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Macrdélidos y Lincosaminas

1. Macrdlidos

1.1. Clasificacion y Estructura

Los macrdlidos comprenden un conjunto de antibidticos, bacteriostaticos, compuestos por un anillo lacténico a

los que se les une uno o varios azucares mediante enlaces glucosidicos?.
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Pueden ser clasificados de acuerdo a la cantidad de dtomos que forman el anillo de lactona; 14 dtomos

eritromicina y claritromicina, 15 dtomos azitromicina y 16 dtomos espiramicina®. Ver figura 1y tabla 1
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Figura 1. Estructura quimica de los macrdlidos donde se muestra el anillo lacténico y los dos aminoazucares presentes en

la eritromicina, claritromicina y azitromicina.

Tabla 1

Clasificacion en relacion con el nimero de atomos del anillo macrolactonico

14 atomos 15 atomos 16 atomos
Eritromicina Azitromicina (azalido) Diacetilmidecamicina
Claritromicina Espiramicina
Roxitromicina Josamicina

Telitromicina (cetolido)

Tomado de Cobos-Trigueros y cols *
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Eritromicina, el primer macrélido utilizado cerca del afio 1950 en la practica clinica, procede de
Saccharopolyspora erythraea. Son activos frente a bacterias Gram positivas como Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp., Enterococos, algunas especies Gram negativas como N. gonorrhoeae, B. pertussis y H.
influenzae; teniendo la ventaja adicional de actuar en microorganismos intracelulares como Legionella y
Chlamydia asi como con M. pneumoniae?.

Los derivados semisintéticos de eritromicina incluyen en una primera instancia azitromicina y claritromicina,
constituyendo los macrélidos de segunda generacion.

La tercera generacion de este grupo de antibidticos estd comprendido por los cetélidos.

Si bien los macrélidos son utilizados fundamentalmente para el tratamiento de infecciones por gram positivos;
la azitromicina es dentro de estos, la que tienen mejor actividad sobre algunos gram negativos como ser
Haemophilus influenzae y Neisseria gonorrhoeae. Adicionalmente se la ha propuesto como una opcidn
terapéutica para el tratamiento de las diarreas con sangre.

1.2. Mecanismo de accion

Este grupo de antibidticos tiene como mecanismo de accion inhibir la elongacion de la cadena proteica. Actua
en el ribosoma bacteriano, un complejo proteico, formado por dos subunidades nombradas de acuerdo a su
coeficiente de sedimentacion (30S y 508S).

La cadena proteica en formacién se elonga en un dominio ubicado en la subunidad grande del ribosoma. Es en
este “centro” donde se adicionan los aminodcidos que emergen del ribosoma a través de un sector llamado por
algunos autores “tunel de salida”.

Los macrdlidos se unen al ribosoma bacteriano en este sector, cerrando este tunel y bloqueando de esta forma
la traduccién de proteinas en la bacteria®*. Ver figura 2.

Seguramente debido al gran tamafio de la subunidad 50S del ribosoma y la variabilidad inter-especie de este
complejo proteico, a pesar de ser una estructura bastante conservada en los microorganismos; no todos los
macrélidos se unen exactamente en el mismo sitio. Por ejemplo azitromicina también se ubica de manera
estrecha al tunel de salida de la cadena polipetidica pero mads lejana al sitio activo de esta subunidad de lo que

lo hace eritromicina®.
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Figura 2. Representacion del mecanismo de accidn de los macrélidos por obstruccidn del tunel de salida. Tomada de Kannan

y cols®.

Estudios basados en metagendmica mostraron que la inhibicion de la sintesis proteica se produce para
determinadas proteinas, no el total de las mismas. Estos estudios apoyan la teoria que eritromicina actua
fundamentalmente en el sitio activo de esta subunidad (peptidil transferasa) y que inhibiria algunos motivos
tanto de sustratos donadores como aceptores, mas que la accion directa en la salida del tunel que se postuld en
un inicio®.

Los macrélidos son compuestos basicos capaces de atravesar las membranas lipidicas, confiriéndole la
particularidad de concentrarse adecuadamente dentro de las células eucariotas y atravesar la membrana
externa de los bacilos Gram negativos.

Azitromicina se caracteriza por acumularse mejor que el resto de los macrdlidos en las células fagociticas, por lo

tanto aumentaria su concentracion en la localizacion de la infeccidn’.
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1.3. Mecanismos de resistencia

Bomba de eflujo:

La expulsién del antibidtico de la bacteria en los Cocos Gram positivos puede estar relacionada a los siguientes
genes: mefA, meft en S. xylosus y.msrA'y msrB en S. aureus, erpB.

Las bombas de eflujo son transportadores transmembrana que funcionan acoplados a una ATPasa. Son activas
frente a macrdlidos de 14-15 atomos, mientras que no lo son frente a 16 macrdlidos, lincosamidas vy
estreptogramidas b. Por esta razén se le llama fenotipo M a este tipo de resistencia. De cada gen que codifica
para este conjunto de proteinas que expulsa en antibidtico fuera de la célula puede haber variantes (por ejemplo
mefA y mefE, menos frecuentemente mefl y mefO) con una conservacién de la secuencia entre ellas cercanas al
90%. Los genes mef estan insertos en un transposén ubicado en un profago que le permite la transferencia a
otras especies®.

Estos transportadores estan relacionados con los sistemas ABC acoplados a hidrdlisis de ATP con diversas
funciones celulares que no solo incluyen el transporte transmembrana, funcién mas que reconocida, sino que
también podrian intervenir en procesos celulares como la elongacidon de proteinas en la traduccion y reparacion
del ADN®,

Cambio del sitio blanco de accién:

Los cambios en las secuencias que codifican la subunidad ribosomal pueden ser secundarios a mutaciones
puntuales. Si bien este mecanismo se ha descritas (tanto en S. pyogenes, S. pneumoniae y H. influenzae es
infrecuente), suele ser infrecuente en aislamientos clinicos. La mayoria de estas mutaciones ocurren en los
dominios V del rARN y en las proteinas L4 y 1222011,

Otro tipo de variabilidad en el sitio blanco de accién lo constituyen los cambios post-transcripcionales, en
particular la metilacidn de esta subunidad, en la posicion A2058, sin alterar la secuencia de la proteina.

Este tipo de cambios en el ribosoma, genera resistencia a macrdlidos, lincosamidas y estreptogramidas tipo b,
denominada MLSb.

El gen erm con sus diferentes variantes es el responsable de esta resistencia al codificar una metilasa que altera
el sitio blanco de unién del antibiético al ribosoma bacteriano. Dado que este grupo de antibidticos comparten

el mecanismo de accién: la unién al ribosoma bacteriano y la posterior inhibiciéon de la sintesis proteica, el
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producto del gen erm determina resistencia a los tres grupos de antibidticos: macrdlidos, lincosamidas y
estreptograminas B*2.

En S. aureus y S. pneumoniae, asi como en otras especies, la metilasa estd codificada por los genes erm
(erithromycin ribosome metylation) y constituye el mecanismo mas relevante de resistencia de estos
microorganismos a este antibidtico.

Se describen variantes entre distintas especies de las que se encuentran: ermA, ermC, ermB, ermAM, ermF,
ermD, ermG, ermE, ermA’, y ermTR>13,

Se han encontrado genes relacionados con ermAM en Clostridium y enterobacterias, que se denominaron ermP,
ermZy ermBC¥*15,

En S. aureus los genes erm (en particular el gen ermC) se encuentran en un plasmido pequefio, multicopia,
aunque en S. aureus también se lo puede encontrar en el cromosoma bacteriano.

Cuando se realiza el D test con oleandomycina en lugar de eritromicina, se observé que para el gen ermC este
macrélido no funciona como inductor y que los bajos niveles de resistencia se asocian con el gen ermA en
Staphylococcus?®

Menos frecuentemente se han encontrado este tipo de genes en plasmidos mas grandes, conjugativos en
general asociado resistencia a penicilina (portando ermB).

Luego de las primeras descripciones se han encontrado estos plasmidos en multiples especies de Streptococcus,

Staphylococcus y Enterococos?’8,

La resistencia a clindamicina por este mecanismo puede ser inducible (iMLS) o constitutiva (cMLS). En S. aureus
son inductores los macrdélidos de 14 y 15 atomos. In vitro, suele utilizarse eritromicina, ya que es un buen
inductor de la expresién de esta resistencia, evidenciado en el antibiograma convencional por un aplanamiento
en el halo de inhibicién para clindamicina cuando se colocan cerca los discos con estos antibidticos (efecto D).
Esta caracteristica no esta relacionada con el tipo de gen erm involucrado en un principio.

En Streptococcus spp la resistencia inducible puede ser clasificada segin el fenotipo de resistencia a los
macrélidos de 16 dtomos en 3 fenotipos realizando un test con tres discos, eritromicina (colocada en el centro
de la placa) con clindamicina y josamicina.

iMLS-A, resistencia a la josamicina, eritromicina e inducible a clindamicina.
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iMLS-B, resistencia inducible a josamicina y clindamicina con alto nivel de resistencia a eritromicina.

iMLS-C, resistencia inducible a josamicina y clindamicina con bajo nivel de resistencia a eritromicina®®. Ver figura
3.

Las lincosamidas no funcionan in vitro como inductores del gen erm. Dosis sub-inhibitorias de eritromicina
ofician como inductoras del mismo.

Los genes ermC fueron los responsables de forma predominante en los MSSAZ.

Figura 3. Fenotipos de resistencia iMLSb tomado de Giovenetti et al.® Triple-test de disco. Se coloca un disco de
eritromicina al centro (30 ug), con un disco de clindamicina (10ug) a la derecho y uno de josamicina (30uf) a la izquierda.
(A) fenotipo cMLS (B)fenotipo iMLS (subtipo iMLS-A). (C)fenotipo iMLS (subtipo iMLS-B). (D)fenotipo iMLS (subtipoiMLS-
C). (E) fenotipo M.

El mecanismo de la induccién de la resistencia a clindamicina, tiene que ver con cambios conformacionales del

ARNm de la metilasa. En ausencia de eritromicina, dicho ARNm se encuentra en una conformacion que esconde
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la secuencia de reconocimiento del ribosoma (secuencia de Shine-Dalgarno o SD). La unidn de la eritromicina al
ribosoma, generaria un cambio conformacional en el RNAm de la metilasa, que ahora liberaria la SD, lo cual
permitiria que fuera leida por el ribosoma y se sintetizara la proteina correspondiente?!

La expresion de resistencia a clindamicina en forma constitutiva es sencilla de obtener a partir de cepas con
iMLSb, en condiciones experimentales. Las cepas que presentan cMLSb son frecuentemente aquellos
seleccionados de infecciones con alto indculo.

Se describe que los aislamientos que presentan ermC, presentan una tasa de mutacién 14 veces mayor que los
que portan el gen ermA. Esta observacion fue realizada en cepas provenientes de aislamientos clinicos y se
reprodujo en cepas clonadas con estos genes.

Daurel y col observaron que los cambios genéticos se debian fundamentalmente a la pérdida de un sector de
ADN en la region reguladora que se encuentra entre las regiones que codifican las 2 subunidades del ribosoma,
que preceden en el genoma al gen ermC%.

En cepas portadoras de genes ermC que se expresan de forma constitutiva en S. aureus, se observaron tres tipos
diferentes de mutaciones en la region reguladora ermC, que corresponden a deleciones, duplicaciones,
mutaciones puntuales multiples y supresiones®

Que un paciente con una infeccidon por un S. aureus, portador de la resistencia MLSb inducible durante el
tratamiento desarrolle la misma de forma constitutiva estd reportado desde hace 40 afos. Los primeros
reportes, carecen de estudios que permitan afirmar se trate de la cepa portadora de resistencia inducible que
en la evolucidn cambid a fenotipo constitutivo®*

Los métodos de tipificacién molecular como la electroforesis en campos pulsantes entre otras, disponibles en
muchos laboratorios de referencia, son herramientas fundamentales para profundizar en este tipo de
hallazgos®

El aumento de los casos CA-MRSA en algunos paises, llevé a modificar las recomendaciones de antibioterapia
empirica, donde clindamicina surgia como propuesta para el tratamiento empirico de algunas infecciones. Si
bien esto no fue universal, se observé en algunos medios una frecuencia aumentada del fenotipo iMLSb que
habitualmente se describia cercana al 5-10%2°. Telechea y col. observaron que a pesar del aumento del consumo

de este antibidtico no se observd un aumento concomitante en esta resistencia?’
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Es discutida la significancia clinica del hallazgo del fenotipo iMLSb en S. aureus ya que la mayoria de las
infecciones por este microorganismo requiere un curso corto de antibiético y muchas de ellas con medidas
locales, como lo son el drenaje, la limpieza de la infeccidn y el uso de antibidtico topicos son suficientes para el
tratamiento.

Parece prudente y es recomendado que en infecciones severas, en pacientes inmunodeprimidos, tratamientos
prolongados o con mala evolucién clinica, no utilizar este antibidtico si presenta S. aureus iIMLSb. Del mismo
modo las recomendaciones tanto de CLSI como de EUCAST recomiendan informar este fenotipo como resistente
o con una nota donde se aclare que cepas resistentes pueden emerger durante el tratamiento.

Por lo tanto, informar este fendmeno desde el laboratorio y buscar esta resistencia realizando el test D, debe
formar parte de la rutina en estos microorganismos. El mismo se realiza colocando discos de eritromicina y

clindamicina a una distancia de 15-20 mm. Se muestra a continuacion el aplanamiento en el halo de inhibicién.

Figura 4. Test de D donde se muestra el efecto inductor de eritromicina.

2. Lincosamidas

2.1. Mecanismo de accion
En este grupo se encuentran dos antibidticos de importancia, lincomicina y clindamicina, siendo este ultimo el

mas utilizado en la practica clinica. La lincomicina es un producto natural de algunas especies entre las que se
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encuentran Streptomyces lincolnensis, S. espinosus y Actinomyces roseolus, siendo clindamicina un derivado
semisintético.

Compite con macrélidos y cloranfenicol por el sitio activo, la subunidad 50 s del ribosoma.

Los ribosomas contienen dos subunidades de acuerdo a su coeficiente de sedimentacidn, siendo el grande
(50S) formado por 30 proteinas y 2 cadenas de ARN (23S ARN y 55 ARN). Clindamicina se une a la cadena 23S.
Bloquea la sintesis de proteinas, al inhibir de forma temprana la elongacidon de la cadena aminoacidica
interfiriendo en la unidad peptidil-transferasa®. Es un antibiético bacteriostatico, activo sobre microorganismos
Gram positivos, anaerobios (incluido Bacteroides fragilis). Carece de actividad frente a bacterias Gram negativas
a excepcién de Capnocytophaga canimorsus®.

Se ha estudiado el efecto de este antibidtico en inhibir algunos factores de virulencia al inhibir la sintesis
proteica, lo que se plantea una ventaja adicional en el uso de algunas infecciones33.,

2.2. Mecanismos de Resistencia

Los genes erm y la modificacién del sitio blanco de accidn, fueron abordados previamente. Este mecanismo ya
sea en su fenotipo inducible o constitutivo resulta el mas relevante por frecuencia encontrado en aislamientos

clinicos.

Inactivacidn enzimatica:

Algunas enzimas modificadoras de lincomicinas (mds concretamente nucleotidiltransferasas) fueron
identificadas:

Staphylococcus haemolyticus: linA

Staphylococcus aureus: linA’

Enterococcus faecium: linB

Este poco frecuente mecanismo de resistencia a este grupo de antibidticos, se sospecha cuando se observa un
fenotipo de resistencia a clindamicina aislada, sin compartir la resistencia con el grupo MLS.

Se han descrito en Bacilos Gram negativos, dentro de integrones de clase 1, secuencias que podrian
corresponderse con proteinas hipotéticas con una homologia de aproximadamente 35% de la nucleotidyl-

transferasa codificada por linB en Enterococcus faecium*
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Existen algunas secuencias Lnu (actualmente conocidas como lin) depositada en las bases de datos. Estos genes
se encuentran en plasmidos, el primero extraido de una cepa de S. aureus bovina, secuenciada de forma
completa. Se trataba de un plasmido pequeiio, como los observados generalmente en las bacterias Gram
positivas. La replicacion de este pldsmidos estd compuesta por una proteina iniciadora de la replicacién, su sitio
dentro del ADN del origen de replicacién®.

Este mecanismo de resistencia a la lincomicina por la inactivacién ha sido detectado en numerosos cepas
provenientes de muestras clinicas tanto de Staphylococcus aureus como de estafilococos coagulasa negativos.
Para la inactivacion enzimatica del antimicrobiano clindamicina se requiere (ATP, GTP, CTP o UTP) como donador
nucleotidyl y Mg2 + como cofactor.

El mecanismo bioquimico de la inactivacion de la lincosamida fue elucidado por un grupo de investigadores
Franceses, que determinaron la estructura de la lincomicina y clindamicina inactivada mediante técnicas
fisicoquimicas, dando paso a la formacién de clindamicina 4- (5'-ciclasa). Esta enzima fue secuenciada e
ingresada en la base de datos, cuenta con una longitud de 161 aminoacidos y generalmente difiere de los
encontrados en coagulasas negativos en 14 aminodacidos Unicamente34,

Se ha descrito también una bomba de eflujo en S. lincolnensis, codificada por el gen ImrA.

Esta proteina presentd como Unico sustrato lincomicina, no describiéndose hasta el momento este mecanismo

de resistencia en otras lincosamidas como clindamicina y macrdlidos®.
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