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Fenotipos y mecanismos genéticos
de resistencia a macrélidos y lincosamidas
en estreptococos del grupo viridans
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RESUMEN

Los estreptococos del grupo viridans forman parte de la flora orofaringea, intestinal y genital, pero pueden causar endocardlitis y bacteriemia
en pacientes susceptibles. Cada vez se describen mas cepas resistentes a las penicilinas y a los macrdlidos. El objetivo de nuestro estudio fue
conocer los mecanismos de resistencia a los macrolidos en aislamientos con significacion clinica. De enero de 2004 a junio de 2006 se iden-
tificaron 85 cepas de estreptococos del grupo viridans. Se determiné la sensibilidad a penicilina, cefotaxima, eritromicina, clindamicina y gen-
tamicina. Se establecié el fenotipo de resistencia a los macrélidos mediante aproximacion de discos (eritromicina-clindamicina). Se detecté el
mecanismo genético de resistencia mediante PCR para los genes ermB, ermA, ermC, ermA (TR) y mefA/E. Se identificaron 51 cepas pertene-
cientes a especies del grupo anginosus, obtenidas mayoritariamente de abscesos abdominales, y 34 cepas de otras especies, obtenidas ma-
yoritariamente de hemocultivos. La tasa de resistencia a los macrolidos fue del 28,2% (24/85). El fenotipo MLS, se observo en el 66,7% de las
cepas, principalmente del grupo anginosus. El fenotipo M predominé en S. mitis y S. oralis. En las cepas con fenotipo MLS, constitutivo se
detectd el gen ermB, mientras que en las cepas con expresion inducible se detecté el gen ermA. En las cepas con fenotipo M se detectd el
gen mefA/E. Se observé corresistencia con penicilina en el 20,8% (5/24) de las cepas. La resistencia a los macrélidos en los estreptococos del
grupo viridans es ligeramente menor que la observada en otros estudios. Destacamos mayor resistencia y presencia del fenotipo MLS, en ce-
pas del grupo anginosus, y del fenotipo M en las restantes especies, lo cual podria estar relacionado con el origen anatémico de las cepas. La
corresistencia a la penicilina fue baja. Seria recomendable vigilar periédicamente la resistencia a los macrdlidos en los estreptococos del gru-
po viridans, posibles transmisores de resistencia a otras especies de estreptococos patégenos.
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Phenotypes and genetic mechanisms of resistance to macrolides
and lincosamides in viridans group streptococci

SUMMARY

Viridans group streptococci (VGS) are part of the oropharyngeal, intestinal and genital flora, but they may cause endocarditis and bacteremia
in susceptible patients. Penicillin- and macrolide-resistant strains are increasing every year. The aim of this study was to investigate genetic
mechanisms of resistance to macrolides in clinically relevant isolates. We identified 85 isolates from January 2004 to June 2006. Susceptibility
to penicillin, cefotaxime, erythromycin, clindamycin and gentamycin was determined. A resistance phenotype was assigned according to the
disk approximation test (erythromycin-clindamycin). The mechanism of resistance was determined by PCR for the following genes: ermB,
ermA, ermC, ermA (TR) and mefA/E. We identified 51 isolates belonging to Streptococcus anginosus species, most of which were obtained



318 F Artiles, |. Horcajada, . Alamo, A. Cafas y B. Lafarga

REV ESP QUIMIOTERAP

from abdominal abscesses, and 34 isolates belonging to other species, most of which were obtained from blood cultures. The macrolide re-
sistance rate was 28.2% (24/85). The MLS, phenotype was observed in 66.7% of the isolates, primarily in the S. anginosus group. The M phe-
notype was predominant in S. mitis and S. oralis. /solates that expressed the constitutive MLS, phenotype carried the ermB gene, and those
that expressed the inducible MLSB phenotype carried the ermA gene. Isolates that expressed the M phenotype carried the mefA/E gene. There
was coresistance with penicillin in 20.8% (5/24) of the isolates. Coresistance with penicillin was low. These results suggest that screening for
macrolide resistance in VGS would be desirable because of the potential transmission of resistance genes to other pathogenic streptococci.

Key words: Viridans group streptococci - Macrolide resistance - Phenotype - Genetic mechanism - Co-resistance

INTRODUCCION

Los estreptococos del grupo viridans son un grupo hete-
rogéneo de bacterias saprofitas de las vias respiratorias al-
tas, del tracto intestinal y del tracto genital femenino. Aun-
que se suelen considerar contaminantes cuando se aislan en
hemocultivos, en ocasiones estan relacionados con bacte-
riemias en pacientes neutropénicos, en un 20% a 40% (1),
y en pacientes con neoplasias intestinales, con unas tasas de
mortalidad que oscilan entre el 6% y el 30% (2). Un 30%
a40% de las endocarditis bacterianas en valvula nativa son
producidas por estreptococos del grupo viridans (3). En co-
lecciones purulentas de origen digestivo, los estreptococos
del grupo anginosus, un subgrupo dentro de los estreptoco-
cos del grupo viridans, son una etiologia frecuente de estas
afecciones (4).

La eritromicina ha sido recomendada como tratamiento
alternativo tanto en pacientes alérgicos a la penicilina co-
mo en infecciones por cepas de estreptococos del grupo vi-
ridans resistentes a la penicilina. Se utiliza como profilaxis
antibidtica de la endocarditis bacteriana asociada a procesos
dentales. Sin embargo, en los tltimos tiempos se observa
un incremento progresivo de la resistencia a los macroélidos
en este grupo de bacterias, con una gran variabilidad tanto
geografica como en lo que se refiere a los mecanismos ge-
néticos y su expresion fenotipica, aunque no queda clara su
variabilidad por especies (5, 6). Dado el intercambio de
material genético en las vias respiratorias altas, donde con-
viven estreptococos del grupo viridans, Streptococcus
pneumoniae y Streptococcus pyogenes, es importante co-
nocer cudl es el estado de resistencia a los macrdlidos en
este grupo de bacterias.

Existen dos mecanismos principales de resistencia a los
macrolidos: la metilaciéon del RNA ribosémico (RNAr)
23S en el nucledtido de la diana ribosémica, codificada por
los genes erm y expresada como fenotipo MLS;, (resisten-
cia a los macrélidos, las lincosamidas y las estreptogrami-
nas B), y una bomba de expulsién, codificada por los ge-

nes mefA/E y expresada como fenotipo M (resistencia a los
macroélidos de 14 y 15 atomos, y sensibilidad a las lincosa-
midas) (7).

Nuestro objetivo fue conocer el estado de resistencia a
los macrélidos en aislamientos de estreptococos del grupo
viridans con significacién clinica, cudles eran los fenotipos
de resistencia y sus mecanismos genéticos, asi como la co-
rresistencia a la penicilina y la cefotaxima.

MATERIAL Y METODOS
Aislamientos

En el periodo comprendido entre enero de 2004 y junio
de 2006 (30 meses) se aislaron 85 cepas de estreptococos
del grupo viridans con significacion clinica. En el caso de
los aislamientos en sangre se consideraron verdaderas bac-
teriemias cuando se aislaban en dos o mds hemocultivos.

Identificacion

La identificacién se realizé con métodos convenciona-
les, segin el esquema bioquimico propuesto por Ruoff y
cols. (8).

Pruebas de sensibilidad antibi6tica

Se realizd antibiograma por técnica de difusién en agar
segin normas del CLSI (9). Los antibidticos incluidos fue-
ron penicilina G, cefotaxima, eritromicina, clindamicina y
gentamicina (500 png). En los aislamientos con resistencia
o sensibilidad reducida a los antibidticos mencionados, se
midié la CMI por E-test® (AB Biodisk, Solna, Suecia).

Determinaciéon de los fenotipos
de resistencia a los macrélidos

Se realizé mediante el test de induccion con discos de
eritromicina (15 ug) y clindamicina (2 ug) separados 20 mm
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entre si, en medio de Mueller-Hinton sangre (10). Se de-
terminaron cuatro fenotipos posibles de acuerdo con los re-
sultados de la prueba: a) fenotipo S (sensibles a eritromici-
na y clindamicina), b) fenotipo M (resistente a eritromicina
y sensible a clindamicina, sin achatamiento del halo de in-
hibicién de la clindamicina), ¢) fenotipo MLS, inducible
(MLS,i: resistente a eritromicina y sensible a clindamici-
na, con achatamiento del halo de inhibicion de la clinda-
micina), y d) fenotipo MLS, constitutivo (MLS;c: resis-
tente a eritromicina y clindamicina) (10).

Determinacion de los mecanismos
genéticos de resistencia a los macrélidos

Se realizo la deteccion de DNA especifico por técnica
de PCR para los genes que codifican produccién de metilasa
(ermA, ermB, ermC'y ermA subvariante ermTR) y bomba
de flujo (mefA/E'y andlogo de msrA). Todas las mezclas de
amplificacién para PCR contenian 100 ng de DNA problema,
MgCl, (1,5 nM), tamp6n TRIS (200 uM), Taq polimerasa
(5 U) y los iniciadores correspondientes (250 nM). Los ini-
ciadores y las condiciones de procesamiento fueron los es-
tablecidos previamente por distintos autores (11-13). Los
ciclos de PCR se realizaron en un termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems), y los productos
de la PCR se detectaron por electroforesis sobre geles de
agarosa, seguida de tincion con bromuro de etidio.

RESULTADOS

El 84,7% de las cepas de estreptococos del grupo viri-
dans con significacién clinica (72/85) se aislaron de sangre
y de colecciones purulentas. Las especies del grupo angi-
nosus (S. anginosus, S. constellatus y S. intermedius) pre-
dominaron en las colecciones purulentas (80,5%, 32/36),

Fenotipos y mecanismos genéticos de resistencia a macrélidos y lincosamidas en estreptococos viridans

319

mientras que en las bacteriemias fueron las especies de es-
treptococos de origen oral: S. salivarius, S. mitis 'y S. ora-
lis (66,7%, 24/36) (Tabla 1).

La frecuencia de bacteriemia por estreptococos del gru-
po viridans fue de 0,81 casos por cada 1000 admisiones.
Las enfermedades mds frecuentemente asociadas con bac-
teriemia fueron hemopatia y fiebre en ocho casos (23,3%),
endocarditis en cinco casos (13,3%), afecciones abdomina-
les en cinco casos (13,3%) y cirrosis hepdtica en tres casos
(6,7%). En las hemopatias con fiebre y en las endocarditis
predominaron las especies S. salivarius, S. mitis y S. oralis,
con el 81,8% de los casos (11/13); por el contrario, en las
bacteriemias asociadas a colecciones purulentas y en las afec-
ciones abdominales, los estreptococos del grupo anginosus
constituyeron el 66,7% de los casos.

Los rangos de CMI para la eritromicina de las cepas de
estreptococos del grupo viridans aisladas fueron de 0,016
a256mg/l, yla CMIQO fue 41 mg/l. Un 28,2% (24/85) de las
cepas fueron resistentes a los macrdlidos: un 18,8%
(16/85) con fenotipo MLS;, y un 9,4% (8/85) con fenotipo
M. El 66,7% de las cepas resistentes a la eritromicina pre-
sentaron el fenotipo MLS,, predominando S. anginosus y
S. constellatus, y el 33,3% presentaron el fenotipo M, pre-
dominando S. mitis (Tabla 2).

Las cepas que se expresaban como fenotipo MLS;c
(CMI =64 mg/1) presentaban el gen ermB, excepto en dos
casos. Las que presentaban fenotipo MLS;i, tres casos,
eran portadoras del gen ermA (CMI 2256 mg/l). Las cepas
con expresion del fenotipo M (CMI =2-12 mg/l), todas ex-
cepto una eran portadoras del gen mefA/E (Tabla 2). No en-
contramos ninguna cepa con presencia de genes com-
binados para produccién de metilasa y bomba de expul-
sién. Del mismo modo, tampoco encontramos aislamientos
de estreptococos del grupo viridans transportando el gen
ermC o el ermA (subvariante ermTR). Todas las cepas por-

Tabla 1. Numero de cepas de estreptococos del grupo viridans por especie y tipo de muestra.

Especie Sangre Absceso Articular Ascitico Pleural Otros Total
S. anginosus 6 21 1 1 3 2 34
S. constellatus 3 8 1 1 13
S. intermedius 3 1 4
S. mitis 8 2 10
S. salivarius 9 2 11
S. oralis 7 7
S. cristatus 3 3
Streptococcus spp. 1 1
Aerococcus viridans 1 1 2
Total 36 36 1 1 6 5 85
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Tabla 2. Relacion entre las especies de estreptococos del grupo viridans, el fenotipo y el mecanismo genético de resistencia

a los macrolidos.

Especie N° cepas MLSc* MLS ji** M N° cepas resistentes (%)
S. anginosus 34 7 2 9 (21,5)
S. constellatus 13 3 3(23,1)
S. salivarius 11 1 1(9,1)
S. mitis 10 1 4 5(50)
S. oralis 7 2 2 (28,60)
S. intermedius 4 1 1(25)
S. cristatus 3 1 2 3 (100)
Streptococcus spp. 1 0(0)
Aerococcus viridans 2 0 (0)
Total 85 13 3 8 24 (28,2)

*Todas, excepto dos, presentaban el gen ermB.
**Todas presentaban el gen ermA.
***Todas, excepto una, presentaban el gen mefA/E.

tadoras del gen mefA/E transportaban también el gen ana-
logo de msrA.

Los rangos de CMI de la penicilina para las cepas de
estreptococos del grupo viridans aisladas fueron de 0,016
a 4 mg/l. El 17,6% (15/85) fueron resistentes a la penicili-
na, 13 (15,3%) con resistencia de bajo grado y 2 (2,3%)
con resistencia de alto grado. La CMI,, fue de 0,234 mg/1.
Sdélo dos cepas (2,3%) fueron resistentes a la cefotaxima,
las mismas que presentaban resistencia de alto grado a la
penicilina.

De las 24 cepas resistentes a los macrélidos, cinco te-
nian asociada resistencia a la penicilina (20,8%), todas con
resistencia de bajo grado (CMI=0,12-1 mg/l), y correspon-
dian a dos S. oralis con fenotipo M, un S. cristatus con fe-
notipo M, un S. constellatus con fenotipo M y un S. angi-
nosus con fenotipo MLSc. De las cepas sensibles a los
macrélidos, el 16,4% presentaron resistencia a la penicilina.

DISCUSION

Desde la década de 1970 presenciamos un incremento
progresivo de la resistencia a la penicilina y los macrélidos
en los estreptococos del grupo viridans. Los tltimos datos
(1) indican unas tasas de resistencia a la eritromicina del
40% al 44% y a la clindamicina del 4% al 10%, lo que li-
mita el valor de los macrélidos tanto en el tratamiento de la
endocarditis como en su profilaxis en pacientes de alto
riesgo. Nuestros datos de resistencia (28,2% a la eritromi-
cina'y 18,8% a la clindamicina) son algo menores, y cons-
tatamos un predominio de la producciéon de metilasa por
los genes erm (66,7%), lo que implica una resistencia de

alto grado a los macrélidos (CMI =64 mg/l). Sin embargo,
si analizamos nuestros resultados por especies, observa-
mos que en los estreptococos del grupo viridans de origen
oral con resistencia a los macrolidos (S. salivarius, S. mi-
tis, S. oralis, S. cristatus) hay un predominio del fenotipo
M (72,7%), lo que implica sensibilidad a la clindamicina y
resistencia de grado medio a los macrdélidos. El predominio
de la resistencia a los macrélidos con fenotipo M en los es-
treptococos del grupo viridans aislados en la faringe de
personas sanas (50,7% a 80,1%) se repite en la bibliografia
(2, 15, 16). Sin embargo, Pérez-Trallero y cols. encuentran
un porcentaje similar para ambos mecanismos (17).

En las cepas del grupo anginosus, su localizacion sa-
profita habitual es mds amplia, incluyendo no sélo las vias
respiratorias altas sino también el tracto intestinal y el ge-
nital femenino. Este grupo presenta una tendencia especial
a producir abscesos, por lo que estd relacionado con colec-
ciones purulentas y patologia abdominal. En nuestras ce-
pas resistentes a la eritromicina de este grupo, el 100% se
trataba de fenotipo MLS, y, excepto dos, todas eran porta-
doras del gen ermB o del gen ermA. Es posible que el pre-
dominio de la resistencia por produccién de metilasa (ge-
nes erm) en este grupo se relacione con la combinacion de
varios factores: alta concentracién de los macrélidos en el
tracto intestinal después de la administracién por via oral,
presencia de otras especies de estreptococos en las que es
habitual este mecanismo de resistencia (Streptococcus
agalactiae) y la posible transmisién horizontal de material
genético. En sintonfa con nuestros hallazgos, Jacobs y cols.
(18) encontraron resultados similares para los estreptoco-
cos del grupo anginosus, con un 77,3% de resistencias por
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metilasa (genes erm). Un dato a destacar en nuestra serie es
la deteccion de tres cepas con fenotipo MLS,i: dos S. an-
ginosus y un S. salivarius, todos portadores del gen ermA.
En las series de Cerdd-Zolezzi y Seppéld de los afios 2003
y 2004, respectivamente (14, 16), no se detectan cepas con
este mecanismo de resistencia. Los estreptococos del grupo
viridans orales resistentes a los macrélidos pueden plantear-
se como reservorio especifico de genes que codifican bomba
de flujo (genes mefA/E). Estos genes, en las vias respirato-
rias altas, podrian ser transmitidos a cepas de S. pneumo-
niae 'y S. pyogenes.

Se podria especular que, para considerar la utilidad de
los macrélidos o de las lincosamidas en el tratamiento o la
profilaxis de pacientes susceptibles a sufrir infeccién por
estreptococos del grupo viridans, habria que tener en cuen-
ta si se trata de especies orales o del grupo anginosus, te-
ner conocimiento de los mecanismos genéticos de resisten-
cia en una zona determinada, y considerar el tipo de enfer-
medad asociada.

El mayor obstaculo al conocimiento de la sensibilidad
a los antimicrobianos en relacion con la especie de estrep-
tococos del grupo viridans son las manifiestas dificultades
de su identificacion fenotipica y la diversidad de criterios
taxondmicos empleados a lo largo del tiempo. Por otro la-
do, existe cierta disparidad de criterios clinicos en cuanto a
la necesidad de diferenciar las especies de estreptococos
del grupo viridans, en particular en lo que se refiere al gru-
po anginosus (19). Actualmente la técnica de referencia
para la identificacién de las especies de estreptococos del
grupo viridans es la secuenciacion del RNAr 16S. A pesar
de ello, existen algunas dificultades para diferenciar las es-
pecies S. oralis, S. mitis y S. pneumoniae, que presentan una
homologia genética superior al 99% (20).

Al contrario de lo que sucede habitualmente en S. pneu-
moniae, no encontramos predominio de resistencia a los
macrdlidos en las cepas de estreptococos del grupo viri-
dans resistentes a la penicilina (20,8% frente a 16,4%), cir-
cunstancia probablemente relacionada con su escaso nu-
mero en nuestra serie.

Como conclusién, en nuestro trabajo encontramos, en
los estreptococos del grupo viridans con significacion cli-
nica que hemos aislado, un 28,2% de resistencia a los
macroélidos, con predominio del fenotipo MLSc, asociado
mayoritariamente al gen ermB. Encontramos diferencias
entre las especies orales, con predominio del fenotipo M
(gen mefA/E), y el grupo anginosus, todos con fenotipo
MLS, (genes erm). Es recomendable que los laboratorios
de microbiologia realicen una vigilancia periédica de la
sensibilidad y de los mecanismos de resistencia en los es-
treptococos del grupo viridans.
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