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RESUMEN

Antecedentes. La tolerancia a la vancomicina es un fenomeno poco estudiado que
se asocia a bacterias gram positivas como Streptococcus pneumoniae, el cual es la
causa de muerte en infecciones graves. Actualmente se desconocen los
mecanismos que pudieran estar implicados en dicho fenémeno y por lo tanto no
existe un marcador para su identificacion.

Método. Se incluyeron 309 asilamientos clinicos de S. pneumoniae, identificados
por pruebas microbiologicas béasicas. Se determind la susceptibilidad a
vancomicina midiendo la concentracion inhibitoria minima (CIM), siguiendo los
lineamientos del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI). El
fenotipo Lyt A se establecié mediante la técnica de DOC. Se definieron las cepas
con el fendmeno de tolerancia mediante la determinacion de lisis y viabilidad
después de 4 horas de adicionar vancomicina (10X). A las cepas de S.
pneumoniae vancomicina tolerantes (SPVT) se les determino la CIM a los
antibioticos de uso frecuente, el serotipo mediante la reaccién de Quellung vy la
expresion del gen pep27 por RT-PCR.

Resultados y Conclusiones: El 100% de los aislamientos fueron sensibles a
vancomicina y el 70% a la penicilina. El 3.6% (11/309) resultaron SPVT (5
moderada y 6 altamente tolerantes); en estos predominaron los serotipos 23F y 6B.
El 63.7% fueron resistentes a penicilinay 1 SPVT presento un fenotipo negativo a
Lyt A, una de las cepas SPVT fue multirresistente a mas de tres familias de
antibioticos. En las cepas SPTV con estimulo de vancomicina (10X CIM), se
encontré una disminucién en la expresion del gen pep27 en fase muerte con
respecto a la cepa de referencia R6 (no tolerante). EI comportamiento de las cepas
clinicas no tolerantes se debe estudiar y comparar con las cepas tolerantes para

establecer cual es la relevancia del gen pep27 respecto a la tolerancia.



1. INTRODUCCION

1.1.- ANTECEDENTES GENERALES DEL TEMA

Streptococcus pneumoniae es una bacteria gram-positiva capsulada,
clasificada segun el manual de Bergey dentro de la Familia Streptococcaceae, del
Género Streptococcus. Especie pneumoniae. Se agrupa en diplococos, tiene una

forma lanceolada y presenta capsula [figura 1] (Koneman y col. 1999).

Fig. 1 Morfologia microscopica de Streptococcus pneumoniae, la flecha indica
la capsula.
Tomado de www.genome.uab.edu/strep/

Estas bacterias son anaerobias facultativas, crecen en medios enriquecidos con
sangre al 5%, en donde se observan colonias puntiformes, grisaceas, planas,
umbilicadas, con alfa hemodlisis, pueden presentar una morfologia mucoide [figura
2], una de las pruebas de identificacion presuntiva, es la evidencia de un halo de
inhibicion alrededor de un sensidisco de Taxo P (etilhidrocupreina hidroclorido)

(Koneman y col. 1999).

A.

Fig 2 Morfologia colonial de S. pneumoniae en placas de agar sangre, con
prueba de Taxo P, indicado con una flecha. A) Cepa con colonias cremosas B)
Cepa con colonias mucoides
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Existen alrededor de 90 serotipos, los cuales se basan en su antigeno
capsular, esta capsula puede ser evidenciada mediante la reaccion de Quellung
(hinchazén de capsula), y puede ser observada al microscopio como un halo
alrededor de los diplococos [figura 3]. Se ha descrito que el serotipo esta
relacionado con la resistencia a multiple antibiéticos (incluyendo penicilina), siendo
los de mayor importancia y prevalencia el 6, 9, 14, 19 y 23. La alta prevalencia de
estos serotipos en México hace evidente el problema de resistencia de esta
bacteria (Calderdn, 1999).

Fig 3 Evidencia de la capsula por la reaccion de Quellung, las flechas indican
la capsula.
Tomada de www.bact.wisc.edu/.../S.pneumoniae.html

S. pneumoniae puede ser una bacteria comensal que coloniza la
nasofaringe en el 20% a 50% de los nifios y adultos mayores, la transiciéon de
bacteria comensal a patégeno oportunista, se puede presentar después de una
infeccion primaria del tracto respiratorio (Lanie y col. 2007). Es uno de los
principales patégenos responsables de una gran variedad de enfermedades:
incluyendo  padecimientos respiratorios, bacteriémias y meningitis, este
microorganismo posee una gran habilidad para generar infecciones de tipo
sistémicas, siendo los grupos de edad de mas alto riesgo los nifios < 2 afios de
edad y adultos > 65 afios de edad, asi como individuos inmunosuprimidos y
debilitados (Lanie y col. 2007). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima

que hay una mortalidad de un millén de nifios cada afio en el mundo, debido a
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infecciones neumocoécicas, ocurriendo estas muertes principalmente en paises en
vias de desarrollo (W H O, 2003). Asimismo, uno de los factores importantes en el
estudio en S. pneumoniae es la emergencia de resistencia a la penicilina y el

incremento cada vez mas de cepas con resistencia multiple (Hortal y col. 2001).

Antes de 1960 todos los aislamientos eran susceptibles a penicilina; en
México antes de 1993 las cepas de S. pneumoniae resistentes eran relativamente
raras, por lo que la penicilina fue considerada como el antibiético de primera
eleccion para el tratamiento empirico de las infecciones neumocdcicas por mas de
50 afos; sin embargo, de 1967 a 1977 alrededor del mundo se publicaron
informes esporadicos de aislamientos de neumococos resistentes a la penicilina
(Calderdn, 1999) y en 1985 se establecieron los criterios, para determinar un

fenomeno alterno a la resistencia a penicilina, llamado tolerancia (Liu y col. 1985).

1.1.1.- Fenémeno de Tolerancia

La tolerancia antibiética es la capacidad de una bacteria a sobrevivir,
pero no proliferar en la presencia de un antibiético bactericida, una vez que este es
eliminado se recupera su capacidad de crecimiento, a este evento se le conoce
como incremento de supervivencia bacteriana (Ortega y col. 2003). Existe una
clara diferencia entre sensibilidad, resistencia y tolerancia, en el caso de la
resistencia antibiética la bacteria es capaz de crecer en presencia del antibiético,
[figura 4 A], en el caso de una cepa sensible todas las bacterias mueren en
presencia del antibiético [figura 4 B]. Por su parte cuando es tolerante la bacteria
no prolifera, pero si se mantiene viable, y una vez eliminado el antibidtico esta
recupera su capacidad de crecimiento y se multiplica [figura 4 C] (Rodriguez y col.
2004).
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RESISTENCIA
> S\
Ay {ty
'\‘{;{?ﬂ
SENSIBILIDAD
TOLERANCIA

Fig. 4 Representacion esquematica de diferencias del comportameniento de S.
pneumoniae frente al antibiético. A) Resistencia; crecimiento de la bacteria en presencia
del antibiotico, B) Sensibilidad; muerte de la bacteria en presencia del antibiotico y C)
Tolerancia; sobrevivencia de la bacteria en presencia del antibiotico, recuperando su
capacidad de crecimiento una vez que este es eliminado.

Este esquema fue disefiado por la Ingeniera en Informatica Viridiana Lopez C.
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La tolerancia es un fenémeno que se estudia con antibiéticos de tipo liticos, como
lo son la penicilina y vancomicina (Normark y col. 2001). Es un mecanismo, en el
que la bacteria puede escapar de un antibidtico bactericida. Sin embargo, en
pruebas de laboratorio como la determinacién de la Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM), donde se define si una cepa es sensible o resistente retandola
contra el antibi6tico, una cepa tolerante da resultados de sensibilidad (Normark y
col. 2001), dando lugar a la no identificacion de SPVT, por ende a una posible falla
al tratamiento. En un estudio en la clinica en Memphis Tennessee donde fueron
analizados casos clinicos de meningitis se observé una posible asociacién a la

tolerancia con un efecto negativo a la supervivencia (Rodriguez y col. 2004).

1.1.2-. Vancomicina

La vancomicina es un antibiético que se utiliza fundamentalmente en el
tratamiento de sepsis graves por microorganismos aerobios gram positivos, este
difunde muy bien hacia distintos liquidos corporales, inclusive a meninges
inflamadas, alcanzando altas concentraciones en liquido cefalorraquideo. Su uso
se inicio en 1956 para el tratamiento de sepsis causada por S. aureus; debido a los
efectos colaterales que causa, entre los cuales destacan la flebitis, dafo renal,
dafio auditivo, sindrome del *hombre rojo”, sindrome de dolor y espasmo,
hipotensiéon arterial, facilidad de infeccion nosocomial por Candida vy
hepatotoxicidad, por lo que al disponer de antibiéticos menos téxicos, su uso fue
relegado a un segundo plano, y ahora se ha retomado debido a la aparicion de

cepas multirresistentes (Gundian y col. 1998).

A partir de 1980 el uso de la vancomicina se incrementd, atribuyendo por ello la
aparicion de cepas resistentes en Enterococcus y casos aislados en S. aureus

(Levide y col. 2008), en estos casos el tratamiento con vancomicina es empleado
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con terapia triple; de vancomicina, rifampicina y cotrimoxazol (Hiramatsu y col,
2001).

1.1.2.1- Mecanismo de Accion

La vancomicina pertenece al grupo de los glucopéptidos, su accion
bactericida es a nivel de pared celular. De manera normal la célula lleva a cabo la
sintesis de la pared celular en la membrana, sintetizando ahi los precursores de los
peptidoglicados, especificamente en D-alanina-D-alanina (D-ala-D-ala) los cuales
dan origen a la pared celular a través de una transglicolacién y una
transpeptidacion [figura 5 A]. La vancomicina se une a los precursores de D-ala-D-
ala [figura 5 B], inhibiendo de esta forma la transglicolacién y transpeptidacion
[figura 5 C] y generando alteraciones en la permeabilidad de la pared al inhibir su

sintesis, dando pie a una lisis celular (Fraimow y col. 2000).
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Precursores de
pepetidoglicanos

A. ... Transglicolacion . Transpeptidacidn .

Membrana bacteriana

Vancomicina

Membrana hacteriana
Walsh, 1999

Figura 5. Mecanismo de accion de la vancomicina. A) Sintesis normal de la pared celular a
partir de precursores de peptidoglicanos,los cuales son unidos por transglicolacion y
transpeptidacion, B) unién de la vancomicina a los precursores de peptidoglicanos y C)
inhibicion de transglicolacion y trasnspeptidacion
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1.1.3.- Antecedentes de la tolerancia y resistencia a vancomicina en

cocos gram positivos

La resistencia a P-lactdmicos como la penicilina, representa un problema
importante en el tratamiento de infecciones neumocécicas. La resistencia a
penicilina en cepas de S. pneumoniae aisladas de muestras clinicas llega a ser
hasta del 50%, El incremento de resistencia, hace que sea mas dificil combatir
infecciones generadas por S. pneumoniae, incluso en un pais como Suecia; donde
la frecuencia de resistencia a penicilina es aun baja con valores del 3% al 4%
(Normark y col. 2001). La resistencia elevada a penicilina, ha destituido a este
antibiético como el de primera eleccién para el tratamiento de infecciones

neumocacicas (Normark y col. 2001).

En México se ha reportado una resistencia a penicilina del 27.8% en meningitis y
18.1% en no meningitis (Echaniz y col. 2003), aunado a la emergencia de cepas
con resistencia multiple a los antibioticos de primera eleccion, se dificulta aun mas
el tratamiento. Lo anterior ha dejado a la vancomicina como una de las ultimas
opciones de tratamiento, aumentando su manejo en infecciones causadas por
neumococos multirresistentes (Hass y col. 2004). En la actualidad, a nivel mundial
no se han reportado cepas resistentes a vancomicina; sin embargo, han emergido
cepas de S. pneumoniae tolerantes a vancomicina (SPVT) (Rodriguez y col.
2004).

El porcentaje de cepas de SPTV puede variar dependiendo de las caracteristicas
de la poblacién como; edad, sitio de aislamiento del paciente del cual fue aislada

la cepa, y el grado de invasion de la bacteria en el paciente (Mitchell y col. 2001).

La posible emergencia de SPVT es monitoreada en paises como Espanfa,
debido al alto porcentaje de resistencia a penicilina y el uso frecuente de
vancomicina. La tolerancia a vancomicina a su vez se relaciona con la resistencia a

diversos antibidticos, como son; R-lactamcos, sulfonamidas y eritromicina (Hass y
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col. 2004); Asimismo se ha observando mayor relacién con los serotipos 9V, 14y

23F, siendo el primero el de mayor frecuencia (Fernebro y col. 2004).

El tratamiento con vancomicina es una alternativa para procesos infecciosos
asociados a cocos gram positivos como: Staphylococcus sp, Streptococcus sp y
Enterococcus sp; sin embargo, son cada vez mas los reportes de cepas tolerantes
a este antibidtico. En el caso de los Enterococos, existen reportes de cepas
resistentes a vancomicina, en los que se ha identificado a los genes van A, By C
como los responsables de este mecanismo (Murria y col. 1997). Por su parte en
aislamientos de Staphylococcus aureus se han reportado cepas resistentes, sin
conocer hasta el momento el mecanismo (Tiwari y col. 2006), se proponen que
pudiera existir un aumento en la cantidad de peptidoglicanos, dando como
resultado un engrosamiento de la pared, al formarse de 30 a 40 capas mas de
peptidoglicana en la pared celular, donde las moléculas de vancomicina son
atrapadas entre las capas de peptidoglicano evitando que alcancé la membrana
citoplasmatica, lugar donde ocurre la sintesis de las peptidoglicanos, impidiendo

asi su accién bactericida (Hiramatsu, 2001).

1.1.4.- Ciclo de Crecimiento Bacteriano

La célula bacteriana sigue un ciclo de crecimiento en el que se tienen diferentes
fases, en un cultivo bacteriano en medio liquido, se pueden diferenciar 4 fases de
crecimiento [figura 6]:
Fase lag o de adaptacion; durante la cual los microorganismos adaptan su
metabolismo a las nuevas condiciones ambientales (de nutrientes) para
poder iniciar su crecimiento exponencial.
Fase exponencial o logaritmica; en esta fase la velocidad de crecimiento es
méaxima y el tiempo de generacién minimo, las bacterias consumen los
nutrientes del medio a velocidad maxima.
Fase estacionaria; en ella no se incrementa el nimero de bacterias, se

produce una acumulacién y liberacion de metabolitos secundarios que
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pueden tener importancia en el curso de infecciones o intoxicaciones
producidas por bacterias.

Los microorganismos entran en fase estacionaria, por que se agota algun
nutriente esencial del medio, o por que los productos de desecho que han
liberado durante la fase de crecimiento exponencial hacen que el medio sea
inadecuado para el crecimiento microbiano o por la presencia de

competidores u otras células que limiten su crecimiento.

Fase de muerte; se produce una reduccién del nimero de bacterias viables

del cultivo, cuando estas pierden su capacidad de dividirse (Koneman y col.
1999).

Estacionaria
Ei -
=2
8
[—
2
E
Q
L
Q
Tiempo (Hr)

Fig. 6 Curva de crecimiento bacteriano, con sus diferentes fases de crecimiento; fase
lag, fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte.
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1.2.- ESTADO DEL ARTE

El primer reporte clinico de una cepa SPVT corresponde a un
aislamiento clinico de liquido cefalorraquideo (LCR) en un caso de meningitis de
una paciente de 10 meses de edad. Esta cepa actualmente se emplea como
referencia (cepa tolerante), en ensayos de tolerancia y lleva el nombre de la
ciudad donde se identifico: Tupelo. La historia clinica de la paciente indica que
presentd cuadros recurrentes de meningitis, a pesar de que fue tratada 8 dias con
vancomicina y 10 dias con cefalosporina de tercera generacién, por lo tanto se
atribuyo la falla al tratamiento con la presencia de tolerancia, ademas de que la
tolerancia pudiera ser un precursor al desarrollo de resistencia antimicrobiana, ya
que incrementa la supervivencia en la terapia con antibiético (McCullers y col.
2000).

En S. pneumoniae se desconoce el mecanismo de tolerancia, el cual
pudiera ser causado por mas de una alteracion en diversos eventos celulares.
Estudios realizados sobre genes que codifican para la sintesis de la pared celular
han identificado genes involucrados en la prevencion de lisis por inhibidores de la
misma. En microarreglos de cDNA, donde retaron las cepas T4 y Tupelo (cepas
tolerantes), con altas concentraciones de antibiético por un corto tiempo,
detectaron que la vancomicina afecto la expresiéon de 175 genes, incluyendo genes
que codifican para transportadores y enzimas involucradas en el metabolismo de
aminoazucares, encontrando una diferencia significativa en la expresién de 3
regulones; TCS03, TCS11 y CiaRH, el primero de ellos con significante similitud a
VraSR (sistema dual regulador sobreregulado en respuesta al tratamiento con
vancomicina y otros inhibidores de la pared celular en S. aureus). Por su parte, el
regulon CiaRH juega un papel importante en la lisis del aislamiento T4 pero no para
la cepa Tupelo (Haas y col. 2005).

El sistema CiaRH, ha sido estudiado de manera particular, observando
que es necesario para prevencion de lisis generada por inhibidores de pared

celular (Mascher y col. en 2006).
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Un operon también implicado en sintesis de pared celular es el operon
MurMN, que codifica enzimas involucradas en la sintesis de estructuras
ramificadas de muropéptidos en peptidoglicanos del pneumococo. Estas enzimas
se han relacionados con fenéomenos de resistencia y tolerancia, lo anterior se
observd al realizar una insercion al operon MurMN, lo que genero una perdida
completa de resistencia a penicilina (Cafini y col. 2006). La resistencia a penicilina
se relaciona con tolerancia a vancomicina, debido a que ambos antibiéticos son de
tipo litico que inhiben la sintesis de pared celular. En este estudio se suprimieron al
gen murM, generando un incremento en sensibilidad de la bacteria a inhibidores
de pared celular, como se muestra en la figura 7 donde se esquematiza el modelo
propuesto donde el operon MurMN, regula el estrés propiciado a la célula (Filipe y
col. 2002).

Celi wall synthesis Stress response pathway
(growth iniibition, kitling, lysis)

G
i

,,\ I S e gy LY

Lipid | Lipid 1l PN

et e lysis

cytoplasmic phase membrane phuse
Filipe y col. 2002

Figura 7. Modelo propuesto de la funcion del operon MurMN bajo stress
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1.3.- ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO

En 1970 Alexander Tomasz fue el primero en reportar y observar el
fendmeno de tolerancia, en penicilina (Benriquez y col. 2002). La cual era uno de
los antibidticos de primera eleccion, sin embargo el progresivo aumento en la
frecuencia de S. pneumoniae resistentes a penicilina y otros antibidticos ha
suscitado dudas en torno a las practicas terapéuticas tradicionales (Hortal y col.
2000), dando lugar al uso de otros antibidticos, como la vancomicina que
actualmente es uno de los antibiéticos de ultima elecciéon para el tratamiento de
enfermedades graves como la meningitis y en infecciones donde se aislan cepas

multiresistentes (Haas y col. 2004).

SPVT ha sido asociado a una mayor mortandad en pacientes con
infecciones graves; al observarse que en el 30% de casos donde es asilado un
SPVT y hubo deceso del paciente (Novak y col. 1999). También se ha observado
una posible asociacién a la tolerancia con un efecto negativo a la supervivencia, en

casos clinicos de meningitis (Rodriguez y col. 2004).

En un estudio realizado en Tennessee y Georgia, se aislaron 8/215
(3.7%), de cepas SPVT de nasofaringeos y 12/113 (10.6%) de meningitis
(Rodriguez y col. 2001). Por otro lado en Corea se detectaron 2/188 (1.1%) de
cepas SPVT; siendo el primero en encontrar el primer aislamiento con déficit en
autolisinas (Heungsup y col en 2006). En Espafia no se han detectado ninguna
cepa SPVT; sin embargo, dado el alto porcentaje de resistencia que presenta S.
pneumoniae en este pais y el uso frecuente a vancomicina, puso en alerta a los
investigadores por lo que continla el estudio epidemiolégico para monitorear la

posible aparicion de cepas tolerantes (Ortega y col. 2003).

El mecanismo de tolerancia ha sido estudiado en diversos

microorganismos cocos gram-positivos, como en S. aureus en donde se ha
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sugerido fallas en la regulacién del sistema de autolisinas o modificaciones en la

composicion de la pared celular (Bourgeois y col. 2007).

Los antibidticos liticos como penicilina y vancomicina no matan
directamente a S. pneumoniae, sino que encienden una sefal de inicio que se
traduce en la activacién de un proceso endogeno de muerte, generando la
activacion de la cascada de lisis, mediada por activacion de la proteina LytA, una
murein hidrolasa (enzima extracelular) (Hass y col. 2004, Fernero y col. 2004,
Lauren y col. 2001). En la bacteria que presenta tolerancia, existe una autolisis
defectuosa o un defecto en la cascada de sefales de la transduccion que activa las

autolisinas (Fernero y col. 2004).

Lyt A es una enzima que de manera normal tiene la célula, esta involucrada
durante la division celular para romper la pared y dar origen a dos células hijas o
bien dar paso a la muerte por lisis celular [Figura 8], asimismo esta enzima es

considerada la mayor autolisina del S. pneumoniae (Velasco y col. 1995).

Muerte por lisis

Fig 8 Fases de division celular y muerte de la bacteria, en las cuales esta involucrada
LytA
Este esquema fue disefiado por la Ingeniera en Informatica Viridiana Lopez C.
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El mecanismo propuesto para el funcionamiento de las proteinas para iniciar

la autolisis es generada por la via “quérum sensing”. (Hass y col. 2004).

La funcionalidad de Lyt A fue analizada en cepas SPVT, dado que esta

enzima es la responsable de lisis celular; sin embargo, solo existe un reporte con
déficit de Lyt A. La cepa fue aislada de un paciente de 91 afos de edad. El
experimento que Sung y col realizaron para evidenciar la disfuncionalidad de Lyt A,
fue basandose en la capacidad de S. pneumoniae de adquirir DNA exdgeno, los
autores lograron recuperar la funcionalidad de actividad autolitica del aislamiento
tolerante por reconstitucion de la cepa Lyt 4-4 (Sung y col. 2006); a la cepa de S.
pneumoniae llamada Lyt 4-4 le fue deletado el gen que codifica para la amidasa y
es empleada como control positivo en evaluacion de la tolerancia (Diaz y col.
1991).
Al determinar la lisis inducida con penicilina en cultivos de Lyt 4-4, a los que se
adicioné extractos celulares de las cepas tolerantes S3, H8 & Lyt 4-4, se
observaron que con el extracto de la cepa H8, Lyt 4-4 se recupera la capacidad de
lisis frente a la penicilina, alcanzando valores semejantes a la cepa control R6
(cepa tolerante). Por el contrario la cepa S3 no genera ninguna recuperaciéon de
lisis [figura 9], evidenciando asi que esta cepa efectivamente tiene un déficit de Lyt
A (Sung y col. 2006).
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Fig. 9 Ensayo de funcionalidad de actividad autolitica de SPVT. Recuperacién de
capacidad litica de la cepa H8 (flecha discontinua), no hubo recuperacion de capacidad

litica (flecha continua) °S3. 7 Lyt4-4, “R6, © H8

Dado que solo existe un reporte con déficit de Lyt A, los investigadores
se han dado a la tarea de investigar sobre los diferentes mecanismos por los
cuales pudiera no ser activada Lyt A, y por ende generar una lisis defectuosa

dando como resultado una cepa tolerante (Lauren y col. 2001).

Se han reportado mutaciones en los genes relacionados con la activacion
de las proteinas involucradas en la cascada de lisis de cepas tolerantes (Lauren y
col. 2001). Se ha implicado al locus conocido como vex123-pep27-vncR/S, dicho
locus consiste en una proteina de transporte proximal de la superfamilia ABC, un
péptido sefial hipotético, un sistema dual regulador de histidina-cinasa que actta
como un sensor de sefial externo y un regulador mediador de cambios en la
expresion del gen. EI modelo a seguir para la activacion de Lyt A por la
vancomicina (Hass y col. 2004), sugiere que esta inhibe la sintesis de pared celular

al unirse a precursores de peptidoglicanos D-alanina D-alanina, y residuos de estos
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son reconocidos por algun mecanismo aun no descrito que enciende la sefal de
activacion de la cascada [Figura 10].

El locus vex123-pep27-vncR/S, es el encargado de codificar lo necesario para la
activacion de la lisis celular de S. pneumonie, por lo que diferentes investigadores
se han dado a la tarea de identificar si existe una mutacién que sea constante en

las cepas SPVT (Lauren y col. 2001).

Vancomicina

\

- Autolisina

D-alanina
D-alanina

/

Membrana celular

~ Vex/pep?’ivncS/R

Lauren mithell and tuomanen, 2001

Fiaura 10. Modelo de activacion de Lvt A

Los experimentos realizados in vitro sugieren que algunas de estas proteinas
generadas a través de la transcripcion de ‘estos genes, determinan la vulnerabilidad
de la bacteria a los antibiéticos. De esta manera, este gen es responsable de

desencadenar un proceso de apoptosis o destruccién celular; sin embargo, la

17
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mutacion bloquea este proceso de suicidio celular y permite a la bacteria sobrevivir

incluso en la presencia de la propia vancomicina (Lauren y col. 2001 )-

Otro posible mecanismo es la no deteccion de los excesos de residuos de D-
alanina D-alanina, y por tanto no hay activacién del locus. Lo anterior comienza por
la sintesis de Pep27, también conocido como el péptido de la muerte. Este péptido
puede iniciar la cascada de activacion para la lisis celular activando finalmente a
Lyt A (Novak y col. 2000).

La orientacion genética del locus esta conformada por un sistema
de dos componentes; los genes vncR y vncS, pep27 es un gen codificado en un
marco de lectura abierto de 84pb, donde estan codificados 3 genes: vex1, vex2y
vex3 [figura 11], que codifican para un hipotético transportador tipo ABC (cassette
enlazante de ATP) con dominios heterodimeros transmembranales (TMDs); vex1y
vex3 codifican para proteinas hipotéticas transmembranales hidrofébicas, cada una
con 4 TMDs, y vex2 codifica para el cassette enlazante de ATP, este media el
transporte de una diversidad de sustratos incluyendo iones, aztcares y péptidos.
(Novak y col. 2000).

| 1

'375{'!_‘:\" 1O3R&/ 1994 3M3ISAWIOIVIONT 3374338 662
veal ] yead yexd [ yvuck T vacs
s dise pep”’
1.9kb wad - lansen
L7kb

Novak y col, 2000

Fig 11. Organizacién genética del locus vex123-pep27-vncR/S de Streptococcus
pneumoniae.
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1.3.1.- Pep 27

Pep 27 es un péptido lineal de 27 aminoacidos que censa la sefial para el
inicio de la muerte celular, regulando la actividad de las autolisinas, de tal forma
que pudiera ser este un buen marcador para identificar a una cepa tolerante
(Novak y col. 2000).

La trascripcion de pep27 da como resultado un péptido de 3 kDa
(MRKEFHNVLSSGQLLADKRPARDYNRK), el cual se puede encontrar en medio
de cultivo en el sobrenadante, asi como en el citoplasma del neumococo (Novak y
col. 2000).

Experimentos realizados con la cepa Lyt-4-4 a la cual le fue adicionado
Pep27 sintético de manera exdégena, han permitido evidenciar que este péptido es
capaz de desencadenar diferentes mecanismos que lleva a la bacteria a la muerte,
mediante la observacién de la formacion de cadenas largas de 20 a 30
neumococos, en el crecimiento de la Lyt-4-4 en ausencia del pep27 comparando
con la no adicién del péptido en un experimento con las mismas condiciones en

donde se observan cadenas cortas. (Novak y col. 2000).

1.3.2.- Criterio de Liu y Tomaz para determinacion de Tolerancia

La tolerancia segun los criterios de Hans H. Liu y Alexander Tomaz
(1985), establecen que: 1) Se debe analizar la lisis celular frente al antibidtico,
tomando en cuenta que este es de tipo litico (vancomicina); en este paso se
determina si la cepa presenta lisis negativa, moderada o rapida. Asimismo, se
evidencia de forma indirecta como actta Lyt A frente al antibiético. 2) Se realiza la
siembra en placa a las 4 horas de haberlas puesto en contacto con el antibiético,
de aquellas que fueron lisis negativas y moderadas, evidenciando asi el hecho de
que las cepas tolerantes se recuperan cuando el antibidtico es retirado,

proliferando nuevamente. (Rodriguez y col. 2004).
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1.4.- IMPORTANCIA DEL CONTINUAR EL ESTUDIO DEL TEMA

La tolerancia es un fendmeno que se ha relacionado frecuentemente a
recaida de la enfermedad después del tratamiento. Algunos investigadores
sugieren que la tolerancia a vancomicina puede ser un antecedente del desarrollo
de resistencia, por lo que es de suma importancia su estudio (McCuller y col.
2000). Este fendmeno, implica la persistencia del microorganismo en el paciente,

sin necesidad de llegar a ser resistente (Mc Culler y col. 1999).

La identificacion de posibles marcadores moleculares en cepas
tolerantes ayudaria en gran medida a una pronta identificacién y correccion de la
terapia empleada en estos pacientes, Asimismo, permitirda comprender los
mecanismos por los cuales ha adquirido esta capacidad y poder desarrollar e
implementar en un futuro nuevas alternativas terapéuticas contra este

microorganismo.

Finalmente estudios epidemioldgicos, que nos permitiran establecer la
relevancia clinica que pueden tener los aislamientos de SPVT, asi como el saber si
estas cepas estan diseminando a mayor uso del antibiético en nuestra poblacién, lo
cual seria alarmante dado que la vancomicina es uno de los antibioticos de ultima

eleccion en el tratamiento de infecciones graves.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Pep 27 es un péptido necesario en divisién y en
muerte celular; por lo que en cepas de Streptococcus
pneumoniae tolerantes a vancomicina no habra

expresion del gen pep27 que inicia la sefial de lisis.

OBJETIVO GENERAL
= Analizar la expresiéon del gen pep 27 en Streptococcus pneumoniae

tolerantes a vancomicina.

OBJETIVOS PARTICULARES
. ldentificar aislamientos clinicos de S. pneumoniae tolerantes a vancomicina
. Evaluar la expresion del transcrito pep 27 y Iyt A en cepas de SPTV, en

presencia y ausencia de vancomicina.
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3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Streptococcus pneumoniae
309 cepas (1997-2006)
HIM. Aislamientos pediatricos

Validacion

E

ldentificacion de cepas tolerantes

y h 4

ausencia y presencia de paralytA antibidticos

Obtencién de botones en Determinar el Fenotipo I I—- CIM a 10 diferentes
vancomicina (10X MIC);

* Fase logaritmica
+ Fase estacionaria
+ Fase de muerte

spep 27
syt A
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4. METODOLOGIA

4.1.- DISENO DEL ESTUDIO
Se realiz6 un estudio descriptivo transversal, con 309 cepas de S.
pneumoniae  aisladas de nifios de 0 a 5 afos, con alguna enfermedad
estreptocdcica (invasora o no invasora), durante el periodo comprendido entre

1997 y 2006 en el Hospital Infantil de México “Federico Gomez”.

Los aislamientos se almacenaron a —70° C hasta su uso, por lo que fueron
descongelados y validados. Como cepas de referencia se emplearon las siguientes
cepas control de S. pneumoniae; ATCC 49619 (cepa control segun la CLSI) y R6

(cepa no tolerante).

4.2.- VALIDACION DE LOS AISLAMIENTOS.

Se realizd6 mediante técnicas bacterioldégicas convencionales como son:
morfologia colonial y microscopica, prueba de catalasa (que debe ser negativa),
sensibilidad a la optoquina positiva (Taxo P), prueba de conglutinacién positiva
(Phadebac).

4.3.- CONCENTRACION INHIBITORIA MIiNIMA (CIM)

A todas las cepas de S. pneumoniae se les determiné la concentracién
inhibitoria minima (CIM) a vancomicina, y a las cepas que presentaron el fenémeno
de tolerancia adicionalmente se les determind la CIM a Ceftriazona, Cefepime,
Meropenem, Rinfampicina, Eritromicina, Trimetropin con Sulfamethoxazol,
Clindamicina, Linezolid y Penicilina, cada uno de los cuales forma parte del
esquema habitual de tratamiento para infecciones neumocdcicas y pertenecen a

grupos distintos de acuerdo a la CLSI.
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Las determinaciones se realizaron utilizando los lineamientos del Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (por sus siglas en inglés CLSI). Se empled la

cepa de referencia ATCC 49619 como cepa control del la técnica.

4.3.1.- Procedimientos para Dilucién en Caldo (Microdiluciéon)

Los antibidticos fueron preparados de acuerdo a la siguiente formula;

Peso (mg) = Volumen (ml) x Concentracién (ug/ml)

Potencia (ug/mg)

- Se prepararon diluciones del antibidtico en cuestion, y se distribuyeron en
cada uno de los 96 pozos de una placa de ELISA.

- Cada placa inclyd un pozo para control de crecimiento y un pozo
negativo (sin inocular).

- Se prepar6 una suspension directa en solucidon salina con colonias
seleccionadas de cultivos en placa de agar sangre incubadas de 18 a 24
horas. La suspension se ajusto a la turbidez del patrén 0.5 de McFarland.

= Pequenos volumenes de caldo de cultivo Mueller-Hinton, fueron distribuidos
en microplacas estériles. En cada pozo se depositaron 0.1 mL de caldo con
el antibidtico.

= A cada pozo se le adicioné 0.1 mL de una dilucion 1:100 del 0.5 de
McFarland y se incub6 a 37° C con CO,, de 18 a 24 horas

4.4.- DETECCION DE TOLERANCIA.
La tolerancia fue medida de acuerdo a los criterios de Liu y Tomasz (1985),

mediante las siguientes técnicas:
4.4.1.- Lisis bacteriana

A un cultivo bacteriano con una absorbancia inicial de 0.17 a 600nm, (de 10® a 10’

UFC/ml) se adicion6 10X la concentracion de la CIM a vancomicina, y
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posteriormente de midié la absorbancia cada hora durante 4 horas, observando y

clasificando a las cepas segun la pérdida de absorbancia:

- La lisis rapida se defini6 como la perdida de >50% de densidad éptica a
600 nm (DOgoonm) a las 2 horas de incubacion.

« La lisis moderada se definid6 como la pérdida de <50% de DOggonm a las 2
horas pero >50% a las 4 horas.

- La lisis negativa fue definida como; la perdida de <50% de DOggonm a las

4 horas.

4.4.2.- Muerte Logaritmica
A los aislamientos que tuvieron una lisis moderada o lisis negativa, se les
determind la viabilidad a las 4 horas después de agregar el antibiético.
La tolerancia fue evaluada a partir de los valores obtenidos con la cepa de

referencia R6 bajo los siguientes criterios;

* Tolerancia moderada una muerte logaritmica que decrece >2 DE
(Desviacion Estandar) por debajo de la cepa de referencia R6 (<1.53)
* Alta tolerancia, con una muerte logaritmica que decrece por >3 DE

debajo del aislamiento de referencia R6 (<1.13).

Muerte logaritmica de la cepa de referencia R6: 3.9+/-0.5,UFC/mL

4.5.- DETERMINACION DEL FENOTIPO LYT (DOC).
La determinacion del fenotipo fue realizado segun la técnica planteada por
Obregon y col. (2002). A 0.5 ml de suspensién bacteriana con crecimiento
exponencial se le adicionaron 50 pL de solucion reguladora de fosfato (pH 8.0), 50
WL de una solucion de desoxicolato de sodio (Doc 10%), se incubd 15 min a 37°C,

y se midié la absorbancia a una longitud de onda de 600,,.
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Los resultados fueron interpretados de la siguiente manera:
Cuando la turbidez de la suspension bacteriana disminuye mas de
50% del valor inicial las cepas son designadas Lyt *, lo cual
significa que las cepas de neumococos se autolisan en fase

estacionaria por la técnica de DOC.

4.6.- CURVA DE CRECIMIENTO
Se planteo la siguiente estrategia para la determinacion de las curvas de
crecimiento para establecer los tiempos de las diferentes fases de crecimiento; fase
logaritmica, fase estacionaria y fase de muerte;
En medio de cultivo Tood-Hewit caldo, enriquecido con extracto
de levadura al 1%, se incubaron a 37 °C con una atmésfera del 5% de

COg, realizando lecturas cada hora a una longitud de onda de 600nm.

4.7.- RT-PCR de los genes Iyt Ay pep27,
Se amplificaron los transcritos de Iyt A, pep27, con el kit GeneAmp AccuRT RNA
PCR de Applied Biosystems., siguiendo las instrucciones del kit, para lo cual se
partié del crecimiento de de las cepas de S. pneumoniae tolerantes a vancomicina
en las diferentes fases de crecimiento (fase logaritmica, fase estacionaria y fase de
muerte), tanto en ausencia como en presencia de vancomicina (10X CIM) por 20

min. Como control constitutivo se analizé el 16S.

4.7.1.- Extraccion de RNA con Trizol
Las bacterias se lisaron con; mutanolisina 2 mg/mL, lisozima 2 mg/mL y proteinaza
K 100 pg/mL, incubando por 30 min a 37°C.
La extraccion se realizé con Trizol de GIBCO BRL
= Se adicioné 1 mL de Trizol y se incubé 5 min a temperatura ambiente
* Posteriormente se adicion6 200 pL de cloroformo y se vortexeo 15

minutos, incubando 3 minutos
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= Se centrifugdé 13,000 rpm por 15 min a 4° C, se separo la fase acuosa, a
la cual se le adicioné 500 pL de isopropanol y se incubd 10 minutos a
temperatura ambiente

= Se realizo una segunda centrifugacioén a 12,000 rpm 10minutos a 4° C, y
se elimino el isopropanol, el pellet se lavo con 1 mL de etanol

= Se dejo secar a temperatura ambiente y se disolvié con agua libre de
RNasas por 10 minutos a 60° C

= Se midié la concentracion en el espectrofotometro observando integridad

del RNA mediante un gel de agarosa

4.7.2.- Tratamiento con DNasa,
Se realizo el tratamiento con DNasa con el reactivo RQ1 RNase-Free DNase de
Promega, siguiendo las instrucciones del kit, se realizé una mezcla de reaccion,
segun la concentracion del RNA, con un volumen final de 10 pL; Buffer 1 uL, 1 ug
de RNA, 1 pL de DNasa, agua libre de nucleasas para completar el volumen a 10
HL, esta se Incubo por 30 min. a 37° C.
Para detener la reaccion se adiciono; 1 pL de DNasa Stop y se incubd 10 minutos a
65°C

4.7.3.- Trascripcion reversa.

Siguiendo el procedimiento del kit GeneAmp AccuRT RNA PCR de Applied
Biosystems, se prepar6 una mezcla reaccion para la retrotranscripcion del RNA a
cDNA con los siguientes reactivos; 5 mM de MgCl,, 2 uL de 10X PCR Buffer Il, 1
mM dGTP, 1 mM dCTP, 1 mM dATP, 1 mM dTTP, 1 pL Inhibidor de RNasa (1U/
pL), 1 pL Retrotranscriptasa Reversa (2.5U/ pL), 2.5 yM Random Hexamers, y se
incubd 10 minutos a 37° C, seguido de las siguientes condiciones para la extension
para el cDNA ; 42°C/ 15 min, 99°C /5 min y 5° C/ 5 min, en un termociclador
(Termo Hybaid PCR Express).
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4.7.4.- Condiciones para la reaccién de PCR

Se prepar6 la mezcla de reaccion para PCR con los siguientes reactivos; 2 mM
MgCl,, 8 uL 10X PCR Buffer Il, 0.5 uL Taq DNA Polymerasa (2.5 U/uL), agua libre

de nucleasas, se dispensé 78 pL de la mezcla de reaccion para PCR en cada tubo

de trascripcion reversa y se dispensé el oligonucleotido correspondiente a cada

mezcla de reaccion.

OLIGONUCLEOQTIDOS )
GEN TAMANO REFERENCIA CONDICIONES | CIGLOS
NOMBRE SECUENCIA
— ggctacacacgtgetacaatgg
Ha-Sheng y col.
16S 218pb | 2007 20
— cgacttcgggtottacaaactctc
94°/5 min.
lytat aaccatataggcaa 94°/1 min.
- oeRegr e Daniel Llully col. | 55014 min.
yea 413pb | 2006 721 min. | 35
lyta2
e ggataagggtcaacgtggtetgag 72915 min.
pep27 (1) atgagaaaggaatttcacaacg
pep27 172pb | Eneste trabajo 15
pep27 (2 tcacggatcatetcttcate

La mezcla de reaccion se les da las siguientes condiciones de amplificacion para la
PCR; 94°/5 min. 94°/1 min. 55°/1 min. 72°/1 min. 72°/5 min., en un termociclador
(Termo Hybaid PCR Express).

28




METODOLOGIA

4.7.5.- Electroforesis y analisis Densitométrico

Se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 2%, para comparar de
manera cualitativa, mediante densitometria los niveles de expresién de los genes,

con el programa Quantity One-4.1.1 de Bio Rad

4.7.6. Analisis Estadistico
Los resultados densitométricos de las RT-PCR se analizaron estadisticamente con
ayuda del programa SPSS (Statistic Package for the Social Sciences), mediante

pruebas no paramétricas; prueba de Wilcoxon para dos variables y la prueba de

Friedman para comparacion de mas de 2 variables

29



5. RESULTADOS

Se trabajaron con 309 cepas de S. pneumoniae aisladas de pacientes
pediatricos (no mayor de 15 afios) con alguna enfermedad neumocdcica durante el
periodo comprendido entre 1997- 2006 en el Hospital Infantil de México Federico
Gomez (HIMFG). Las cepas fueron obtenidas de diferentes sitios de aislamiento
teniendo un total de 126 cepas de origen invasor (sitios estériles) y 183 no
invasoras (sitios no estériles) [tabla 1], las cuales demostraron ser S. pneumoniae

por las pruebas de validacion realizadas.

Tabla 1. Sitios de aislamientos de S. pneumoniae. Cepas del HIMFG
aisladas durante el periodo de 1997 a 2006, de procesos invasores y no
invasores (celdas sombreadas).

ORIGEN NUNEI:IO::);SCEPAS
LCR 55
HEMD 71
LIQUIDC PLEURAL 19
A3SESOS 5
BROMNCOASPIRADO 47
D=RRAME 6
ORINA T
SCCRCCION (OTICO/OCULAR/NARINA] 64
SZCRECIOMNES 14
OTROS 21

5.1.- CIM a vancomicina. Todas las cepas (309 aislamientos) presentaron
sensibilidad a vancomicina mediante la prueba de CIM, segun la CLSI, por el

método de microdilucion.
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5.2.- Frecuencia de SPTV. Fue identificado el fendmeno de tolerancia de los
309 aislamientos, de los cuales; 11 (3.6%) presentaron tolerancia a vancomicina, 4
de ellas fueron aislamientos de sitios estériles y 7 de sitios no estériles, 6 fueron
altamente tolerantes, con valores < 1.13 de muerte logaritmica y 5 moderadamente
tolerantes con valores < 1.53 de muerte logaritmica con respecto a la cepas de

referencia R6 [tabla 2].

Tabla 2. S. pneumoniae tolerantes a vancomicina de 1997 al 2006. Clasificacion
de la tolerancia, origen de la muestra y serotipo.

CEPA SEROTIPO ORIGEN TOLERACIA/RS
35 7F Sangre Altamente toferante
36 23F LCR Altamente tolerante
43 23F Otitis media Altamente tolerante
55 28F Otitis media Moderadamente tolerantes
69 23F LCR Moderadamente tolerantes
103 19F Broncoaspirado Altamente toferante
134 15B Conjuntiva Altamente toferante
141 23F Liquido peritoneal Altamente toferante
167 6B Sangre Moderadamente tolerantes
173 6B Empiema Moderadamente tolerantes
261 6B Secrecion ocular Moderadamente tolerantes

Los serotipos mas frecuentes de las cepas tolerantes fueron; el 23F (4/11) y el

6B (3/11), el resto de las cepas presentaron los serotipos 7F, 28F, 19F y 15F.

Los valores de las pruebas para identificar una cepa tolerante se observan en un
diagrama de dispersion, donde se grafican; la lisis y muerte a las 4 horas de
adicionar el antibiético en las cepas tolerantes asi como la cepa de referencia R6

(no tolerante), la cual obtuvo una muerte logaritmica de 2.33 +/- 0.40 UFC/mL. Las
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DECREMENTO (% )DO 600nm

cepas SPVT se agruparon en 2 grupos: a) Las de tolerancia moderada que tuvieron
valores <1.53 y b) Las altamente tolerantes con valores <1.13. De la misma forma
se les clasificd en cepas con lisis negativa a las que tienen un decremento de
<50% a las cuatro horas de adicionar el antibiético y cepas de lisis moderada las
que tuvieron una perdida de >50%. Todas las cepas SPVT a las 2 horas de
adicionar el antibidtico presentaron un decremento <50%, por su parte la cepa de
referencia R6 tuvo valores de lisis rapida con un decremento del 92.17% [figura
12].

10‘3 ALTAMENTE TOLERANTES m?&"é;?mgm NO TOLERANTES
8 1
LISIS MODERADA
43
4
60 + A6
" A
4
.,‘3‘ LISIS NEGATIVA
20 4
3
J .
u® 0
IJ L 1] 1 1] ¥
0.3 1 1 2 23 ]
2 4
461
4
MUERTE LOG

Figura 12. Diagrama de dispersion de cepas SPVT. Clasificacion de las cepas
tolerantes en funcion a la muerte logaritmica y su decremento de densidad optica:

Moderadamente Tolerantes, ~Altamente Tolerantes, ¢ R6
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5.3.- Fenotipo Lyt A. En la determinacion del fenotipo se adiciono a las cepas

SPVT una solucion al 10% de DOC y a los 15 min se midi6 el decremento de la

DO, con lo cual se clasificaron las cepas en; Lyt A" con un decremento > 50 %
(cepas 43, 55, 69, 103, 141, 167 y 173), Lyt A" con un decremento < 50 % (cepa
261) y lisis parcial aquellas cuyos valores estuvieron muy cercanos al 50 % (cepas
35, 36 y 134 con 47%, 46% y 54% respectivamente) [tabla 3].

Tabla 3. Fenotipo Lyt A en SPVT. Clasificacion de las cepas tolerantes

en funcion de la lisis frente a DOC (fenotipo Lyt A) y a vancomicina.

CEPA Lyt ADOC | LISISVanco
35 Parcial Negativa
36 Parcial Negativa
43 Lyt A+ Moderada
55 Lyt A+ Negativa
69 Lyt A+ Negativa

103 Lyt A+ Negativa
134 Parcial Negativa
141 Lyt A+ Moderada
167 Lyt A+ Moderada
173 Lyt A+ Negativa
261 Lyt A- Negativa

5.4.- Susceptibilidad antibidtica. A las cepas SPVT se les determind su

susceptibilidad a 10 diferentes antibiéticos mediante CIM utilizando los criterios del

CLSI, la cual indica valores de corte para clasificar a una cepa como sensible (S),

intermedia (l) o resistente (R) [tabla 4].
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Tabla 4. Concentracion Inhibitoria minima (CIM) de SPVT. Susceptibilidad antimicrobiana a 10
diferentes antibioticos de acuerdo a los lineamientos de la CLSI.

PUNTOS DE CORTE [pgimL]

ANTIBIOTICO RES'%ENCIA
8 | R
Penicilina £0.06 0.12-1 22 7111 (64%)
Eritromicina £0.25 05 21 2111 (18%)

Trimetropin con £05/9.2 1/19-2/38 2 4176 3111 (27%)

Sulfamethoxazol

Clindamicina £0.25 05 21 1111 (9%)
Ceftriazona < 2 >4 0%
Meropenem £025 05 21 0%
Rinfampicina <1 2 >4 0%
Linezolid £2 - = 0%
Cefepime <1 2 >4 0%
Vancomicina <1 - = 0%

Los datos obtenidos de cada una de las pruebas realizadas a las cepas SPVT
se resumen en; la cepa 141 fue altamente tolerante, con lisis moderada; y un
fenotipo positivo para Lyt A, sin embargo, presenté resistencia a 4 diferentes
antibidticos (penicilina, eritromicina, trimetropin-sulfamethoxasol y clindamicina),

por su parte la cepa 261 presento un fenotipo negativo para Lyt A [tabla5].
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Tabla 5. Clasificacion de S. pneumoniae vancomicina tolerantes. Clasificacion de
acuerdo a su tolerancia, resistencia, lisis frente a vancomicina y fenotipo de Lyt A en
aislamientos del HIMFG.

CEPA | TOLERANCIA RESISTENCIA | LISISIVANCOMICINA | FENOTIPO LytA
35 |Alta Sensible Negativa Parcial
36 | Alta TMP_SMX Negativa Parcial
134 | Alta Pen Negativa Parcial
43 | Alta Pen Moderada Lyt A+

103 | Alta Pen Negativa Lyt A+
141 | Alta Multiresistente Moderada Lyt A+
167 | Moderada Pen Moderada Lyt A+
53 | Moderada Sensible Negativa Lyt A+
69 | Moderada Pen Negativa Lyt A+
173 | Moderada Pan, TMP_SMX Negativa Lyt A+
261 | Moderada Ery Negativa Lyt A-
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5.5.- Cinética de crecimiento. Se realizaron curvas de crecimiento para identificar
el tiempo en el cual se tienen las diferentes fases de desarrollo (fase logaritmica,

fase estacionaria y fase de muerte) en las cepas tolerantes a vancomicina. [figuras
15 y16].

Absorbancia (600nm)

15 20 25 30 35

Tiempo (horas)

Figura 13. Cinética de crecimiento de SPTV. Tiempos establecidos en base a
su fase de crecimiento para las cepas; R6, ATCC, 35, 36, 43, 55 y 69.
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Figura 14.- Cinética de crecimiento de SPTV. Tiempos establecidos en base a su
fase de crecimiento para las cepas; 134, 141, 167, 173 y 261.
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5.6-. RT-PCR de 16S, pep 27 y Iyt A. Par determinar las condiciones de
amplificacion de cada uno de los genes se realizd una curva para identificar el
punto antes de llegar a la saturacion, y asi poder comparar de manera cualitativa
la expresion de los genes en estudio. A partir de estas curvas se determind que
para el gen 716S se emplearian 20 ciclos, para los genes pep27 45 ciclos y para Iyt
A 35 ciclos [figuras 12-14].

40000

30000 e
20000 e

10000 { o~

Fig 15.- RT-PCR del gen 16S de S. pneumoniae cepa R6. Curva a
diferentes ciclos para el amplificado 168, la flecha indica el ciclo antes del
punto de saturacion.
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Fig 16.- RT-PCR del gen pep27 de S. pneumoniae cepa R6. Curva a
diferentes ciclos para el amplificado pep27, |a flecha indica el ciclo antes
del punto de saturacion.

Fig 17.- RT-PCR de gen Iyt A de S. pneumoniae cepa R6. Curva a
diferentes ciclos para el amplificado /yt A, la flecha indica el ciclo antes del
punto de saturacion.
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5.7.- Expresion de los genes lyt Ay pep 27. El andlisis densitométrico de las RT-
PCR para pep27 y Iyt A, en las distintas fases de crecimiento tanto en ausencia
como en presencia de vancomicina, mostré diferencias estadisticamente
significativas, con un comportamiento similar en los cambios de expresién con
respecto a la cepa de referencia no tolerante R6, se observé un comportamiento
diferente en las cepas 35, 134 y 261 las cuales salieron del agrupamiento de datos
(Figuras 18 y 19), de igual forma mostraron diferencias estadisticamente
significativas los niveles de expresion para pep 27y lyt A en las diferentes fases de
crecimiento en ausencia de vancomicina, observando un comportamiento similar
con respecto a la cepa R6 [figura 20], por el contrario en presencia de vancomicina
los niveles de expresion en fase de muerte difirieron con respecto a la cepa de
referencia R6 (no tolerante), siendo que para las cepas SPVT los niveles de
expresion fueron disminuyendo en forma progresiva con respecto a la fase de
crecimiento, por el contrario los niveles de expresion de la cepa de referencia R6

(no tolerante) fueron en aumento [figura 21].
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Figura 19.- Expresion del gen Iyt A en ausencia y presencia de vancomicina en SPVT. Los resultados se analizaron con el programa SPSS con
la prueba de Wilcoxon, se muestran los maximos y minimos. A) Comparacion en fase logaritmica, B) Comparacion en fase estacionaria y C)

Comparacion en fase de muerte. * R6
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P=0.0032
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Figura 20.- Expresion del los genes pep27 y Iyt A en las diferentes fases de crecimiento en ausencia de vancomicina en SPVT. Los
resultados se analizaron con el programa SPSS con la prueba de Friedman, se muestran los maximos y minimos. A) Comparacion del gen pep27 en
fase logaritmica, fase estacionaria y fase de muerte y B) Comparacion del gen lyt A en fase logaritmica, fase estacionaria y fase de muerte. * R6
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Figura 21.- Expresion del los genes pep27 y Iyt A en las diferentes fases de crecimiento en presencia de vancomicina en SPVT. Los resultados
se analizaron con el programa SPSS con la prueba de Friedman, se muestran maximos y minimos. A) Comparacion del gen pep27 en fase logaritmica, fase
estacionaria y fase de muerte y B) Comparacion del gen lyt A en fase logaritmica, fase estacionaria y fase de muerte. * R6
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6. DISCUSION
El tratamiento con vancomicina es una alternativa para procesos
infecciosos asociados a cocos gram positivos como; Staphylococcus sp,
Streptococcus sp y Enterococcus sp; sin embargo, en estos géneros son cada vez
mas los reportes de fallas en el tratamiento por cepas tolerantes a dicho

antibiotico, e inclusive resistentes como en el caso de Enterococcus sp.

No es muy claro hasta el momento, como S. pneumoniae desarrolla el
fendmeno de tolerancia; sin embargo, en 1985 Liu y Tomasz ya reportaban que
habia cepas tolerantes a penicilina, relacionando la disminucién de la actividad
bactericida del antibiético a defectos en la autolisina o a alteraciones de la
cascada de senal de traduccién involucrada en la activacion de la autolisina; tal
evento esta relacionado con los antibidticos que actuan a nivel de sintesis de

pared celular incluyendo vancomicina.

Nuestros resultados no mostraron resistencia a vancomicina; sin embargo,
encontramos 11 cepas (3.6%) SPTV siguiendo los criterios de Liu y col. Lo
anterior, representa el primer reporte de cepas SPTV realizado en Hospitales de
Mexico en aislamientos de poblacion pediatrica. Es de suma importancia el seguir
monitoreando este fendmeno en nuestra poblacion, se debe tomar en cuenta que
en paises como Espafia, a pesar del alto porcentaje de resistencia a penicilina, no
se reportan aislamientos de SPVT, sin embargo, se continua con el monitoreo de
la posible emergencia de este fendmeno en su poblacion (Ortega y col. 2003). La
frecuencia de SPVT encontrada en nuestra poblacion es considerable, y puede ir
en aumento como es casos en Tennessee y Georgia, donde reportan 10.6% de
SPVT en casos de meningitis, observando mayor mortalidad en las cepas
tolerantes (Rodriguez y col. 2001).

Los serotipos mas prevalentes fueron el 6B y el 23F; este ultimo concuerda
con lo reportado en un estudio realizado en Estocolmo a partir de muestras
clinicas, en donde observaron una mayor frecuencia en los serotipos 9V, 14 y 23F

(Fernebro y col. en 2004). Sin embargo, cabe recordar que la prevalencia de los
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serotipos varia de acuerdo a la poblacion. En México el serotipo 6B es uno de los
que mas predomina, por lo que no es de extrafiar que sea uno de los de mayor

prevalencia en las cepas de SPVT. (Calderon 1999).

En nuestro trabajo se encontré un alto porcentaje de SPVT resistentes a
penicilina (64%), afirmando el hecho de que la presién selectiva por antibiéticos
acelera el desarrollo de tolerancia (Sung y col. 2006). Asi mismo se encontrd
resistencia de SPVT a eritromicina (18%), trimetropin con sulfametoxasol (27%) y
clindamicina (9%), y una cepa con el fenébmeno de multirresistencia siendo
resistente a; penicilina [ 4 ug/mL ], eritromicina [4 ug/mL] y con alta resistencia a;
trimetropin con sulfatoxasol [ >16 pg/mL ] y clindamicina [ >4 pg/mL], lo cual ha
sido reportado en estudios donde asocian la tolerancia a vancomicina con la
presencia de resistencia a diversos antibidticos, incluyendo R-lactdmicos,

sulfonamidas y eritromicina (Hass y col. 2004).

Las cepas 35, 36 y 134 se identificaron como cepas con lisis parcial, debido a los
valores observados (47%, 46% y 54% respectivamente), los cuales fueron muy
cercanos al 50%, no permitiéndonos establecer el fenotipo de forma precisa ya
que, Obregdn y col. en 2002, establecen solo 2 términos; 1) Soluble; decremento
>50% (Lyt A") y 2) Insoluble decremento <50% (Lyt A’), sin reportar lisis parcial.
Una posible explicacidon de este hecho es que se trate de una mezcla de 2 clonas
diferentes, las cuales estén asociadas. Cabe destacar que estas cepas presentan

una lisis negativa en presencia de vancomicina.

La cepa 261 es claramente insoluble con solo 19% de disminucién de turbidez, lo
cual sugiere tiene un déficit en la amidasa Lyt A; sin embargo, es necesaria la
realizacion de pruebas mas especificas como las realizadas por Sung y col., para
confirmar este hecho, cabe mencionar que existen 3 murein hidrolasas que
participan en los procesos liticos de S. pneumoniae; Lyt A, Lyt B y Lyt C, siendo
Lyt A a la que se le atribuye la mayor actividad litica (alrededor del 90%), sin

embargo las 3 autolisinas participan en las diferentes fases de crecimiento de la
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bacteria, por lo aunque exista un déficit en Lyt A, no pierde su capacidad de

divisiéon (Fernebro y col. 2004).

Por otra parte en la misma cepa se observo que la densidad optica del cultivo con
vancomicina aumentd, en lugar de decrecer. Una posible explicacion a este
fenébmeno muy particular de la cepa 261, es que se estuviera presentando
engrosamiento de la pared celular, con lo cual S. pneumoniae pudiera estar
atrapando la vancomicina, como ha sido descrito previamente en cepas de S.

aureus (Hiramatsu y col. 2001)

En el andlisis estadistico de los resultados densitométricos de las RT
PCR para la determinacion de expresion de los genes pep27 y Iyt A, en fase
logaritmica, fase estacionaria y fase de muerte de las cepas SPTV, mostrd
diferencias estadisticamente significativas en la expresiéon de los genes en las
diferentes fases de crecimiento en ausencia y en presencia de vancomicina, no asi
con al gen Iyt A en presencia con vancomicina, esto pudiera deberse a que la
bacteria mantiene niveles bajos de la expresion de esta amidasa, manteniendo asi
tolerancia a la vancomicina. Con respecto a la R6 se observd diferencias en el
comportamiento en presencia de vancomicina en la fase de muerte, en la que las
cepas tolerantes bajaron sus niveles de expresion de pep27 vy Iyt A, a diferencia de
la R6 que elevd sus niveles en estas condiciones llevando asi a la bacteria a
muerte, esto nos muestra el hecho de que las cepas tolerantes disminuyen sus
niveles de expresion de genes que llevan a lisis celular para tolerar el antibiético.
Existieron cepas como la 35y la 261 que salieron de la agrupacién de datos, por
la diferencia en sus niveles de expresion, estas cepas en particular tienen un

comportamiento diferente.
La emergencia de cepas de SPVT es un fendmeno creciente, y aun no es

dilucidado del todo el mecanismo que genera est_c-;f tipo de cepas, pareciera que

este fendmeno es de tipo multifactorial, en donde pudiera estar afectado mas de
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una caracteristica de la célula bacteriana, involucrando a la pared celular,

procesos de lisis y muerte celular.
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