilina.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el
patrén de PBPs cumple todas caracteristicas fundamentales
necesarias en un marcador epidemiolégico. Todos los aislados
analizados presentaron un patrén caracteristico en sus PBPs, de
manera que todos 1los aislados fueron reconocidos, fueron
"tipables" (tipabilidad). Entre los neumococos resistentes se
encontraron seis patrones principales y casi un centenar de
patrones distintos minoritarios, por lo cual el patrén de PBPs
como marcador reconoce un gran ndmeroc de tipos
{(discriminacién). Fué necesario probar la reproducibilidad y
estabilidad del patrén de PBPs; aungue un estudio realizado
previamente (Georgopapadokou y Liu, 1980) parecia indicar que
el ntimero de PBPs dependia de las condiciones experimentales en
las que se realizaba el experimento, los resultados descritos
en este estudio indican que en neumococos el patrén de PBPs de
un aislado particular es una propiedad genéticamente estable
que no resulta alterada cuando se someten los cultivos a
diversos tratamientos.

En este estudio se han encontrado dos | pruebas
fundamentales que apoyan la utilizacién de patrén de PBPs como
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marcador epidemioclégico. En primer lugar, la descripcién de una
PBP 3 que presenta una movilidad electroforética menor que la
habitual y designada como PBP 3X. Esta PBP 3 atipica sélo habia
sido descrita en un aislado procedente de Papua Nueva Guinea
(Hakenbeck et al. 1986) (Jabes et al., 1989), en dos aislados
de Alaska (Markiewicz y Tomasz, 1989) y en tres aislados
procedentes de Surdfrica (Chalkley y Koornhof, 1989), en este
trabajo se han descrito dos familias de aislados (Familias 1 y
6) que presentan la PBP 3X. La PBP 3X de la Familia 6 es la que
permite diferenciar a los aislados incluidos en esta familia
aunque presenten niveles de resistencia a penicilina muy
distintos, variando desde 0,25 a Bpg/ml.

Por otro lado, en 1.989 (Allphin et al., 1989) se
describié un neumococo de serogrupo 23 resistente a penicilina
y aislado a partir de un nifio con otitis media en un
ambulatorio de Cleveland, Ohio (EE.UU.). Posteriormente, en el
mismo ambulatorio se aislaron neumococos resistentes del mismo
serogrupo a partir de 6 portadores sanos. El examen
electroforético del patrén de PBPs de estos aislados revelé un
patrén idéntico al mostrado por los aislados de la Familia 6
procedentes de Espafia. Mediante 1la aplicacién dé varias
técnicas para caracterizar estos aislados se confirmé su
identidad en miltiples aspectos epidemiolégicos y fisiolégicos.
Estos resultados apoyan la posible utilizacidén del patrén de
PBPs como marcador epidemioldégico en neumococos resistentes a
penicilina.

Después de la aplicacién de distintos métodos de
caracterizacién en estos aislados, se puede considerar que el
patrén de PBPs es un marcador adecuado para estudios
epidemiolégicos pues ha demostrado una alta correlacién entre
los resultados obtenidos por este procedimiento y los derivados
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del anédlisis de iscenzimas, péptidos de pared belular,
fragmentos de restriccién de DNA cromosémico, etc. .

Por otro lado, parece razonable asumir que los pafrones de
PBPs conservados en los aislados resistentes reflejan distintas
vias mutacionales que conducen a la remodelacién de las PBPs
bajo determinadas condiciones selectivas. La asociacién de
patrén de PBPs con serogrupo, resistencia a antibidticos vy
lugar de aislamiento en los miembros de estas familias sugiere
que puedan representar distintos clones. Sin embargo, es
necesario sefialar que un patrén de PBPs determinado no es
especifico de un serogrupo concreto, ya que Taislados
pertenecientes al mismo serogrupo pueden exhibir distintos
patrones de PBPs, estando muy influfde por el 1lugar de
aislamiento del neumococo. Todo ello podria indicar :que los
neumococos resistentes a penicilina son poblaciones bacterianas
consistentes en una serie de clones gue han evoiucionado
independientemente.
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5.5. ASOCIACION CLONAL ENTRE AISLADOS QUE COMPARTEN UN fATRON
DE PBPs

El concepto de *“clon” se formulé basado en la asociacién
existente entre algunos serotipos de E.coli y aislados
enterotoxigénicos procedentes de diferentes lugares
geogréificos; posteriormente se han publicado muchos trabajos
que acentdan la importancia del concepto de clon en conexién
con distintas bacterias patdgenas, la mayoria capsuladas. La
asociacién clonal entre aislados bacterianos se demuestra
convincentemente cuando se dispone de una gran variedad de
marcadores; s8in embargo, todos los organismos, incluso en
ausencia de presién selectiva, son en cierto grado inestables
genéticamente ya que en cada generacién acumulan gradualmente
mutaciones, delecciones y adquisicién de material genético
nuevo. Por ello la clonalidad no puede ser nunca absolutamente
segura y el grado de clonalidad exhibido por un grupo de
organismos relacionados estd asociado a la variable tiempo.

La variedad de —caracteres, tanto fenotipicos como
genéticos, utilizados para la caracterizacién de distintos
aislados bacterianos, se ha visto favorecida por el desarrollo
de diversas técnicas moleculares dotadas de un elevado grado de
sensibilidad vy especificidad, que pueden contribuir a
determinar con mayor exactitud si varios organismos de diversa

procedencia pertenecen a una misma poblacién clonal.

La electroforesis de isoenzimas constituye una técnica muy
dtil para establecer relaciones cromosémicas entre aislados
bacterianos. La aplicacién de esta técnica a aislados de E.celi
demostré que esta especie es muy variable; sin embargo sdélo
algunos de ©estos tipos electroforéticos se encuentran
repetidamente en diferentes continentes y durante muchos afios,
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estiméndose que el nimero actial de clones varia de 100‘a 1.000
(Selander et al., 1.987). Una estructura de poblacién clonal
similar se ha descrito en otras especies bacterianas, entre las
que se incluyen especies que poseen mecanismos naturales de
transformacién como Haemophilus influenzae (Musser et al.,
1988) y Neisseria meningitidis (Caugant et al., 1988). Es de
sefialar la estabilidad de los c¢lones individuales, de forma que
s6lo 7 clones han originado la mayoria de las epidemias de
infeccién meningocécica de serogrupo A durante los dltimos 70
afios, y un 88% de los casos de S. aureus productores de
sindrome téxico han sido provocados por un tdnico clon (Musser
et al., 1990). Al realizar el andlisis de isoenzimas en 16
aislados de N.meningitidis resistentes a penicilina procedentes
de Espafia y que presentaban un patrén comin de PBPs, se
demostr6 que representaban una poblacién heterogénea?con una
gran diversidad genética, no habiéndose originado por tanto a
partir de un tnico clon (Mendelman et al., 1989).

El estudio descrito en esta tesis representa la
aplicacién, por primera vez, de esta técnica a aislados
clinicos de neumococos. Los resultados encontrados indican que
los aislados incluidos en una familia de patrén de PBPs poseen
un alto grado de identidad alélica, puidiendo ser considerados
como miembros de un mismo clon. Sin embargo, es necesario
gefialar que el andlisis de neumococos con caracteristicas
epidemiolégicas variadas revela que esta especie es altamente
variable, pudiéndose distinguir un elevado niimerc de genotipos
distintos (Musser, J.M., comunicacién personal); por lo que el
anédlisis de isoenzimas se puede considerar un marcador id&neo
para neumococos ya que presenta una elevada discriminacién.

Por otra parte se puede conseguir una mayor aproximacién
en la caracterizacién de un aislado determinado mediante el
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andlisis de DNA cromosémico con el empleo de endonucleasas de
restriccién (Owen, 1989). No obstante se debe seflalar que
aunque los patrones diferentes obtenidos después de una
digestién reflejan diferencias a nivel molecular, no siempre
puede asequrarse que agquellos otros gque mediante una
observacién visual parecen idénticos respondan realmente a una
identidad genética, debido a gque existen pequefias diferencias a
nivel genético que no pueden ser detectadas mediante esta
técnica; por lo que es necesario recurrir a procedimientos
cuantitativos mediante la utilizacién de densitémetros. Esta
técnica fué aplicada previamente a S. pneumoniae (Viering et
al., 1989) y mediante la utilizacién de un densitémetro se
encontraron diferencias significativas entre distintos
serogrupos (s6lo un 54% de similitud) y una identidad
significativamente mayor entre los aislados incluidos en un
gserogrupo determinado (similitud del 75-98%). Aunque en el
estudio descrito en esta tesis no se utilizé un densitdémetro de
gréficos, se obtuvieron unos patrones de restriccién que
indicaban la existencia de una alta identidad entre todos los
aislados incluides en la misma familia de patrén de PBPs;
pudiéndose comprobar también la gran divergencia existente
entre los aislados pertenecientes a distintos serogrupos.

Para el andlisis de la diversidad genética de un Iloci
determinado se ha descrito un método de alta resolucidén que ha
sido aplicado con éxito a N. meningitidis (2Zhang et al., 1990)
y consiste en el andlisis de los fragmentos obtenidos después
de la digestién enzimé&tica de una secuencia de DNA amplificado.
El gen penA de un grupo de aislados resistentes a penicilina
fué muy diverso, encontrédndose 14 patrones distintos en 15
aislados estudiados; estos resultados eran concordantes con la
diversidad genética encontrada en esta especie mediante el
andlisis de isoenzimas (Mendelman et al., 198%). Los resultados
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descritos en esta tesis muestran la identidad de patrones de
restriccién en los genes de la PBP 2B y 2X de los aislados
pertenecientes a la Familia 5 de PBPs, lo que indicaria que en
todos ellos existe la misma alteracién en los determinantes de
resistencia a penicilina. Para obtener unos resultados més
concluyentes seria necesario ampliar estos estudios a todos los

miembros de las restantes familias de patrones de PBPs.

Por tanto, los neumococos examinados en este estudio y
agrupados en "familias" en base a un perfil idéntico de PBPs,
comparten ademéds otros caracteres ya que pertenecen al mismo
serotipo capsular, poseen un mismo genotipo de isoenzimas, una
idéntica fragmentacién del DNA cromosémico y de dos genes
cromosémicos que contribuyen a la resistencia a penicilina
(analizados en los aislados incluidos en la Familia 5). Todos
estos datos parecen indicar que los neumococos resistentes a
penicilina gque poseen un patrén comin de PBPs son miembros de
un mismo clon debidoc a que comparten miltiples caracteristicas
epidemiolégicas y fisiolégiéas.

El patrén uniforme de PBPs en estos clones sugeriria que
las distintas variantes genéticas para PBPs pueden haber sido
transmitidas “verticalmente” a través de los aislados
diferentes de S. pneumoniae dando lugar a la relacién "un clon-
un patrén de PBPs”; por otro lado, se han encontrado evidencias
de una transmisién "horizontal” de los genes de las PBPs en
este organismo (Dowson et al., 1989). Por todo ello se puede
suponer que la adquisicién de genes para las PBPs puede haber
ocurrido a través de una transmisién horizontal entre grupos de
aislados genéticamente distintos o bien, a través de una
transmisién lineal o vertical dentro de una linea clonal. Se ha
descrito un fenémeno similar para la transmisién de fimbrias en
E.coli (Johnson, 1991).
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6. CONCLUSIONES

1.- Entre los aislados clinicos estudiados existe una elevada
incidencia de neumococos gque presentan una reduccién en la
lisis provocada por penicilina (tolerancia), como se concluye
de los resultados obtenidos ya que este fenémeno afecta a un
25% de los aislados sensibles y a un 55% de los aislados
resistentes estudiados. De forma similar, se obtiene que un 46%
de los aislados sensibles y un 88% de los aislados resistentes
presentan una mayor supervivencia cuandoe son sometidos a
penicilina. En la mayoria de los aislados existe una relacién
directa entre grado de lisis y pérdida de viabilidad. .

Los resultados obtenidos también demuestran que tolerancia
y resistencia a penicilina son caracteres separados, aunque la
incidencia de ambos aparece asociada en un nimero elevado de
aislados.

2.- Mediante el andlisis de los serogrupos de neumococos ue
presentan distinto nivel de resistencia a penicilina se
concluye que los aislados con un bajo nivel de resistencia a
penicilina (“borderline®) (CMI 0,015-0,06pg/ml) presentan una
distribucién de serogrupos similar a la del total de neumococos
estudiados. Existe un nivel umbral de resistencia, préximo a
0,1ug/ml, por encima del cual la distribucién de serogrupos
experimenta un cambio brusco de manera que s6lo un nimero muy
limitado de serogrupos es capaz de alcanzar niveles superiores
de resistencia.
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De los experimentos realizados se concluye que el bajo
nivel de resistencia a penicilina es una resitencia "real" que
puede ser transmitida mediante transformacién genética de un
neumococo a otro e implica la alteracién en la PBP 2A, uno de
los sitios de accién de los antibiéticos B-lactamicos.

3.- De los experimentos de transformacién genética se concluye
que la resistencia a penicilina se consigue de forma gradual.
En el experimento descrito, se necesitaron dos ciclos de
transformacién para alcanzar el nivel de resistencia
determinado por el donante de DNA. En el primer ciclo se
consiguié un incremento 50 veces superior en el valor CMI de la
cepa receptora; en el segundo ciclo el incremento alcanzado fué
20 veces superior. También se puede concluir que no se pueden
obtener transformantes con un nivel de resistencia superior al
determinado por el aislado donante de DNA.

Los resultados obtenidos demuestran que la mutacién "hex"
(sistema reparador de errores) en la cepa receptora aumenta la
eficacia de la transformacion; por el contrario, la presencia o

ausencia de una autolisina activa no altera esta frecuencia.

4.- Mediante la observacién del patrén de PBPs de los aislados
estudiados se concluye gque los neumococos sensibles a
penicilina poseen un similar, casi idéntico, patrén de PBPs.
Los neumococos resistentes a penicilina poseen patrones de PBPs
distintos de los mostrados por los aislados sensibles, estando
caracterizados por una disminucién muy acusada en la capacidad
de las PBPs para unir penicilina radiactiva.
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En contraste con la uniformidad mostrada por los aislados
sensibles, los patrones de PBPs exhibidos por los neumococos
resistentes pueden diferir unos a otros, de forma que ei 62% de
los aislados resistentes a penicilina presentaron uha gran
diversidad de patromnes.

5.- Los neumococos resistentes pueden ser agrupados en
“familias" de aislados en funcién de su patrén comin de PBPs.
En este estudio se describe la existencia de seis familias de
patrones de PBPs que agrupan al 38% de los aislados
resistentes. Por primera vez se identifican grupos de aislados
qué comparten patrones de PBPs y muestran niveles intérmedios

de resistencia a penicilina. !

|
Las caracteristicas fundamentales de cada una  de las
familias descritas son:

- Familia 1, neumococos procedentes de Surafrica, serogrupo 6,
CMI 0,25}Jg/ml.

- Familia 2, neumococos procedentes de Alaska, serogrupo 6,
CMI 0,25-0,5pg/ml

- Familia 3, neumococos procedentes de Surdfrica, serogrupo 6,
CMI 0,12-0,25pg/ml i

- Familia 4, neumococos procedentes de Espafla, serogrupo 6,
CMI 1-2ug/ml

- Pamilia 5, neumococos procedentes de Espafia, serogrupo 23,
CMI 1-2pg/ml '

- Familia 6, neumococos procedentes de Hungria, serogrupo 19,

CM1 >1,Jg/ml i
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6.~ En neumococos el patrén de PBPs es una caracteristica
estable y reproducible, como se deduce de los experimentos
realizados al someter los aislados a distintos tratamientos.

El andlisis del patrén comin de PBPs observado en los
distintos transformantes, permite concluir que este patrén esté
determinado por el fondo genético de 1la bacteria, siendo
independiente del modelo de PBPs del aislado donante de DNA.

El patrén de PBPs, inico Y estable, reline las
caracteristicas necesarias para su utilizacién con fines
epidemiolégicos, constituyende un posible marcador adicional
para neumococos resistentes a penicilina.

7.- Los neumococos resistentes a penicilina agrupados en una
misma familia de patrén de PBPs comparten muchas
caracteristicas epidemiolégicas y fisiolégicas como se concluye
de la aplicacién de distintos métodos fenotipicos y genotipicos
(andlisis de los péptidos de pared celular, isoenzimas, DNA
cromosémico, gen de la PBP 2B y 2X, etc.). También se demuestra
que la discriminacién obtenida mediante la aplicacién de
distintos métodos de caracterizacién coincide mayoritariamente
con la descrita en base al patrén de PBPs.
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8.~ Los resultados obtenidos mediante los métodos de
caracterizacién descritos permiten asegqurar con un elevado
grado de certeza que existe una relacién c¢lonal entre 1los
miembros de las familias descritas seglin su patrén de PBPs.

Como conclusién final, todos los resultados obtenidos
parecen indicar qgque el patrén de PBPs es un marcador
epidemiolégico adecuado para el estudio de aislados de
neumococos resistentes a penicilina, por 1lo que su aplicacién
en el andlisis de la evolucién de los neumococos en el tiempo y
en el espacio podria aportar una informacién de gran interés
epidemiolégico y con indudable valor para el clinico y el
microbidélogo.
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