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1.INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es uno de los principales patégenos humanos. Con
frecuencia, forma parte de la microbiota de la piel y mucosas, pero puede
asimismo aparecer implicado en la etiologia de numerosas infecciones, como
infecciones de piel y tejidos blandos, neumonias, bacteriemias, infecciones
asociadas a catéteres, etc.(Diekema DJ et al., 2001). En torno al 20% de las
personas son portadoras de S. aureus. (Kluytmans J, et al.1997).

Este microorganismo causa hasta el 40% de las infecciones nosocomiales.
Dentro de esta especie tienen especial importancia, por su multirresistencia, las
cepas resistentes a meticilina (SARM), que son resistentes, en realidad, a la gran
mayoria de los beta-lactdmicos, con excepcidn de algunas cefalosporinas de
reciente desarrollo y que, en los Uultimos afios, han pasado de ser
microorganismos tipicamente nosocomiales a aparecer también causando
infecciones en la comunidad (CA-SARM).

S. aureus es sensible, en condiciones basales, a la mayor parte de los
antimicrobianos activos frente a Gram positivos que se han ido desarrollando a
lo largo de la historia. La gran capacidad que han demostrado para el desarrollo
de resistencia deriva, sobre todo, de su capacidad para adquirir resistencias de
manera horizontal, a partir de elementos genéticos transferibles obtenidos, en
ocasiones, incluso de géneros y especies filogenéticamente bastante alejados.
Aunque algunas resistencias se han desarrollado a partir de la emergencia
primaria de mutaciones en S. aureus, su relevancia cuantitativa ha sido menor. A

estos distintos mecanismos de adquisiciéon de resistencia, hay que afiadir la
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importancia de la presion ambiental, que ha constituido un elemento
fundamental en la seleccidn de cepas y clones resistentes una vez aparecidos. La
gran capacidad de S. aureus para adquirir resistencias a los antimicrobianos se
demostré ya poco después de que el equipo liderado por Florey y Chain en
Oxford demostrara las enormes posibilidades terapéuticas de la penicilina, e
inaugurara la era antibiotica. Ya a mediados de los afios 40 se habia manifestado
esta capacidad de los estafilococos para desarrollar resistencia a penicilina y, de
hecho, menos de 10 afios después, la resistencia a penicilina en S. agureus se
habia convertido en el Reino Unido en un problema de notable trascendencia, al
menos a nivel hospitalario.

Existen dos caracteristicas de S. aureus, aparentemente contradictorias,
que son determinantes en su comportamiento como patégeno y en su
epidemiologia: se trata de uno de los microorganismos mejor dotados como
patégenos, en cuanto a la enorme cantidad de factores de patogenicidad
distintos y con diferentes funciones que es capaz de producir, pero al tiempo son
unos microorganismos capaces de colonizar de forma completamente
asintomatica y sin producir tipo alguno de patologia a porcentajes importantes
de la poblacién, que actlan asi como reservorio y vehiculo de transmision del
microorganismo. (Belkum J, et al., 1997). Estos portadores tienen, como es
légico, un mayor riesgo de desarrollar infecciones estafilococicas que los
individuos no portadores, pero al mismo tiempo constituyen la principal fuente
de difusion de los microorganismos, que se realiza fundamental de forma directa

por contacto entre personas, aunque los objetos y superficies contaminadas
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también pueden jugar un papel como medios de transmision del
microorganismo. (Muto CA et al., 2003). S. aureus tiene una dotacién de factores
de patogenicidad que le permite causar infecciones en personas previamente
sanas. No obstante, existen factores, como la pérdida o alteracién de la barrera
cutaneo-mucosa o la presencia de patologias o circunstancias previas que
comportar un cierto grado de inmunodepresién (diabetes, tratamientos con
corticoides u otros farmacos con efecto inmunosupresor, alteraciones
funcionales de los neutrdfilos, VIH, etc.), que incrementan el riesgo de infeccidn.
Los principales problemas que plantea S. gureus en el momento actual,
estan relacionados con la resistencia a los antimicrobianos, que en algunos casos,
como el de la meticilina, han llegado a alcanzar niveles de epidemia a escala
mundial. Ademas, en los ultimos afios, se estdn produciendo modificaciones
epidemioldgicas importantes, ya que la resistencia a meticilina en S. aureus, que
constituia uno de los paradigmas de infeccidn nosocomial, ya no sélo se localiza
en el ambito hospitalario, sino que también se encuentra a nivel comunitario,
asociado habitualmente a determinados cuadros clinicos y con presentaciones

considerablemente agresivas. (Klevens RM et al., 2007).

2. EVOLUCION DE LA RESISTENCIA EN S. aureus

Las primeras resistencias a meticilina se describieron apenas meses
después de introducirse en la practica clinica las primeras penicilinas resistentes
a penicilinasas estafilocdcicas (meticilina, isoxazolil penicilinas) en 1961. El pais

donde se aislé por primera vez una cepa SARM fue en Estados Unidos, y a partir
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de ahi, la infeccion se ha convertido en un problema a nivel mundial,
evolucionando en una serie de fases asociadas a la irrupciéon de nuevas cepas
qgue han ido adquiriendo el cassette cromosdmico portador del gen que
condiciona esta resistencia (mecA, mecC).

Fases de las epidemias:

La evolucién de la resistencia a penicilina, meticilina, y la aparicién sobre
esta resistencia de resistencias adicionales a otros farmacos activos frente a
Gram positivos, ha evolucionado en diferentes fases, tal como aparece en la
Figura 1.

Primera fase: comienza a mediados de 1940, cuando las cepas de
S. aureus resistente a penicilina comenzaron a aumentar su frecuencia en los

hospitales, fundamentalmente en Gran Bretana y Estados Unidos.
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Figura 1: Evolucion histérica de la aparicion de los clones de SARM vy la resistencia a otros

antibidticos activos frente a bacterias Gram positivas.

Estas cepas eran portadoras de un plasmido que codificaba una
penicilinasa, enzima que inactiva tanto a las penicilinas naturales como a las

aminopenicilinas. Esta resistencia fue inicialmente esporadica y observada en el
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medio hospitalario, pero en dos décadas mas del 75% de los aislados eran
resistentes y se habian diseminado a la comunidad. (Kirby W et al., 1944).

Estas infecciones eran causadas por cepas que contenia el profago 80/81,
y producian la proteina de Panton Valentine, una proteina que posteriormente
se demostraria que estaba estrechamente vinculada a la patogenicidad de
Staphylococcus spp., y a la produccion de determinados cuadros clinicos,
fundamental infecciones de piel y tejidos blandos e infecciones respiratorias.

La resistencia a la penicilina estimulé el desarrollo de penicilinas
semisintéticas resistentes a penicilinasa, como la meticilina y todo el grupo de
penicilinas isoxazolicas (cloxacilina, oxacilina, etc.)(Barber L et al., 1961).

Segunda fase: Las penicilinas resistentes a penicilinasas (PRPs) fueron
introducidas en uso clinico a principios de los afios 60, y pocos meses después, se
describieron los primeros aislamientos de SARM. Dicha resistencia estaba
mediada por el gen mecA, de aproximadamente 2 kb, integrado en el DNA
cromosémico bacteriano, y asociado a un numero variable de otros
determinantes genéticos, entre los que pueden encontrarse secuencias de
origen plasmidico, transposones, secuencias de insercidn y, por lo tanto, genes
que contribuyen a expresar resistencia a los antibidticos no
R—lactdmicos. El gen mecA codifica una PBP adicional (PBP2a) con actividad
transpeptidasa y muy baja afinidad por los antibioticos
R—lactamicos, que confiere a los microorganismos que la producen resistencia a
casi todos los antibidticos R-lactamicos, y que procede probablemente de

Staphylococcus sciuri, una especie muy infrecuente como patégeno humano. No
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obstante, los mecanismos de resistencia de estas cepas no fueron identificados
hasta 20 afios después de describirse las primeras resistencias. (Barber M et al.,
1961).

La proteina PBP2a es una PBP con baja afinidad por los
R-lactdmicos, que se mantiene funcionalmente activa cuando el resto de PBPs
han sido bloqueadas por el B-lactamico, permitiendo asi que la sintesis de la
pared bacteriana continle realizandose. Este mecanismo confiere resistencia a
todos los B-lactamicos, incluyendo las cefalosporinas y carbapenemas, con
excepcion de algunas cefalosporinas desarrolladas recientemente, que
constituirian para algunas autores la 52 generacién de cefalosporinas.

Una caracteristica que ha venido siendo habitual en S. aureus ha sido su
resistencia a otros antimicrobianos pertenecientes a diferentes clases. No se
trata de una resistencia cruzada, ya que no existen mecanismos de resistencia
comunes, sino de una corresistencia, es decir, una resistencia a antimicrobianos
pertenecientes a grupos quimicamente dispares, y con mecanismos de
resistencia distintos, pero que, por diferentes motivos, aparecen de forma
simultanea en un microorganismo. La resistencia a aminoglucdsidos ha sido un
marcador habitual, seguida de la resistencia a otros antimicrobianos como
macrdlidos, lincosamidas y fluoroquinolonas.

En relacién a esta afirmacién, durante la primera mitad de los anos
noventa, la resistencia antibidtica de SARM a eritromicina, rifampicina,
tetraciclina, gentamicina, tobramicina y ciprofloxacino oscilaba entre el 80 y el

90% de los aislamientos. En la segunda mitad de esta década, el porcentaje de
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resistencia a eritromicina entre las cepas SARM descendid al 77%, a rifampicina
al 45%, a tetraciclina al 46%, y a gentamicina al 51%. Sin embargo, la resistencia a
tobramicina fue del 95% y a ciprofloxacino del 98%, unas cifras similares a las
detectadas en el periodo 1990-95. Ello es debido a que las cepas de SARM que
circulan en la actualidad presentan, casi invariablemente, resistencia a estos dos
ultimos antibidticos, a excepcion de las cepas aisladas de pacientes pediatricos
gue son sensibles a ciprofloxacino.

En la década de los 80, las cepas de SARM se extendieron por hospitales
de Europa, Australia y Estados Unidos. En Europa se experimentd un notable
ascenso en la frecuencia de SARM, desde valores inferiores al 1% en 1980 hasta
el 30% en 1991, con una distribuciéon desigual, segin los paises; mientras
Holanda o Dinamarca presentaban una baja prevalencia (6%), los paises del sur
de Europa, como Grecia, Francia o Espafia, alcanzaron valores notablemente
mayores, de hasta el 30%. En Estados Unidos, segun datos del National
Nosocomial Infections Surveillance, durante los afos ochenta, los brotes de
SARM estaban limitados a hospitales universitarios de mas de 1.000 camas, con
prevalencias comprendidas entre el 5 y el 10%. En la siguiente década, la
frecuencia ascendid hasta el 40% en los grandes hospitales, y llegd hasta un 20%
en aquéllos de menos de 200 camas.

En Espafa, la primera descripcidon de un aislado de SARM se produjo en
1981. Los primeros aislamientos generalizados de SARM en nuestro pais fueron
en forma de brotes. De forma mayoritaria, estaban producidos por el

denominado clon ibérico, y coincidia con el traslado de un paciente critico
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colonizado por SARM procedente de otro centro a la UCI. A partir de ahi, la
diseminacion por el resto del hospital, especialmente por las dreas quirurgicas,
era un problema de tiempo, debido al traslado a las distintas unidades de
pacientes que habian sido colonizados por SARM en las UCI. La prevalencia de
SARM se ha incrementado progresivamente en nuestro pais, y en el momento
actual, segun el proyecto EPINE, suponen entre el 35 y el 45% de los aislados
nosocomiales de S. aureus. Su prevalencia ha venido siendo caracteristicamente
superior en aislados hospitalarios, y en especial en aislados procedentes de areas
criticas, sobre todo en UCIs. La Red Europea de Vigilancia de Resistencia a los
Antimicrobianos (EARS-NET), perteneciente alos ECDC, informa para Espafia unas
cifras globales de resistencia a meticilina en S. aureus, del 25,3% en 2015. Se
trata de una cifra intermedia dentro de los paises del sur de Europa, mayor que
la de Francia (15,7%), pero menor que las de Italia (34%), Grecia (39%) y Portugal
(46,8%). Las bacteriemias por SARM ocasionan porcentajes de mortalidad
superiores a las bacteriemias por S. aureus sensibles a meticilina (SASM),

alcanzando cifras del 20-50% (Cosgrove SE, et al.,2003).
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Figura 2: Situacidn actual de la resistencia a meticilina

Las razones principales que motivaron la elaboraciéon de los Programas de

Control del SARM fueron:

e Caracter epidémico. Las cepas SARM tienen la capacidad de afectar a

muchos pacientes en poco tiempo. Es desconocido, y por lo tanto

impredecible.

¢ Virulencia. Las cepas de SARM tienen una importante capacidad invasora

a partir de la colonizacidn cutanea.

11
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¢ Dificultad en el tratamiento antibidtico. El clon ibérico expresa, ademas
de la resistencia a todos los B-lactamicos, una amplia resistencia a otros
antiestafilocdcicos, con escasos antibidticos alternativos a los
glucopéptidos.

e Aumento de la tasa total de infeccion por S. aureus. E| SARM no
sustituye a las infecciones por S. aureus sensible a la meticilina, sino que
produce un efecto aditivo en el nimero total de infecciones.

* Transmision a través del personal sanitario. EI mecanismo de
transmisidn implicado con mayor frecuencia es la transmision cruzada a
través de las manos.

e Eficacia de los programas de control.

Lamentablemente, no existidé una politica uniforme en la instauracion de
medidas de control.

Esta situacion epidemioldgica inicial de los SARM en Espafia durante la
década de los noventa, se instaurd progresivamente en la mayor parte de
hospitales y fue muy similar a la que acontecid en el resto de los paises del sur de
Europa, como Portugal, Italia, Francia, Grecia, y también Inglaterra, como se ha
comentado anteriormente. Fue ocasionada mayoritariamente por el mencionado
clon, absolutamente dominante en toda esta area geografica. Por el contrario,
los paises del norte de Europa, como Holanda y los Paises Nérdicos, aplicaron
estrategias iniciales mucho mas drasticas (search and destroy) con una busqueda

muy activa y eliminacién de casos de SARM. En un contexto de mayor control y

12
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menor consumo hospitalario de antibidticos, el impacto de estas cepas fue
mucho mas limitado.

El clon que mas se ha estudiado es el llamado COL, el cual se descubrié en
1970 e incluye cepas que afectan a los hospitales y a la comunidad desde dicha
fecha. En 1980, y por razones que aun se desconocen, comenzaron a
desaparecer y asi empezd el declive de la segunda fase y el inicio de la tercera
fase (Jevons M et al., 1961).

Tercera fase: comienza a mediados de 1970 con cepas que contenian
nuevos alotipos.

A medida que se ha incrementado la prevalencia de SARM, también lo ha
hecho el uso de antimicrobianos del grupo de los glicopéptidos y lipopéptidos
(vancomicina, teicoplanina, daptomicina). Se trata de antimicrobianos de
espectro reducido, activos frente a bacterias Gram positivas. Sin embargo, a los
problemas derivados de su ruta de administracion y de su potencial toxicidad, se
han sumado los datos que sugieren una reduccidn de la actividad de los
glicopéptidos frente a SARM. (Siegman-Igra Y et al., 2005).

Estas cepas son de impacto global, pero se centran sobre todo en los
hospitales y en pacientes en dareas criticas. En estos pacientes, y debido a la
multirresistencia que presentaban con frecuencia los clones de SARM
circulantes, fue necesario incrementar el consumo de glicopéptidos, lo que trajo
como consecuencia la aparicion de cepas con sensibilidad disminuida a
vancomicina. En 1997 se describe en Japon el primer aislado de S. aureus con

sensibilidad disminuida a vancomicina (VISA, por vancomycin-intermediate

13
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S. aureus, también conocidos como GISA, (glycopeptide-intermediate
S. aureus) asi como la existencia de cepas con resistencia heterogénea a este
antimicrobiano (presencia de células que expresan resistencia en una poblacién
gue mayoritariamente no la expresa, aunque tiene la capacidad genética para
hacerlo, y que al ser resistentes pueden seleccionarse durante el tratamiento con
vancomicina) (Udo E et al., 1993).

Poco mas tarde aparecen cepas con estas mismas caracteristicas de
sensibilidad en Estados Unidos, en Europa y en Espana.

La descripcion en 2002 de cepas de SARM con resistencia de alto nivel a
vancomicina mediada por genes del grupo van, iguales a los descritos
previamente en enterococos, y la demostracidén de su transferencia plasmidica in
vivo, constituyen un motivo de preocupacion, si bien hasta el momento actual
estas cepas son muy poco frecuentes.

No obstante, se ha descrito que tanto los aislados GISA como los
resistentes a vancomicina son habitualmente sensibles a
quinupristina/dalfopristina, trimetoprim/sulfametoxazol y linezolid.

Cuarta fase: comienza cuando las cepas de SARM se extienden a la
comunidad. Esta difusién empieza a principios de 1990 en el este de Australia,
extendiéndose posteriormente a otros paises. Probablemente la difusidén ha sido
amplia, ya que se han descrito aislamientos tanto en paises con problemas de
SARM previos a esta evolucidon, como Australia, Estados Unidos y el sur de
Europa, como en dreas que han conseguido mantener una prevalencia muy baja

de SARM hospitalarios, como Canad3d, paises ndrdicos y Holanda. Se trata de

14
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cepas claramente distinguibles de las cepas de SARM hospitalarias circulantes en
ese momento, ya que pertenecen a pulsotipos diferentes, y tienen perfiles de
resistencia claramente diferenciados. Estas cepas no son portadoras de la
multirresistencia habitual en las cepas de origen hospitalario, sino que han
venido cinendo su resistencia virtualmente a los beta-lactamicos, mostrandose
sensibles a grupos como aminoglicdsidos o fluoroquinolonas. Ademas, son cepas
frecuentemente productoras de leucocidina de Panton Valentine, e implicadas
en cuadros invasivos graves. (Pan ES, et al., 2003).

La diseminacién de SARM de los hospitales a la comunidad era un hecho
predecible. Sin embargo, la aparicién de nuevas cepas de SARM en la comunidad,
genéticamente distintas a las hospitalarias, quizas no lo era tanto.

Actualmente, el rdpido aumento de la prevalencia de SARM de origen
comunitario en algunos paises como Estados Unidos, asi como la reciente
introduccién y diseminacién de estas cepas comunitarias en los hospitales, ha
difuminado las fronteras entre cepas de adquisicién comunitaria y hospitalaria y
ha creado la necesidad de realizar una deteccién precoz y de considerar nuevas
estrategias terapéuticas. Hay que tener en cuenta que las cepas de SARM
comunitarias pueden causar infecciones graves que requieren ingreso en UCI, y
gue se han descrito casos de neumonia grave como complicacidon de casos de
gripe producidos por estas cepas comunitarias de SARM .

La frecuente multirresistencia de los clones hospitalarios obligd a un uso
mas frecuente de glicopéptidos, y a la introduccidén de éstos en protocolos de

tratamiento empirico en lugares con una prevalencia media/alta de SARM. Sin
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embargo, estudios posteriores han demostrado que, pese a tratarse de
antimicrobianos también bactericidas, los glicopéptidos tienen una eficacia
clinica reducida cuando las CIMs de vancomicina son superiores a 1 mg/L.
Estudios recientes reflejan resultados controvertidos con respecto a la respuesta
de MRSA con CIMs > 1 mg/L a glicopéptidos. Algunos autores sugieren que el
riesgo de mortalidad se incrementaria cuando infecciones causadas por SARM
con CIMs de vancomicina >1 mg/L son tratadas con glicopéptidos Soriano A, et
al.2008, mientras otros autores sugieren que, aunque la respuesta
farmacodinamica a los glicopéptidos de estos aislados es peor que la de aislados
totalmente sensibles, la respuesta clinica puede ser paraddjicamente mejor, ya
gue la capacidad patogénica de estos aislamientos podria estar disminuida.
(Lalueza A et al., 2010).

Toda esta situacion ha llevado a un incremento de la importancia del
comportamiento de antimicrobianos que podian considerarse de segunda linea,
como daptomicina o linezolid, y al mismo tiempo a un aumento de su utilizacién.
Por ello, tiene aln mayor importancia el que recientemente se hayan empezado
a describir cepas de S. aureus resistentes a linezolid, sobre todo de cepas con
mecanismos aparentemente susceptibles de transferencia horizontal, que
podrian condicionar la utilidad clinica de este antimicrobiano y otros de su grupo

a no muy largo plazo.
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MRSA en Espana
(Antimicrobial Resistance Surveillance in Europe 2009)
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Figura 3: Prevalencia de SARM en Espania en el periodo 2002-2009

3. FACTORES DE PATOGENICIDAD EN Staphylococcus aureus. CA-
SARM

Gracias al método de multilocus sequence typing (MLST) se ha podido
estudiar la evolucidn histérica de este patdgeno. Con este método se secuencian
450 pb de un fragmento interno de 7 genes diferentes que obligatoriamente
estan en S. aureus (genes house keeping).

A todos aquellos aislados que contengan las mismas secuencias de esos 7
genes se les considera un clon, y se le asigna una Unica secuencia tipo (ST)
(Enright M et al.2000).

Las diferentes STs, cuando se observan secuencias no idénticas en estos
genes, pero existe polimorfismo en menos de tres lugares, se pueden agrupar en

complejos clonales (CC). Para poder definir los subclones se necesitan métodos
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mucho mas sensibles como SPA typing o electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE).

En un estudio de SARM recogidos de todo el mundo entre 1961 y 2004
causantes de infecciones hospitalarias y comunitarias, se observé que el 88% de
las cepas se agrupaban en 11 complejos clonales que se clasifican en: CC1, CC5,
CC8, CC9, CC12, CC15, CC22, CC25, CC30, CCA5 y CC51/121. (Goering RV et al.,
2008).

Los aislados que circulan hoy en dia son los mismos que circulan desde
1990, por lo que también pertenecen a los mismos complejos clonales.

Los complejos clonales CC8 y CC30 son los mas prevalentes y los que mas
veces se han detectado. De hecho, estos dos complejos clonales tienen una gran
importancia en las cuatro grandes fases comentadas anteriormente. (Robinson
DA et al., 2005).

Como ya se ha mencionado, la primera pandemia de resistencia a
penicilina fue atribuible a un clon portador del profago tipo 80/81, que
pertenece al complejo clonal CC30. Este clon fue originalmente aislado en
Australia en 1953, causando dicha resistencia en hospitales y en la comunidad, y
también se demostrd que contenia la proteina de Panton Valentine. Por razones
gue se desconocen este clon desaparecidé a principios de 1960 coincidiendo con
la introduccién de las primeras penicilinas resistentes a penicilinasas

estafilococicas, como la meticilina. (Roundtree P et al., 1958).
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3.1.Cassette cromosomico estafilocécico mec (SCCmec)

Este cassette cromosémico estafilococico mec (SCCmec) estd integrado en el
cromosoma de Staphylococcus spp, aungque se desconoce su funcién. Hasta la
fecha se han descrito ocho tipos diferentes de SCCmec que se agrupan entre
SCCmecl y SCCmecVIIl. (Ito T et al., 2001).

La clasificacidn de los diferentes SCCmec se hace en base a dos genes, el gen

mec y el gen ccr, que se caracterizan por ser elementos moviles.

a SCCmecll

| Rl A pUBIO
b sCCmeclv 15437

Figura 4: Estructura de los SCCmec Il y IV

Existen tres variantes de genes mec denominados mecA, B y C. Dentro del
gen mecA se hallan los alotipos SCCmecll, SCCmeclll y SCCmecVIIl; el gen mecB
abarca los alotipos SCCmecl, SCCmeclV y SCCmecVI y el gen mecC contiene dos
subclases el C1 y C2 que contienen el SCCmecV y SCCmecVII.

El gen ccr consiste en un conjunto de dos elementos, el ccrA y el ccrB que
se encuentran en los tipos SCCmec del | al IV (figura 4), y también en el SCCmecVI
y SCCmecViIll. Este gen también contiene el ccrC que se encuentra en el SCCmecV

y en el SCCmecVII.
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En cuanto a la evolucién histdrica, se sabe que las cepas que causaban
infecciones nosocomiales antes de 1990 pertenecian a los grupos SCCmec |, Il y
[ll. Asi, la cepa COL y otra perteneciente al CC8 que circulaban en Inglaterra y
Dinamarca eran del tipo SCCmec I; sin embargo en 1980 aparecieron nuevas
cepas que formaban parte de cc5 y cc8 causando infecciones en hospitales de
todo el mundo como en Australia, Nueva York, Japdn, Brasil o Hungria vy
pertenecian a SCCmec ll y lll. (Lina G et al., 2006).

SCCmec IV es en la actualidad el mds comun, e incluye a la mayor parte de
los SARM aislados actualmente en la comunidad, que en un principio se
identificaron como USA 400 y se denominaron SARM MW2.,

3.2. Epidemiologia de las cepas CA-SARM:

Los primeros casos de CA-SARM se dieron en Estados Unidos, causados por
la cepa que se denomind USA-400 o MW2, y que hoy en dia ha sido desplazada
por la cepa USA 300, que se encuentra ampliamente establecida en la
comunidad y de la cual se han comunicado casos en Dinamarca, Australia y
Colombia. (Kennedy AD et al., 2008).

En Europa, el clon que predomina y causa casos de CA-SARM es el clon
ST80, mientras en Japon predomina el clon ST59 y en el este de Australia el clon
ST30; esto indica que la cepa que causa estas infecciones en la comunidad va a
depender del pais donde se produzcan dichas infecciones, aunque en la mayor
parte de los casos tienen en comun los cassettes SCCmeclV y SCCmecV, que son
los mas comunes, los mas frecuentes en portadores nasales y los causantes mas

habituales de infecciones de piel y tejidos blandos.
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La presencia de la proteina de Panton-Valentine (PVL) en estas cepas es
muy variable. En Australia e Inglaterra la mayoria de las cepas no producen PVL,
mientras los clones de Dinamarca causantes de infecciones en la comunidad si
contienen habitualmente PVL.

3.3. Virulencia de las cepas causantes de CA-SAMR.

Los aislados de CA-SARM pueden causar infecciones que cursan de
manera fulminante y letal.

Todos los estudios que se llevaron a cabo inicialmente se basaron en la
cepa USA300, siendo ésta el clon mas extendido. Se cree que deriva de la
primera cepa que se identific6 como causante de infecciones tipo SARM, el clon
COL, pero tras varios estudios llevados a cabo en animales se llegd a la
conclusion de que USA300 es mucho mas virulenta que su antecesor.

Esta diferencia entre ambas se debe principalmente a la existencia de
elementos maviles dentro de su dotacion gendmica, como profagos, plasmidos o
transposones que son adquiridos por transferencia horizontal entre cepas
similares.

Dichos elementos maviles tienen la capacidad de codificar factores que
afectan a la descendencia de las cepas que los poseen, como puede ser la
capacidad de transmitir genes que confieren resistencia a ciertos antibioticos o
genes que aumenten su capacidad patdogena, como por ejemplo los profagos
$SA2 o pSA3.

Dichos profagos estan presentes en la cepa COL, pero no estan presentes

en la cepa USA300. El profago ¢SA2 contiene los genes LuKS-PV y LuKF-PV que
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codifican la PVL, mientras que el $SA3 es portador de genes que codifican
estafiloquinasas, proteinas inhibitorias de quinasas y proteinas inhibitorias del
complemento; todas estas moléculas son moléculas moduladoras del sistema
inmune. (Deleo F et al., 2009).

Otros factores, que podemos encontrar de manera mas comun en las
cepas causantes de CA-SARM y que se asocian a la capacidad patdgena de dichas
cepas son los siguientes:

1. PVL: es una proteina que se ha estudiado de manera muy extensa desde
su descubrimiento hace 70 afios. Estda compuesta por dos subunidades,
LuK-PV'y LUKF-PV, las cuales se encuentran en el profago ¢$SA2, causando
la formacién de poros en la membrana. A altas concentraciones (por
ejemplo 200 nM) causa la muerte mediante procesos liticos, pero a bajas
concentraciones (por ejemplo 5 nM) activa parcialmente a los neutrofilos
provocando un fendmeno que se conoce como priming, que da lugar a la
secrecién de potentes mediadores de la inflamacién. Ademas, la PVL
activa a los neutrdfilos y aumenta la producciéon de perdxido de
hidrégeno en el fagolisosoma. Varios estudios demuestran que la
produccién de PVL se asocia con infecciones de piel graves y neumonias
necrdéticas hemorragicas.

Los genes que codifican la proteina PVL sdélo estdn presentes en un 1-

10% de los aislados de S. aureus sensibles a meticilina. Sin embargo, si

estan presentes en los clones USA400 y USA300, siendo el clon USA300 el

gue causa la mayoria de las infecciones por CA-SARM en Estados Unidos,
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lo que sugiere que la presencia de PVL es importante en la reciente
epidemia de CA-SARM (Kaneko J et al.,1998).

2. a-hemolisina: es una toxina (también conocida como Hla o a-toxina) que
forma canales que provocan la destruccion de células epiteliales,
eritrocitos, fibroblastos y monocitos, dando como resultado la muerte de
animales de experimentacidn a los que se inyecta dicha toxina. Estudios
recientes han demostrado que dicha toxina es esencial en el clon USA300,
y que ocasiona neumonias letales en ratones usados como modelos de
experimentacion. También se ha demostrado la correlacién entre la a-
toxina y la severidad de la infeccién pulmonar. (Bubeck J et al., 2007).

3. Moduladores solubles tipo o-fenol: estos moduladores, PSMas son un

nuevo grupo de péptidos descubiertos en S. aureus y que son similares a
los que ya se conocian en S. epidermidis. Altas concentraciones de estos
moduladores aumentan la virulencia de las cepas en las que estan
presentes, como los clones USA300 y USA400. (Wang R et al., 2007.

4. Elementos moviles del catabolismo de arginina (ACME): estos elementos

solamente se encuentran en el clon USA300 y estan relacionados con el
cassette SCCmec IV, que codifica dos factores de virulencia y un grupo de
genes que engloban oligopeptidasas (Diep BA et al., 2008).

3.4. Tratamiento de CA-SARM
Las especiales caracteristicas de las infecciones extrahospitalarias por CA-

SARM han llevado a diferentes autores a recomendar regimenes terapéuticos

muy diversos frente a estas infecciones, incluyendo clindamicina, doxiciclina,
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minociclina, trimetoprim-sulfametoxazol, asi como rifampicina y acido fusidico
como agentes adyuvantes para su uso en combinacién.

Vancomicina es todavia el antimicrobiano de eleccion para el tratamiento
de infecciones graves por SARM. El uso de glucopéptidos no estad libre de
problemas. No son activos por via oral, de modo que han de administrarse
exclusivamente por via parenteral, lo que conlleva molestias para el paciente,
riesgo de efectos adversos y un incremento de los costes secundarios a la
estancia hospitalaria necesaria durante su administracion intravenosa. Por otro
lado, su eficacia es limitada si se requiere su uso durante un tiempo prolongado,
0 si existe bacteriemia persistente o recurrente durante la terapia. Ademas
presentan efectos nefrotdxicos y estan aumentando las cepas resistentes o con
sensibilidad reducida a glicopéptidos. Por otra parte, se ha demostrado la
existencia de fracasos terapéuticos cuando la CIM de vancomicina es >1 mg/L. De
ahi la necesidad cada vez mas frecuente de recurrir a otras alternativas, como
linezolid.

De hecho, el aumento de las resistencias a los antibidticos activos frente a
grampositivos ha puesto de manifiesto la preocupacion por el uso apropiado de
los antibidticos y la necesidad de contar con nuevos farmacos. Ante este
panorama, la industria farmacéutica ha retomado el interés por la investigacién
en antimicrobianos, y mas concretamente en aquellos con actividad frente a
bacterias grampositivas, tal como puede deducirse de las comunicaciones
presentadas en los ultimos congresos internacionales. Las vias y estrategias

seguidas consisten en la modificacién de antimicrobianos ya conocidos, la
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obtencién de moléculas nuevas y el redescubrimiento de otras que quedaron en
segundo plano, por el poco interés de las infecciones por grampositivos en el
momento de su hallazgo y por el desarrollo de los betalactdmicos (Chopra | et
al.,1997).

Tanto linezolid como daptomicina, pueden constituir alternativas
terapéuticas validas cuando la CIM de vancomicina o la evolucién clinica de los

pacientes hagan recomendable la sustitucion del glicopéptido.

4. OXAZOLIDINONAS. LINEZOLID.

4.1. ESTRUCTURA QUIMICA

Linezolid es un farmaco que pertenece a una familia de antibidticos
sintéticos llamados oxazolidinonas fluoradas, descubiertas por DuPont
Pharmaceuticals en 1978. Ellos detectaron que ciertas oxazolidinonas tenian
actividad frente a patégenos de plantas y animales 8Ford C et al.,1999).

A finales de 1980 se descubrieron dos moléculas, que llamaron DuP-721y
DuP-105, que poseian actividad frente a patéogenos humanos y que actuaban
inhibiendo la sintesis de proteinas en un lugar diferente a los grupos de farmacos
ya conocidos con esta misma diana (macrélidos, tetraciclinas, amfenicoles...). Se
desarrollaron inicialmente dos farmacos, linezolid y eperezolid, que se
diferencian por un radical lateral tal y como se puede observar en la figura 5

(Diekema Dl et al.,2009).
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Figura 5: Estructura quimica de linezolid y eperezolid

La molécula de linezolid ((S)-[[3-(3-fluoro-4 morfolininilfenil)2-oxo-5

oxazolidinillmetil] acetamida) tiene una estructura triciclica, con un radical

metilacetamida en el anillo oxazolidinona y un fldor en posicién 3 del grupo

fenilo meta. Posee un grupo morfolino que le confiere una mayor solubilidad y

favorece su perfil farmacocinético y tolerabilidad. Presenta configuracion

enantidmera (S) del radical C-5 metiacetamida en el anillo oxazolidinona que

aumenta de actividad eficacia.

4.2 MECANISMO DE ACCION

Los ribosomas de las células procariotas contienen dos subunidades, la

30S y la 50S. La subunidad 30S, a su vez, estd constituida por rRNA 16S y 21

polipéptidos y la 50S contiene rRNA 23S y 34 polipéptidos. La sintesis de
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proteinas se lleva a cabo en el exterior en tres pasos: iniciacidn, elongacién y
terminacion. La sintesis proteica comienza transcribiendo RNA mensajero
(mRNA) y preparandolo para su traslacion al citoplasma, donde se une a la
subunidad 30S y al N-formilmetionina (fMet) formando el complejo fMet-mRNA.
En este momento se une la subunidad 50S y se forma asi el complejo 70S y se
inicia la sintesis de proteinas.

Cuando se descubrieron las oxazolidinonas se sabia que inhibian la
sintesis de proteinas, pero se desconocia el mecanismo exacto. De hecho,
inicialmente se creia que actuaban en la fase de elongacién, pero se descarto
cuando se compararon sus espectros con los de cloranfenicol, que inhibe la
sintesis proteica a través de la inhibicion de la peptidiltransferasa, y por tanto si
gue actua de lleno en la fase de elongacién (Toh S. M et al., 2007).

Linezolid inhibe la sintesis proteica ribosdmica bacteriana al impedir la
formacién del complejo de iniciacién, bloqueando la transduccién en un paso
previo a la elongacion y posterior a la unién de la N-formil-Metionina (N-fMet) al
tRNA iniciador. La inhibicidn se produce porque se bloquea el complejo funcional
70S, esencial en la traduccidon bacteriana, a través de la union de linezolid al ARN
23S de la subunidad 50S, distorsionando el punto de unién al Trna (Carmona PM
et al.,, 2003). Se trata por tanto de una diana distinta de las descritas
previamente para las otras familias de antimicrobianos que actdan por inhibicién

de la sintesis proteica.
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Figura 6: Mecanismo de accion de linezolid

4.3. ACTIVIDAD INTRINSECA

En conjunto, el espectro de linezolid se centra fndamentalmente en

bacterias grampositivas, si bien muestran actividad frente a algunos bacilos

gramnegativos y micobacterias.
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Bacterias Gram positivas aerobias:

Linezolid tiene buena actividad frente a bacterias grampositivas aerobias,
incluyendo microorganismos habitualmente resistente a otros grupos de
antimicrobianos, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM),
neumococo resistente a penicilina (PRP) y enterococos resistentes a vancomicina
(VRE).

La CIM frente a estafilococos no productores de coagulasa es mas baja
gue frente a S. aureus (Draghi DC et al., 2005), y las CIMs son independientes de
la resistencia a meticilina.

Linezolid es activo frente a la mayoria de estreptococos, incluyendo los
grupos A, B, C, F y G B-hemoliticos, estreptococos del grupo viridans y
enterococos (Betriu C et al.,2000). La mayoria de estreptococos tienen una CIM
de 2 mg/L, pero los del grupo A y los estreptococos del grupo viridans tienen
valores de 4 mg/L. Las CIMs de enterococos no varian en relacién a la resistencia
o sensibilidad a vancomicina.

Bacterias anaerobias:

La gran mayoria de bacterias grampositivas y gramnegativas anerobias
son sensibles a linezolid, incluyendo Clostridium difficile, Fusobacterium spp.,
Prevotella spp. y Bacteroides spp..

Micobacterias:

Linezolid es activo frente a Mycobacterium tuberculosis y frente a la
mayoria de micobacterias atipicas, a excepcion de M. avium complex, que es

generalmente resistente.
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En relacion con su actividad in vitro, es importante destacar su papel

como antimicrobiano en los biofilms. La mayoria de estas infecciones se
relacionan con dispositivos médicos externos (sondas, catéteres, protesis...).
Wilcox MX y coplaboradores estudiaron las concentraciones de linezolid y de
vancomicina en catéter con bacterias grampositivas después de perfusion de
antibioticos por los mismos; ellos encontraron que concentraciones de
vancomicina eran generalmente mayores que las concentraciones de linezolid
después de una exposicidon sola, pero ningun antibidtico alcanzd la muerte del
100 % de las bacterias (Wilcox MX et al., 2001).
Wiederhold NP y colaboradores observaron la actividad de linezolid vy
vancomicina in vitro frente a bacterias Gram positivas asociada a biofilms en
catéter, observando que, aunque ninguno de los dos antimicrobianos erradicaba
por completo la colonizacion bacteriana de los catéteres, tanto linezolid como
vancomicina suprimian el crecimiento de S. aureus y S. epidermidis, mientras
linezolid también elimind cepas comparadas con el control y vancomicina contra
VRE (Wiederhold NP, et al. 2005).

Bayston R y colaboradores, al investigaron el efecto de penicilina G,
linezolid, y rifampicina sobre Propionibacterium acnes en biofilms demostraron
que el tratamiento durante 14 dias con penicilina G, linezolid, o la combinacion
de linezolid mas rifampicina erradicaban el crecimiento de P. acnes, mientras
gue solo penicilina G tenia este efecto después de 7 dias. Después de una nueva
incubacién de 9 dias, el biofilm era cultivado de nuevo para detectar un posible

recrecimiento del microorganismo. Por su parte, penicilina G con la combinacién
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linezolid/rifampicina no hubo recrecimiento, pero linezolid solo mostré
crecimiento en 14 dias. (Bayston R, et. 2007).

Leite B y colaboradores estudiaron la sensibilidad in vitro de biofilms de S.
epidermidis frente a daptomicina, linezolid y rifampicina a concentraciones
equivalentes a las concentraciones séricas maximas de cada uno de ellos,
observdndose que la reduccién en el recuento de colonias era menor con
linezolid (Leite B, et al. 2011).

Bayston Ry colaboradores estudiaron la accién de linezolid y vancomicina
sobre biofilms de MRSA, MRSE, E. faecalis, y E. faecium en derivaciones
ventriculo-peritoneales. Tanto linezolid como vancomicina erradicaron la
colonizacion por estafilococos después de 14 dias de tratamiento a
concentraciones adecuadas en L.C.R y previnieron su recrecimiento en los 14
dias siguientes, mientras que ningun otro antimicrobiano condujo a la
eliminacidn total (Bayston R, et al, 2012).

Holmberg y colaboradores. evaluaron la sensibilidad in vitro de E. faecalis
en protesis de rodilla y cadera. Se determind la sensibilidad a ampicilina,
vancomicina, linezolid, ciprofloxacino, y rifampicina, solos y en combinacién, y
observaron que para linezolid y para ciprofloxacino combinados con rifampicina
se reducia. La combinacion de ciprofloxacino y rifampicina fue la mas eficaz para
reducir el crecimiento bacteriano, después de una exposicion de 8 horas al
biofilm, seguido de la combinacién de linezolid y rifampicina (Holmberg et al.

2012).
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Microorganismo CiMg (mg/1)
S. aureus
Sensibles a meticilina 1-4
Resistentes a meticilina 1-4
Estafilococos coagulasa negativa
Sensibles a meticilina 1-4
Resistentes a meticilina 1-2
S. pneumoniae
Sensibles a penicilina 1
Resistentes a penicilina 1
Estreptococos betahemoliticos 2
Enterococcus spp.
Sensibles a vancomicina 1-4
Resistentes a vancomicina 1-4
Moraxella catharralis 4-8
Haemophilus influenzae 4-16
Legionella pneumophila 4-16
Eikenella corrodens 16
Enterobacterias, P. aeruginosa »32
Bacteroides fragilis 2-4
Clostridium difficile 2
Clostridium perfringens 2
Fusobacterium spp. 1-8
Peptostreptococcus spp. 2
Listeria monocytogenes 2
Mycobacterium tuberculosis 1

Tabla 1: Actividad in vitro de linezolid
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4.4. MECANISMO DE RESISTENCIA

Linezolid es un antimicrobiano de origen totalmente sintético lo que, a
priori, hacia menos probable que las bacterias pudieran contener de forma
natural genes capaces de condicionar resistencia a este antimicrobiano; de
hecho, las primeras bacterias resistentes a linezolid aparecieron por mutaciones
en los genes que codifican el rRNA, que constituye la diana de accién del mismo.
Al existir en cada microorganismo diferentes copias de los genes que codifican el
rRNA, una sola mutacion habitualmente no implica resistencia, por lo que las
bacterias tienen que acumular mutaciones en varias copias de dichos genes, lo
gue implica una frecuencia de resistencia mucho mas baja. Ademas, al tratarse
de mutaciones cromosdmicas, esta resistencia no seria transmisible de manera
horizontal. Todo ello explica la baja frecuencia de resistencia encontrada en
condiciones reales, en torno a 1x10™° UFC, y hacia prever que, al menos a corto
plazo, la resistencia no constituyera un problema determinante para el uso de
este antimicrobiano. La mutacién mas frecuente es G276T (10), aunque in vitro
se han demostrado otras mutaciones en cepas aisladas de hospitales, indicando
asi que esas mutaciones aparecen de manera espontanea. Ya se han descrito
algunos casos en los que se sugiere que la aparicién de resistencias frente a
linezolid puede ser consecuencia de la presion selectiva a la que se somete a los
microorganismos, (Paladino JA et al., 2003) , y estar asociada a dos puntos de

mutacion diferentes del ARN ribosdmico 23S. (Xiong L et al., 2000).
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Figura 7: Prevalencias actuales de las resistencias a oxazolidinonas en el mundo.

Tratamientos prolongados y concentraciones muy por debajo de la
concentracion minima inhibitoria (CIM) pueden inducir la aparicién de
resistencias a este antimicrobiano. (Tsiodras S et al.,, 2001). Estafilococos y
enterococos con CIM de linezolid de 4 mg/L pueden tratarse con éxito. No
existen sin embargo datos suficientes que permitan realizar la misma afirmacion
para especies de estreptococos.

Se han descrito cuatro mecanismos de resistencia para las oxazolidinonas:
1-Mutaciones en genes el dominio V del rRNA 23S.

2-Adquisiciéon de la capacidad de produccion de una metiltransferasa
ribosdémica mediada por el gen cfr.

3-Mutaciones en rpl/C y rplD, genes que codifican las proteinas L3 y L4 del

ribosoma 508.
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4-Bomba de expulsidon del tipo ABC cassette, codificada por el gen optrA.

1- Mutacién en Dominio V del rRNA 23S.

En los ultimos 10 afios ha aumentado el numero de casos de resistencia a
macrélidos, lincosamidas, estretograminas, cetdlidos y oxazolidinonas (MLSKO)
asociados a mutaciones en el dominio V del rRNA 23S, y en genes que codifican
proteinas ribosdmicas como la L4 y L22. Franceschi F, et al. 2004. Estas
mutaciones han sido descritas tanto en bacterias grampositivas como en
bacterias gramnegativas, y dan lugar a alteraciones espaciales en los bolsillos de
union de los antibidticos al ribosoma, en zonas préximas a las posiciones de
interaccion del mRNA con el tRNA. Estos cambios espaciales dan lugar a
blogueos en la iniciacion y elongacion de las proteinas, a obstrucciones en el
canal de salida de la proteina naciente y a lecturas erroneas del mRNA, que
finalmente desembocan en una sintesis de proteinas disminuida e ineficaz.

Esta resistencia se ha asociado, en el caso de linezolid, con mutaciones en
el lazo central de la region V del rRNA 23S. La mayoria de las bacterias tienen
multiples copias de los genes rrna, que codifican la sintesis del rRNA 23S, lo que
implica que el desarrollo de resistencias a estos agentes sea menos probable. Se
ha descrito que la resistencia a linezolid en microorganismos como S. aureus,
estafilococos no productores de coagulasa, estreptococos del grupo viridans,
Enterococcus faecium y E. faecalis, es debida a una transversién de G2576T (E.
coli rRNA 23S).Tsiodras y colaboradores describen en 2001 el primer S. aureus

resistente a linezolid de un paciente que recibia tratamiento oral con linezolid,
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detectando la mutacidon G2576T en el dominio V del gen rrna. (Tsiodras S et al.,
2001).

El nimero de genes mutados en el rRNA depende tanto del tiempo que se
exponga el microorganismo a linezolid como de la dosis del farmaco. (Arias CA et
al., 2008).

Pillai y colaboradores describieron una serie de SARM resistentes a
linezolid en los que la CIM iba aumentando en relacidon con el aumento del
numero de mutaciones.

Otras mutaciones descritas que también existen en el dominio V y que
generan resistencias a linezolid en enterococos son G2505A, G2512T, G2513T y

G2610G y en S. aureus G2447T.

2- Presencia del gen cfr

Se trata de un mecanismo de resistencia plasmidico, mediado por la
adquisicidon de un gen de resistencia, el gen cfr, que codifica una metiltransferasa
qgue da lugar a la metilacidon del carbono 8 de la base A2503 del rRNA 23S, y que
condiciona un nuevo fenotipo de resistencia a antimicrobianos inhibidores de la
sintesis proteica bacteriana. Un estudio detallado con footprinting vy
espectrometria de masas MALDI-TOF demostré que el gen cfr afiade un radical
metil adicional en la posicion A2503 del rRNA 23S. Este residuo A2503 esta muy
cerca del lugar de union de los antibidticos, por lo que se considera que la
metilacion mediada por cfr altera la estructura espacial del area, dificultando la

interaccion entre el antimicrobiano y su diana. El gen cfr se describid en el afio
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2000 en una cepa de Staphylococcus sciuri (Kehrenberg C et al., 2007), aislada de
ganado bovino, y se asocidé a resistencia a cloranfenicol y florfenicol.
Posteriormente se describié su asociacién también a resistencia a linezolid. El
gen estaba, en esta cepa, incluido en un plasmido de 16,5 kb (pSCFS1). Este
plasmido, ademas del gen cfr, también contenia un gen erm33, derivado de la
recombinacién de un ermCy un ermA, que codifica una rRNA metilasa, un gen
spc, que codifica una espectinomicina adeniltransferasa idéntica a la del
trasposon Tn554, y el gen Isa, que codifica una bomba de expulsion de tipo ABC.
Estos genes condicionan resistencia a macrdlidos-lincosamidas-estreptograminas
(MLSB), espectinomicina y lincosamidas, ademas de la resistencia a amfenicoles
condicionada por cfr.

Posteriormente se describido el gen c¢fr en un plasmido de 35.7 kb
(pSCFS3), en una cepa de S. aureus de origen porcino. En este caso se trata de un
elemento derivado del transposédn Tn558, en el que se enclavan entre los
fragmentos tnpA y tnpB, y produciendo una delecién en los mismos, un
fragmento que incluye una secuencia de insercion IS21-558 completa y el gen cfr.
Por primer vez se menciona el importante papel que puede jugar el elemento
genético 1S21-558 en la transmisidn horizontal de cfr.

Mas tarde se describe el fragmento pSCFS6, en el que se enclava, dentro
de un transposdn Tn558, un fragmento cfr-IsaB idéntico al descrito en pSCFS1 en
S. sciuri, flanqueado por dos secuencias de insercion 1S21-558, lo que demuestra

de nuevo el importante papel de este fragmento en la movilizacion del gen.
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En el dltimo pldsmido descrito pSCFS7, aparece de nuevo 1S21-558
asociado a cfr, aunque en este caso incompleto, y enclavado dividendo el
fragmento tnpB.

Posteriormente se ha demostrado que, en Staphylococcus aureus, cfr
también se puede encontrar a nivel cromosdmico, aunque probablemente
integrado dentro de un elemento movilizable. En este caso, los genes erm y cfr
estan agrupados en un solo operdén controlado por el promotor de erm, el
operon mir, que se expresa de manera constitutiva y modifica dos residuos
especificos en el rRNA 23S, A2058 y A2053, generando resistencia a todos los
antibidticos que actuan sobre la subunidad 50S del ribosoma, (Smith L et al.,
2008). En este caso el cluster ermB/cfr esta flanqueado por secuencias
pertenecientes a 1S21-558, que probablemente en este caso también ha
participado en su movilizacion.

La asociacién de SARM con resistencia a linezolid con cepas de origen
animal se ha continuado describiendo. En Alemania se detecta en un MRSA
ST398 y St9, cuyo principal reservorio es porcino, pero que pueden colonizar y
causar infeccién en humanos. (Kehrenberg C et al., 2009).

Por otra parte, los elementos genéticos a los que se asocia el gen cfr, y en
especial la 1S21-558, facilitan la difusién en especies proximas, e incluso en otros
géneros. Asi, en 2007, Toh et al demostraron que el gen cfr podia encontrarse,
aunque de forma excepcional, asociado a estructuras moviles como
transposones y secuencias de insercion en diferentes especies de bacterias gram

positivas como estafilococos y enterococos.
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En 2013 se publica en Italia un estudio sobre desde 50 aislados de
estafilococos no productores de coagulasa, todos ellos resistentes a linezolid, y
tras ser caracterizados molecularmente se vio que todos eran portadores del gen
cfr. (Campanile F et al., 2013). Sin embargo, en un estudio multicéntrico casi
simultdneo realizado también en Italia, los estafilococos resistentes a linezolid
aislados de bacteriemias presentaban en la mayor parte de los casos la mutacién
G2576T en el dominio V del rRNA 23S (78,6%), mientras la presencia del gen cfr
se demostro en un solo aislado. (Russo A et al. 2015).

En 2012, Hansen et. al demostraron que el orden de los Bacillales son
reservorios naturales del gen cfr.

Hace unos afios se describe en Espaia (12) el primer brote nosocomial de
infecciones por SARM resistente a linezolid. En algunos casos se ha descrito la
combinacion de la presencia del gen cfr con mutaciones cromosdmicas en los
genes codificadores del RNAr. (Xiong L et al., 2000).

3-Mutaciones en rp/D y rplC:

Este mecanismo es menos comun como causante de resistencia a
linezolid y es debido a mutaciones en la proteina L4, que estd codificada por el
gen rplLD, y en la proteina L3, codificada por el gen rpLC. Estos dos mecanismos
fueron previamente identificados en estreptococos, y se cree que pueden estar
involucrados en la resistencia a quinupristina/dalfopristina en S. pneumoniae y
en S. aureus. Se necesitan no obstante mas estudios para confirmarlo.

En 2005 se encontraron cepas de estafilococos con este tipo de

resistencia en U.S.A., y en 2006 en Bélgica e Italia.
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4 Gen oprtA:

En 2014 se aprobo la comercializacion de una segunda oxazolidinona para
uso clinico, tedizolid, cuya indicacidn son cepas multirresistentes, incluyendo
aquellas que son resistentes a linezolid portadoras de gen cfr.

Sin embargo se ha descrito un nuevo gen que codifica una transportasa
ABC que origina resistencia a ambas oxazolidinonas, el gen optrA.

Hasta el momento solo se ha detectatado en enterococos y confiere
resistencia a linezolid, tedizolid y cloranfenicol. (Wang, Y et al., 2015)

Por otra parte, y como se ha revisado anteriormente, S. aureus alberga un gran
numero de factores determinantes de resistencia y patogenicidad, codificados
por genes asociados con frecuencia en zonas gendmicas que son transferidas
conjuntamente, conocido como islas de patogenicidad. Estas islas pueden
albergar determinantes de resistencia, como el cassette SCCmec, que alberga el
gen mecA, responsable de la sintesis de la PBP2a, o factores determinantes de
patogenicidad, tales como los genes que codifican la TSST-1, responsable del
sindrome del shock toéxico estafilococico. Con frecuencia, las islas de
patogenicidad albergan varios genes con fines diferentes, por lo que la
adquisicion de genes de resistencia estd asociada a la adquisiciéon de otras

caracteristicas por estafilococos. (Tsiodras, S et al., 2001).
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MECANISMOS GENETICOS

SITIO DE MUTACION O PROTEINA
RIBOSOMICA MUTADA*

MICROORGANISMOS

S. aureus

Estafilococos
coagulasa negativo

K68N, L108S, N158S

S. viridans
G2576T
Enterococcus spp.
S. cohnii
S. simulans
S. hominis
Enterococcus spp
G2505A
S. aureus
G2512T Enterococcus spp
G2513T Enterococcus spp
MUTACIONES EN EL C2610G Enterococcus spp
DOMINIO V G2447T S. aureus
T2500A S. aureus
C2192T S. aureus
G2447T S. aureus
A1743T S. pneumoniae
S. aureus
A2503G .
S. pneumoniae
S. aureus
T2504C . .
S. epidermidis
G2766T S. aureus
G2631T S. epidermidis
C2543T S. epidermidis
C2576T S. epidermidis
65WR66 Y 68KG69 DELECCIONES S. pneumoniae
MUTACIONES EN rpID A202C S. aureus
(L4 r-proteina)* S. epidermidis

S. pneuminiae

MUTACIONES EN rpiC G455A, G463C S. aureus
(L3 r-proteina)* A505T, Aser145 S. aureus
. S. epidermidis
Cfr metiltransferasa A2503
S. aureus

Tabla 2: Mecanismos de resistencia a linezolid
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4.5 CARACTERISTICAS FARMACOCINETICAS/FARMACODINAMICAS

Una de las grandes ventajas que presenta este antibidtico es que puede
ser administrado tanto por via oral como por via intravenosa. Presenta una
absorcién rapida y completa. El tiempo hasta el pico de concentracion plasmatica
(Tmax) es de 1-2 horas tras la administracién de dosis Unica o multiple.

Absorcion

Linezolid se absorbe rapida y ampliamente tras su administracién oral. Las
concentraciones plasmaticas maximas se alcanzan en las dos horas siguientes a
la dosis. La biodisponibilidad oral absoluta de linezolid es completa, de
aproximadamente el 100% (estudio cruzado de dosificacidon oral e intravenosa).
La absorcion no se ve afectada de forma significativa por los alimentos vy la
absorcidon de la suspension oral es similar a la alcanzada con los comprimidos
recubiertos con pelicula. Tras la administracion intravenosa de 600 mg 2 veces al
dia, las Cmax y CIMn plasmaticas de linezolid (media y [DE]) determinadas en el
estado estacionario fueron de 15,1 [2,5] mg/l y 3,68 [2,68] mg/l,
respectivamente. En otro estudio, tras administrar 600 mg dos veces al dia por
via oral hasta alcanzar niveles estables, las Cmax y CIMS fueron de 21,2 [5,8]
mg/l y 6,15 [2,94] mg/l, respectivamente. Los niveles estables se alcanzaron al
segundo dia de administracién.

Distribucion

El volumen de distribucién medio en el estado estacionario en adultos
sanos es de 40-50 litros y se aproxima al agua corporal total. La unién a proteinas

plasmaticas se sitlua alrededor de un 31% y no es dependiente de la
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concentracion. En estudios con voluntarios, las concentraciones de linezolid tras
multiples dosis se determinaron en varios fluidos corporales de un numero
limitado de sujetos. Las proporciones de linezolid en saliva y sudor frente al
plasma fueron de 1,2:1,0 y 0,55:1,0, respectivamente. Las proporciones en el
fluido de revestimiento epitelial y células alveolares del pulmén determinadas
con Cmax en el estado estacionario fueron de 4,5:1,0 y 0,15:1,0,
respectivamente. En un estudio en sujetos con derivaciones
ventriculoperitoneales sin inflamacién meningea significativa, la Cmax entre el
linezolid en el liquido cefalorraquideo y en el plasma fue de 0,7:1,0 después de la
administracion de dosis multiples de linezolid.

Penetracion en los tejidos:

Se ha demostrado una buena penetracion en tejido adiposo, piel vy
musculo esqulético, y otros estudios han demostrado una buena penetracion en
huesos y tejidos prostatico. (Lovering AM et al., 2002). Tiene buena penetracién
en tejidos pulmonares de pacientes con neumonia asociada a ventilacion, en
diagnosticados por broncoscopia y pacientes sanos, (Conte JE et al., 2002). La
penetracién de Linezolid en liquido cefalorraquideo (LCR) ha sido estudiado por
varios autores; Tsona y colaboradores, muestran la penetracion de LCR después
de una dosis de 600 mg en 18 pacientes después de neurocirugia (Tsona, A et al.,
2010), Boak y colaboradores demostraron una buena distribucion en pacientes
con ventriculitis por estafilococos no productores de coagulasa (Boak LM et al.,
2006) y Myrianthefs y colaboradores observaron la buena penetracion en

pacientes que recibieron linezolid como profilaxis (Myrianthefs P et al., 2006)
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Metabolismo

Linezolid se metaboliza principalmente por la oxidacion del anillo
morfolinico, dando lugar, principalmente, a la formacién de dos metabolitos
inactivos del acido carboxilico de anillo abierto: el acido aminoetoxiacético (PNU-
142300) y la hidroxietilglicina (PNU-142586). La hidroxietilglicina (PNU-142586)
es el metabolito humano predominante y se cree que se forma a través de un
proceso no enzimatico. El metabolito acido aminoetoxiacético (PNU-143000) es
menos abundante. También se han caracterizado otros metabolitos inactivos
menores.

Su aclaramiento se realiza, principalmente, por un mecanismo no renal
(65%) y en menor medida por mecanismo renal (35%). Su bajo aclaramiento
renal (40 mL/min) parece indicar que el farmaco experimenta reabsorcidn
tubular. En equilibrio de estado estacionario el 30% del farmaco aparece en orina
en forma libre y el 50% como dos metabolitos acido carboxilicos. (Slatter, JG et

al., 2001).
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4.6. EFECTOS ADVERSOS

Los efectos adversos mas frecuentes en los pacientes que se trataron con
este medicamento fueron: diarrea, dolor de cabeza, nduseas y vomitos.

Se ha puesto de manifiesto que tratamientos de mas de 28 dias con
linezolid pueden causar neuropatia Optica acompafiada de pérdida de vision,
discromatopsia, y alteraciones hematolégicas como anemia y trombocitopenia
Zyvox, 2002, todos de intensidad moderada y duracion limitada, por lo que se
recomienda que a los pacientes tratados con este antibidtico se les practique un
hemograma completo semanalmente cuando vayan a tener una duracidon de
dicho tratamiento de mas de 14 dias.

Linezolid es un inhibidor no selectivo de la monoaminooxidasa (IMAOQ),
por lo cual puede potenciar los efectos de los restantes farmacos que producen
este mismo efecto: antidepresivos IMAO e inhibidores selectivos y reversibles de
la MAO (RIMA). Ademas, la administracion simultdnea de linezolid con farmacos
que se metabolizan a través de esta enzima o que aumentan la disponibilidad de
los neurotransmisores fisiolégicos que son catabolizados por la MAO, puede
resultar peligrosa. Entre los fdrmacos posiblemente implicados se encuentra los
simpaticomiméticos directos e indirectos, los fdrmacos serotoninérgicos, etc...

En los animales, la administracion de linezolid se asocié con una
supresion de la médula dsea reversible dependiente de la dosis y la duracién. Se
cree que es debida a que linezolid inhibe el ribosoma mitocondrial y no el

ribosoma citoplasmatico (Leach KL et al.,, 2007). Esta mielosupresion se
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caracterizo por una disminucion de la hematopoyesis y una disminucién de los

niveles de eritrocitos, leucocitos circulantes y plaquetas.

Efectos adversos Linezolid (n=2046) Vancomicina Q/D
Diarrea +++ + +
Dolor de Cabeza +++ + +
Nauseas +++ + o+
Vémitos ++ + +
Insomnio ++ + +
Constipado ++ ++ +
Picor o Alergia ++ + +
Vértigo ++ + +
Fiebre + - +
Alteracion del gusto + + +
Trastornos vaginales + - +
Alt. hepdticas + - -
Decoloracién lingual + - -
Artralgia - - F 4+
Mialgia - - F 4+
Problemas venosos + + 4+ 4+
Nefrotoxicidad - + -
Ototoxicidad - + -

Tabla 3: Frecuencia con la que ocurren los efectos adversos con linezolid, vancomicina vy

quinupristina/dalfopristina( Q/D) en pruebas clinicas
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4.7. USO CLiNICO

Linezolid fue aprobado por la FDA para su uso en adultos en 2000 y para
uso pedidtrico en 2005, y por la Agencia europea para la evaluaciéon del
medicamento (EMEA) en el 2001. Fue aprobado para su uso en el tratamiento de
pacientes con neumonia nosocomial y neumonia adquirida en la comunidad,
infecciones complicadas de piel y tejidos blandos, bacteriemias, endocarditis y
osteomielitis por enterococos resistentes a vancomicina y estafilococos
resistentes a meticilina y neumococos resistentes a penicilina, cuando se tenga
la certeza o se sospeche que estén causadas por bacterias Gram-positivas
sensibles a linezolid. Para determinar si linezolid es un tratamiento adecuado,
deben tenerse en cuenta los resultados de las pruebas microbioldgicas o la
prevalencia de resistencia entre las bacterias Gram-positivas a los antibidticos.

Ha sido empleado también satisfactoriamente para el tratamiento en
pacientes con endocarditis, bacteriemia, osteomielitis y tuberculosis. (Vardaskas
K et al., 2009).

Linezolid sélo debe ser usado en pacientes con infecciones complicadas
de piel y tejidos blandos en los que se sospeche o se tenga la certeza de
coinfeccién por microorganismos Gram-positivos, si no hay otras alternativas
terapéuticas  disponibles. En  estas circunstancias, debe iniciarse
concomitantemente tratamiento frente a microorganismos Gram-negativos. El
tratamiento con linezolid debe iniciarse Unicamente en el ambito hospitalario y

tras la valoracion por un médico especialista, como un microbiélogo o un

47



Noelia Calvo Sdnchez

especialista en enfermedades infecciosas. Se deben tener en cuenta las

recomendaciones oficiales sobre el uso adecuado de agentes antibacterianos.
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La aparicién de aislamientos clinicos de estafilococos pertenecientes a
diferentes especies, portadores del gen cfr de resistencia a linezolid, supone un
potencial peligro para la futura utilidad clinica de linezolid y otras oxazolidinonas.
Es de interés conocer si, en el caso de los aislamientos de la misma especie, se
trata de un microorganismo que ha sufrido una expansién clonal, o si se trata de
microorganismos distintos que han ido adquiriendo por separado el elemento
portador del gen cfr. Es también de interés conocer la estructura del elemento
genético portador del gen cfr, y los factores de virulencia y patogenicidad a los

gue se asocia en las diferentes especies.

OBJETIVOS GENERALES:

1. Determinar el entorno genético del gen cfr en aislamientos clinicos de

estafilococos resistentes a linezolid.

2. Determinar los factores de patogenicidad asociados a esta resistencia en

aislamientos de estafilococos resistentes a linezolid.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.:

1. Determinar la estructura de genes que rodea al gen cfr en aislamientos
clinicos ya obtenidos de diferentes especies de estafilococos, probablemente

emparentada con modificaciones del trasposon Tn558.
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2. Determinar, de manera sistematica, la presencia del gen cfr en todos los
aislamientos de bacterias Gram positivas resistentes a linezolid obtenidas en

nuestro centro a lo largo de 6 meses, asi como su entorno genético.

3. Determinar, en los aislamientos clinicos ya disponibles de S. aureus
sensible y resistente a meticilina, S. epidermidis y S. haemolyticus, otros factores
de patogenicidad, virulencia, resistencia, etc que se asocien a estos

microorganismos, mediante microarrays genéticos especificos.
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1. Seleccion, identificacion y conservacion de los aislamientos clinicos.

Se estudiaron un total de 29 aislamientos clinicos de Staphylococcus spp.
caracterizados inicialmente como resistentes a linezolid por E-test. Los
aislamientos procedian de lesiones de piel y tejidos blandos y de hemocultivos
de pacientes con de bacteriemia. De los 29 aislamientos objeto de estudio, 7
fueron identificadas como Staphylococcus aureus, 9 como Staphylococcus
epidermidis y 13 como Staphylococcus haemolyticus.

La identificacidn de los microorganismos se realizé inicialmente mediante
métodos bioquimicos convencionales, y se corroboré mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF, usando un espectrémetro Autoflex Il y la base de datos
Biotyper ( Bruker Daltonics, Alemania) (1).

El estudio de sensibilidad se llevd a cabo inicialmente mediante
microdilucion con un sistema automatizado (WalkAway, Beckmann Coulter,
USA). La sensibilidad a meticilina fue corroborada mediante deteccion de la
proteina PBP 2a por inmunocromatografia de membrana (BinaxNow PBP2a,
Alere, USA), y la sensibilidad a linezolid fue corroborada mediante E- test
(bioMérieux, La Balme Les Grottes, Francia).

Los aislamientos se mantuvieron congelados en caldo con glicerol a -802C

segun los métodos habituales.
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2. Deteccion y confirmacion de la presencia de mecanismos de
resistencia a linezolid.

Una vez confirmadas identificacion y sensibilidad, se procedio a
determinar, mediante PCR y secuenciacidn, la presencia y secuencia de los genes
cfr, que es el primer gen descrito asociado a resistencia transferible a linezolid,
optrA, descrito mas recientemente, y dominio V del rRNA 23S.

2.1 Extraccion del ADN

La extraccion del ADN total de los aislamientos se realizdé a partir de una
resiembra de las colonias puras en agar sangre (bioMérieux, La Balme Les
Grottes, Francia). Para ello, se realizé una suspension de turbidez 2 en la escala
de McFarland, equivalente aproximadamente a 6x10® UFC/mL. A partir de aqui,
se llevd a cabo una extraccion automatizada mediante el extractor NucliSENS
easyMAG (bioMérieux, La Balme Les Grottes, Francia), partiendo de un volumen
de suspension bacteriana de 500 ul para obtener un volumen de eluido de 60 pl.

2.2. Amplificacion

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Eppendorf
PersonalCycler. Se utilizé la mezcla de amplificacion PCR MasterMix (Promega,
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las caracteristicas técnicas de las reacciones de amplificacidn de los genes
cfr, optrA y del dominio V del RNA ribosémico 23S aparecen en las tablas 3-5

(Shore A et al., 2010).
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Primer directo cfr-d 5 -TGAAGTATAAAGCAGGTTGGGAGTCA-3’
Primer reverso cfr-r 5-ACCATATAATTGACCACAAGCAGC-3’
PCR
Ciclos T2 Tiempo
1 ciclo 94°C 1 minuto
94°C 1 minuto
34 ciclos 48°C 2 minutos
72°C 3 minutos
1 ciclo 72°C 7 minutos

Tabla 3: Condiciones de la PCR de deteccién del gen cfr

Primer directo optrA-d 5-AGGTGGTCAGCGAACTAA-3’
Primer reverso optrA-r 5'-ATCAACTGTTCCCATTCA-3’
PCR
Ciclos T2 Tiempo
1 ciclo 94°C 1 minuto
94°C 30 segundos
25 ciclos 46°C 30 segundos
72°C 1 minuto
1 ciclo 72°C 10 minutos

Tabla 4: Condiciones de la PCR de deteccion del gen optrA
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Primer directo rRNA-d | 5'-AGGTGGTCAGCGAACTAA-3’
Primer reverso rRNA-r | 5'-ATCAACTGTTCCCATTCA-3’
PCR
Ciclos TE Ciclos
1 ciclo 94°C 1 ciclo
94°C
25 ciclos 50°C 25 ciclos
72°C
1 ciclo 72°C 1 ciclo

Tabla 5: Condiciones de la PCR para el dominio V del RNA ribosémico 23S

Los amplificados obtenidos en el caso del rRNA 23S fueron
posteriormente secuenciados en un secuenciador ABI Prism (Perkin Elmer, USA),
y las secuencias obtenidas leidas con el software Chromas (Techelysium Pty LTD,
Australia) y comparadas con la secuencia nativa de rRNA 23S mediante el

software Blast2Seq (NCBI, NIH, USA).

58



Noelia Calvo Sdnchez

2.3. Deteccion y separacion de los amplificados en gel de agarosa. Purificacion,

secuenciacion e interpretacion de los amplificados.

v’ Deteccion y separacion de los amplificados

Los productos de amplificaciéon se separaron y detectaron mediante
electroforesis convencional en geles de agarosa al 1.5% en tampdn TBE 0.5x. Se
utilizé SYBR® Green (Invitrogen, ThermoFisher Scientificc USA) a una
concentracion de 10.000x como agente intercalante fluorescente entre las dos
cadenas de ADN en el momento de fusidn de la agarosa. Una vez solidificado el
gel, se cargaron los pocillos con las muestras, constituidas por 10 ul del
amplificado con 10 pl del tampdén de carga Blue/Orange Loading Dye 6x
(Promega, USA), previamente diluido segun las instrucciones del fabricante.
Como control de peso molecular se utilizé 100 bp DNA ladder (100-1500 pb)
(Promega, USA). La visualizacion de los amplificados se realizd en un
transiluminador de luz ultravioleta.

v’ Purificacién de los amplificados

Tras la amplificacion por PCR, permanecen en la mezcla de reaccion, junto
con las copias del amplificado, muchos dNTPs y oligonucleétidos sin utilizar.
Todos estos restos pueden interferir en la posterior reaccion de secuenciacion.
Para evitarlo, los amplificados fueron purificados mediante un equipo que
hidroliza todos estos restos utilizando enzimas hidroliticas, una exonucleasa y
fosfatasa alcalina (ExoSAP-IT PCR Product Cleanup, Affymetrix, ThermoFisher

Scientific, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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v’ Secuenciacién de los amplificados
La secuenciacién automadtica de los amplificados se realizé segun el
método de Sanger, mediante electroforesis capilar con terminadores
fluorescentes BigDye™ de Applied Biosystems en el Servicio de Secuenciacién de
Acidos Nucleicos de la Universidad de Salamanca.
v’ Interpretacion de los amplificados
La visualizacion e interpretacion de las secuencias obtenidas se realizo
con el software Chromas Lite v.2.01. La herramienta informdtica BLAST

disponible en http://blast.ncbi.nlm.nih.gov se utiliz6 para comparar dichas

secuencias con las depositadas en la base de datos

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez (NCBI,  National = Center for

Biotechnology Information).

3. Deteccidn de factores de patogenicidad en S. aureus

La deteccién de factores de patogenicidad se llevé a cabo mediante un
equipo de amplificacion/hibridacion StaphType (Clondiag-Alere, Alemania), que
determina 333 secuencias que corresponden a 171 genes distintos y sus

variantes alélicas (Tabla 6).

Genes Fenotipo Resistencia
mecA Beta-lactamicos

blaz Beta-lactamasa
ermA MLSg

ermB

ermC

linA Lincosamidas

Tabla 6.1: Genes de resistencia a antimicrobianos determinados por el microarray StaphType.
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Genes Fenotipo Resistencia

msrA Macrélidos

mefA

mbpBM

vatA Estreptograminas

vatB

vga

vgaA

vgb

aacA-aphD Aminoglicésidos

aadD

aphA

sat Estreptotricina

dfrA Trimetoprima

far Acido fusidico

mupR Mupirocina

tetk Tetraciclinas

tetM

tetEfflux

cat Cloranfenicol

fexA

cfr Oxazolidinonas, lincosamidas, fenicoles,
pleuromutilinas estreptogramina A

fosB Fosfomicina, bleomicina

vanA Vancomicina

vanB

vanZ

Locus R mercurio

Mercurio

gacA

gacC

Bomba de expulsidén no especifica

Tabla 6.2: Genes de resistencia a antimicrobianos determinados por el microarray StaphType
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Genes Fenotipo
tst-1 Toxina del sindrome del shock toxico
Tst-RF122 Toxina del sindrome del shock téxico (alelo cepas bovinas)
entA Enterotoxina A
entB Enterotoxina B
entC Enterotoxina C
entD Enterotoxina D
entE Enterotoxina E
entH Enterotoxina H
entJ Enterotoxina J
entK Enterotoxina K
entL Enterotoxina L
entQ Enterotoxina Q
entR Enterotoxina R
Cluster egc Enterotoxinas G/I/M/N/O/U
PVL Leucocidina de Panton-Valentine
lukM/lukF-P83 Leucocidina de Panton-Valentine (alelo cepas bovinas)
lukF Componente B y hemolisina
lukS Componente Cy hemolisina
higA Componente Ay hemolisina
lukD Componente D leucocidina
lukE ComponenteE leucocidina
hl Proteina similar a hemolisina
hla o (Toxina a)
hld Hemolisina &

Tabla 7.1: Genes asociados a virulencia y tipado determinados por el microarray StaphType.
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Genes Fenotipo
hilll Hemolisina Ill
sak Estafilokinasa
Chp (CHIPS) Proteina inhibidora de la quimiotaxis
scn Proteina estafilocdcica inhibidora del complemento
etA Toxina exfoliativa A
etB Toxina exfoliativa B
etD Toxina exfoliativa D
edinA Inhibidor del factor de diferenciacién epidérmico A
edinB Inhibidor del factor de diferenciacién epidérmico B
edinC Inhibidor del factor de diferenciacién epidérmico C
SplA Serina proteasa A
splB Serina proteasa B
SplE Serina proteasa E
SSpA Proteasa antiopsonizante
sspB Proteasa antiopsonizante
SspP Proteasa antiopsonizante
Locus ACME Elemento mévil asociado al catabolismo de la arginina
Grupo agr Tipado agr (accesory gene regulator)

Tabla 7.2 : Genes asociados a virulencia y tipado determinados por el microarray StaphType.
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Genes Fenotipo
mecA Definitorio de SAMR
mecl Proteina transductora MecR1
mecR Proteina reguladora resistencia a meticilina
ugpQ Glicerofosforil-diester-fosfodiesterasa
ccrA-1 cassette cromosdmico Recombinasa A
ccrA-2 cassette cromosomico Recombinasa A
ccrA-3 cassette cromosomico Recombinasa A
ccrA-4 cassette cromosomico Recombinasa A
ccrB-1 cassette cromosdmico Recombinasa B
ccrB-2 cassette cromosdmico Recombinasa B
ccrB3 cassette cromosdmico Recombinasa B
ccrB-4 cassette cromosomico Recombinasa B
ccrC cassette cromosomico Recombinasa C
merA Reductasa mercurio
merB alkilmercurio
kdpA-SCC ATPasa transportadora de potasio
kdpB-SCC ATPasa transportadora de potasio
kdpC-SCC ATPasa transportadora de potasio
kdpD-SCC Kinasa histidina

Tabla 8: Genes asociados a caracterizacidon de SCCmec por el microarray StaphType.
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Genes Fenotipo

Capsule-1 Tipo capsular 1

Capsule-5 Tipo capsular 5

Capsule-8 Tipo capsular 8
icaA Proteina relacionada con la adhesién intercelular
icaC Proteina relacionada con la adhesidn intercelular
icaD Proteina relacionada con la adhesidn intercelular
bap Proteina de superficie implicada en la formacién de biofilm

Tabla 9: Genes asociados a caracterizacidn de la cdpsula por el microarray StaphType.

Genes Fenotipo
bbp Sialoproteina
clfA Clumping factor A
fib Preteina union fibrinégeno
ebpS Proteina unidn fibronectina
fnb Proteina union fibrinégeno
sdr Proteina unidn fibrindgneo
map Proteina analoga complejo de histocompatibilidad
sasG Proteina G de superficie
hsdS1 DNAasa
set Proteina funcién superantigeno

Tabla 10: Genes asociados a caracterizaciéon de adhesinas( MSCRAMMSs) por el microarray

StaphType.
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Una vez confirmada la identificacidon de las cepas y la presencia, en su
caso, del gen cfr, se procedid a la extraccién del ADN de las cepas y su
purificacion, mediante un equipo Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para ello se afiade un asa de 10 ul de la muestra a un tubo Eppendorf que
contiene 200 ul de una mezcla de enzimas de extraccion. Hay que tener la
precaucion de no incorporar una cantidad excesiva de la muestra, ya que en caso
contrario la extraccion puede no ser éptima al saturarse el sistema y no llevarse a
cabo una correcta digestidon o producirse una saturacién del filtro de la columna.

Se incuba la mezcla durante 60 minutos a 37°C a 550 rpm. Al acabar esta
primera incubacidn, se afiaden 25ul de proteinasa K (Sigma Aldrich, USA) y 200ul
de una solucion desnaturalizante incluida en el equipo, dejando incubar la
mezcla a 56°C durante 60 minutos a 550 rpm. La incubacidn con proteinasa K es
critica para la correcta disrupcion de la pared estafilocdcica y la liberacidn de su
ADN.

A partir de este punto, se sigue el protocolo del equipo para purificar las
muestras.

Tras finalizar el proceso de extraccién y purificacién se obtiene un eluido
gue sera la muestra para la PCR. Previamente se debe cuantificar el ADN
presente en dicho eluido, que no debe ser inferior a 1.8-2 ug a Ago/Az30.

La PCR se realiza bajo las condiciones que aparecen en la Tabla 6, utilizando los

primers proporcionados en equipo (secuencias no suministradas).
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PCR
Ciclos T2 Tiempo
1 ciclo 96°C 5 minutos
96°C 20 segundos
45 ciclos 50°C 20 segundos
72°C 30 segundos
1 ciclo 4°C Conservacion

Tabla 11: Condiciones de la PCR inicial en el sistema StaphType

Una vez llevada a cabo esta PCR se realiza la hibridacion con los
microarray, lo que permite determinar de manera simultanea numerosos genes
estafilocécicos asociados a resistencia, patogenicidad, que aparecen reflejados
en la Tabla x. Aunque, histéricamente, los microarray han sido usados en gran
parte para estudios de expresion génica, gradualmente han sido aplicados en la
detecciéon y caracterizacion de patdégenos microbianos, determinacién de
antimicrobianos y supervision de infecciones microbianas mediante Ia
investigacion de la expresiéon gendmica del anfitrién. (29). Gracias a los array
podemos clasificar las cepas entre los distintos complejos clonales.

El método consiste en que todas las muestras son amplificadas de
manera simultanea, y ademas durante este paso se afiade biotina-16-dUTP para
gue se una a los amplicones resultantes. Dichos amplicones son hibridados a los

microarray, mientras se lleva a cabo una limpieza, anadimos una solucién de
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parada, provocando que las muestras que han sufrido hibridacién precipiten al
fondo del pocillo.
Finalmente la imagen producida en los microarray es leida de manera

automatica por un software (CLONDIAG, Jena, Alemania).

4. Determinacidon del entorno genético del gen cfr en Staphylococcus spp.

Asumiendo que el gen cfr probablemente se encontraria incluido en una
estructura derivada del transposén Tn558, tal como se ha descrito en todos los
casos anteriores, se puso en marcha una estrategia de estudio de dicho
transposon siguiendo el protocolo descrito por Kehrenberg y Schwartz en 2006.
Inicialmente se realizaron una serie de amplificaciones para determinar la

existencia de cada uno de los fragmentos integrantes del Tn558 (Tabla 7).
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Tamaiio
Gen Nombre Secuencia
fragmento
cfr cfr-D TGA AGT ATA AAG CAG GTT GGG AGT CA
cfr-R ACCATATAATTG ACC ACA AGC AGC e
fexA fexA-D GTA CTT GTA GGT GCA ATT ACG GCT GA
fexA-R CGC ATC TGA GTA GGA CAT AGC GTC w272
tnpA tnpA-D GGT TCA GAA AGT AAT TGT GGA GGA
tnpA-R TGT GGC ATG CGT ATG ACG TA >0
tnpB tnpB-D GGA ACA GTG ATA AGC CGG ATG
tnpB-R ACATGG TCCTGC AAT TACTGG TA LA
tnpC tnpC-D CAG CTA GCT AAAGACAAGTCG GA
tnpC-R GTTCATTCTCTTCTAACGCCTT 269
tnpB-fexA | tnpB-fexA-D CAC AGG CACTTC CTA ATG GCT AT
tnpB-fexA-R GCA GGA AGT ATT GGT GTT GGA AC 2475
tn558 Tn558-D ACCAGATTAACATCAGGCCAAG
Tn558-R TTA CGG TCA GAA GAATGT ACC ACA >74
Tabla 12: PCRs para determinacion de fragmentos descritos en el Tn558.
Posteriormente se estudié la estructura del transposdon mediante

amplificacién por PCR solapada de diferentes fragmentos intergénicos, segun el

esquema que aparece en la figura 8.
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P3

Pr 1441 2072

P7

108— 530 P2 Pa
875 495 205! 3280 4007 P5
T
3

788
1 1086 3011

3297
1082

*1521-558

e 1 | |

6463 6830 7113 7529

#Abin3

Figura 8: Esquema de PCRs solapadas para la identificacién completa del entorno genético de cfr.

En total, por cada aislamiento se realizaron 7 reacciones de PCR. Los

oligonucledtidos utilizados se muestran en la tabla 13 y las condiciones de PCR

en la Tabla 14.

PCR 1 (TnpA):

PCR 2 (TnpA-ATnpB)

PCR 4 (ATnpB- cfr)

PCR 6 (Abin3- ATnpB-TnpC-orf138)

95°Cx 1’
35ciclos: 95°C x 30”, 42°C x 30”,

72°Cx 30" 72°Cx 1’

PCR 3 (ATnpB)

PCR 5 ( cfr-Abin3- ATnpB)

PCR 7 (Abin3- ATnpB-TnpC-orf138-FexA):

95°Cx 1’
35ciclos: 95°C x 30”, 51°C x 30”,

72°Cx 30" 72°Cx 1’

Tabla 13: Disefio de PCR solapadas sobre el Tn558
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Tamaiio amplificado

Gen Oligonucledtido(secuencia 5'=3’)
(pb)
TnpA-D GGATAATACGGGCAA
TnpA 108/503 TnpA
TnpA-R GCTTTGACTTGTCCA
TnpA-ATnpB-D
GACTAGGAAAACGGACA
TnpA-ATnpB 875 TnpA a 1495 ATnpB
TnpA-ATnpB-R
GTTAAGTAGGTCCGGTA
ATnpB-D CGATAACCGAAGTGCCTA
ATnpB 1441/2072 ATnpB
ATnpB-R TACCCTAAAGTGCCGAAG
ATnpB-1S21- | ATnpB-cfr-D TACCCTAAAGTGCCGAA
2055 ATnpB a 3280 cfr
558 -cfr ATnpB- cfr-R CCGTTTCTACTCTCTCA
Cfr- Abin3- ATnpB-D
cfr- Abin3- ACGCTGCTTGTGGTCA
4007 cfr a 5767 ATnpB
ATnpB Cfr-Abin3-ATnpB-R
ACATGGTCCTGCAATTACT
Abin3-ATnpB-TnpC-orf138-D
Abin3-
GCAATGATTGCTGAGCA 5175 Abin3 a 6313
ATnpB-TnpC-
Abin3-ATnpB-TnpC-orf138-R orf138
orf138
CCCAGATGTTAACACCA
Abin3-ATnpB-TnpC-orf138-fexA-D
Abin3-
CACAGGCACTTCCTAATGG 5770 ATnpB a 8000
ATnpB-TnpC-
Abin3-ATnpB-TnpC-orf138-fexA-R fexA

orf138-fexA

GCAGGAAGTATTGGTGTTG

Tabla 14: Condiciones de PCR para el estudio de Tn558
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Los estudios de actividad in vitro confirmaron la resistencia a linezolid en
todos los aislamientos, con CIMs que oscilaron entre 8 y >256 mg/L. Todos los
aislados mostraron el mismo perfil de sensibilidad, incluyendo su sensibilidad a
glicopéptidos. Las CIMs de linezolid de los aislados estudiadosaparecen

reflejadas en la Tabla 15

Antimicrobianos Microorganismos

S. aureus S. haemolyticus S. epidermidis

Penicilina R R R

Meticilina

Gentamicina

Eritromicina

Clindamicina

Rifampicina

Tetraciclina

Cloranfenicol

Linezolid

»w| XV D™®| DI L /| O] O
»w| XV DJ®| DI L /| O] O
»w| XV D™®| DI L /| O] O

Vancomicina

Tabla 15: Perfil de sensibilidad a antimicrobianos de los aislados estudiados.

En todos los aislamientos se detectd asimismo la presencia de la proteina
PBP 2a, una PBP de baja afinidad que es codificada por el gen mecA y es la
responsable de la resistencia de estos microorganismos a todos los antibidticos

B-lactamicos.

Especies (n? aislados) Intervalo de CIM (mg/L) (mediana)
S. aureus (7) 8->256 (8)
S. haemolyticus (14) 64->256 (>256)
S. epidermidis (8) 16->256 (>256)

Tabla 16: CIM a linezolid de los aislados estudiados.
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Mediante extraccién de ADN plasmidico y PCR se demostrd en todas las
cepas la presencia plasmidica del gen cfr. La secuenciacidn del gen crf demostrd
que se trataba de una secuencia idéntica a los cfr descritos en pSCFS1 (N2 acceso
GenBank: NC_005076.1) (17Shore) y pSCFS6 (N2 acceso GenBank: AM408573.1)
(15Shore), y que mostraba una similitud del 99,9% con el gen cfr de pSCFS3 (N2
acceso GenBank: AMO086211.1) (18Shore) diferenciandose de éste ultimo
solamente en la base 761, que no se traduce en cambios de aminoacidos. No se
detectaron, por el contrario, mutaciones asociadas a los genes rrn. Tampoco se
demostrd en aislamiento alguno la presencia del gen optrA.

Las cepas incluidas en el presente estudio se demostrd, inicialmente, que
eran positivas para los genes cfr y fexA. Ello hacia presuponer que el gen cfr se
encontraba incluido en una estructura derivada del transposén Tn558, tal como
se ha descrito en todos los casos anteriores, se puso en marcha una estrategia de
estudio de dicho transposén siguiendo un protocolo similar al descrito por
Kehrenberg y Schwarz en 2006 (Figura 9).

De este modo, se obtuvieron amplificados que se correspondian con el
tamafio esperado para tnpA (930 bp), tnpC (289 bp), fexA (1272 bp) y para el
fragmento tnpB-fexA, que incluye la ORF138 (2475 bp). Por el contrario, el tnpB
no ofrecié el tamafo esperado de 1419 bp, sino que ofrecid un tamafio muy
superior, en torno a 2.500 bp mayor de los esperado, lo que sugeria una
estructura por tanto mas similar a la del plasmido pSCFS7 descrito en 2010 en
una cepa de ST8-SARM-IVa aislada en Irlanda (Figura 10). En esta estructura, el

fragmento tnpB muestra un tamafio sensiblemente superior, y una estructura
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notablemente distinta, al hallarse escindido en dos partes por la insercién de un

fragmento de la secuencia de insercion 1S21-558, un fragmento de un gen bin3, y

por el propio gen cfr completo.

Tn558 almost complei‘éb o

Tnb58

fexA

tnpB tnpC orf138

en el estudio.

Figura 9: Estructura del transposén Tn 558, y caracteristicas de las parejas de primers utilizadas

/ .
LR
--‘ S\ \eeess Tn558
q
0 1 2 3 4 5 6
tnpA tnpB tnpC orf138 fexA
AlS21-558 Abin3
|+ >! o N pSCFS7
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
AtnpA AtnpB cfr AtnpB tnpC orf138 fexA
'-D NS pSCFS3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
AtnpA 1S21-558 cfr AtnpB tnpC orf138 fexA pSC FS6
+e . : *es /l"l'l'l'l
333 CEEE $525%5%
]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
tnpA tnpB AtnpC 1S21-558 Isa(B) cfr 1S21-558 AtnpC orf138 fexA

Figura 10: Representacién esquematica de la organizacién de las diferentes variantes del Tn558

portadores del gen cfr, incluyendo el plasmido pSCFS7 (n2 acceso: FR675942)

Puesto que la situacién mas probable era que se tratase del plasmido

pSCFS7 (la otra alternativa seria que se tratara de una estructura completamente
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nueva), se disefd un set de primers para identificar el contenido del este

fragmento de 4500 bp contenido dentro de tnpB. (Figuras 11y 12).

P3
P5-new
5767
P4
P5-old
3280 4007 — 4854
3788 4837 5606

1082

*]S21-558

Figura 11: Disefio de primers para el estudio del entorno genético de cfr

P7
P5-new

5767 P6
5175 6313

4854

8000

# ATnpB TnpC

5607 | | l

7708 9134

Figura 12: Disefio de primers para el estudio del entorno genético de cfr

El estudio demostré que, en todos los casos, se trataba de la misma

estructura descrita por Shore en 2010 . El amplicén tnpB comprendia 4.043 bp,
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de los que sélo pertenecian a tnpB el fragmento inicial (bases 1-859) y el final
(bases 3826-4043). Las cerca de 3.000 bases adicionales corresponden a un
elemento 1S21-558, concretamente a las 297 bases finales del fragmento /StBS,
que tiene una homologia moderada (50-70%) con otras transposasas del mismo
grupo IS21, una IR situada inmediatamente después, el gen cfr ya mencionado y
un fragmento que incluye aproximadamente la mitad de la secuencia de una
resolvasa (bin3) previamente descrita en Tn552. En todos los casos, el fragmento
descrito se encontraba incluido en un plasmido de aproximadamente 40kb
(pSCFS7 se describe como un plasmido de 45 kb) (Figura 13).

Los estudios de transformacién llevados a cabo por el equipo del Dr.
Stephan Schwarz en Neustadt-Mariesee (Alemania) con dos de las cepas
incluidas en el estudio (un S. aureus y un S. haemolyticus) confirmaron que el
plasmido no era portador de otros genes de resistencia mas que los incluidos en
este fragmento. La restriccion del
plasmido con EcoR1 y Bglll mostrd que se trataban de estructuras virtualmente

idénticas.
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(a) AIS21-558 Abin3 orf138 (b)  EcoRI Bglll
17 18 M M 17 18
kb
tnpA AtnpB cfr AtnpB  tnpC fexA
2.0
1 4 16
0.5
0 1 2 3 4
tnpA tnpB tnpC  orf138 fexA

Figura 13: Estructura del fragmento descrito en comparacion con el trasposéon Tn558, y

restriccién con EcoR1 y Bglll.

El estudio de las cepas de S. aureus mediante microarrays permitio, en
primer lugar, su clasificacion de acuerdo con los criterios epidemiolégicos
utilizados en S. aureus y SARM. Todas las cepas inicialmente identificadas con S.
aureus fueron positivas para los 12 genes que el sistema utiliza para corroborar
la identificacidn.

Las cepas 1 a la 6 pertenecen al tipo agrll, mientras la cepa 7 pertenecio
al grupo agrl. Todas las cepas presentan amplificacion positiva para los
fragmentos de cassette SCCmec mecAlly - * mecR, pero no para mecR ni mecl,
lo que demuestra que son portadoras de un SCCmec de tipo IV. Por otra parte,
amplifican los fragmentos ccrA-2 y ccrB-2, pero no el resto de ccr ni los genes
mery kdpA, B, C, Dy E, lo que indica que se trata de un complejo ccr de tipo 2.
De acuerdo con todos estos datos, se trata en todos los casos de cepas
pertenecientes al complejo clonal 5 (CC5), uno de los habituales entre las cepas
de SARM adquiridas en la comunidad en el momento actual.

Con el fin de analizar de una forma clara los resultados obtenidos, se han

diferenciado los resultados obtenidos respecto a los genes implicados en
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resistencia a antimicrobianos y los resultados respecto a la presencia de genes de
virulencia, ambos referidos en Material y métodos.

De acuerdo con lo que aparece en la Tabla 17, ninguno de los
aislamientos fue productor de toxina del sindrome del shock toxico

estafilocdcico, ni en su alelo humano ni en el bovino.
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Genes Fenotipo SA1 | SA2 |SA3 |SA4 | SA5 |SA6 |SA7

Toxina del
tst-1 sindrome del | - - - - - - -

shock toxico

Toxina del

sindrome del
Tst-

shock toxico | - - - - - - -
RF122

(alelo cepas

bovinas)
entA Enterotoxina A + + + + + + -
entB Enterotoxina B - - - - - - -
entC Enterotoxina C - - - - - - -
entD Enterotoxina D - - - - - - -
entE Enterotoxina E - - - - - - -
entH Enterotoxina H - - - - - - -
entJ Enterotoxina J - - - - - - -
entK Enterotoxina K - - - - - - -
entL Enterotoxina L + - + + + + -
entQ EnterotoxinaQ | - - - - - - -
entR Enterotoxina R - - - - - - -
Cluster | Enterotoxinas

+ + + + + + +

egc G/I/M/N/O/U

Tabla 17: Genes asociados a virulencia y tipado determinados por el microarray StaphType.

Todos los aislados fueron productores de alguna enterotoxina. Se
observan tres perfiles de produccién: seis de las siete cepas (SA1-SA6) son
portadoras de los genes ent, en concreto del alelo N315, y del cluster egc,

responsables de la presencia de enterotoxinas, concretamente enterotoxina A (la
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mas frecuente en S. aureus), y las enterotoxinas G/M/N/O/U. Dos cepas (SA2 y
SA7) carecen del gen entL y SA7 carece del gen entA, por lo que no es productora

de la enterotoxina A. Ninguno de los aislados produjo las enterotoxinas B, C, D, E,

H,J, K, QyR.

Genes Fenotipo SA1 | SA2 | SA3 | SA4 | SA5 | SA6 | SA7
lukF/S- Leucocidina de ) i i i i i i
PVL Panton-Valentine

Leucocidina de

lukM/F- Panton-Valentine

P83 (alelo cepas
bovinas)
lukF/S-
y-hemolisina + + + * * * -
higA
lukD/E Leucocidina i i i u u u
etA Toxina exfoliativa A B - - - B B -
etB Toxina exfoliativa B B - - - B B -
etD Toxina exfoliativa D - - - - - - -

Inhibidor del factor
edinA de diferenciacidn

epidérmico A

Tabla 18.1 : Genes asociados a virulencia y tipado determinados por el microarray StaphType.
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Genes Fenotipo SA1 | SA2 | SA3 | SA4 | SAS5 | SA6 | SA7

Inhibidor del factor
edinB de diferenciacion

epidérmico B

Inhibidor del factor
edinC de diferenciacion

epidérmico C

Elemento movil
Locus asociado al
ACME catabolismo de la

arginina

Grupo | Tipado agr (accesory

+() | +(0) | +(0) | H(u) [ () [ () | +(1)

agr gene regulator)

Tabla 18.2 : Genes asociados a virulencia y tipado determinados por el microarray StaphType.

Ninguno de los aislados era productor de leucocidina de Panton-
Valentine, (genes lukF/lukS-PV) ni en su variante humana ni en la variante bovina
(lukM/lukF-P83) muy frecuente en las cepas de origen animal. Por el contrario, si
fueron positivos los genes lukF/lukS/hglA, asociados a la produccién de una
hemolisina vy de caracteristicas casi idénticas a la leucocidina de Panton
Valentine, aunque asociada a un locus genético distinto, asi como de otra
leucocidina perteneciente a la misma familia, lukE/lukD. Respecto a la
leucocidina X/Y, estas cepas sélo parecen ser capaces de producir uno de sus dos
componentes (lukY), en concreto su variante 1.

El estudio del genoma en lo que se refiere a factores de patogenicidad fue

positivo asimismo para una secuencia (hllll) que ha sido identificada como una
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posible hemolisina Ill, el gen sak, que codifica una estafilokinasa, un chp, que
codifica una proteina CHIPS (chemotaxis inhibitor protein staphylococcal), que
tiene efecto antiinflamatorio, y un scn, que codifica una proteina del grupo SCIN
(Staphylococcal complement inhibitor) con funciones antiopsonizantes.

Por el contrario, los genes et determinantes de la sintesis de toxinas
exfoliativas fueron negativos en todos los casos.

Se detecta asimismo la presencia de los genes sspA/B/P, que codifican
proteasas con funciones antiopsonizantes, y varias serina proteasas de la familia
spl, comunes en S. aureus dentro del islote de patogenicidad SaP.

Respecto a la presencia de otros genes, las seis primeras cepas presentan
el gen accesorio regulador agrll y la SA7, sin embargo, posee el gen regulador
agrl. Estos genes son importantes en la virulencia de S. aureus en infecciones de
piel y tejidos blandos, regulando la expresidn de genes responsables exoenzimas,
de la sintesis de proteinas de union al fibrindgeno, e incrementando la expresién
del gen mecA.

Ninguna cepa presentaba el locus ACME (elemento mdvil asociado al
catabolismo de la arginina implicado en la capacidad de crecimiento y
supervivencia en el hospedador), que se sabe que es mucho mas frecuente en
cepas de S. aureus resistentes a meticilina, sobre todo aquellos portadores del
cassette SCCmec tipo IVa.

En cuanto a los genes relacionados con el tipo capsular, las cepas 1-6
fueron positivas para el tipo capsular 5, ademas de ser positivas para varias

proteinas relacionadas con la adhesion intercelular (/caA, IcaC, IcaD).
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Dentro del grupo de proteinas MSCRAMM (microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules), las cepas 1 al 6 fueron positivas para una
proteina de unién a sialoproteinas (bbp), clumping factor (clfA), y para proteinas
de unién al fibrindgeno (fib, sdrC, sdD ), a la fibronectina (ebh, fnbA, ebpS) y al
factor von Willebrand (vwb).

Se detectd también la presencia del gen map, que codifica la sintesis de
una proteina analoga a las del MHC de clase Il, y que al parecer tiene funciones
inmunomoduladoras, modulando la accion de los linfocitos T frente al
microorganismo, del gen sasG, que codifica la sintesis de la proteina de
superficie G y del gen hsd, que codifica la sintesis de la DNAasa presente
habitualmente en S. aureus.

Se detecta asimismo la presencia de varios genes de la familia set/ss/, que
se piensa que codifican proteinas con probables funciones de superantigeno
(setC, set6, set 7, set8/ssl3, set8/ssl3, set9/ssld, set3/ssl5, setl/ssl7, set2/ssl8,

set5/ssl9, set4/ssl10, set2/ssl11, setB).
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Fenotipo
Genes SA1 |SA2 |SA3 |[SA4 |SAS5 |SA6 |SA7
Resistencia

mecA Beta-lactdmicos | + + + + + + +
blaz Beta-lactamasa | + + + + + + +
ermA - - - - - - -
ermB MLSg - - - - - - -
ermC - - - - - - -
linA Lincosamidas + + + + + + +
msrA - - - - - - -
mefA Macrdlidos - - - - - - -
mbpBM - - - - - - -
vatA - - - - - - -
vatB - - - - - - -
vga Estreptograminas | - - - - - - -
VgaA - - - - - - -
vgb - - - - - - -
aacA-

aphD ) ) ) ) ) ) )

Aminoglicdsidos

aadD + + + + + + +
aphA - - - - - - -
sat Estreptomicina - - - - - - -

Tabla 19: Genes asociados a virulencia y tipado determinados por el microarray StaphType.
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Genes Fenotipo Resistencia | SA1 | SA2 | SA3 | SA4 | SA5 | SA6 | SA7

dfrA Trimetoprima - - - - - . _
far Acido fusidico - - - - - - -
mupR Mupirocina - - - - R i R
tetk - - - - - - -
tetM Tetraciclinas - - - - - - _
tetEfflux + + + + + + -
cat - - - - - - -

Cloranfenicol

fexA + + + + + + +

Oxazolidinonas,
lincosamidas,
cfr fenicoles, + + a + + + "
pleuromutilinas

estreptogramina A

Fosfomicina,

fosB + + + + + + +
bleomicina
vanA - - - - - - -
vanB Vancomicina - - - - - - -
vanZ - - - - - - -
Locus R
Mercurio - - - - - - -
mercurio
gacA Bomba de expulsidn - - - - - - -
gacC no especifica - - - - - R i

Tabla 20: Genes asociados a virulencia y tipado determinados por el microarray StaphType.

En relacién con genes asociados a resistencia a antimicrobianos, la
dotacion de este tipo de genes es relativamente pobre. Las 7 cepas de S. aureus
estudiadas portaban los mismos genes de resistencia. El 100% de las cepas

portaban el gen blaZ, gen responsable de la presencia de una penicilinasa
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plasmidica, inducible, que inactiva la penicilina G, carboxipenicilinas vy
ureidopenicilinas. Ademas todas las cepas eran resistentes a meticilina,
detectando en todas ellas el gen mecA, responsable de la sintesis de una PBP2a
de baja afinidad.

Cabe destacar que ninguna de las 7 cepas poseia genes de resistencia a
macrélidos ni por presencia de metilasa ni por mecanismos expulsivos (erm,
mef). Todos ellos eran portadores en cambio del gen [inA, que codifica
resistencia de manera especifica a lincosamidas (lincomicina, clindamicina).

Respecto a otros genes determinantes de resistencia a otros
antimicrobianos, las 7 cepas eran portadoras del gen aaaD, gen que codifica la
sintesis de una adeniltransferasa (ANT) que adenila el grupo hidroxilo,
impidiendo la unidn del aminoglucésido al ribosoma, y generando resistencia de
manera especifica a tobramicina y neomicina. Asimismo, todas las cepas
presentaban el gen tetE, que codifica una bomba de expulsion que elimina
tetraciclinas y el gen fosB, gen plasmidico que codifica una metalotioltransferasa
gue inactiva la fosfomicina.

Obviamente, todas las cepas eran portadoras del gen cfr, y ademas del
gen fexA, que ya se ha descrito previamente como integrante del entorno
genético de cfr dentro de la estructura pSCFS7, de la que eran portadores todos
los aislados estudiados.

En resumen se observa que las cepas desde SA1 a SA6 comparten los

mismos genes responsable de virulencia y de resistencia pero la cepa
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denominada SA7 muestra un patréon totalmente distinto en relacién a la

presencia de dichos genes.
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Motivos diversos y heterogéneos han confluido para hacer que, en las
ultimas décadas, el desarrollo y comercializacion de nuevos antimicrobianos se
hayan reducido de forma alarmante (Gould y Bal, 2003). En la practica, solo han
aparecido dos moléculas que se puedan considerar pertenecientes a clases de
antibioticos completamente nuevas: daptomicina (lipopéptidos) y linezolid
(oxazolidinonas).

Linezolid fue autorizado por la FDA para su uso clinico en 2000, y se
convirtié rapidamente en un recurso importante en el manejo de las infecciones
por bacterias Gram positivas, con indicacion en el tratamiento de infecciones de
piel y tejidos blandos complicadas y no complicadas, y en neumonia tanto
nosocomial como comunitaria por Gram positivos, asi como en el tratamiento de
infecciones por Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VRE), incluyendo
la bacteriemia.

Su espectro, su farmacocinética, con un comportamiento muy similar
para la forma oral y la parenteral, y las posibilidades que abre por tanto para las
terapias secuenciales, le han convertido en un antimicrobiano muy utilizado en
infecciones por Gram positivos, en especial cuando se trata de Gram positivos
multirresistentes como SARM o VRE.

Como ocurre con otros antimicrobianos que actuan sobre el ribosoma,
linezolid tiene un espectro peculiar, que incluye estafilococos tanto sensibles
como resistentes a meticilina, enterococos sensibles y resistentes a vancomicina,
estreptococos, corinebacterias, Mpycobacterium tuberculosis y diferentes

especies de bacterias anaerobias (Zurenko et al., 1996). En general, las CIMs de
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linezolid frente a estafilococos sensibles se sitlan entre 1 y 4 mg/L en la mayor
parte de los estudios previos al lanzamiento (Jones et al, 1996; Wise et al, 1998).

Los dos estudios principales posteriores al lanzamiento (Zyvox Annual
Appraisal of Potency and Spectrum (ZAAPS), vigente desde 2002, y Linezolid
Experience and Accurate Determination of Resistance (LEADER), vigente desde
2004) (Mendes et al., 2014a; Mendes et al., 2014b; Flamm et al 2012a; Flamm et
al 2012b; Flamm et al, 2013a; Flamm et al, 2013b) muestran una buena
evolucion de los datos de resistencia. En el programa LEADER para 2010-2012,
con aislados procedentes exclusivamente de Estados Unidos, sélo un 5,5-7,5% de
los estafilococos se inhiben a concentraciones <0,5 mg/L, pero las CIMsq para
SARM y SASM se mantienen en 1 mg/L, y la CIMg, es de 1 mg/L frente a MRSA y 2
mg/L frente a MSSA. Menos del 0,1% de los SASM y SARM mostraron CIMs de
linezolid >8 mg/L. Los estafilococos no productores de coagulasa se muestran
discretamente mas sensibles, con CIMsg de 0,5 mg/L, CIMgy de 1 mg/L, y ningln
aislado con una CIM >8mg/L. Los datos del programa ZAAPS, con aislados de
origen internacional, son similares, con CIMsy y CIMgy de 1 mg/L y 2 mg/L
respectivamente, tanto para SASM como para SARM, y CIMsy y ClMgyg de 0,5
mg/L y 1 mg/L para estafilococos no productores de coagulasa. En este caso, no
se detecto aislado alguno con CIM >8 mg/L ni en S. aureus ni en estafilococos no
productores de coagulasa.

El ribosoma bacteriano es la diana sobre la que actian un mayor numero
de familias de antimicrobianos (macrdlidos, lincosamidas, estreptograminas,

tetraciclinas, amfenicoles, aminoglicésidos...). La mayor parte de estos farmacos

94



Noelia Calvo Sdnchez

actuan inhibiendo, en una u otra forma, la accion de la peptidil-transferasa de la
subunidad 50S. La accidn sobre el ribosoma tiene algunas desventajas, como es
el hecho de que se trate, con frecuencia, de antimicrobianos bacteriostaticos,
pero tiene también importantes ventajas. El ribosoma es una estructura
virtualmente igual en todas las bacterias, y esta presente en todas ellas, por lo
que la accién sobre el mismo implica, con frecuencia, un espectro muy amplio.
Por otra parte, la mayor parte de las bacterias contienen varias copias del gen
gue codifica el rRNA 23S (rrn) (en Gram positivos, habitualmente, entre 4 y 6), de
modo que la aparicién de una mutacion en una copia del gen no redunda
significativamente en un incremento de la CIM (Toh et al, 2007). Un incremento
importante de la CIM requeriria la acumulacion de mutaciones en varias copias
del gen, y ello, como es ldégico, reduce la probabilidad de emergencia de
mutantes resistentes, al menos a través de este mecanismo.

Inicialmente se consideré que el mecanismo de accion de linezolid
derivaba de su capacidad para interferir con la sintesis de proteinas en las fases
de iniciacién de la misma (Lin et al., 1997). Estudios posteriores sugieren que el
mecanismo de accién de linezolid podria ser mas complejo que la simple
interaccidon con el centro peptidil transferasa de la subunidad 50S. Linezolid
interactla también directamente con el rRNA, en especial con la posicion A2602,
impidiendo la unién, o al menos el posicionamiento adecuado del aminoacil-
tRNA con respecto al centro peptidil transferasa (Leach et al., 2007). Parece, no
obstante, interactuar también con la proteina ribisémica L27, con la proteina

asociada al ribosoma LepA y con el tRNA (Colca et al., 2003). Estas interacciones
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podrian estar relacionadas con la propia formacién del ribosoma y con la
fidelidad de la traduccién.

Los planteamientos tedricos iniciales eran optimistas en relacién con la
probabilidad de desarrollo de resistencia, ya que se trataba de un farmaco de
sintesis, por lo que no era probable que existieran en la naturaleza mecanismos
de resistencia especificos desarrollados. Esta premisa venia corroborada por el
hecho de que, en los estudios previos al lanzamiento, la cobertura frente a los
Gram positivos probados era practicamente completa (Ballow et al.,, 20023,
2002b; Bolmstrom et al., 2002; Mutnick et al., 2002; Mutnick et al., 2003). Por
otra parte, estaba el hecho ya mencionado de la redundancia del gen rrn, que
hacia que una mutacién en una sola copia del gen, en general, no tuviera una
repercusion significativa sobre la CIM de linezolid. Los primeros estudios de
sensibilidad avalaban el planteamiento tedrico relativo a la seleccion de
mutantes resistentes. Los mutantes resistentes se obtenian solamente tras
numerosos pases en medios con concentraciones crecientes del farmaco, con
una frecuencia extremadamente baja (8x10-'1) en estafilococos, y adn mas baja
en enterococos (Zurenko et al., 1996). Durante los estudios en fase 3 y en
programas de uso compasivo del farmaco, previo a su lanzamiento, surgen 15
casos de resistencia, siempre en enterococos y, con frecuencia, en pacientes que
habian recibido una dosificacion inadecuada (Zyvox, 2010).

Después de la aprobacion de la FDA empezaron a describirse casos de
resistencia a linezolid (Gales et al, 2006; Meka et al, 2004; Tsiodras et al., 2001;

Wilson et al., 2003; Johnsonet al., 2002; Auckland et al., 2002). Todos ellos se
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asociaban a mutaciones en el gen que codifica la sintesis del rRNA 23S. Dado el
amplio uso del antimicrobiano, corroboraban la impresion inicial de baja
frecuencia de seleccion de resistencia, y se asociaban habitualmente a
tratamientos prolongados por encima de las tres semanas (Peeters & Sarria,
2005). Casi todos los casos se asociaban ademas a procedimientos invasivos,
implicacion de érganos profundos y presencia de elementos extrafios (protesis,
cuerpos extranos, catéteres..) y abscesos no drenados (Zyvox 2010). La
infrecuencia de resistencia venia avalada por los resultados del estudio LEADER,
gue tras 9 afnos de estudio y >40.000 aislados de estafilococos y enterococos
estudiados, obtuvo unas cifras de resistencia entre el 0,03% y el 1,83% (Mendes
et al, 2014a). Las cifras de resistencia en estafilococos se incrementaron en los
primeros afos (entre 2004 y 2009 en S. aureus, y entre 2004 y 2008 en
estafilococos no productores de coagulasa), para después permanecer estables o
incluso tender a la baja durante el resto del estudio. El estudio ZAAPS mantuvo
unas cifras de resistencia incluso inferiores (<1,2%) durante todo el estudio.

En todos estos aislados resistentes, dicha resistencia se asociaba a la
presencia de mutaciones en varios de los alelos del gen rrn (Marshall et al, 2002),
y la presencia de estas mutaciones tenia un coste importante en el fitness del
microorganismo. Se demostré incluso que este fenotipo tendia a revertir,
aunque no completamente, al fenotipo sensible, cuando desaparecia la presién
selectiva positiva del antimicrobiano (Tsakris et al, 2007).

Otro dato importante en relacion con la resistencia a linezolid ha sido la

ausencia de resistencia cruzada, tal como ya sugerian los primeros estudios
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(Fines & Leclerq, 2000). Aislados resistentes a antimicrobianos con dianas muy
préximas, incluso superpuestas a la de linezolid, se mantenian sensibles a éste
(Long et al, 2010). Solamente se demostré una resistencia cruzada parcial con
tiamulina, una pleuromutilina utilizada en veterinaria. Los aislados seleccionados
como resistentes a tiamulina, en los que esta resistencia se asociaba a
mutaciones en la proteina L3, era sensibles a linezolid; sin embargo, los aislados
seleccionados como resistentes a linezolid, asociados a mutaciones en el rRNA
23S, lo eran también a tiamulina (Miller et al, 2008).

Algo similar ocurria en relacion con cloranfenicol. Los aislados
seleccionados resistentes a cloranfenicol eran sensibles a linezolid, mientras los
aislados resistentes a linezolid, en especial aquellos asociados a mutaciones en
las posiciones G2447, A2503, T2504, G2505 y G2576 del rRNA 23S, eran
resistentes a cloranfenicol (Long et al, 2010).

Ademas de las mutaciones en el gen rrn, se han descrito alteraciones en
las proteinas L3 y L4 asociadas a resistencia a linezolid. De hecho, estudios
previos habian ya descrito la asociacion entre mutaciones en la proteina L3 y
resistencia a pleuromutilinas (Bosling et al., 2003; Miller et al., 2008; Gentry et
al., 2007; Kosowska-Shick et al., 2006; Pringle et al., 2004) pero, como se
menciona mas arriba, eran mutaciones que no mostraban resistencia cruzada
con linezolid. Algunos estudios de seleccién de mutantes han hallado mutaciones
en L3 y L4 asociadas a resistencia a linezolid (Locke et al 2009a, 2009b), pero en
la mayoria de los casos no ha sido posible establecer una relacién causa efecto

de manera irrebatible. En la mayor parte de los casos se trata de mutaciones

98



Noelia Calvo Sdnchez

entre los aminoacidos 127 y 174 de la proteina L3, o entre los aminodacidos 65 y
72 de la L4 (Wolter el al., 2005; Kosowska-Shick et al., 2010; Locke et al., 2010;
Mendes et al.,2010a, 2010b, 2012, 2013; Endimiani et al., 2011; Beckert et
al.,2012; LaMarre et al., 2013; Pournaras et al., 2013; Cui et al., 2013;de Almeida
et al., 2013; Baos et al., 2013) y con frecuencia aparecen asociadas a cambios en
el rRNA 23S o a la presencia del gen cfr, lo que dificulta averiguar su
trascendencia real.

Este tipo de alteraciones se han observado fundamental en estafilococos
no productores de coagulasa, mientras que sélo se han observado de manera
excepcional en S. aureus y en enterococos. Algunos autores incluso afirman que,
cuando estos cambios en L3 y L4 estdn presentes simultdaneamente con
mutaciones en el rRNA 23S, reducirian el coste de fitness de aquellas (Billal et al,
2011). Segun este autor, una mutacion en Y137 en L3 en Streptococcus
pneumoniae (equivalente a la posicion F147 en S. epidermidis), restauraria el
coste en fitness de la mutacion G2576 en rrn. Otros autores han sugerido que las
mutaciones en L3 actuarian de forma sinérgica con las mutaciones en rrn, de
modo que, para alcanzar niveles similares de incremento en la CIM de linezolid,
se requeriria la mutacion de menos alelos de rrn (Mendes et al, 2012). Ha de
tenerse en cuenta que se han descrito mutaciones en L3 y en L4 en aislados
sensibles a linezolid (Wong et al, 2010), lo que contribuye a cuestionar el papel,

al menos a nivel individual, de estas mutaciones en la resistencia a linezolid.
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Aunque la transferencia horizontal de mutaciones en el rRNA 23S o en las
proteinas L3 y L4 es posible desde el punto de vista tedrico, hasta el momento no
se han descrito.

Estos supuestos respecto a la resistencia a linezolid (baja frecuencia,
asociacién casi exclusiva a mutaciones en el rRNA 23S, ausencia de resistencia
cruzada con resistencias seleccionadas por otros antimicrobianos de los que
actuan sobre la sintesis proteica bacteriana) se mantuvieron inamovibles hasta
gue Schwarz et al (2000), descubren que el gen cfr, hasta entonces descrito
fundamentalmente en estafilococos de origen animal, asociado a resistencia a
amfenicoles y susceptible de transmisién plasmidica, era capaz de causar
también resistencia a linezolid.

Crf es una metil transferasa muy similar a RImN, y probablemente
derivada de ella. RImN es una metil transferasa perteneciente a la superfamilia
de enzimas S-adenosil-L-metionina (Yan et al, 2010), que monometila el carbono
2 de la adenina en la posicion 2503 del rRNA 23S, mientras Cfr cataliza la
metilacion del carbono 8 de esa misma adenina (A2503) (Toh et al.,, 2008;
Atkinson et al., 2013). Esta metilacion de lugar al fenotipo de resistencia
conocido como PhLOPS,, y que afecta a la actividad antimicrobiana de
amfenicoles, lincosamidas, oxazolidinonas, peluromutilinas y estreptograminas A
(Long et al., 2006). La repercusién de la resistencia a la mayoria de estos grupos
en infecciones estafilocdcicas es relativamente reducida, ya que los amfenicoles
se retiraron casi completamente del uso clinico hace ya afos, por su potencial

toxicidad medular, las pleuromutilinas (retapamulina, tiamulina, valnemulina)
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son antimicrobianos de uso veterinario, y tanto las lincosamidas (clindamicina,
lincomicina) como las estreptograminas, aunque son activos frente a Gram
positivos, no son antimicrobianos de primera linea en el tratamiento de
infecciones estafilocdcicas.

La potencial trascendencia de este fenotipo de resistencia deriva por
tanto, fundamentalmente, de su repercusion en la actividad de linezolid.

El gen cfr fue descrito inicialmente en 2000, integrado en un plasmido
transferible de 16,5 kb (pSCFS1) hallado en un aislamiento porcino de S. sciuri
(Schwarz et al., 2000; Kehrenberg et al., 2004), y fue hallado posteriormente en
diversos estudios, sobre todo asociado con resistencia a amfenicoles en aislados
de origen animal. El plasmido pSCFS1 codifica ademas una eritromicina metilasa,
a través de un gen erm, que condiciona resistencia a macrdlidos, lincosamidas y
estreptograminas del grupo B (fenotipo MLSg), y es portador de un gen /saB, que
codifica resistencia a lincosamidas (Kehrenberg et al., 2004).

cfr fue descrito por primera en S. aureus de origen humano en Colombia,
en 2005 (Toh et al., 2007). A partir de ahi, numerosos autores han descrito la
presencia de cfr en aislamientos de diferentes especies de estafilococos de
origen humano. (Mendes et al., 2008, 2010a, 2010b; Cui et al., 2013; Chen et al.,
2013; Fessler et al., 2013; Gopegui et al., 2012; Quiles-Melero et al., 2013; Shore
et al,, 2010).

El mecanismo de resistencia condicionado por el gen cfr tiene un

potencial epidémico mayor, al encontrarse integrado en un plasmido, y se trata
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de un mecanismo enzimatico, capaz de condicionar resistencia de forma
auténoma y con un alto nivel de repercusion sobre las CIMs del antimicrobiano.
cfr ha sido descrito casi sistematicamente asociado a elementos méviles
en numerosos microrganismos, tanto Gram positivos como Gram negativos (E.
faecalis (Diaz et al.,, 2012; Liu et al.,, 2012); Macrococcus caseolyticus y
Jeotgalicoccus pinnipedialis (Wang et al., 2012a); Bacillus spp. (Zhang et al., 2011;
Wang et al.,, 2012b; Dai et al., 2010); Streptococcus suis (Wang et al., 2013); E.
coli (Zhang et al., 2014); Proteus vulgaris (Wang et al., 2011), en la mayor parte
de los casos de origen animal. Datos recientes sugieren que microorganismos del
orden Bacillales serian el reservorio natural de los genes cfr (Hansen et al., 2012).
Los genes cfr descritos en estafilococos estdn en casi todos los casos
asociados a plasmidos sensiblemente mayores que pSCFS1 (entre 36 y 45 kb), y
dentro de ellos a un transposdn Tn558 que incluye un gen de resistencia a
amfenicoles fexA. Sobre él se enclavan, en diferentes posiciones, fragmentos de
un elemento 1S21-558, que se ha mostrado decisivo a la hora de movilizar al
elemento cfr. Asi, en el pldasmido pSCFS3 (Kehrenberg et al., 2007) un fragmento
integrado por un elemento 1S21-558 y el gen cfr, se encuentra enclavado dentro
de un elemento Tn558, produciendo una delecién en los fragmento TnpA 'y TnpB.
Una estructura virtualmente idéntica se ha descrito en MRSA en Nueva York
(Locke et al., 2014) y en S. aureus y S. epidermidis en hospitales de Ohio (Mendes
et al., 2013). No obstante, en este mismo estudio se describe una estructura,
también en S. aureus, idéntica a una estructura portadora de cfr e integrada en el

cromosoma, que se habia descrito previamente en P. vulgaris (Wang et al.,
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2011), lo que indica la ubicuidad y la posibilidad de salto entre especies de estas
estructuras, lo que, indudablemente, plantea un problema importante desde el
punto de vista epidemiolédgico. En E. coli se ha descrito un fragmento idéntico al
que aloja al gen cfr en el primer pldsmido descrito en S. sciuri (pSCFS1)
flanqueado por dos secuencias de insercidon 1S26 (Zhang et al.,, 2014), lo que
reafirma el potencial de transmisidn entre especies de estos elementos mdviles.
Una estructura similar a la hallada en pSCFS3, aunque enclavada en otro /ocus,
ha sido descrita en el plasmido pJP1, descrito en M. caseolyticus y J. pinnipedialis
de origen animal (Wang et al., 2012a).

Recientemente se ha descrito un entorno idéntico al de pSCFS3 en el clon
pandémico ST22-MRSA-IV (Shore et al., 2016).

El plasmido pSCFS6 (Kehrenberg et al., 2007), se corresponde también
con un transposén Tn558, portador del gen fexA, sobre el que se ha enclavado,
sobre el fragmento tnpC, una estructura formada por dos IS 21-558 flanqueando
un gen IsaB, que condiciona resistencia de bajo nivel a lincosamidas, y un cfr.
Una estructura similar, aunque con reordenacién de los fragmentos, se ha
descrito tanto en S. aureus (Shore et al., 2016) como en S. epidermidis (Bender J
et al.,, 2015).

El elemento pSCFS7 fue descrito por Shore et al. (Shore et al., 2010) en
Irlanda, y como los anteriores consiste en un transposén Tn558, en el que se
enclava, generando una delecién en tnpB, un mosaico formado por un pequefno
fragmento de IS 21-558, c¢fr y una regidon que presenta homologia con un

fragmento del gen bin3 de Bacillus mycoides, que codifica una DNA invertasa.
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Posteriormente no se ha descrito en otras publicaciones, mas que en la
realizada por nosotros con el grupo de Schwarz en 2013 (Fessler et al, 2013).
Tanto el fragmento como el tamafio del plasmido son virtualmente idénticos a
los descritos por Shore, por lo que probablemente se trate del mismo elemento.
Al igual que en nuestro caso, la cepa descrita en Irlanda pertenece al tipo
SCCmec IV, pero en el caso irlandés se trata de una cepa productora de
leucocidina de Panton Valentine, mientras que nuestros aislados son negativos
en todos los casos.

En 2010 se describid la presencia del gen cfr en el género Bacillus, en una
cepa obtenida de heces porcinas en China (Dai et al., 2010). El gen cfr se detectd
en un nuevo plasmido de 16.5 kb (pBS-01) que incluia asimismo un gen ermB que

confiere el fenotipo de resistencia MLSg.
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Figura 6: Estructura genéticas en las que se ha descrito asociado mas frecuentemente el gen cfr
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Un estudio reciente muestra cédmo elementos pSCFS7-like como el

descrito en este estudio son susceptibles de transmisidon horizontal con alta

eficacia, desde MRSA, tanto a S. epidermidis como a enterococos (Cafini et al.,

2016).

La resistencia a linezolid asociada al gen cfr presenta caracteristicas

preocupantes preocupantes por varios motivos:

la presencia de cfr ya no solo en diferentes especies de estafilococos, sino
también en otros Gram positivos, sugiere una considerable movilidad y
capacidad para difundir a diferentes géneros y especies, probablemente
por su inclusién en elementos genéticos con una alta capacidad de
recombinacion. La posibilidad de diseminacion entre especies, incluyendo
su aparicion en especies Gram negativas filogenéticamente distantes de
sus reservorios habituales (Mendes et al.,2010b, 2013; Wang et al,,
2012a; Cafini et al., 2016), plantea por tanto un potencial epidémico a
considerar.

la posible emergencia de brotes epidémicos de microorganismos
portadores de cfr, descritos hasta el momento en S. aureus y S.
epidermidis (Bonilla et al., 2010; Cai et al., 2012; Morales et al., 2010).
También es un hecho preocupante que el propio gen cfr condicione
resistencia no sélo a linezolid, sino también a amfenicoles, lincosamidas,
estreptograminas y pleuromutilinas, antimicrobianos que, aunque
practicamente retirados algunos del uso humano, se siguen utilizando en

veterinaria. De este modo, el uso de estos antimicrobianos puede
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seleccionar indirectamente resistencia a linezolid que posteriormente

pase a aislados humanos.

e Por otra parte, con frecuencia este gen va asociado en el mismo
elemento genético a genes que codifican resistencia a otros
antimicrobianos activos frente a Gram positivos (macrdlidos,
lincosamidas, estreptograminas), de modo que el uso de antimicrobianos
pertenecientes a cualquiera de estos grupos podria seleccionar
indirectamente resistencia a linezolid. Esto puede tener importancia en el
caso de algun grupo de antimicrobianos utilizado muy frecuentemente en
medicina, sobre todo en el ambito extrahospitalario, como es el caso de
los macrélidos.

e Otro indicio de la capacidad de difusién de estos elementos genéticos es
el hecho de que se hayan descrito asociados a diferentes cassette
SCCmec de SARM.

En Espaia surgid la alarma ante el primer brote de S. aureus resistentes a
linezolid, ocurrido en 2008 en el Hospital Clinico de San Carlos, en Madrid
(Bonilla et al., 2010). El brote afectd a 15 pacientes a lo largo de tres meses,
la mayor parte de ellos ingresados en UCI. Todos los aislados correspondian a
un mismo clon, mostraban CIMs de linezolid de 16-32 mg/L y eran portadores
del gen cfr, aunque en este estudio no se investigd el entorno genético del
mismo. Ninguno de los aislados eran portadores de mutaciones en el

dominio V del rRNA 23S, incluyendo la mas frecuente G2576T.
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Un estudio posterior en el mismo centro (Baos et al., 2013) monitorizé la
presencia de organismos portadores de cfr entre 2008 y 2011. No se volvieron a
hallar aislados de S. aureus portadores de cfr, pero la cifra de S. epidermidis
resistentes a linezolid, un 58% de los cuales eran cfr+, se mantuvo en torno al 20-
25% pese a las medidas de control de la infeccion adoptadas. Ello confirma de
nuevo el papel de los estafilococos no productores de coagulasa como reservorio
de resistencias, a partir de los cuales pueden extenderse a otros patdgenos,
fundamentalmente S. aureus y enterococos.

Los datos disponibles de los programas LEADER y ZAAPS muestran que,
aungue la prevalencia de la resistencia a linezolid se mantiene aproximadamente
estable, se han convertido en endémico en algunos centros de Estados Unidos
(Mendes et al., 2008) y de varios paises europeos y americanos (Flamm et al.,
2013b; Mendes et al., 2010a, 2010b). En Espana los datos obtenidos en los
ultimos afios son heterogéneos. En un estudio sobre 5 afios en un gran hospital
de Madrid (Quiles Melero et al., 2013), se observé que el 2,5% de los aislados de
estafilococos eran resistentes a linezolid. EI 80% de ellos eran S. epidermidis y S.
haemolyticus, y sélo un 2,8% eran S. aureus. La prevalencia en UCI fue mucho
mayor, del 18%. Menos del 10% eran S. aureus, pero todos ellos eran portadores
de cfr. En cambio, entre los estafilococos no productores de coagulasa, que
supusieron el 91,9% de los estafilococos aislados de UCl y resistentes a linezolid,
solo el 10% (todos ellos S. epidermidis) eran portadores de cfr. Del resto, la
practica totalidad eran resistentes por ser portadores de la mutacion G2576T en

el gen rrn.
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En un estudio en Barcelona publicado también en 2013 (Sierra et al., 2013)
sobre 2215 MRSA causantes de bacteriemia aislados entre 1999 y 2010, se
encontrd un solo aislado cfr + (0,05%).

Posteriormente se describid la adquisicion del gen optrA, descubierto en
2015 en China, y que codifica una bomba de expulsion del tipo ATP-binding
cassette transporter que, como cfr, confiere resistencia tanto a oxazolidinonas
(linezolid y tedizolid) como a fenicoles (Wang et al., 2015). optrA se describid
inicialmente en enterococos, mostrandose mas frecuente en E. faecalis que en
E. faecium, y mas frecuente en aislados de origen animal que en aislados
humanos (4,2% frente a 0,6%). Sin embargo, ya en este estudio se demostré que
el gen optrA era funcional en estafilococos si se transmitia por conjugacién. Un
segundo estudio llevado a cabo en China en aislados del periodo 2010-2014 (Cai
et al.,, 2015) muestra una prevalencia en aislados de enterococos de origen
humano del 2,9%, pero con el dato preocupante de que no se trata de aislados
con un alto grado de clonalidad, sino que estan distribuidos en 25 pulsotipos y en
20 tipos MLST, lo que sugiere una alta dispersion del gen en las poblaciones de
enterococos. Un segundo estudio publicado en China en 2016 sobre aislados de
2004-2014 (Cui et al., 2016), muestra una clara tendencia al alza en su
prevalencia, que pasa del 0,4% en 2004 al 3,9% en 2014.

El estudio del entorno genético de optrA muestra un entorno muy variable,
pudiendo estar vehiculado por diferentes tipos de plasmidos, y también situado

en diferentes localizaciones dentro del cromosoma bacteriano (He et al., 2016).
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En Europa se ha descrito de manera infrecuente (Brenciani et al.,, 2016;
Cavaco et al.,, 2017), y siempre en enterococos. Sin embargo, en 2016 se
describe, también en China, un aislado de S. sciuri portador de optrA y de cfr (Li
et al., 2016), que conferia resistencia a oxazolidinonas y fenicoles. El aislado era
portador de un plasmido de 60563 bp (pWo028-3), que incluia los genes de
resistencia optrA, cfr, fexA, aadD y aacA-aphD. El plasmido presentaba tres
regiones (A, B and C). La region A albergaba todos los genes de resistencia
excepto optrA, y mostraba una homologia practicamente total con los plasmidos
ya mencionados pJP1 and pJP1-like de J. pinnipedialis y S. lentus. optrA se
localizaba en la regidn B, con un entorno genético idéntico al del plasmido pE349
descrito en enterococos.

Un estudio posterior llevado a cabo también en China, sobre aislados
porcinos de SARM y de enterococos no productores de coagulasa (Fan et al.,
2016) no encuentra el gen optrA en SARM, pero encuentra una prevalencia del
6,9% en estafilococos no productores de coagulasa, siempre en aislados de S.
sciuri. En la mayoria de los aislados se encontraba en el cromosoma, pero en
cuatro aislados se encontraba en un plasmido de caracteristicas virtualmente
idénticas al plasmido pWo028-3 mencionado mas arriba.

El estudio de nuestros aislados de S. aureus mediante microarrays
permitido, en primer lugar, su clasificacion de acuerdo con los criterios
epidemioldgicos utilizados en S. aureus y SARM. De acuerdo con los datos
obtenidos, se trata de cepas perteneciente al complejo clonal 5 (CC5) y

portadora de un cassette SCCmec de tipo IV, uno de los habituales entre las
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cepas de SARM adquiridas en la comunidad en el momento actual. Se trata de un
clon conocido como clon pedidtrico, o USA800, y en el que no se habia descrito
previamente la presencia de estos mecanismos de resistencia. El aislamiento
descrito por Shore et al. en 2010 en Irlanda es portador asimismo de un cassette
SCCmec tipo IV, pero pertenece al clon USA 300 en lugar de pertenecer al USA
800 como los descritos en este estudio. El complejo clonal 5 es un complejo
ampliamente extendido tanto entre aislamientos nosocomiales como
comunitarios, que habitualmente es portador del cluster de genes codificadores
de enterotoxinas egc, que incluye los genes seg, sei, sem, sen, seo, y seu/y, como
de hecho ocurre en las cepas estudiadas.

Dentro de este complejo clonal se han descrito diferentes elementos
SCCmec. Asi, se han descritos cepas portadoras del SCCmec |, como la conocida
como clon italiano o tipos espafioles de PFGE E6/9/15/17/18. Esta cepa se ha
descrito ampliamente en Centroeuropa, donde se comporta fundamentalmente
como un clon hospitalario, aunque se ha descrito también esporadicamente en
otras areas (Israel, Malta, Australia, Paraguay). Otra cepa con las mismas
caracteristicas, la cepa Geraldine, es un clon aislado habitualmente como CA-
SARM en Francia, mientras cepas similares, pero portadoras de un SCCmec |
truncado son aisladas con frecuencia en Australia (Monecke et al., 2011).

Por su parte la cepa ST5-SARM-II, perteneciente asimismo al CC5, es una
cepa pandémica. Se trata de un complejo clonal heterogéneo, que
probablemente se haya generado a partir de la transferencia del SCCmec Il a

diferentes precursores MSSA-CC5 en diferentes momentos. Las cepas Mu3 y
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Mu50, resistentes a glicopéptidos por hiperproduccidn de pared bacteriana,
pertenecen a este grupo.

Se han descrito cepas CC5-SARM-IIl en zonas geograficas diversas, (Africa,
Corea, Alemania), con origen tanto humano como animal, aunque
fundamentalmente con éste ultimo.

Se han descrito asimismo cepas pertenecientes al CC5, y asociadas al
SCCmec V; al VI, que inicialmente plantearon bastante confusién con las
asociadas al IV, y que son especialmente frecuentes en algunos paises vecinos
como Portugal; al VII, y a elementos SCCmec compuestos o multiples (Monecke
et al,, 2011).

Por ultimo, el grupo CC5-SARM-IV, al que pertenecen las cepas
estudiadas, conocido coloquialmente como clon pediatrico, tal como se ha
referido previamente, ha alcanzado caracteristicas pandémicas y considerable
relevancia clinica.

Al ser portadoras de un cassette SCCmec IV convencional, eran
portadoras de los genes mecA, d-mecR, ugpQ, dcs-Q9XB68, ccrA2 y ccrB2 que lo
integran. Ademas, como la casi totalidad de los aislamientos clinicos actuales de
S. aureus, era portador del operdn de la B-lactamasa estafilocdcica (blaz, blal,
blaR).

Al igual que ocurre con otro clon pandémico al que se ha hecho
referencia previamente, el ST5-CC5-SARMII, los aislamientos pertenecientes a
este grupo suelen ser portadores de diversos genes codificadores de

enterotoxina, fundamental sea-N315 y el cluster sed/sej/ser. No se trata de una
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caracteristica infrecuente, ya que en estudios previos, la mayoria de ellos
realizados sobre aislamientos de origen alimentario, muestran que entre el 60 y
el 70% de los aislamientos disponen de la dotacién genética necesaria para
producir alglin tipo de enterotoxina.

Los genes que determinan la produccion de estas enterotoxinas pueden
tener codificacion plasmidica (sed, sej, ser), fagica (sea, see, sep) o cromosdémica
(seb, sec, seg, seh, sei, sek, sel, sem, sen, seo, seq, seu) (Tsen et al., 1998)

En este caso, el alelo sea-N315, que codifica la enterotoxina A es, en
efecto, positivo. Estudios previos muestran que los genes que codifican la
enterotoxina A aparecen en torno al 25% de los aislamientos clinicos,
repartiéndose los dos alelos (sea-N315 y sea-320E) aproximadamente al 50%.
(Dinges et al., 2000)

Sin embargo, carece del cluster sed/sej/ser, que codifica las enterotoxinas
D, J y R, siendo en cambio portador del cluster egc, que incluye los genes
seg/sei/sem/sen/seo/seu, que codifican las enterotoxinas G, I, M, N, O y U.
Existen pocos estudios relativos a la prevalencia de genes productores de toxinas
estafilocdcicas en muestras clinicas. Los datos existentes en estudios relativos a
muestras alimentarias muestran que, al menos en ese ambito, este es un perfil
relativamente infrecuente (1,1% del total), que se registra sobre todo en
muestras de origen cdrnico, y que es mucho menos frecuente que la presencia
aislada de los genes sep (13%), sec (10,9%) o sea (8,6%). Sin embargo, en un

estudio reciente en S. aureus causantes de mastitis en ganado bovino, encuentra
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que los genes sei, sen y seu aparecen en un 44% de los aislados, seo en un 28% y
semy sep en un 16% (Wang et al., 2017).

En cepas clinicas se encuentran entre los genes de patogenicidad mas
frecuentes. Un estudio reciente sobre cepas aisladas de infecciones
osteoarticulares detectd la presencia del cluster egc en un 52% de los
aislamientos. (Lattar et al., 2012).

En cambio, genes codificadores de enterotoxinas que se encuentran con
frecuencia en muestras clinicas en este estudio, como sec, sel (16,8%) y seb
(8,4%), no aparecen en nuestros aislados.

Otros genes de virulencia, como los genes que codifican la toxina de
sindrome de shock toxico estafilococico (tst-1 y tst-RF122) y los que codifican los
factores de inhibicién de células epidérmicas A, B y C (edinA, B y C) son
infrecuentes en este grupo y, en efecto, en las cepas estudiadas son también
negativos. La presencia de tst-1 se ha demostrado en torno al 10% de las cepas
de origen alimentario (Cha et al., 2006) y en torno al 5% de las cepas de origen
clinico. (Tsen et al., 1998)

Tampoco se detectaron genes asociados a la produccidon de leucocidina
de Panton Valentine (PVL), muy relacionada con la patogenicidad de las nuevas
cepas de CA-SARM, sobre todo a nivel respiratorio, de piel y tejidos blandos, que
si se ha descrito ocasionalmente en aislamientos de este grupo en diferentes
paises europeos, Africa y Australia. Si fueron, en cambio, positivos los genes

codificadores de otras leucocidinas con dos componentes, como [ukD-lukE y
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lukX-luk, bastante mas frecuente que la PVL en otros estudios, ya que estan
presentes en torno al 60% de las cepas. (Luedicke et al., 2010)

Otros factores de patogenicidad como el locus ACME, las toxinas exfoliativas o
los factores de inhibicidn de la diferenciacion celular fueron asimismo negativos.
Los genes asociados a la adherencia y formacion de biopeliculas, como los del
grupo ica fueron asimismo positivos, como lo fueron otros factores de
adherencia a elastina, fibronectina, etc.

Se trata de un grupo en que son infrecuentes la mayor parte de los
determinantes de resistencia a antimicrobianos, a excepcion de los asociados a la
resistencia a meticilina. En el caso de las cepas estudiadas, ademds de los genes
cfr y fexA, no se detectan otros genes codificadores de resistencia a beta-
lactamicos, macrdlidos, lincosamidas, estreptograminas, mupirocina, Aacido
fusidico o sulfamidas, glicopéptidos y compuestos derivados del amonio
cuaternario. No se detectaron tampoco algunos de los genes mas habituales
como causantes de resistencia a tetraciclinas (tetK, tetM), pero en cambio si se
detectd, en las cepas perteneciente al tipo agr Il la presencia de tetE, que
codifica una bomba de expulsion que afecta a este grupo de antimicrobianos.

En relacion con los amfenicoles, la cepa era portadora, como se ha
mencionado, del los genes cfr y fexA, pero carecia de genes codificadores de
cloranfenicol acetiltransferasas (cat). Dentro de los genes de resistencia a
aminoglicdsidos, se detecté la presencia de aadD, que codifica una
aminoglicosidasa que hidroliza a neomicina y tobramicina, y que es uno de los

genes de resistencia mas frecuentes en este grupo (a excepcion de mecA),
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observandose su presencia en alrededor del 50% de las cepas. En un estudio
reciente en aislados de orien animal, el gen de resistencia a minoglicésidos mas
frecuente fue aacA-aphD, que se detectd en el 55,3% de los aislados, seguido de
aadD, que se detecto en el 40,4% (Argudin et al., 2015).

Los genes integrantes del locus agr (accessory gene regulator) estan

considerados los principales reguladores de la expresion de factores de virulencia
ligada a la fase de crecimiento en S. aureus. (Otto M, 2001)
Estos genes se activan en el paso de la fase de crecimiento exponencial a la
estacionaria. Se ha demostrado que son polimérficos (Dufour et al.,, 2002), de
modo que S. aureus se puede dividir en 4 grupos en funcidon de este
polimorfismo del locus agr, que se ha demostrado que se asocian con el patrén
de enfermedad. (Jarraud et al., 2002)

Asi, se ha demostrado que los sindromes tdxicos generalizados y los
cuadros exfoliativos se asocian preferentemente al agr IV, mientras que el agr I,
al que pertenecen la mayor parte de las cepas aqui estudiadas, se asocian sobre
todo a cuadros supurados y a endocarditis.

La cepa presenta genes codificadores tanto de hemolisina & como B, vy
. En conjunto, la produccion de estas hemolisinas es frecuente en cepas clinicas
y de origen animal, aungque en algunas de ellas no se ha demostrado claramente
su papel en la produccién de enfermedad. La presencia de hemolisina a no es
sorprendente, ya que es casi sistematica en S. aureus (esta presente en un 97%
de las cepas). Su sintesis esta controlada por el locus agr, por lo que se trata de

una toxina que aparece fundamentalmente en la fase post-exponencial. Se ha
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propuesto que funcionaria como un surfactante que disgrega la membrana
celular, y experimentalmente se han demostrado de manera clara sus efectos
citotdxicos. Sin embargo, no se ha podido asociarla a ningn cuadro concreto, y
su papel en la patogenia de los diferentes cuadros estafilocécicos estd por
aclarar. (Dinges et al., 2000)

La hemolisina o es asimismo producida por un porcentaje importante de
las cepas, y es con diferencia la mejor conocida en cuanto a sus mecanismos de
accion y control. Al igual que la hemolisina §, estd también controlada por el
locus agr. Hay no obstante que tener en cuenta que se ha descrito que algunas
cepas contienen el gen hla pero no producen toxina a. Esta circunstancia se
observa sobre todo en cepas productoras de sindrome del shock téxico, y se
debe a mutaciones en el gen estructural que impiden la sintesis de una proteina
estructuralmente correcta. (Dinges et al., 2000)

La hemolisina o. es producida principalmente por cepas de origen animal,
aunque es frecuente también en cepas de origen humano. Su papel en la
produccién de enfermedad no esta definitivamente aclarado.

Finalmente, la hemolisina y es una toxina con dos componentes, similar a
la leucodicina de Panton Valentine (PVL), aunque producida sistematicamente
por todos los aislamientos, en lugar de por un 2-3% como la PVL. (Dinges et al.,
2000)

En definitiva, se trata de uno de los primeros grupos de aislados de S.
aureus con resistencia a linezolid derivada de la presencia del gen cfr en los que

se estudia, en Espaa, tanto el entorno genético del gen cfr como su dotaciéon
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genética en cuanto a factores de resistencia y de patogenicidad. El gen cfr se
encuentra en un entorno genético pSCFS7-like, virtualmente igual al descrito por
Shore et al. La aparicion del mismo entorno tanto en SARM como en S.
epidermidis y S. haemolyticus sugiere una notable eficacia para la transferencia
entre especies distintas, lo que supone un peligro potencial notable para la
utilidad clinica de este grupo de antimicrobianos a medio plazo. De confirmarse,
seran necesarias medidas estrictas de control de la infeccién y de control y
restriccion del uso de antimicrobianos para limitar la difusion de este tipo de

resistencia.
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. Los 29 aislados estudiados (7 S. aureus, 8 S. epidermidis y 14 S.

haemolyticus) resistentes a linezolid, son portadores del gen cfr.

. Ninguno de los aislados estudiados es portador del gen optrA.

. En todos los aislados, independientemente de la especie, el gen cfr esta

incluido en un elemento mévil, que es portador asimismo del gen fexA,

causante de resistencia a amfenicoles.

. El elemento movil hallado en todos los aislados resistentes a linezolid era

un elemento idéntico, o al menos extremadamente similar al elemento
pCSFES7, descrito por Shore en 2010 en un SARM PVL+, portador de un

SCCmec de tipo IV perteneciente al clon USA300.

. Los aislados de SARM incluidos en este estudio eran asimismo portadores

de un SCCmec de tipo IV, pero pertenecian al complejo clonal 5 y al clon
USASO00. Siete de los aislados pertenecian al tipo agr 11, y uno al tipo agr

L.

. Todos los aislados eran portadores de muy pocos mecanismos de

resistencia a antimicrobianos, mas alld de la produccion de penicilinasa

estafilocdcica y de los citados genes cfr y fexA.
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7. El estudio del plasmido completo en uno de los SARM y uno de los
estafilococos no productores de coagulasa, indica que probablemente

todos los aislados son portadores del mismo plasmido.

8. Todos los SARM eran portadores de un perfil de factores de patogenicidad
muy similar, que incluye la presencia del cluster egc de produccién de
enterotoxinas, varias hemolisinas y proteasas, una capsula tipo 3,
diferentes factores de adhesion y MSCRAMMSs y vrias proteinas con

caracteristicas de superantigeno.

9. La presencia de cfr en un elemento pSCFS7, en un clon de SARM distinto
al clon en que ha sido descrito previamente, y su presencia también en
diferentes especies de estafilococos no productores de coagulasa, alojado
dentro del mismo elemento movil y muy probablemente dentro del mismo
plasmido, sugiere una considerable facilidad de estos elementos para
moverse no sélo entre diferentes clones de SARM, sino también entre
diferentes especies de estafilococos. Ello le da unas posibilidades de
difusion preocupantes, que hacen necesario controlar tanto la prevalencia
de la resistencia a oxazolidinonas en estafilococos, como el uso correcto

de esta familia de farmacos.
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