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Seccion I: Mecanismos de resistencia a los antibioticos
que actuan sobre la envoltura bacteriana

1. Resistencia a las Polimixinas

Willames Marcos Brasileiro da Silva Martins

Biomédico y Magister en Biociencias y Biotecnologia en Salud;
Doctorando en Ciencias Basicas en la Disciplina de Infectologia,
Departamento de Medicina,
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Ana Cristina Gales

Profesora Adjunta de Infectologia del Departamento de Medicina,

Escuela Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP);
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Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA);

Coordinadora Clinica del Consejo Brasilero de Susceptibilidad Antimicrobiana (BrCAST),
Brasil.

Las polimixinas son antimicrobianos polipéptidos con actividad bactericida, fueron descubiertas en
1947, como un producto de microorganismos ambientales pertenecientes al género Paenobacillus
spp. Se descubrieron cinco tipos de polimixinas (polimixina A-E), no obstante, dada la gran toxicidad
de algunos de estos compuestos, sélo estan disponibles para uso clinico la polimixina B (producida
por el Paenobacillus polymyxa) y la polimixina E (producida por el Paenobacillus colistinus), también
conocida como colistinal?. Ambas polimixinas presentan idéntica actividad in vitro, compartiendo un
mismo mecanismo de accién, mostrando diferencias sélo en su estructura quimica (Figura 1). La
polimixina B se utiliza en el formato de sulfato de polimixina B, mientras que la colistina se utiliza en
forma de colistimetato de sodio, una prodroga que precisa ser inicialmente metabolizada para ser

transformada en un compuesto farmacolégicamente activo (colistina)®3.
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Figura 1. Estructura quimica de la molécula de polimixina. La diferencia entre las moléculas de las polimixinas B
y E se caracteriza por la presencia de una D-fenilalanina en la posicidn seis, en la polimixina B, mientras que la
colistina (polimixina E) presenta una D-leucina.

Figura adaptada de Yu et al. BioMed Research International 2015; 2015, 1-11.

Si bien presenta buena actividad en el combate de infecciones causadas por bacterias Gram
negativas, el uso prolongado de polimixina presentaba graves efectos colaterales, incluyendo la
neurotoxicidad y nefrotoxicidad. Por esta razdn, estos compuestos fueron ampliamente utilizados
hasta la década del 60, cuando comenzaron a ser gradualmente sustituidos por las cefalosporinas y
aminoglucésidos, compuestos todos ellos menos téxicos que las  polimixinas.
A causa del surgimiento del fendmeno de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos, las
polimixinas volvieron a usarse, debido a la ausencia de opciones terapéuticas disponibles a fines de la
década del 90. Las polimixinas no presentan actividad contra bacterias Gram positivas y
normalmente son prescritas para tratar infecciones causadas por microorganismos Gram negativos
resistentes a los carbapenemes. En consecuencia, se las considera antimicrobianos de ultima eleccién

para el tratamiento de infecciones causadas por este tipo de patégenos’3.
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1.1. Mecanismo de Accion de las Polimixinas

Para comprender el mecanismo de accién de las polimixinas es necesario conocer los componentes
guimicos presentes en la estructura de su molécula. Las polimixinas son lipopolipéptidos ciclicos,
constituidas por una secuencia de diez péptidos, cinco residuos no proteogénicos de acido
diaminobutirico (DAB) (que le confiere a las polimixinas una caracteristica policatidnica, con pH 7,4);
residuos hidrofébicos en la posicidon seis y siete y, por ultimo, una molécula de acido graso en su
extremo N-terminal (Figura 1). Asi como en otros antimicrobianos peptidicos, la presencia de
residuos lipofilicos e hidrofilicos en una misma molécula confiere a las polimixinas un caracter
anfipatico®.

Las polimixinas ejercen su actividad bactericida a partir de la atraccidn electrostatica que establecen
inicialmente con el lipido A presente en la membrana externa de las bacterias Gram negativas. El
lipido A es uno de los tres constituyentes del LPS bacteriano, que también presenta en su regidn
central un nucleo constituido por una unidad oligosacaridica y una regién mas externa denominada
antigeno O (Figura 2). Las moléculas del lipido A sirven de soporte al LPS bacteriano, manteniéndolo
anclado a la membrana y, de esta forma, contribuyendo con la organizacidon de la membrana externa
bacteriana. Esas moléculas estan fuertemente asociadas a la membrana mediante las interacciones
de Van der Waals, estableciendo un “puente” con las moléculas del lipido A vecinas a través de los

iones divalentes de calcio (Ca%*) y magnesio (Mg#)34,
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Figura 2. Estructura de las membranas interna y externa de las bacterias Gram negativas. Anclada a la region
superior de la membrana externa (ME), observamos la estructura del LPS bacteriano, que esta constituido por
el antigeno O, el nucleo y el lipido A. La region del lipido A es esencial para la accidn de las polimixinas en las
células bacterianas.

Titulos: Membrana Externa (ME); Peptidoglicano (PG); Membrana Interna (Ml); Proteina de Membrana Interna
(Ptn de MI); Proteina de Membrana Externa (Ptn de ME).

Figura adaptada de Needham y Trent. Nature Reviews 2013;11:467-481.

La atraccién electrostdtica entre la molécula de polimixina y el lipido A se da por la diferencia de
carga entre estas dos moléculas. Las polimixinas son compuestos catidnicos (carga positiva), al
tiempo que el lipido A presenta carga predominantemente negativa. La interaccidn entre polimixina-
lipido A promueve un desplazamiento de los iones de calcio y magnesio responsables del
mantenimiento de la organizacién de la membrana externa. Tras el desplazamiento de estos iones y
la desorganizacion del lipido A, el residuo de acido graso en el extremo N-terminal de la molécula de
polimixina se inserta en la membrana externa, causando lesiones en la misma.

Al llegar al espacio periplasmatico, la molécula de polimixina causa el mismo tipo de dafio en la
membrana interna bacteriana. Estas lesiones aumentan la permeabilidad de las membranas, la

pérdida de componentes intracelulares y, en consecuencia, la muerte de la célula bacteriana®®®.

© Curso online “Interpretacién del Antibiograma en la practica clinica diaria”
2018



NUEVA INTERPRETACION DEL ANTIBIOGRAMA

FoC EN LA PRACTICA CLINICA DIARIA CuRSO
2018 ONLINE

18 DE ABRIL 13 DE JUNIO 2018 ATBgrama2018.evimed.net

UNIVERSIDAD

redEMC 3§ EUCAST BN ccuamertauca SO SESicn Qevimed
T

Infectologia

1.2. Mecanismo de Resistencia a las Polimixinas

Dada la amplia utilizacion de las polimixinas, han ido aumentando las tasas de resistencia a estos
antibidticos a lo largo de la ultima década. También, a consecuencia de la amplia utilizacién de estos
compuestos, se ha podido verificar un mayor nimero de infecciones causadas por patégenos que
presentan resistencia intrinseca a las polimixinas (patdgenos pertenecientes al género Serratia,
Proteus, Providencia, Burkholderia)®. Sin embargo, pese a los diversos estudios llevados a cabo en los
ultimos afios respecto a la resistencia a esta clase de antimicrobiano, alin no se ha logrado la
completa dilucidacién de este mecanismo.

Se observan dos fenotipos de resistencia a las polimixinas: la resistencia natural y la resistencia
adaptativa. El fenotipo de resistencia natural normalmente estd mediado por mutaciones en el
genoma bacteriano y promueve un aumento de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de las
bacterias cercano al punto de corte establecido en las guias utilizadas. Este fenotipo es irreversible, e
incluso en ausencia de presidn de seleccidon (presencia de polimixina en el medio) habra un aumento
de la CIM de polimixina B/colistina. En cambio, el fenotipo de resistencia adaptativa es provocado
por una adaptacion del microrganismo, ya que este se ve expuesto a concentraciones subinhibitorias
de polimixina. Esta adaptacion puede llevar la CIM de polimixina/colistina hasta valores por encima
de 128 pg/ml. A diferencia del fenotipo de resistencia natural, el mecanismo que la resistencia
adaptativa produce es reversible, en ausencia de presién selectiva. Cuando el microrganismo deja de
estar expuesto a la polimixina, generalmente ocurre una reduccién de la CIM de este compuesto®>®,
En términos generales, el mecanismo de resistencia a las polimixinas es producido por una
disminucién/ausencia de la interaccidn entre el antimicrobiano y el lipido A presente en el LPS
bacteriano. De esta forma, la bacteria queda “protegida” de la accién bactericida de la polimixina.
Esa disminucidn de la interaccidn puede estar mediada por diferentes vias, las cuales serdn

presentadas a continuacion.

1.2.1. Modificacidn del LPS bacteriano
La modificacién del LPS bacteriano es el mecanismo que se detecta mds habitualmente en
aislamientos bacterianos resistentes a las polimixinas pertenecientes a las especies Klebsiella

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. En razén de las
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caracteristicas quimicas del LPS, ya abordadas en este capitulo, este confiere carga
predominantemente negativa a la membrana externa de las bacterias Gram negativas.

En tal sentido, la modificacién del LPS bacteriano consiste en el agregado de agrupamientos quimicos
al lipido A bacteriano, ocasionando una disminucidn de la carga negativa de la membrana. Con la
reduccidon de la carga negativa, habra una menor atracciéon electrostatica entre la molécula de
polimixina y la membrana externa bacteriana®’.

Se pueden agregar diferentes moléculas al lipido A bacteriano, haciendo menos negativa la carga de
la membrana. Las dos principales moléculas que generalmente se agregan al lipido A de
enterobacterias son la 4-amino-4-desoxi-L-arabinosa (L-Ara4N) vy fosfoetanolamina (PEtN).
El agregado de L-Ara4N reduce la carga negativa del lipido A de -1,5 a 0, mientras que el agregado de
PEtN reduce esta carga de -1,5 a -1,08. Asi, el agregado de L-Ara4N parece mucho m3s eficiente para
establecer el fenotipo de resistencia a las polimixinas, ya que se alcanza una mayor reduccién de la
carga negativa de la membrana externa. Las diversas especies bacterianas utilizan distintas vias
metabdlicas para realizar el agregado de estas moléculas al lipido A en su LPS. Las bacterias como K.
pneumoniae, P. aeruginosa y E. coli presentan vias metabdlicas de produccién y agregado de L-Ara4N
y PEtN, mientras que A. baumannii presenta tan solo la via de sintesis y agregado de PEtN>. Otro
punto importante es que la presencia de una determinada via metabdlica no significa que la misma
se utilice (exprese) para establecer la resistencia a las polimixinas, dado que el agregado de
moléculas al LPS bacteriano implica una disminucion del fitness de algunos microorganismos. En la
activacion de estas vias parece estar involucrada una compleja cascada génica. Se sabe que algunos
microorganismos como K. pneumoniae agregan preferentemente L-Ara4N, a su vez, E. coli y A.
baumannii, PEtN. Este hecho justificaria el surgimiento de aislamientos de K. pneumoniae con CIM
elevadas de polimixina B/colistina, recuperados, en general, en la clinica®’. Otro hecho reciente que
ha venido llamando la atencidn es el surgimiento de aislamientos de K. pneumoniae productores de
KPC resistentes a las polimixinas. A diferencia de los aislamientos de A. baumannii y P. aeruginosa,
cuyo fitness se presenta afectado una vez que se vuelven resistentes a las polimixinas (sea por el
mecanismo que fuere), los aislamientos de K. pneumoniae comparten una Unica via metabdlica de
produccién de L-Ara4N y produccion de capsula polisacarida. El hecho de compartir una misma via
permite que el aislamiento de K. pneumoniae se vuelva resistente a las polimixinas (debido al

agregado de L-Ara4N) y que, incluso, consiga producir mas cdpsula polisacarida. Al ser la capsula uno
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de los principales factores de virulencia en K. pneumoniae, estos aislamientos no ven alterado su
fitness, pese a la resistencia presente>’°

También es posible observar otras modificaciones en el lipido A (desacilacion, hidroxilacién,
palmitoilacién, glucosilacidn), principalmente en aislamientos de E. coli. Sin embargo, estas
modificaciones no presentan alteraciones significativas en la CIM de polimixinas, y son, por
consiguiente, alteraciones menos estudiadas en los aislamientos de bacterias Gram negativas?®.
Todas las modificaciones en el LPS bacteriano son mediadas por activacidén/represién de maquinaria
genética normalmente regulada por via de sistemas de dos componentes (Two Component Systems -
TCS). Estos TCS seran abordados mas adelante, dentro del tema de los mecanismos genéticos de
control de la resistencia a las polimixinas.

1.2.2. Hiperproducion de capsula polisacarida

Se especula que la hiperproduccidn de capsula polisacarida sea uno de los mecanismos que
contribuye a la resistencia a las polimixinas en aislamientos de K. pneumoniae y P. aeruginosa!.
Dicha hiperproduccion funcionaria como un tipo de barrera fisica o trapping, lo cual provoca que la
polimixina no consiga alcanzar la membrana externa de la bacteria. La capsula polisacarida presenta
caracteristicas anidnicas (carga negativa) que interactdan con la molécula de polimixina en el medio
extracelular y que reducen la cantidad de moléculas de antimicrobiano que interactuara con la
membrana bacteriana. Estudios recientes realizados en el Laboratorio Alerta (UNIFESP) revelaron
qgue, en presencia de polimixina B, los aislamientos de K. pneumoniae emiten estructuras con
formato de proyecciones de su membrana externa, semejando el desprendimiento de capsula
polisacdrida (Figura 3). Este hecho reitera la participacion de la capsula polisacédrida en la resistencia
a las polimixinas en aislamientos de K. pneumoniae.

Tal como se dijo en el punto anterior, en aislamientos de K. pneumoniae se puede observar la
presencia de un mismo gen (ugd) involucrado en la sintesis de la capsula polisacédrida y la sintesis de
L-AradN. La presencia de este gen sirve de puente para interconectar la sintesis de capsula

polisacarida con la resistencia a las polimixinas en estos aislamientos bacterianos.
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Figura 3. Microscopia electrénica de trasmisidn de aislamientos de K. pneumoniae sometidos a crecimiento en
presencia de polimixina B. En la cuadricula arriba, se puede observar la presencia de proyecciones en el medio
extracelular. Los autores asocian estas estructuras con partes desprendidas de la membrana celular externa
bacteriana y con un aumento en la produccién de capsula polisacarida.

Figura tomada de Giraldello et al., 2016. [Manuscrito sometido a publicacién DMID, 2016]

1.2.3. Pérdida Total del LPS Bacteriano

La pérdida total del LPS bacteriano es, hasta el momento, un mecanismo informado en aislamientos
de A. baumannii y A. nosocomialis*®**3, A diferencia de los otros mecanismos detectados en A.
baumannii, este mecanismo confiere altas CIM a las polimixinas (>128 pg/ml). Este fendmeno es
causado por eventos genéticos (mutaciones, deleciones o inserciones) producidos en los genes

codificadores de las proteinas utilizadas en la sintesis del LPS bacteriano (/pxA, IpxC, IpxD). Este

fenotipo fue informado por vez primera en el afio 2010, en aislamientos bacterianos de A. baumannii

provenientes de Corea del Sur®. Si bien los estudios iniciales para dilucidar este fenotipo fueron
realizados por mutagénesis dirigida (insercion de transposones en genes especificos guiada en
laboratorio) en la cepa de A. baumannii ATCC19606, meses después, los mismos autores confirmaron
la presencia de este fenotipo en aislamientos provenientes de pacientes hospitalizados, en una
provincia surcoreana®!*. Como las polimixinas interactian con el lipido A del LPS bacteriano, la
pérdida total de esta molécula es un mecanismo eficiente de resistencia a este antimicrobiano, y es
irreversible (el fenotipo resistente se mantiene, incluso en ausencia de la presién selectiva). No
obstante, algunos estudios sefalaron que los aislamientos que pierden por completo el LPS
bacteriano tienden a sufrir pérdida del fitness bacteriano. Estos aislamientos pierden la capacidad de

infectar y danar tejidos del hospedador y diseminarse. Este hecho estaria justificando que el

mecanismo sea poco frecuente y se lo encuentre Unicamente en aislamientos de A. baumannii

provenientes de Corea del Sur?,
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1.2.4. Hiperexpresion de Proteinas de Membrana Externa

El aumento en la expresidn de proteinas de membrana externa (OMP, del inglés outer membrane
protein) es un fendmeno que puede ocasionar un aumento en los niveles de la CIM a polimixina
B/colistina entre los aislamientos de P. aeruginosa. En estudios, se ha demostrado que la
hiperexpresion de la OMP OprH esta involucrada en el fenotipo de resistencia a estos
antimicrobianos en aislamientos clinicos de P. aeruginosa, fundamentalmente cuando se somete a
este microorganismo a bajas concentraciones de iones de magnesio (Mg**)®.

La OprH es una proteina bdsica y de carga positiva que se inserta en la membrana externa bacteriana
para realizar actividades vitales que contribuyen al metabolismo del microorganismo (como la
participacidén en la entrada de nutrientes esenciales para la célula bacteriana). Por ser una proteina
de carga positiva, la OprH termina reduciendo la carga negativa que resulta de la membrana externa
bacteriana. O sea, la carga positiva presente en la OprH acaba anulando las cargas negativas
presentes en el lipido A, provocando que haya esa “disminucion” de la carga que resulta de la
membrana. Con esa reduccidn, la interaccién entre las moléculas de polimixina y la membrana
externa bacteriana se compromete, haciendo que una cantidad menor de moléculas del
antimicrobiano llegue a la membrana externa bacteriana. No obstante lo cual, algunos estudios
sugieren que la sola presencia de este mecanismo no es capaz de producir resistencia a las
polimixinas en P. aeruginosa. Es necesaria una asociacion de mecanismos para establecer el fenotipo
de resistencia, determinando que la hiperexpresién de OprH no sea tan relevante en la resistencia a
las polimixinas en aislamientos clinicos de P. aeruginosa®.

Todos los mecanismos que contribuyen a la resistencia en aislamientos de P. aeruginosa
(modificacion del LPS bacteriano, hiperproduccion de capsula e hiperexpresion de OprH) reducen el
fitness de este microorganismo.

1.2.5. Bombas de Eflujo

Las bombas de eflujo constituyen el grupo de mecanismos relacionados con la resistencia a las
polimixinas con menos evidencia cientifica. Algunos estudios demostraron que las mutaciones en los
genes que constituyen importantes bombas de eflujo en K. pneumoniae (gen acrB, que codifica la
proteina AcrB que integra la bomba AcrAB-TolC) promueven un mayor nivel de sensibilidad a las
polimixinas. Tal como se ve en AcrAB-TolC, los microorganismos mutantes en el sistema de eflujo

KpnEF y KpnGH también presentaron una mayor sensibilidad a estos antimicrobianos!®’. Al mismo
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tiempo, se hace dificil correlacionar la accién de una bomba de eflujo con un mecanismo de
resistencia eficiente a las polimixinas, ya que la proteina responsable de la eyeccion del
antimicrobiano esta ubicada en la membrana interna bacteriana. O sea, para que la polimixina sea
eyectada tendria, en principio, que entrar en contacto con la membrana externa, ingresar al espacio
periplasmatico y, por ultimo, ser eyectada por una bomba de eflujo. La interaccién entre las
moléculas de polimixina y la membrana externa ya causaria grandes lesiones en la célula bacterianay
seria también casi inevitable la interaccion de la molécula con la membrana interna. Por

consiguiente, la correlacidn entre la hiperexpresiéon de bomba de eflujo y resistencia a las polimixinas

todavia precisa ser mejor comprendida.

1.3. Mecanismo Genético de Control de la Resistencia a las
Polimixinas

Pese a los numerosos estudios, el control genético de los mecanismos de resistencia a las polimixinas
permanece sin ser completamente explicado. Se sabe que diferentes genes se activan/reprimen en
una tentativa de sefalarle a la célula bacteriana un peligro evidente, a efectos de que haya una
remodelacidn de la expresion génica que vuelva a célula bacteriana capaz de responder a ese estrés
especifico.

Los mecanismos genéticos mas estudiados, en general, se refieren a las cascadas de activacién de
genes especificos, seguido de la sintesis y agregado de compuestos al lipido A. Esta regulacion génica
es mediada por sistemas de dos componentes (Two Component Systems - TCS).

Los TCS son sistemas globales de control de la expresion génica de distintos factores de resistencia y
virulencia. Son influidos por factores ambientales (como la presencia de hierro, alteracion en la
concentracién de calcio y magnesio en el medio o, incluso, alteraciones en el pH) y/o por la presencia

de antimicrobianos catiénicos™**2.
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Los TCS estan constituidos por una proteina histidina quinasa sensible, que permanece ubicada en la
membrana de la célula bacteriana, percibiendo todas las alteraciones en el medio, y por una segunda
proteina, denominada proteina citoplasmatica, que es responsable de promover la activaciéon o
represion de los genes blanco, desencadenando de esa forma la resistencia a las polimixinas?® (Figura

4).

low Mg2+ high Fe3*
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Figura 4. Esquema que representa la constitucidn de un TCS. Estos sistemas, ademas de ser activados por la
presencia de antimicrobianos catidnicos, también pueden ser activados por factores ambientales tales como
una variacion en la concentracion de algunos cationes. La proteina ubicada en la membrana (proteina sensible)
percibe la alteracion en el medio y activa una segunda proteina (proteina citoplasmatica). Al ser activada, la
proteina citoplasmatica sufre fosforilacién y, una vez fosforilada, actiia como activadora/represora de diversos
genes.

Figura adaptada de Kato et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2003;100(8):4706-11.

De modo general, la nomenclatura de los TCS esta formada por la unién de las proteinas sensibles y
citoplasmatica. Si bien no es aplicable a todos los casos, la mayoria de las veces, la primera proteina
hace referencia a la proteina citoplasmatica, mientras que la segunda proteina hace referencia a la
proteina citoplasmatica histidina quinasa sensible (p. ej.: PmrAB, donde la proteina PmrA es la
proteina citoplasmatica, al tiempo que la proteina PmrB es la proteina histidina quinasa sensible).
Distintos microorganismos presentan diferentes TCS involucrados en el fenotipo de resistencia a las
polimixinas. Algunos de estos sistemas pueden ser compartidos por mas de un microorganismo,

como se muestra en la Tabla 1.
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Microorganismos | K. pneumoniae | A. baumannii | P. aeruginosa E. coli |S. enterica
PmrAB PmrAB PmrAB PmrAB PmrAB
PhoPQ PhoPQ PhoPQ PhoPQ
TCS CrrAB ColRS
RstAB CprRS
ParRS

Tabla 1. Sistemas de Dos Componentes asociados con la resistencia a la polimixina en distintas especies
bacterianas.
Titulos: TCS — Two Component Systems.

Las principales responsables de la activacién de estos sistemas, cuando el microorganismo es
expuesto a la polimixina (caso frecuente en el ambiente hospitalario), son las mutaciones en los
genes codificadores del TCS. Estas mutaciones activan al TCS constitutivo, que activa los operones
responsables de la modificacion del lipido A (agregado de PEtN, L-Ara-4N, desacilacién,
palmitoilacidn, glucosilacion e hidroxilacién). En virtud de ello, se denomina regulacién positiva a
este tipo de regulacidn, pues los genes activados contribuiran positivamente al fenotipo esperado
(en este caso, resistencia a las polimixinas). Aunque presenten mas de un TCS que puede conferir el
mismo fenotipo, normalmente solo uno es activado y contribuye al mecanismo de resistencia a las
polimixinas, ya que este proceso de activacién y regulacién de la resistencia es un proceso que le
demanda a la célula bacteriana mucha energia, ocasionandole una disminucion de su fitness (para
aislamientos de A. baumannii y P. aeruginosa)®’. No obstante, algunos sistemas pueden estar
intercomunicados mediante proteinas conectoras, uniendo dos sistemas distintos con el objetivo de
alcanzar el mismo fenotipo.

En aislamientos de K. pneumoniae, el TCS PmrAB puede activar PhoPQ por medio de PmrD (proteina

conectora). De esa forma, dos TCS contribuirian con la resistencia a las polimixinas?.

1.3.1. Reguladores Genéticos Negativos y su Relacidn con la Resistencia a las Polimixinas
Asi como los reguladores positivos, los reguladores negativos ejercen un papel fundamental para

establecer la resistencia a las polimixinas. Los reguladores negativos actuan ejerciendo un feedback
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negativo frente los genes que constituyen los principales TCS relacionados con la resistencia a las
polimixinas®. En aislamientos de K. pneumoniae y K. oxytoca, se sefiala al regulador negativo mgrB
como el principal factor de desarrollo de la resistencia a la polimixina en aislamientos de estas

2123 E| gen mgrB presenta ubicacién cromosémica y, por lo general, es

especies bacterianas
conservado en todas las enterobacterias. No obstante ello, su relaciéon con la resistencia a la
polimixina se ha descrito Unicamente en aislamientos bacterianos pertenecientes al género
Klebsiella. Este gen codifica una pequefia proteina (47 aminodcidos) de igual nombre (MgrB), que
regula negativamente el TCS PhoPQ. Una vez que esta proteina esta activa, impide que PhoPQ actue
regulando los genes que modifican al lipido A del LPS bacteriano. El principal mecanismo de
resistencia a las polimixinas actualmente en estudio en K. pneumoniae es la inactivaciéon de mgrB.
Una vez que la proteina estd inactiva, a causa de eventos genéticos de insercidon de secuencias de
insercion o mutaciones en el gen que codifica a esta proteina, la misma perdera su funcionalidad y ya
no serd capaz de regular negativamente el sistema PhoPQ .

En aislamientos de E. coli, se ha informado al regulador negativo MicA como el principal regulador de
este tipo involucrado en la resistencia a las polimixinas. A su vez, debido a que la resistencia a las

polimixinas es menos frecuente en aislamientos clinicos de E. coli, cuando se los compara con

aislamientos de K. pneumoniae, este mecanismo ha sido poco estudiado e informado®.

1.3.2. Mecanismo Plasmidico de Resistencia a las Polimixinas

Hasta fines del afio 2015, los mecanismos de resistencia a las polimixinas eran considerados
fundamentalmente como cromosémicos. Los genes codificadores del TCS, asi como los genes que
codifican las proteinas que modifican al LPS bacteriano, presentan ubicacidn cromosémica en las
enterobacterias. Por tal motivo, se creia que la resistencia a las polimixinas no podia ser transferida
por mecanismos genéticos horizontales dentro de una unidad hospitalaria y que la diseminacién de
aislamientos bacterianos con resistencia a estos antimicrobianos obedecia a la diseminacidn clonal o
qgue era debido a la exposicion de diferentes clones bacterianos a concentraciones subdptimas de
polimixina B/colistina.

En diciembre de 2015, Liu y colaboradores?* identificaron un gen de ubicacién plasmidica
denominado mcr-1 (mobile colistin resistance) capaz de conferir resistencia a las polimixinas en
muestras de origenes ambiental y clinico, en China. El gen mcr-1 fue detectado con mayor frecuencia
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en aislamientos de E. coli y con menos frecuencia en aislamientos de K. pneumoniae. Este gen
codifica una proteina de igual nombre (Mcr-1), que es responsable de agregar PEtN al lipido A del LPS
bacteriano. Tal como fuera visto previamente, esta modificacion en el lipido A altera la carga
resultante de la membrana en forma menos significativa, cuando se lo compara con el agregado de L-
Ara4dN.

Si bien fue descubierto a fines de 2015, los estudios han detectado aislamientos productores de Mcr-
1 en diferentes aislamientos bacterianos de E. coli, S. entérica, K. pneumoniae y Enterobacter spp.
esparcidos por diferentes regiones del mundo. Por consiguiente, se cree que este mecanismo esté
ampliamente diseminado en muestras ambientales, fundamentalmente en E. coli. Esta amplia
diseminacion hizo resurgir la discusién sobre el uso irracional de antimicrobianos en la practica
agricola/agropecuaria. La detecciéon de mcr-1 fue rapidamente puesta de manifiesto en América
Latina tanto en muestras ambientales como humanas 2>%,

Ya a partir del 2016, se describen las primeras variantes alélicas de dicho gen denominadas mcr-1.2,
1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7% y paralelamente nuevos genes denominados mcr2, mcr-3, mcr-4 y mcr-5 han
sido descritos. Estos genes codifican para fosfoetanolamina transferasas que adiciona PetN a
lipopolisacérido. Puede presentarse en microorganismos con altas CIM, como ser 4-64 pg/ml, a
valores de CIM de polimixina tan bajas como 0,125 pg/mI?83!

Desde el primer informe de mcr-1, se ha relacionado a distintos pldsmidos como vectores de
trasmision de este gen. Como resultado, se espera una mayor frecuencia de este mecanismo también
en muestras clinicas (en muestras ambientales, dicho mecanismo parece ser ya altamente

frecuente).

1.4. Deteccion en Laboratorio de la Resistencia a las Polimixinas

La deteccién en laboratorio de la resistencia a las polimixinas aun se realiza, principalmente,
mediante pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos®2.

Se han empleado cuatro metodologias diferentes para determinar el perfil de sensibilidad a las
polimixinas: determinacion de la CIM por i) microdilucién en caldo; ii) Etest®; iii) dilucidn en agar, y
iv) determinacion del tamafio del halo de inhibicidn por disco difusion. A pesar de contar con cuatro
metodologias disponibles, la correcta eleccién del método con el cual realizar la prueba de

sensibilidad a las polimixinas es fundamental para el correcto screening de aislamientos resistentes
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pues, dependiendo de la metodologia utilizada, es posible observar un cambio de categoria en el
perfil de sensibilidad.

Los estudios indican que no hay una buena correlacién entre la prueba por disco difusiéon y la CIM de
las polimixinas (polimixina B y colistina), y que pueden producirse errores graves de categorizacion si
se utiliza el método de difusién con discos. Las pruebas para determinar la CIM en agar (dilucién en
agar o E-test®) tienden a sobrestimar en hasta una dilucién la CIM de polimixina en los aislamientos.
Por esta razén, segin EUCAST, se considera la microdilucién en caldo como gold standard para
determinar la susceptibilidad a las polimixinas®2. Otro punto importante para el éxito de la prueba de
sensibilidad es el correcto ajuste del medio de cultivo utilizado en la realizacidn del test. Tal como ya
se demostrd, los cationes con Mg?*, Ca?* y Fe3* pueden activar los TCS y desencadenar la resistencia a
las polimixinas. Por consiguiente, se recomienda ajustar la concentracion de iones de Ca%* y Mg?* en
la realizacidn de técnicas de dilucion en caldo (microdilucidn)33-%,

A consecuencia de la emergencia de resistencia a las polimixinas, se ha sugerido recientemente por
parte de investigadores franceses y suizos un medio de cultivo denominado SuperPolymyxin, capaz
de realizar en laboratorio el cribado de enterobacterias resistentes a las polimixinas de manera
rapida y eficiente®®. Este nuevo método de deteccidn consiste en un medio de cultivo, Eosine-
Methylene-Blue (EMB), suplementado con 3,5 pg/ml de polimixina B, ademas de otros
antimicrobianos que inhiben el crecimiento de hongos y bacterias Gram positivas (10 ug/ml de
daptomicina y 5 pg/ml de anfotericina B). La prueba se mostré de ejecuciéon simple, ya que
solamente se necesita sembrar el microorganismo a evaluar en el medio de cultivo; en caso de
producirse el crecimiento del mismo, se lo podrd considerar como potencialmente resistente. Los
datos preliminares indicaron una buena sensibilidad y especificidad en la deteccion de

enterobacterias resistentes a las polimixinas®®.

Por otro lado, en el instituto Malbrdn de Argentina a través de su pagina

www.antimicrobianos.com.ar pueden encontrarse protocolos para realizar estudios de este tipo en

base a métodos de tamizaje por “colistin-agar spot” que se presenta similar al previamente descrito
o realizacién de determinacion de CIM por microdilucién en caldo en policubetas de plastico. Ver

seccion algoritmos, manuales, protocolos.
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En la actualidad, los puntos de corte recomendados tanto por EUCAST como por CLSI sugieren que se

considere resistentes a enterobacterias, pseudomonas y acinetobacter con CIM de colistin superior a

2 ug/ml.

En el caso de las normas CLSI, se debe de tener en cuenta que no se determinan puntos de corte de

sensibilidad y resistencia, sino de corte epidemioldgico.

Con la emergencia de la resistencia transferible a colistin, se hace necesaria la deteccién de los genes

mcr debido a su potencial diseminacidn mediante técnicas de biologia molecular.
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2. Resistencia a Fosfomicina
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La fosfomicina es un compuesto natural producido por diversas especies de Streptomyces.
Fue aislada por primera vez en Espafia en 1969, Este compuesto ejerce actividad bactericida contra
varias bacterias Gram positivas y Gram negativas?. La molécula de fosfomicina presenta bajo peso

molecular, alcanzando una buena concentracién en la mayoria de los tejidos®.

Diferentes estudios mostraron que la fosfomicina demuestra actividad clinica e in vitro contra
aislamientos de E. coli, Citrobacter diversus, C. freundii, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, P. vulgaris, Providencia rettgeri,
Pseudomonas aeruginosa, E. faecalis y E. faecium, incluyendo Enterococcus resistentes a la
vancomicina y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM)*°. No obstante, A. baumannii

es intrinsecamente resistente a este compuestos.

2.1. Mecanismo de Accion de la Fosfomicina

La fosfomicina causa la inhibicion de la etapa inicial de la sintesis de peptidoglicano. Al presentar este

antimicrobiano una estructura quimica andloga al fosfoenolpiruvato, se une a la MurA (UDP-GIcNAc
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enolpiruvil transferasa), una enzima esencial para la sintesis de peptidoglicano®. De esa forma, no
ocurre la formacidn del UDP-GIcNAc-3-O-enolpiruvato a partir del UDP-GIcNAc vy del
fosfoenolpiruvato durante la primera etapa de biosintesis del peptidoglicano, llevando a la lisis de la

célula bacteriana y, en consecuencia, a la muerte celular (Figura 1).

La fosfomicina estd disponible en tres formulaciones: dos por via oral (C;H1sNO; P, fosfomicina-
trometamina y CsHsO4 PCa, sal de calcio) y otra de uso endovenoso (fosfomicina disédica, CsHsO4
PNa;), que ha sido utilizada en Europa y en menor medida en sudamérica, combinada con otros
agentes antimicrobianos, para tratar infecciones por enterobacterias resistentes a los carbapenemes.
En algunos paises de América Latina, solo estd disponible comercialmente la FOS-TROM, la
formulacion de fosfomicina trometamol. Cada sobre de 5,61 g de FOS-TROM contiene 3 g de

fosfomicina®.

Como la presentacion de FOS-TROM presenta bajas concentraciones séricas, se ha indicado este
agente antimicrobiano para tratar Unicamente infecciones urinarias bajas no complicadas vy

bacteriuria asintomatica, en embarazadas.

Auséncia de fosfomicina Presenca de fosfomicina
S i o
pepndeog\\_c;a:\' r peptideo ~—_

@ ghcano -~
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1 interna GlpT
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Figura 1. Biosintesis del peptidoglicano y mecanismos de accidn de la fosfomicina.
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La MurA cataliza la formacidn del UDP-GlcNac-3-O-enolpiruvato, un precursor del peptidoglicano, a partir del UDP-
GIcNAc y PEP, durante los primeros pasos de la sintesis del peptidoglicano, permitiendo el crecimiento celular (A).
Cuando esta presente la fosfomicina (F), es transportada al interior de la célula por GlpT y UhpT, bloqueando la
sintesis del UDP-GlcNac-3-O-enolpiruvato, al mimetizar el sustrato original de la MurA, PEP, impidiendo la sintesis
de la pared celular y llevando a la célula bacteriana a la muerte (B).

Figura adaptada de Castafieda-Garcia, Antibiotics, 2013.

2.2. Mecanismo de Resistencia a la Fosfomicina

La resistencia a la fosfomicina se ha demostrado in vitro e in vivo, particularmente cuando se utiliza
como monoterapia. Por lo tanto, no se recomienda la monoterapia con fosfomicina en pacientes
criticos®. La resistencia a la fosfomicina es primariamente cromosdmica, pese a que también se ha
descrito resistencia mediada por pldsmidos. La resistencia cromosdmica ocurre a causa de
mutaciones que interfieren con sistemas de transporte de la célula bacteriana. Estas mutaciones no

son comunes y ho estan asociadas con la resistencia a otros agentes antimicrobianos’.
2.2.1. Reduccion de la permeabilidad a la fosfomicina

En aislamientos clinicos, el principal mecanismo de adquisicidon de resistencia a la fosfomicina esta
relacionado con la alteracion de su entrada en la célula bacteriana. En aislamientos de E. coli, son dos
los principales sistemas de transporte de nutrientes responsables de la entrada de la fosfomicina a la
célula bacteriana: los transportadores de glicerol-3-fosfato (GlpT) y de glucosa-6-fosfato (UhpT). La
expresion de estos transportadores es inducida por sus sustratos y requiere la presencia de

adenosina monofosfato ciclico (CAMP) (Figura 2)°.

Transportador GlpT

La GIpT es una glicerol-3-P permeasa, una proteina de la Major Facilitator Superfamily (MFS), que
transporta fosfomicina hacia el interior de la célula bacteriana. La GlpR actia como proteina
represora del GIpT y bloquea la transcripcién del gen glpT, al unirse préximo a la regién promotora
de este gen, generando la resistencia a la fosfomicina. Cuando la GIpR se une al glicerol-3-P, este deja
de unirse a la regidn promotora del glpT, y mantiene activa la sintesis del GlpT*.. La inactivacién de la
GlpR también lleva a la expresion constitutiva del glpT, manteniendo la sensibilidad de la bacteria a la

fosfomicina (Figura 2).
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Transportador UhpT

A su vez, el UhpT es un transportador de hexosa-fosfato, responsable de la acumulacién de glucosa-
6-P y de la entrada de fosfomicina a la célula bacteriana. El UhpT también pertenece a la Major
Facilitator Superfamily. El sistema de transporte UhpT es controlado por diversos componentes
regulatorios, incluyendo uhpA, uhpB y uhpC, cuyos productos son necesarios para la elevada
expresion del transportador UhpT. La inactivacién de cualquiera de estos genes puede generar
resistencia a la fosfomicina, debido a la inhibicidn o reduccién de la expresion del UhpT, que impide
la entrada de fosfomicina a la célula bacteriana (Kadner, 1983)? (Figura 2). Cualquier mutacion en los
genes estructurales de estos transportadores puede generar diferentes niveles de resistencia a la

fosfomicina®®.

Adenosina monofosfato ciclico (CAMP)

La regulacién mediante la cAMP ocurre porgue se necesitan altos niveles de este complejo para la
expresion de los transportadores de fosfomicina GlpT y UhpT, en enterobacterias. A su vez, la sintesis
de cAMP depende de la actividad de la adenilciclasa (CyaA). La enzima fosfotransferasa, Ptsl, un
componente del sistema de transporte de la azucar fosfotransferasa PEP, también regula los niveles
de cAMP. Las mutaciones en cyaA y ptsl causan una reduccién de los niveles intracelulares de cAMP

y, en consecuencia, una reduccidn en la sintesis de ambos transportadores de fosfomicina®*4,

Ademas, la inactivacion de la proteina receptora de cAMP, CRP, impide la expresién de ambos
sistemas de transporte. La cAMP-CRP reconoce diferentes sitios de unidn sobre el operdn glpTQ, en
la cadena de ADN, que son controlados negativamente por GIpR y positivamente por cAMP-CRP

(Figura 2).
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Figura 2. Regulacion del GIpT y UhpT. En E. coli y distintas enterobacterias, la expresion del g/lpTy uhpT necesita la
presencia del cAMP, que, en conjunto con el complejo proteico receptor (CRP), forma el complejo proteico receptor
cAMP (cAMP-CRP). Este complejo se une a sitios especificos en el promotor de ambos genes, glpTy uhpT, y
promueve la expresidon de los mismos, respectivamente. Ademads, estdn presentes otros mecanismos regulatorios.
Por un lado, la expresidon del gen glpT también es controlada por el represor, GlpR, que se vuelve inactivo cuando se
acopla al glicerol-3-P (G3P), y, por otro, la expresidn de alto nivel del uhpT requiere los genes reguladores, uhpA,
uhpBy uhpC, que detectan hexosa-fosfatos y traducen sus sefiales por fosforilacion, regulando positivamente la
transcripcion del gen.

Figura adaptada de Castafieda-Garcia, Antibiotics, 2013.

Los aislamientos bacterianos con deficiencia en los sistemas de transporte de carbohidratos no son
capaces de crecer utilizando algunos sustratos como Unica fuente de carbono, como, por ejemplo,

glicerol-3-P o glucosa-6-P, en GlpT-deficientes o Uhp-deficientes, respectivamente.

Los mutantes, en ambos sistemas de transporte, con frecuencia no consiguen crecer en presencia de
diferentes fuentes de carbono. De hecho, se ha observado que agregar glucosa-6-P inducia la
sensibilidad a la fosfomicina en aislamientos resistentes, por deficiencia de GlpT, debido a que induce
la sintesis del UhpT?®. Por consiguiente, el European Committee on Antimicrobial susceptibility testing
(EUCAST) recomienda agregar glucosa-6-P para determinar la CIM, dado que muestra mayor
precisién en los resultados, al compararlos con los resultados de aislamientos estudiados en ausencia
de glucosa-6-PY.
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En Pseudomonas aeruginosa, solo se describid al sistema de transporte GlpT como responsable de la
entrada de fosfomicina a la célula bacteriana®®. Por consiguiente, en P. aeruginosa, basta la mutacién
en el gen glpT para conferir resistencia a la fosfomicina, siendo esta una mutacién aparentemente sin

costo funcional para esta especie.

2.2.2. Modificacién en el blanco MurA

La modificacidn en el sitio de accidon del antibidtico es uno de los mecanismos de adquisicion de
resistencia mds comunes en bacterias. Sin embargo, este es un evento bastante raro entre los
aislamientos clinicos resistentes a la fosfomicina. La MurA, una enzima esencial en la sintesis de
peptidoglicano, es el blanco de la fosfomicina. Este antibidtico inactiva a la enzima MurA mediante
una union irreversible y de manera dependiente de la dosis. En E. coli, las mutaciones en Cys115,
sitio de unidn de la fosfomicina en la MurA, resulta en resistencia a este antibidtico®. Lo mismo
sucede con especies que presentan resistencia intrinseca a la fosfomicina, como Mycobacterium
tuberculosis, Chlamydia trachomatis y Borrelia burgdoferi?®*!. No obstante lo cual, la modificacién

adquirida en el blanco de la fosfomicina parece ser un evento raro, en aislamientos clinicos.

Por otro lado, el aumento de la sintesis de la MurA en E. coli se correlaciona con un aumento en los
niveles de resistencia a la fosfomicina, que llega a CIM elevadas y clinicamente significativas (32

ug/ml), con un bajo costo para la célula bacteriana®.

2.2.3. Modificacion en el antimicrobiano

Pese a que un gran numero de enzimas son capaces de modificar la fosfomicina, lo cual resulta en su
inactivacion, la importancia de estas enzimas en aislamientos clinicos parece ser pequeia. La
resistencia bacteriana a la fosfomicina por inactivacidn involucra a una de estas tres distintas
proteinas: FosA, FosB y FosX. Todas catalizan la apertura del anillo oxirano del antibidtico,
inactivandolo; son, sin embargo, diferentes en cuanto al mecanismo quimico, utilizando diferentes
sustratos para afiadir grupos quimicos al antibiético?. Los diversos genes fos, dado que presentan
una gran homologia en sus secuencias, pueden sufrir recombinacion homdloga, generando la
formacidn de enzimas recombinantes. Las proteinas FosA, FosB y FosX son miembros de la misma

superfamilia de metaloenzimas, dependientes de iones metalicos divalentes.
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FosA. El gen fosA fue identificado por primera vez en un pldsmido conjugativo proveniente de
aislamientos clinicos de Enterobacteriaceae, residiendo en el transposén Tn2921, en algunos
plasmidos®*. La FosA se detecté en aislamientos de S. marcescens, S. lliquefaciens, K. oxytoca,
K. pneumoniae y E. coli. Hasta el momento, no se la ha descrito en bacterias Gram positivas. La
secuencia de nucledtidos es muy semejante a la de los genes cromosdmicos de Enterobacter
cancerogenus y los genes del genoma de P. aeruginosa, inclusive con propiedades cataliticas muy
semejantes®. La FosA es dependiente de Mn*? e inactiva a la fosfomicina mediante el agregado de

glutation al anillo oxirano. Ademds, la FosA necesita K* para una actividad dptima, dado el efecto cien

veces mayor cuando este interactta con su sitio catalitico (Figura 3)%.

FosB. Se describié al gen fosB, inicialmente, en un plasmido, confiriéndole resistencia a la fosfomicina
en Staphylococcus epidermidis, aunque ha sido ampliamente detectado en cromosomas y plasmidos
de bacterias Gram positivas, incluyendo Bacillus subtilis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, S. aureus,
S. epidermidis y E. faecium?® . Los anélisis cinéticos de FosB proveniente de S. aureus confirmaron que
esta enzima es una tiol transferasa dependiente de ion metdlico divalente (Mg o Mn*?),
constituyéndose el bacilitiol en el sustrato tiol preferido, en condiciones fisioldgicas (Roberts,

2013)%.

FosX. Las FosX hidrolasas son una subfamilia de enzimas relacionadas con las FosA y las FosB, que
contiene 30-35% de identidad con ambos grupos de enzimas; se las puede detectar en el cromosoma
de microorganismos, e incluyen secuencias homalogas en L. monocytogenes, Clostridium botulinum y
Brucella melitensis. La FosX es dependiente de Mn+2, que cataliza la adicién de agua al antibidtico,
rompiendo el anillo oxirano. La reaccidn requiere un residuo de 4cido glutdmico en el sitio activo de

la enzima FosX®.

Otras enzimas inactivadoras de la fosfomicina. Los microorganismos capaces de sintetizar
fosfomicina, como algunos Streptomyces y Pseudomonas syringae, son resistentes a altas
concentraciones de este antibidtico. Estos microorganismos producen fosfomicina quinasas no
relacionadas con las metaloenzimas Fos. En Streptomyces spp., dos fosfomicina quinasas modifican
secuencialmente al antibidtico en presencia de ATP y Mg+2. La FomA convierte fosfomicina en
fosfomicina monofosfato, mientras que la FomB produce fosfomicina difosfato, usando la forma
monofosfato como sustrato (Figura 3)%®. La resistencia intrinseca de P. syringae esta relacionada con

la fosfomicina quinasa denominada FosC, que ha sido recientemente identificada como un ortélogo
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de fomA que modifica al antibidtico, produciendo fosfomicina monofosfato mediante la utilizacién de

ATP como fuente de energia®.

En la siguiente Figura se muestran los sustratos y metales necesarios para la actuacion de

cada enzima.
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Figura 3. Reacciones catalizadas por las metaloenzimas Fos (FosA, FosB y FosX) y quinasas fosfomicina (FosC,
FomA y FomB). Las enzimas inactivadoras de fosfomicina modifican al antibidtico, volviéndolo inactivo,
mediante el rompimiento del anillo oxirano (metaloenzimas) o a través de la fosforilacion (quinasas
fosfomicina). Figura adaptada de Castafieda-Garcia, Antibiotics, 2013.

2.3. Deteccion en Laboratorio del Fenotipo de Resistencia a la
Fosfomicina

La determinacion de la sensibilidad a la fosfomicina presenta sus dificultades a la hora de la
interpretacion de los resultados. En primer lugar, pese a actuar contra diferentes patdgenos, se

cuenta con puntos de corte para disco difusidn solamente para E. coli tanto EUCAST como CLSI.
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Sin emrbargo mientras EUCAST establece dichos valores tanto para la presentacién oral como para la
I/V sin hacer discriminacién de la procedencia del aislamiento, CLSI solo lo hace para aislamientos
urinarios Unicamente. En ambas normas se utilizan los discos de 200ug que debe contener 50ug de
glucosa-6-fosfato. No obstante esto, los puntos de corte para una y otra norma presentan
importantes diferencias como se ve en la tabla 1. Para la interpretacidon de los resultados de

discodifusién, no deben tenerse en cuenta las colonias aisladas que puedan aparecer dentro del halo.

En relacion a la determinacién de la CIM, CLSI establece puntos de corte solo para E. coli aislado de
infeccion urinaria, mientras que EUCAST valida dichos resultados para enterobacterias en general y
para Staphylococcus spp. Es importante resaltar que la sensibilidad a la fosfomicina se debe

determinar en presencia de glucosa-6-fosfato (25 mg/L)"*%.

En el caso de CLSI también presenta puntos de corte para aislamientos urinarios de Enterococcus

faecalis®?

En la Tabla 2 se enumeran los puntos de corte recomendados por EUCAST y CLSI para clasificar la

categoria de sensibilidad a la fosfomicina’:32.

EUCAST proporciona, incluso, un documento explicativo sobre el uso de la fosfomicina IV y su
derivado, fosfomicina-trometamol, administrado por via oral. Este ultimo es indicado para
infecciones del tracto urinario bajo no complicadas, principalmente aquellas causadas por E. coli, con
eficacia clinica bien documentada®. Su uso ha despertado gran interés, ya que los aislamientos de E.
coli productores de BLEE o multirresistentes mantienen sensibilidad a la fosfomicina. Ademads, una
Unica dosis de 3 g es capaz de mantener la concentracidn urinaria por encima de los 128 mg/ml,
durante 24-36 horas; en consecuencia, se recomienda la fosfomicina para el tratamiento de
infecciones del tracto urinario bajo no complicadas®*. Asimismo, la fosfomicina administrada por via
endovenosa presenta también buena actividad contra otras enterobacterias distintas de E. coli
contra la mayoria de los Staphylococcus aureus, incluyendo SARM y SCoN, pudiendo ser utilizada en

pacientes criticos, normalmente en terapia combinada.
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EUCAST CLsSI

Potenciade | Diametro de a Diametro de disco
CIM™ (mg/l)

(mm) CIM* (mg/1)

disco (ug) disco (mm)
Microorganismo s | R | s | Rr s | 1+ [ rR]s]|] [|Rr

Staphylococcus spp.

Fosfomicina IV - <32 | 264

Enterobacteriaceae

Fosfomicina oral® 200" 249 | <49 | €32 | »32 | 216 | 13-15 | <12 | <64 | 128 | 2256
Fosfomicina IV 200° >24% | <4 | €32 | >32

Enterococcus faecalis

Fosfomicinaoral> | 200° [N 16 [ 1315 [ <2 [<64]128 ][22

Tabla 1. Puntos de corte de fosfomicina para las formulaciones oral y endovenosa, en aislamientos de
Staphylococcus spp. y Enterobacteriaceae, de acuerdo con las recomendaciones de EUCASTY.

a. Elmétodo de referencia para la determinacién de la concentracidn inhibitoria minima (CIM) es la
dilucién en agar. Esta debe realizarse con la adicién de 25 mg/L de glucosa-6-fosfato

b. Eldisco de fosfomicina debe incluir 50ug de glucosa-6-fosfato

c. Indicado solo para aislamientos procedentes de infecciones del tracto urinario.
Los puntos de corte para discodifusidn son aplicables a aislamientos de E. coli, para otras
enterobacterias debe realizarse determinacion de CIM.
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3. Resistencia a Antibidticos B-lactamicos en Bacilos Gram negativos

Prof. Agdo. Dr. Rafael Vignoli

Departamento de Bacteriologia y Virologia, Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica, Uruguay.

Integrante del Sistema Nacional de Investigadores de Uruguay (Nivel I).

3.1. Generalidades

Los B-lactamicos son antibidticos que actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana
como se comentara mas adelante.

El primer antibidtico de esta clase, la penicilina, fue descubierto en 1928 por Alexander Fleming
mientras estudiaba cultivos del género Staphylococcus spp. y era producida por una especie no
caracterizada hasta el momento de Penicillium?.

Si bien se realizaron algunos ensayos preliminares? no fue hasta el afio 1940 que se consigue purificar
la penicilina, lo que permitié realizar los primeros trabajos en ratdn y en humanos con el antibidtico
purificado®*.

Desde ese momento, la familia de B-lactdmicos como producto natural, semi-sintético o en

asociacién a inhibidores no ha parado de crecer>®.

3.1.1. Estructura quimica

De acuerdo a su estructura quimica, pueden describirse cuatro clases de B-lactdmicos: penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos y carbapenemes (ver Figura 1). La generacién de un numero
creciente de subclases, dentro de las dos primeras, hace que sean los grupos mas grandes dentro de
la familia.

Las penicilinas tienen como nucleo base al acido 6-aminopenicildanico o grupo penam, el cual esta
compuesto por la fusién del anillo B-lactamico (comun a toda la familia) y un anillo tiazolidinico (ver
Figura 1). Las sustituciones en la cadena lateral del C6 permiten modificar el espectro de acciéon y las

propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas de estos compuestos’.
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Anillo betalactdmico + Anillo secundario = Nicleo del betalactamico —s GRUPO ANTIBIOTICO
o2 NH
SN
(@) Anillo tiazolidinico Acido 6-aminopenicilanico PENICILINAS
FOR O
NI ,
Anillo dihidrotiacinico Acido 7 o-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
& Pe %
Re® @R
%) @ / ®R Anillo Pirrolidinico Carbapeneme CARBAPENEMICOS
o ®
R
w2 |
Ninguno Monobactam MONOBACTAMICOS
O
QOO &
@ Anillo Oxazolidinico Clavam ACIDO CLAVULANICO
0@ @ ®

Figura 1: Estructura quimica de los diferentes antibidticos B-lactamicos.
Tomada y modificada de Suérez &Guidol?.

El nucleo base de las cefalosporinas es el acido 7a-cefalosporanico o grupo cefem, el cual queda
constituido por la fusion del anillo B-lactdmico a un anillo dihidrotiacinico. Se generan asi
compuestos de 8 miembros pudiéndose introducir cadenas laterales en las posiciones 3 y 7 (ver
Figura 1). Estas cambian las caracteristicas de las moléculas en lo que tiene que ver con sus
propiedades farmacocinéticas, farmacodindmicas (fundamentalmente en C3), espectro de accién y
estabilidad ante determinadas enzimas inactivantes de B-lactdmicos denominadas B-lactamasas
(principalmente relacionado a C7)°.

Los carbapenemes fusionan el anillo B-lactamico a un anillo pirrolidinico, que se diferencia del anillo
tiazolidinico de las penicilinas fundamentalmente en tres caracteristicas: se trata de un anillo
insaturado que permite el agregado de cadenas laterales en C1 y C2; presenta un grupo metileno en
lugar del grupo sulfuro en la posicion 1 y contiene un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 (ver
Figura 1). Se trata de los B-lactdmicos mas estables ante la presencia de B-lactamasas y con mayor

espectro antimicrobiano dentro de la familia®.
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Finalmente, los monobactamicos consisten solamente en el anillo B-lactamico, y tienen como
caracteristica distintiva su alta estabilidad frente a las metalo B-lactamasas. El aztreonam es el Unico

antibiético disponible®.

3.1.2. Sitio blanco “El Peptidoglicano”

Los B-lactdmicos ejercen su efecto por inhibicién de la sintesis del peptidoglicano o mureina,

actuando sobre las etapas finales de la misma.

Para comprender mejor esta acciéon se repasard brevemente el mecanismo de sintesis del

peptidoglicano, el cual es el componente fundamental de la pared celular tanto funcional como

estructuralmente.

Dicha sintesis comprende tres etapas:

e Una etapa citoplasmatica, que comprende la sintesis de la molécula precursora y unidad
estructural de la mureina compuesta por N-acetil glucosaminaBl-N-acetilmuramico
pentapéptido (NAcGlc-NAcMur-penta).

e Una etapa transmembrana, la cual culmina con la translocacién de NacGlc-NacMur-penta desde
el citoplasma hacia el espacio extracelular.

e Una etapa extracelular, donde se produce el ensamblaje y maduracién del peptidoglicano.

Etapa citoplasmatica: El primer paso consiste en la sintesis de UDP-NAcMur a partir de UDP-NAcGIc,
la cual ocurre por formacién de un enol piruvato éster (a partir de fosfoenolpiruvato) y su reduccién
a lactil éter mediada por NADPH. Estas reacciones son llevadas a cabo por los productos de los genes
de MurAy MurB™.

El siguiente paso es el agregado del componente peptidico de la mureina al grupo D-lactoyl del UDP-
NAcMur para formar el UDP-NAcMur pentapéptido (UDP-NAcMur-penta).

En una primera etapa se agregan los tres primeros aminoacidos, para generar la forma UDP-NAcMur
tripéptido (UDP-NAcMur tri). Este paso puede ocurrir por dos vias:

A. por el agregado sucesivo de L-alanina, acido D-glutdmico y un diaminodacido relativamente variable
gue en general para Gram negativos es el acido meso-diaminopimelico (meso-A;pm).

B. por el agregado del tripéptido preformado, surgido en el proceso de reciclaje del péptidoglicano.
En el primer caso el proceso estda mediado por la accion sucesiva de las ligasas MurC, MurD y MurE,
mientras que en el segundo se lleva a cabo por accién de la ligasa Mpl.
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Sobre el UDP-NAcMur tri se agrega el di péptido D-alanil-D-alanina por accidn de la ligasa MurF lo
que da lugar al UDP-NAcMur-penta soluble®?,

Etapa transmembrana: Esta etapa comienza con la transferencia del UDP-NAcMur-penta soluble, al
lipido aceptor fosforilado undecaprenil fosfato por parte de la transferasa MraY*2. Se forma asi el
denominado lipido | o undecaprenil-pirofosforil-UDP-NAcMur-penta. Finalmente, MurG le transfiere
al lipido | una molécula de NAcGIc para formar el lipido Il. Si bien se desconoce exactamente el
mecanismo de pasaje desde un lado de la membrana al otro, los Ultimos trabajos disponibles sefialan
a FtsW (una proteina transmembrana conservada en todas las bacterias que tienen peptidoglicano)
como responsable de este paso®.

Etapa extracelular: Es la etapa en que la mureina adquiere funcionalidad. El peptidoglicano a la vez
que confiere proteccién osmética debido a la alta osmolaridad intracelular también determina la
forma de cada microorganismo. Como este proceso, ademas, debe acoplarse al crecimiento y
divisién bacteriana, resulta necesario entender a la mureina como una macromolécula en
permanente remodelaciéon. A los efectos de ponerle inicio a un proceso continuo, diremos que las
primeras reacciones que deben ocurrir entonces son la formacidon de cadenas glicosidicas y el
entrecruzamiento de las mismas. La enlongacién de las cadenas glicosidicas se producen por la
realizacion de enlaces B-1-4 entre moléculas de NAcGlc-NAcMur-penta mediante reacciones de
transglicosilacién asociados a membrana. El entrecruzamiento por su parte, involucra el componente
peptidico del peptidoglicano e involucra reacciones de transpeptidacion!®. A las enzimas que actdan
sobre esta etapa de sintesis y presentan actividad transglicosilasa y/o transpeptidasa se les denomina
genéricamente peptidoglican sintetasas. Dado que la actividad de transpeptidacion es inhibida por B-
lactdmicos, estas enzimas reciben cldsicamente el nombre de PBP (por penicillin binding
proteins)!>16,

Las PBP pueden dividirse en aquellas de alta masa molecular (AMM) y baja masa molecular (BMM)!4,
Las AMM son bifuncionales con un dominio conservado transpeptidasa y un segundo dominio, ya sea
con actividad transglicosilasa (AAM sub clase A) u otra actividad relacionada al mantenimiento y
reciclaje del peptidoglicano (AAM sub clase B),

Por su parte las BMM son monofuncionales y sélo presentan actividad sobre el componente
peptidico de la mureina. Estas reacciones en general implican el reconocimiento del dipéptido D-

alanil-D-alanina con la consiguiente ruptura del enlace peptidico y liberacién de la ultima molécula de
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D-alanina. La transpeptidacion acopla a la energia liberada por la ruptura del enlace peptidico, la
formacidn de un nuevo enlace entre la D-alanina de la posicidn cuatro con el aminodcido presente en
la posicién tres de una cadena préxima.

Las PBP de BMM pueden tener ademas funcién de carboxi peptidasa o endo peptidasa. En el primer
caso se produce la eliminacidon de la uUltima D-alanina en péptidos no entrecruzados de modo de
impedir el entrecruzamiento de esa cadena. Las reacciones de endo peptidasas generan la ruptura
del enlace peptidico existente entre dos cadenas glucosidicas. Estas reacciones estarian asociadas a
la degradacion del peptidoglicano en los procesos de remodelacion y reciclaje!*'®17, En Ia Figura 2 se

presenta un esquema de las tres etapas de sintesis del peptidoglicano.

Outer membrane

Lpp Lo-TPase (3)

LD—TPBS&]?/' o [ GlcNac
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Figura 2. Esquema de la sintesis del peptidoglicano en bacilos gramnegativos, en sus etapas citoplasmatica,
intra membranal y peripldsmica. Tomado de Typas y cols®®.
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3.2. Mecanismo de accion

Teniendo en cuenta lo expresado anteriormente, el mecanismo de accién de los B-lactamicos,
implica la inhibicion de los dominios transpeptidasa y carboxi peptidasa de las PBP. Esto lleva la
detencion total del proceso de sintesis de peptidoglicano, pero no al proceso de degradacién. El
balance es la pérdida de continuidad de la malla de mureina con el consiguiente estallido osmdtico
del microorganismo. Como se muestra en la Figura 3, la accidn de estos antibiéticos se debe a la

similitud estereoquimica entre la D-alanil-D-alanina con las moléculas de antibidticos.

o) o}

\ OH \ OH

AN H
\\ ): »\ | _‘\ CHa,
/\ .

D-Ala-D-Ala o Penicillin

ey

Superposicion de D-Ala-D-Ala con la Penicilina

Figura 3. Modelo estructural donde se muestran las similitudes conformacionales del dimero D-ala-D-ala 'y
penicilina. Tomada de http://proteopedia.org

3.3. Clasificacion por grupos

Como se menciond anteriormente, penicilinas y cefalosporinas son las clases de antibidticos con mas

derivados en cuanto a espectro de accion, a continuacion, se describirdn brevemente estos grupos.

3.3.1. Penicilinas
Las penicilinas pueden sub clasificarse en cinco grupos en base a caracterisiticas estructurales que

modifican su espectro de accion: 1) penicilinas naturales: penicilina G y penicilina V; 2) penicilinas
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resistentes a penicilinasas: meticilina, nafcilina, y penicilinas isoxazolil;, 3) aminopenicilinas:
ampicilina y amoxicilina; 4) carboxipenicilinas: carbenicilina y ticarcilina; 5) acil ureidopenicilinas:
azlocilina, mezlocilina, y piperacilina’.

Las penicilinas naturales y las resistentes a penicilinasas presentan un reducido perfil de actividad,
limitado fundamentalmente a Gram positivos. Para el caso de las amino, carboxi y ureidopenicilinas,
el espectro de accién se va ampliando hacia los gram negativos, llegando a cubrir incluso

Pseudomonas spp. en el caso de las carboxi y ureidopenicilinas’.

3.3.2. Cefalosporinas

Las cefalosporinas son productos derivados de la fermentacidn del hongo Cephalosporium
acremonium (también llamado Acremonium chrysogenum) y se clasifican por generaciones segun
caracteristicas generales de su actividad antibacteriana. Las de primera generaciéon, como la
cefalotina y la cefazolina, presentan buena actividad contra bacterias Gram positivas y una actividad
relativa contra bacterias Gram negativas. A partir de las cefalosporinas de segunda generacion
(cefuroxime), el agregado en la cadena lateral del C7 de un grupo oxiimino (ver Figura 4) les confiere
estabilidad a ciertas B-lactamasas encontradas en bacterias Gram negativas como TEM-1y SHV-1 (ver
mas adelante). Presentan una actividad aumentada contra bacilos Gram negativos y mantienen un
variado grado de actividad sobre cocos Gram positivos. Las cefalosporinas de tercera generacion
como ceftriaxona, cefotaxime y ceftazidime, tienen como sustituyente un grupo oxiimino, lo que les
da el nombre de oxiiminocefalosporinas y presentan un marcado aumento de la potencia frente a
bacilos Gram negativos. Se encuentran dos subgrupos entre estos agentes, aquellos con potente
actividad contra P. aeruginosa (ceftazidime y cefoperazona) y aquellos que no presentan dicha
actividad (cefotaxime, ceftriaxona). Las cefalosporinas de cuarta generacién, como cefepime y
cefpirome, presentan el espectro de actividad mas amplio, ya que son oxiiminocefalosporinas
resistentes a las B-lactamasas de clase C. Estas drogas tienen actividad contra la mayoria de los
bacilos Gram negativos inclusive P. aeruginosa y mantienen su actividad contra cocos Gram

positivos®.
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Figura 4. Se muestra el grupo oxiimino presente en las oxiiminocefalosporinas que confiere proteccién al anillo
B-lactamico de la accion de ciertas B-lactamasas de clase A.
Tomada de Mast Group®2.

Recientemente se han desarrollado una nueva clase de oxiiminocefalosporinas, particularmente
disefiadas para tener actividad sobre Staphylococcus spp. resistentes a meticilina y Streptococcus
pneumoniae con diverso grado de resistencia a otros B-lactdmicos como el ceftobiprole y la
ceftarolina, que no presenta ventajas sobre las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién en
relacién a enterobacterias y presentan menor actividad sobre bacilos gram negativos no

fermentadores®'®.

3.3.3. Inhibidores de B-lactamasas

Los inhibidores de B-lactamasas originalmente comprendian moléculas derivadas de B-lactdmicos,
como acido clavuldnico y derivados sulfonados del acido penicilanico (ver Figura 1)’. Estos
compuestos que presentan una débil actividad antibacteriana, son potentes inhibidores de B-
lactamasas fundamentalmente de clase A, y en menor medida de clase D, restableciendo en buena
parte la actividad antibacteriana del B-lactamico al cual se lo asocie. Los inhibidores de B-lactamasas
actuan principalmente como “sustratos suicidas” a través de la formacion de un complejo acil enzima
irreversible con la B-lactamasa, llevando a la pérdida de la actividad enzimatica. Pertenecen a esta
clase de inhibidores acido clavuldnico, sulbactam y tazobactam’.

En los ultimos afos se han desarrollado nuevas moléculas inhibidoras, no derivadas de B-lactamicos,
como el avibactam, con capacidad para inhibir B-lactamasas de clase A, Cy D, existiendo ya algunas

combinaciones con aztreonam, ceftazidime y ceftaroline>®.
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3.4. Mecanismos de resistencia adquirida a B-lactamicos

En el afio 2015, Santiago-Rodriguez y col. describen a partir de estudios metagendmicos sobre
microbiota del tracto digestivo de una momia precolombina del siglo XI, la presencia de multiples
genes putativos de resistencia a diversos antibidticos. Dentro de estos se encuentran distintas clases
de B-lactamasas®.
Con este dato como precedente mas ancestral, la utilizacion desmedida de los antibidticos tanto en
humanos como en animales y la eliminacién al medio de enormes cantidades de restos de
antibidticos derivados de dicho consumo, han ejercido una fuerte presidon de seleccién que ha
permitido la evolucién y agrupamiento de multiples mecanismos de resistencia.
Particularmente, los mecanismos de resistencia a B-lactdmicos clasicamente pueden dividirse en tres
tipos:

e Alteracidn del Sitio Blanco de accion

e Trastornos de Permeabilidad y eflujo activo

e Hidrdlisis enzimatica mediada por B-lactamasas.

3.4.1. Alteracion del sitio blanco de accién

Se reconocen fundamentalmente dos alternativas:

A. La produccién de PBPs adicionales de baja afinidad por el antibiético. En este caso, enzimas
inexistentes en las cepas sensibles son expresadas en las cepas resistentes. Estas nuevas PBPs son
funcionalmente activas y reemplaza la accién de las PBP originales, como ocurre con Staphylococcus
aureus meticilino resistente?.

B. La produccidn de modificaciones en las PBP originales que generan la formacion de una enzima
con baja afinidad por los R-lactdmicos. En este caso se pueden describir dos posibilidades:

1. La produccidn de eventos de recombinacidn interespecie, en los que se reemplazaron partes del
gen normal que codifica la PBP, por fracciones de genes homélogos de especies altamente
relacionadas como sucede con Streptococcus pneumoniae®.

2. la ocurrencia de mutaciones puntuales en los genes que codifican para las PBP, que también

generan disminucién de la afinidad de dichas enzimas. Este tipo de resistencia puede observarse en
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especies como Neisseria gonorrhoeae*, Haemophilus influenzae®, Pseudomonas aeruginosa® vy

recientemente se ha asociado a resistencia a meticilina y cefalosporinas de quinta generacion?26,

3.4.2. Impermeabilidad y eflujo

Dentro de este mecanismo, el mas importante y estudiado se produce en bacilos Gram negativos, y
es debido a la aparicion de mutantes deficientes en una o mas porinas de la membrana externa?*?7.28,
Como ejemplo se encuentra la resistencia a Imipenem en cepas de Pseudomonas aeruginosa* donde
la deficiencia en una porina denominada D2, por donde ingresa el antibidtico, juega un rol
preponderante.

En enterobacterias incluyendo E. coli se ha reportado resistencia a carbapenemes mediado por la
interaccion de alteraciones de porinas y presencia de R-lactamasas de espectro extendido, que per se
sélo hidrolizan carbapenemes de forma marginal®”2,

La resistencia por eflujo es un mecanismo inespecifico, que afecta a diferentes grupos de antibidticos

como los B-lactamicos, quinolonas, tetraciclinas y cloranfenicol entre otros?*%.

3.4.3. Produccién de B-lactamasas

Es el mecanismo mas importante y frecuente de los observados y consiste en la hidrdlisis enzimatica
de penicilinas, cefalosporinas, pudiendo alcanzar a los carbapenemes.

Clasificacion: Basandose en datos de la secuencia parcial del DNA de las R-lactamasas, Ambler and
Scott (Ambler RP and Scott GK 1980) propusieron una clasificacidn estructural, definiendo 4 clases: A,
B, Cy D%,

Las pertenecientes a las clases A, C y D son serin-enzimas (peniciloil-serin-transferasas)3'3?,
caracterizadas por la presencia obligada de una serina en el sitio activo, que media la reaccién de
hidrdlisis.

Por su parte, las enzimas de clase B tienen una o dos moléculas de zinc asociados al sitio activo, por
lo que se las considera metalo-R-lactamasas. Estas enzimas actlan a través de un mecanismo
diferente, ya que no se forman uniones covalentes entre la enzima y el antibiético, sino que son las
moléculas de Zinc las que atacan directamente a los grupos carbonilio y amida de todos los B-
lactdmicos en general, salvo los monobactamicos™.

En las cuatro clases de enzimas, se encuentran variantes capaces de hidrolizar
oxiiminocefalsoporinas, mientras que sdlo las de clase B (todas) y algunas pocas variantes de las de
clase Ay D alcanzan a hidrolizar carbapenemes3*3>,
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Las B-lactamasas de mayor relevancia sobre la salud humana son las de clase A. Esto es debido al
aumento de su perfil de sustratos que llegan a hidrolizar oxiiminocefalosporinas y carbapenemes y a
su gran diseminacién mundial entre diferentes géneros bacterianos.

Dentro de las carbapenemasas de clase A se destacan KPC-2 y sus derivados y en menor medidas
algunas variantes de GES, como ser GES-2, GES-4, GES-5°°,

Las enzimas de clase A, capaces de inactivar oxiiminocefalosporinas, y son a su vez inhibibles por
moléculas de tipo acido clavuldnico, reciben el nombre de R-lactamasas de espectro extendido
(BLEE).

En el afio 1989, Karen Bush establece una clasificacion funcional de las B-lactamasas, la cual es
actualizada en 1995 por Bush, Jacoby y Medeiros y vuelta a revisar en el afio 2010 por Bush vy
Jacoby3*3637 En éstas se incluyen aspectos como los pesos moleculares, puntos isoeléctricos, perfiles
de sustrato y capacidad de ser inhibidas por sustancias como el 4cido clavuldnico y tazobactam o
EDTA.

Esta clasificacidn, que presenta una gran utilidad para presumir enzimas en el laboratorio cli-nico,

tiene buena correlacion con la clasificacion de Ambler, como puede verse en la tabla 1.
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Clase "
Clasificacién Inhibibles por
moleoular o o o : )
h de Bush/Jamby Principale s sustratos Caracteristica enzimatica Enzimas rere sentativas
seguin
8 (2010)
Ambler CLA 0TZE EDTA
. Hidrolizan mejor bendlpenicilinas
Za Penicilinas + ) pPC1
que cefalosporinas
Peniclinasy
Perfil de hidralisis simil
2b cefalosporinas de primera + e e. I r_o _IS_IS stmilarpara TERA-1, TERA-Z, SHW -1
. bendlpeniclinasy Clai
generacion
o _ Hidrolisis aumentada para BLEE de lafamilia CTx-
Oxiiminocefal osporinas, o ) )
Zhe L + oxiiminocefalosporinas y kA, PER-1/2, derivadas
monobactamicos o
monobactamicos de TEML/Z 0 SHW-1,
2h Penidili Resistendiaa CLA/TZB/SLR TENFS0 2 40, 4445
r enicilinas esistenciaa SHY-10, 26, 49
A Oxiimi fal ) Hidrolisis aumentada para TEMA-50, 68, 89, 109,
riiminocefal osporinas, o )
Zber ) p oxiiminocefal osporinas con 121, 125 151-52, 154,
monobactamicos
resistenciaa CLAYTZB/SLE 158
Hidrolisi tad
% Carbenicilina . | GTOIISTS aUMentada pard PSE-1, CARB-3
carbenicilina
Hidrolisi tad
2re Carbenicdlina, cefepime + I_ r.o. 1els aume.n 2 apar.a RTG-4
carbenicling, cefepime, cefpirome
5 Oxiimi fal ) Hidrolisis de cefalosporinas, CepA:
e riiminocefalosporinas + e
P inhibibles por CLA pero no por TZB P
Hidrélisis de carbapenemes
2f Carbapenemes Wariable o P ) Y KPC-2, IMI-1, ShE-1
oxiiminocefal osporinas
. Amplio espectro de hidrdlisis VIMI2, IMP-1, SPIVIL
B(B1) 2a Carbapenemes - + incluyendo carbapenemeas pero no NDIVLL
azfreonam
B(BZ) L1, CAl-1, GOB-1FEZ-1
Hidrélisis preferencial de
B(B2) 2b Carbapenemes - + P Cpha, Sfh-1
carbaperames
mejor hidrélisis de cefalosporinas AmpCde E coli, P93,
1 Cefal osporinas que penicilinas, hidrolisis de ACT-1, ChaY-2, FOX-1,
C cefamicinas MR-1
Cefal ) Hidrdlisis aumentada a CAZ v a veces
le stalosporinas otras oxiiminocefalosporinas EC-1, ChWIYET
Hidrolisi tad
2d Cloxacilina variable e |S|js-aumen . .a- para OXA-1-10
cloxacilina u oxacilina
o ) ) Hidrolisis de cloxaciling, oxacilinay
D 2de Oxiiminocefalosporinas  wvariable o ) O¥A-11, 14-19
oxiiminocefal osporinas
) Hidrolisis de cloxaciling, oxadlinay OXA-23-27, 33, 40, 48,
2df Carbepenemes variable

carbapenemes

49, 51, 54, 55, 58

Tabla 1. Principales propiedades de los distintos grupos de B-lactamasas. Se muestra la correlacidn entre la
clasificacion de Ambler de 1980 y la Bush y Jacoby de 2010(30,34).

Tomada y modificada de Bush y Jacoby 2010.
CLA: acido clavulanico.
TZB: tazobactam.
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Modificaciones del perfil de sustrato

Desde el punto de vista evolutivo, se reconocen dos alternativas para que una R-lactamasa de clase A
tenga capacidad hidrolitica para ser una BLEE de significado clinico: la ocurrencia de mutaciones
puntuales en el gen codificante de una B-lactamasa de espectro ampliado (BLEA) y modificaciones o
reordenamiento del entorno genético del gen.

En el primer caso, se produce la expansidn del perfil de sustrato debido a mutaciones puntuales del
gen codificante, a partir de enzimas con capacidad de hidrdlisis reducida a penicilinas y
cefalosporinas de primera generacion.

El grupo prototipo de estas BLEE son las derivadas de TEM-1 y 2. Estas enzimas constituyen uno de
los grupos mas extensos de R-lactamasas, incluyendo al dia de hoy mas de 220 variantes (K Bush, T
Palzkill y GA Jacoby, http://www.lahey.org/studies/webt.htm).

En general éstas se originan por 1 a 4 modificaciones aminoacidicas de TEM-1 o TEM-2 que son
responsables por la actividad de las RLEE derivadas de TEM, siendo las mas frecuentes: Glu-104, Arg-

164, Ala-237, Gly-238 and Glu-2403"3,

Figura 5. Modelo tridimensional de TEM-1 donde se sefialan los principales aminodacidos involucrados en la
modificacidn del perfil de substrato de dicha enzima. En azul se resaltan las principales posiciones que se
modifican en las BLEE (segin Majiduddin & Palzkill38).
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Otro grupo importante de B-lactamasas que evoluciona de esta manera son las derivadas de SHV, de

las cuales se describen mdas de 190 variantes (K Bush, T Palzkill y GA Jacoby

http://www.lahey.org/studies/webt.htm).

Alternativamente, las modificaciones pueden ocurrir no en el gen codificante, sino en el entorno
genético. En este caso se trata de modificaciones que aumentan la expresion del gen y no las
capacidades de la enzima codificada (que constituye una BLEE aunque no sea detectable).

Las R-lactamasas mds importantes en salud afectadas por estas modificaciones, son las
pertenecientes al grupo de las CTX-M. Asi, los precursores practicamente inalterados de éstas, se han
encontrado en el cromosoma de especies de Kluyvera spp., las cuales las expresan a bajo nivel*4°,
Existen ademds grupos de 3-lactamasas de los que no se conocen sus ancestros o su evolucién como
ocurre con PER-1y PER-2%,

Las BLEE pertenecientes a la familia de CTX-M son por lejos las mds diseminadas a nivel mundial,
considerdndoselas como pandémicas®?43.

Como ya se menciond, estas enzimas tienen su origen en el cromosoma de especies de Kluyvera spp.

)2445

y al dia de hoy se reconocen 168 variantes (http://www.lahey.org/studies/ . En base a su

identidad de secuencias se reconocen 5 grupos, denominados de acuerdo al nimero de la primera
enzima detectada en el mismo, siendo éstas 1, 2, 8, 9 y 25 o en base al primer integrante detectado
de cada uno de ellos (ver Figura 6).

Asi, el grupo 1 esta constituido por las BLEE relacionadas a CTX-M-1 e incluye a una de las enzimas
mas diseminadas en el mundo como es CTX-M-15; en el grupo 2 se encuentran las enzimas
relacionadas a CTX-M-2 que es una de las mas frecuentes en el Cono sur(44), el grupo de 8 es uno de
los mas pequefios y tiene a su representante caracteristico en CTX-M-8, el grupo 9 es uno de los mas
grandes e incluye ademas de CTX-M-9, a CTX-M-14 y CTX-M-19 y finalmente el grupo 25 incluye a

CTX-M-25 y algunas pocas derivadas®**°.
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Group 2
CTX-M-2/4-T/20/3143/44/56/59/
T4/TSR2/97/124/131

'EI'CII.IP 1 CTX-M-5/767T7T05/124
CTX-M-1310-1X152202028-30 by s 1-6-T/R-12

sz-mlzg;ﬁ::mm:nﬂ: (K. ascorbata) Group 25
101/107-109/114/116/117/133 1 X-A-ASZ6R]
- 41/59/91/94/100 CTX-M-45

CTX-M-T8 (K. geargiana)

CTX-M-3 (K. ascorbaia)
CTX-M-37 (K. cryocrescens)

Group 8
CTX-M-132

CTX-M-BM40M63

CTX-M-123 KLUG-1 (K. georgiana) Group 9
KLUC Group CTX-M-9/13/14/16-19/21124/
KLUC-2-4 CTX-M-54 TT38/46-51/65/67/81/83-87/90/
93/98-99/102/104-106/110-113/
KLUC-1 121/122/126/134

(K. cryocrescens)
KLUY-1-4 (K. georgiana)

Figura 6. Diagrama de arbol mostrando las relaciones entre los distintos grupos de las familias de BLEE CTX-M y
sus principales integrantes.
Tomado de D’Andrea y cols.*®

3.5. Diagnadstico de laboratorio

3.5.1. Resistencia a oxiiminocefalosporinas

Dentro de las 4 clases de PB-lactamasas (de acuerdo a clasificacion de Ambler) las mas
frecuentemente encontradas son las de clase A (que constituyen las B-lactamasas de Espectro
Extendido o BLEE) y las de clase C (cefalosporinasas o AmpC)*.

Las B-lactamasas de clase C, naturalmente se encuentran codificadas a nivel cromosémico en algunos
géneros bacterianos como Enterobacter spp., Citrobacter spp., Morganella spp. o Pseudomonas
aeruginosa, adicionalmente, la presencia de AmpC codificadas en pldsmidos es un hecho frecuente®®
49.

De modo que en aquellos microorganismos no productores de AmpC (o productores débiles) como
Salmonella spp., E. coli, Klebsiella spp., etc., la detecciéon de resistencia a oxiiminocefalosporinas
suele estar dada por la presencia de BLEE o AmpC en ambos casos codificadas en plasmidos®.

Desde el laboratorio se pueden realizar aproximaciones diagndsticas mediante test fenotipicos de
modo de intentar discriminar un mecanismo de otro®.

Contamos con al menos cuatro datos del antibiograma que nos pueden orientar hacia un lado u otro:
1. Inhibicién de la resistencia mediante inhibidores del tipo clavulanico, sulbactam, tazobactam

(test de sinergia).
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2. Inhibicién de la resistencia mediante el uso de discos de acido bordnico.

3. Sensibilidad a cefepime.

4. Sensibilidad a cefoxitin.

Si bien estos test pueden ser muy Utiles cuando se presentan fenotipos puros de resistencia, pueden
ser insuficientes cuando se intrinca mas de un mecanismo.
Tipicamente la presencia de B-lactamasas de clase C (AmpC) muestra el siguiente fenotipo:

- Resistencia a inhibidores tipo clavulanico (test de sinergia negativo)

- Inhibicién positiva con acido borénico

- Sensibilidad al cefepime

- Resistencia a cefoxitin.

Por otro lado un perfil de BLEE tipico dara:
- Inhibicién mediante clavuldnico (test de sinergia positivo)
- Inhibicién con bordnico negativa
- Sensibilidad a cefepime variable (en general resistente cuando se encuentran BLEE de tipo
CTX-M)

- Sensibilidad al cefoxitin.

Cuando queremos detectar la presencia de BLEE en productores naturales de AmpC el mejor
rendimiento se obtiene realizando un test de sinergia que incluya cefepime dentro de los discos a
ensayar *°,

Con respecto a la interpretacion de la resistencia a oxiiminocefalosporinas ante la presencia de BLEE,
las posiciones son encontradas: las guias norteamericanas (CLSI) y europeas (EUCAST) estan de
acuerdo en que cuando la concentracién inhibitoria minima (CIM) de cefotaxime o ceftriaxona son
menores o iguales a 1 pg/ml, debe informarse como sensible independientemente de la produccién
o no de BLEE. Sin embargo, con respecto a las otras oxiiminocefalosporinas existen importantes
diferencias, mientras que para EUCAST el valor de MIC para ceftazidime y cefepime sigue siendo <1;

para CLSI valores < 4 para ceftazidime y <2 para cefepime deben ser considerados sensibles.
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Para ei caso de cefepime, CLSI a partir del afo 2015 ha establecido una categorizacién denominada
Sensibilidad Dependiente de la Dosis (SDD) en sustitucion de la categorizacién de resistencia
intermedia, para aquellos valores de CIM que se encuentran entre 4 y 8 pug/ml.

Sin embargo, altas tasas de mortalidad se han descrito en pacientes que han recibido tratamientos
con cefepime para combatir microorganismos que presentaban CIM de cefepime correspondientes a
SDDSLSZ.

En cualquier caso, si las infecciones son del tracto urinario bajo, no habria inconvenientes en utilizar
ceftazidime si se obtienen valores de MIC <1 incluso <4.

A nivel latinoamericano se ha observado un cambio paulatino en la preponderancia de BLEE, con un
aumento sostenido de BLEE de los grupos de CTX-M-15 y CTX-M-9 (fundamentalmente las
primeras)®°, Esta nueva epidemiologia regional conlleva dos problemas adicionales: por un lado el
predominio de BLEE que confieren niveles relativamente altos de MIC tanto a cefotaxime y cefepime
como a ceftazidime, y por otro la codificacién de mecanismos de resistencia transferibles a

quinolonas como gnr o aac(6’)Ib-cr**>®,

3.5.2. Resistencia a carbapenemes

El principal mecanismo de resistencia en bacilos Gram negativos es la produccidon de B-lactamasas,
debiendo diferenciarse los casos de carbapenemasas propiamente dichas de enzimas tipo BLEE o
AmpC sumado a la alteracidn de permeabilidad.

La diferencia radica en que, mientras en el primer caso se debe interpretar al microorganismo como
resistente a todos los carbapenemes, en el segundo caso se debe interpretar el resultado de
sensibilidad directamente como da, pudiendo tratarse con aquel carbapenem que diera sensible.

No obstante, hay que tener en cuenta que aun en presencia de carbapenemasas, el agregado de
carbapenemes fundamentalmente en tri terapia unido a dos antibidticos para la cual la bacteria es
sensible, para el tratamiento de infecciones bacteriémicas por microorganismos productores de
carbapenemasas se ha asociado a mejora en la sobrevida de los pacientes®’°%,

Las B-lactamasas con actividad de carbapenemasa pertenecen a tres de las cuatro clases de Ambler.
Dentro de la clase A: se destaca KPC-2 a 18.

Dentro de clase B (metalo-B-lactamasas: VIM 1 a 41 e IMP 1 a 48) y las recientemente descritas

NDM-1 a NDM-12.
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Dentro de las de clase D se encuentran aquellas detectadas fundamentalmente en Acinetobacter
spp. como Oxa-23, Oxa-25 a 27, Oxa-40, Oxa-51, Oxa-55 Oxa-58, Oxa-72 y Oxa-143 entre otras

(http://www.lahey.org/studies/). Recientemente un grupo creciente de carbapenemasas derivadas

de Oxa ha sido descrito en enterobacterias. Centrado en Oxa-48, estas enzimas confieren grado
variable de resistencia a carbapenemes, no afectando en general a cefalosporinas de tercera
generacion®. Una excepcién es la recientemente descrita en Argentina, Oxa-163 la cual confiere
resistencia a ambos grupos de antibidticos y son inhibidas por acido clavuldnico, a diferencia de las
deméds integrantes del grupo®. Dentro de estas B-lactamasas se encuentran: Oxa-162, Oxa-181, Oxa-
244 y Oxa- 245.

Para el diagnéstico de laboratorio de carbapenemasas de clase A (fundamentalmente KPC) o de clase
B (metalo betalactamasas como NDM, VIM, IMP) en enterobacterias, existen test de tamizaje
basados en combinaciones de carbapenemes con diferentes inhibidores, como ser acido bordnico
(inhibidor de KPC y B-lactamasas de clase C), dicloxacilina (inhibidor de B-lactamasas de clase C) y

EDTA o acido dipicolinico como inhibidor de metalo B-lactamasas.
En las Figuras 7 y 8 se muestran los test de

@ sinergia con 4acido bordnico y EDTA, mientras

que en la Figura 9 se muestra un test comercial.

Figura 7. Test con acido bordnico para la detecciéon de

carbapenemasas de tipo KPC o cefalosporinasas de tipo Figura 8. Test de inhibicién de metalo B-lactamasas
AmpC. El efecto puede ser més evidente en relacién a una con EDTA. Se observa efecto inhibitorio sobre
oxiiminocefalosporina que al propio carbapenem. En la ceftazidime (CAZ), cefepime (FEP) y meropenem
foto se muestra una cepa productora de KPC-2. (MEM)

Dentro de los test fenotipicos disponibles para la deteccidn de carbapenemasas, se cuenta con un Kit

comercial, constituido por Meropenem, Meropenem + 4cido dipicolinico, Meropenem + acido fenil
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bordnico y Meropenem + cloxacilina. Dicho test se basa en la respuesta diferencial a los inhibidores
utilizados, que tienen los distintos tipos de carbapenemasas, de acuerdo al mecanismo de resistencia
sospechado.

Para confirmar que el mecanismo de resistencia es una metalo carbapenemasa, debe producirse un

incremento del halo de acido dipicolinico de 5 cm. o mas. Este corte presenta una sensibilidad del

90% y una especificidad del 96% para la deteccidn de este tipo de enzimas.

Por su parte, la obtencidn de un agrandamiento de halo en los discos conteniendo &acido fenil
bordnico y cloxacilina (de 5 cm. o mas para ambos) es indicador de la presencia de beta lactamasas
de clase C.

Finalmente, la obtencidon de un agrandamiento Unicamente en el disco que contiene acido fenil
bordnico es caracteristico de los aislamientos productores de carbapenemasas de tipo KPC con una

sensibilidad del 95% y una especificidad del 99%%.

Figura 9. Test comercial donde se muestra el efecto
sobre los discos de una metalo carbapenemasa (ver
texto) MRP: meropenem, MRPDP: meropenem + ac.
Dipicolinico, MRPCX: meropenem + cloxacilina, MRPBO:
meropenem acido bordnico.

Una limitante que tiene el test disefiado para enterobacterias, es la carga estandar del disco de
cloxacilina (750ug) que es insuficiente para objetivar inhibicion de las AmpC de Pseudomonas spp.,
por lo que el test presenta una muy baja especificidad (aproximadamente 40%). Para corregir esto se
ha disefiado un set especifico para BGN no fermentadores, que presenta una carga de cloxacilina de

3000 pg. exigiéndose un aumento de 3 milimetros o mas para confirmar la presencia de AmpC®.
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Test colorimétricos rapidos

Basados en el principio de que todos los B-lactdmicos al ser hidrolizados generan como resultado la
formacidon de un 4&cido, se han disefiado distintos métodos rapidos para la deteccién de
carbapenemasas. Basicamente estos consisten en un marcador de pH como azul de bromotimol
(blue carba) o rojo fenol (carba NP) disueltos en un buffer estabilizado a pH7-7,8 al cual se le agrega
una dilucién del carbapenem a utilizar. El agregado de una suspensidn bacteriana equivalente a un
Mac Farland 2 genera en un maximo de dos horas, el cambio de color de azul o rojo al amarillo.
Protocolos para realizar de forma casera y a bajo costo estos test se encuentran en las direcciones

web: http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2014/10/BLUE-CARBA-IN-HOME-

Version-2.pdf vy http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2015/12/CARBA-NP-

DIRECT-v3-21.pdf del servicio de antimicrobianos del Depto. de Bacteriologia del Instituto Nacional

de Enfermedades Infecciosas (INEI) — ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

En el afo 2017 tanto EUCAST como CLSI introducen como test diagndstico el Método de Inactivacion
de los Carbapenemes (MIC) o CIM por su abreviatura en inglés. Brevemente este consiste en cargar
un ansa del cultivo a analizar en 2 ml de TSB o caldo MH, al cual se le agrega un disco de meropenem.
Luego de entre 2 y 4 horas de incubacion a 35-37°C, el disco se coloca en una placa de agar MH
previamente sembrada con una suspensién 0,5 Mc Farland de la E. coli ATCC 25922. Tras una
incubacién a 35°C durante toda la noche o 18 horas, se leen los resultados. La interpretacion de los
mismos varia de acuerdo a las guias, mientras que la no formacién de un halo de inhibicién es el
resultado indicador de carbapenemasas para EUCAST, el criterio de CLSI es la observacion de un halo
de inhibicién <16 mm o la aparicidn de colonias internas al halo hasta dentro de un didmetro de
18mm. Las indicaciones para realizar este test se encuentra en el manual de deteccién de
mecanismos de resistencia de EUCAST

http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/Resistance _mechanisms/EUCAST d

etection of resistance _mechanisms 170711.pdf o en la guia CLSI a partir de la 27ava edicién (afio

2017).

Finalmente se presenta un algoritmo para la deteccion de carbapenemasas, que se encuentra

disponible en la pagina del Ministerio de Salud Publica de Uruguay.
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Figura 9: Algoritmo de identificacion de carbapenemasas recomendado por el MSP de Uruguay.
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4. Resistencia a Antibioticos B-lactamicos en Cocos Gram positivos

Prof. Agdo. Dr. Rafael Vignoli'?

Prof. Adj. Dra. Lorena Pardo'?3

!Departamento de Bacteriologia y Virologia, Facultad de Medicina,

Universidad de la Republica, Uruguay.

%Integrante del Sistema Nacional de Investigadores de Uruguay (Nivel ).
3Clinica Pedidtrica, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Uruguay.

4.1. Introduccion

Desde el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming (Premio Nobel en 1945), los
betalactdmicos son por lejos, los antibidticos mas utilizados en la medicina tanto humana como
animal y ambiental. Como ya se ha visto en el capitulo correspondiente a Bacilos Gram negativos, se
han desarrollado diferentes tipos de B-lactamicos con el paso del tiempo.

Esta gran familia de antibidticos tiene como blanco molecular un grupo de enzimas encargadas del
mantenimiento, remodelado, reciclado y sintesis del peptidoglicano. Estas proteinas que en general
poseen actividad de transpeptidasas, endopeptidasas, carboxipeptidasas o transglicosilasas, reciben
el nombre de PBP (por Penicillin Binding Protein) y se dividen en PBP de bajo y alto peso molecular,
gue también se corresponde con una diferenciacién en la funcionalidad. Las proteinas de alto peso
molecular son vitales para el microorganismo y se subclasifican a su vez en clase A y B, mientras que
las de bajo peso son clase C (ver capitulo correspondiente a bacilos gram negativos por mas detalles).
Los betalactamicos actuan en las PBPs de alto peso molecular, que presentan dominio de
transpeptidasa.

Como vya fue dicho, el anillo de los betalactdmicos mimetizan el sustrato de las PBP (D-ala D-ala) lo
gue genera que la union del betalactdmico a la PBP impida el paso de transpeptidacion, como

consecuencia de la acilacidn irreversible de una serina del sitio activo de la PBP por el antibidtico.

4.2. Mecanismos de resistencia
En las bacterias Gram positivas aisladas mas frecuentemente de infecciones en el hombre

(Staphylococcus spp., Streptococcus spp. y Enterococcus spp.) los mecanismos de resistencia mas

© Curso online “Interpretacién del Antibiograma en la practica clinica diaria”
2018



NUEVA INTERPRETACION DEL ANTIBIOGRAMA

FoC EN LA PRACTICA CLINICA DIARIA CuRSO
2018 ONLINE

18 DE ABRIL 13 DE JUNIO 2018 ATBgrama2018.evimed.net

_& redEMC X EUCAST ¥ e aem. &g evimed
frecuentes son la aparicion de nuevas PBP (ya sea mediante la adquisicién de genes “nuevos” para
estas enzimas o por modificacidn y expresion diferencial de las ya existentes). Adicionalmente, en
aislamientos de Staphylococcus aureus provenientes de infecciones en humanos, la hidrdlisis
enzimdtica es tan frecuente, que la busqueda rutinaria de este mecanismo de resistencia no se

realiza de forma sistematica.

4.2.1. Hidrdlisis enzimatica

En 1940, luego de la introduccidn de la penicilina, se observd el aumento progresivo y sostenido de la
resistencia a este betalactamico y a las aminopenicilinas, por accién de penicilinasas codificadas por
el gen blaZ.

Hasta el momento hay descritos 4 tipos de genes blaZ; los que codifican el tipo A, C, y D estdn
ubicados en plasmidos, mientras que el tipo B lo hace en el cromosoma bacteriano.

Los diferentes tipos de penicilinasas presentan diferencias en la cinética de hidrdlisis de los
betalactdmicos®. Si bien esto se traduce in vitro en diferencias en la produccidon del efecto indculo
frente a cefazolina (la de tipo A se asocia a efecto inéculo), hasta el momento estas diferencias no
han podido ser asociadas a fallos clinicos*>.

Estas betalactamasas rapidamente se extendieron, a expensas primero de aislamientos de
procedencia hospitalaria, y luego de la comunidad.

Actualmente un porcentaje cercano al 90% de aislamientos humanos (a diferencia de veterinarios y

ambientales) presentan este mecanismo de resistencia®.

El gen blaZ presenta un tamaino de 846 pb que estd bajo el control de los genes reguladores, blaR1
(con funcidn anti-represor) y blal (represor)l. El modelo de regulacién de la expresiéon de blaZ se

muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Modelo de regulacidn de la expresion de la penicilinasa estafilocdcica, tomado de Lowy et al.?
a) Induccidn de la sintesis de la B-lactamasa estafilocdcica en presencia de penicilina.
I. la proteina Blal se une a la regidn operadora lo que reprime la transcripcion de blaZ y blaR1-blal. En
ausencia de penicilina, blaZ se expresa a bajo nivel.
1. La unidn de penicilina al sensor-traductor de sefiales BlaR1 activa la auto catalisis de BlaR1.
llI-1V. El producto de autocatalisis de BlaRI directamente o su interaccién con una segunda proteina (BlaR2)
clivaria a Blal en proteina inactiva, permitiendo la transcripcién de blaZ y blaR1-blal. V-VII el producto de
blaZ es exportado al espacio periplasmico donde hidroliza al B-lactamico.
b) se muestra la organizacion de mecA y los genes reguladores, que presentan un mecanismo de regulacién
similar a lo descrito para blaZ.

En los udltimos afios se ha demostrado un efecto cooperador entre el locus de B-lactamasa y la
expresion de PBP2a dado por la formacién de hetordimeros Mecl::Blal los cuales tendrian menor
afinidad por mecA’.

La hiperexpresion de beta lactamasas genera un patron de resistencia borderline al disco de oxacilina
y dio lugar a la sustitucidn del disco de oxacilina por uno de cefoxitina, por ser mas estable a la accién
de estas enzimas. En su momento esos aislamientos recibieron el nombre de BORSA (por Borderline

Oxacilina Resistente S. aureus (BORSA)®.
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B-lactamasas en otros cocos Gram positivos:

Se reportan excepcionalmente cepas de Enterococcus que expresan constitutivamente y a bajo nivel
una betalactamasa idéntica a la penicilinasa de tipo A codificada por blaZ en Staphylococcus aureus.
Dado que el nivel de resistencia que confiere es bajo, el diagndstico mediante test de nitrocefin debe
realizarse en aislamientos obtenidos de bacteriemia y meningitis solamente®.

Hasta ahora no se habia descrito betalactamasas en S. pneumoniae. Como hecho anecdético,
recientemente, Chang y col. han reportado genes que codifican para una metalo-betalactamasa en
cepas de coleccién (no en aislamientos clinicos), que en condiciones experimentales inactivan el
betalactdmico, hidrolizando el extremo amino del anillo betalactdmico. Los autores proponen que
este mecanismo le permitiria a la bacteria sobrevivir en condiciones ambientales con ampicilina,

desconociéndose la implicancia clinica de estos hallazgos™.

4.2.2. Alteracion del sitio blanco

Debido al aumento creciente de aislamientos resistentes a penicilina, se introducen betalactamicos
resistentes a las penicilinasas, como la meticilina y las cefalosporinas entre otros. Desde la
introduccion de la meticilina, cepas de MRSA han emergido, confiriendo resistencia a la mayoria de
los betalactamicos. En una encuesta realizada entre los afios 1960 y 1964, la resistencia a meticilina
en S. aureus obtenido de infecciones hospitalarias, no superaba el 1%*'. Luego de esta descripcién de
Jevons y Parker, estos aislamientos de MRSA se extendieron rapidamente a partir del uso
generalizado de este antibidtico.

Estos aislamientos se describen en pacientes con enfermedades subyacentes y cierta vulnerabilidad
para adquirir estas infecciones. Es asi que se describen los factores de riesgo para tener una infecciéon
por MRSA, dentro de los cuales se destacan: hospitalizacidn, cirugia previa, didlisis, vivir en un Centro
de Cuidados, uso de catéteres, entre otros'.

Mecanismo de resistencia

La resistencia por modificacién de las PBP (sitio blanco de acciéon de los betalactamicos) es sin duda el
mecanismo mas relevante de resistencia a los betalactdmicos en Cocos Gram positivos.

S. aureus es el microorganismo prototipo de este mecanismo de resistencia, y en general, los

cambios en las PBP generan la llamada meticilino resistencia.
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A los efectos de sistematizar esta resistencia, podemos dividirla en:

e Meticilino resistencia mediada por mecA: es sin duda el mecanismo mas importante por
frecuencia y distribucidn a lo largo del mundo; esta dado por la adquisicién de una nueva PBP
que se describe como una proteina con baja afinidad por los betalactdmicos®.

e Meticilino resistencia no mediada por mecA: estas resistencias representan un porcentaje menor
de la resistencia a meticilina y por sobretodo implican un desafio diagndstico ya que son por
definicidn mecA/PBP2a negativos. Se pueden incluir aqui aquellas que se explican por un

mecanismo similar a mecA, o por mutaciones puntuales en las PBP.

4.2.3. Meticilino resistencia mediada por mecA

El producto de este gen es PBP2a o PBP2’. Esta enzima (o complejo enzimatico) se diferencia de otras
PBP en que en presencia del betalactdmico es capaz de seguir efectuando las reacciones de
transpeptidacion. La PBP2a es resistente a la acilacidon del betalactdmico y continda catalizando la
reaccion de transpeptidacidon. Sin embargo PBP2a carece de actividad transglicosilasa, por lo que
para que el microorganismo sea viable es necesario que se siga expresando la PBP2 nativa®*.

Los estudios iniciales acerca de por qué esta PBP es resistente a la accidn de los betalactamicos, dan
cuenta de una disminucidn de la afinidad de la PBP2a por los betalactamicos®3.

Sin embargo, estudios recientes por cristalografia de PBP2a unida a ceftarolina, sugieren un modelo
donde el mecanismo de resistencia no estaria dado por una baja afinidad a la molécula del
betalactamico, sino por la unién del mismo a un sitio alostérico que facilitara la exposicion del sitio
activo. Los nuevos betalactdmicos como el ceftaroline son mejores en unirse de forma no covalente a
este sitio alostérico y asi inhibir la transpeptidacién. Estos nuevos betalactdmicos activos frente a
PBP2a tendrian un doble sitio de accion, por un lado en el sitio alostérico que produciria un cambio
conformacional sobre el sitio activo, y por otro en el propio sitio activo, que con la nueva
conformacién es capaz de interactuar con el beta lactdmico®®.

La resistencia a ceftaroline estaria dada por mutaciones alejadas del sitio activo, pero que

interrumpen la comunicacidn del sitio alostérico con el sitio activo®.
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Entorno genético de mecA: SCCmec

El SCCmec (cassette cromosdmico estafilocdccico), es un elemento genético movil, que se transfiere
de forma horizontal entre las distintas especies de Staphylococcus y que contiene el gen mecA.

Este cassette esta compuesto por el complejo mec, que contiene el gen mecA y los genes reguladores
(mecl, mecR; cuyo funcionamiento es muy similar a lo previamente expuesto para el locus de beta
lactamasa) y los genes que codifican los sitios de unidn a las recombinasas (ccr, que median tanto la
integracion al genoma como la escision del mismo).

Existen variantes de SCCmec, definidos entonces por el complejo mec vy los ccr.

La complejidad en la descripcién de las variantes de SCCmec ha dado lugar a la conformacion de un
grupo llamado International Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette
Chromosome (SCC) Elements (IWG-SCC), encargado de regular la nomenclatura de estas variantes. Su

pagina web es http://www.sccmec.org/Pages/SCC_HomeEN.html.

El gen mecA esta regulado por un operdn. Este operdn funciona de forma analoga al operdn
encontrado con el gen blaZ.

Esta estructura es similar a las islas de patogenicidad que se encuentran en bacterias Gram negativas,
con la diferencia que el SCCmec codifica resistencia antibidtica en lugar de factores de virulencia. El
mecanismo vy las sefiales que determinan la movilizaciéon de los cassettes cromosémicos no son del

todo conocidos.

N N \(,\
> ) Q
\‘?b‘ ((\QSY QJ& ((\Q/(' é,ﬂv
IR 4R
DRp> - DRp>
Complejo gen mec Complejo gen ccr

Figura 2. Estructura del SCCmec. SCCmec esta compuesta por dos complejos esenciales: el complejo
gen mec que codifica los genes de la meticilino resistencia propiamente dichos (mecA, mecl y mecR1)
y el complejo gen ccr que codifica los genes de movilizacion, tanto la integracion como la escision del
cromosoma de todo el elemento SCC.

Abreviaturas: IR Repetido Invertido, DR: repetido directo.

Adaptado de Hiramatsu, K et al ADDIN EN.CITE ADDIN EN.CITE.DATA 26,
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Asociados a este elemento genético se pueden insertar otros fragmentos de ADN, corriente abajo del

marco abierto de lectura (orfX), dando lugar al sector denominado oriC. Esta region es

extremadamente variable, en cuanto a longitud, genes que contiene (ya sean completos o pseudo

genes). Pueden incluir genes que intervienen en rutas metabdlicas (como los ACME), resistencia a

otros grupos de antibidticos, desinfectantes, etc.

Los complejos mec pueden clasificarse en 5 clases de acuerdo a la diversidad estructural de mecl y

mecR1Y.

Asi se reconocen:

e Complejo mec Clase A, compuesto por: IS431-mecA-mecR1-mecl (“complejo tipo”)

e Complejo mec Clase B, mecR1 se encuentra truncado por la secuencia de insercién 1S1272

e Complejo mec Clase C1, mecR1 se encuentra truncado por IS431 insertada en la misma direccion
que mecA

e Complejo mec Clase C2, mecR1 se encuentra truncado por IS431 insertada en direccidn opuesta
a mecA

e Complejo mec Clase D, mecR1 se encuentra truncado pero no por una IS

e Complejo mec Clase E, Presenta la estructura: blaZ-mecAcazs1- mecR1-mecl

Complejo ccr
Como se menciond, es un complejo de genes que codifica para la familia de resolvasa/invertasa,
responsables tanto de la escisién del cassette de la hebra de ADN como de la integracion del mismo.

Se clasifican de acuerdo a la combinacién de los diferentes tipos de ccrA y ccrB:

Tipo 1: ccrAl ccrBl

Tipo 2: ccrA2 ccrB2

Tipo 3: ccrA3 ccrB3

Tipo 4: ccrA4 ccrB4

Tipo 5: ccrC1

Tipo 6: ccrA5 ccrB3 (no fue asignado a ningun
SCCmec)

Tipo 7: ccrA6 ccrBl

Tipo 8: ccrAl ccrB3

Tomado de http://www.sccmec.org/Pages/SCC_HomeEN.html
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tvypes complexes complexes CLEREURE

I 1 (A1B1)* B NCTC10442, COL
N315, Mu50, Mu3, MRSA252, JH1,

{4 2 (A2B2) A JHo

111 3 (A3B3) A 85,/2082
S Ay
cm 5 &b e o= »

v 2 (A2B2) 8 E-MRSA—-15, JCSC6668,
JCSC6670

\4 5(c1) c2 WIS(WBGS8318), TSGH17, PMT1,

VI 4 (A4B4) B HDE288

VI 5 (C1) i JCSC6082

VIIL 4 (A4B4) A C10682, BK20781

IX 1(A1B1) Cc2 JCSC6943

X 7(A1B6) Cci JCSC6945

XI 8(A1B3) E LGA251

Tabla 1. Tipos de SCCmec en cepas de S. aureus hasta la fecha.
Extraido de http://www.sccmec.org/
Estos cassettes, ademds de tener el complejo mec y complejo ccr, tiene regiones con importancia

epidemioldgica: la region J (de junckjard).

Hasta el momento los SCCmec IV, V, VI y VIl poseen mecA y no portan resistencia a otros grupos de
antibidticos (no multirresistentes).

Clasicamente han sido designados como MRSA portadores de SCCmec (y por lo tanto de un fenotipo
de resistencia) tipico de infecciones en pacientes con factores de riesgo asociados a los cuidados de
salud. A estos MRSA se les denomind ‘adquiridos en el hospital’ o ‘asociados a los cuidados de salud’
(hospital acquired, HA-MRSA), en contraste con aquellos pacientes que no poseen estos factores de
riesgo y adquieren las infecciones por MRSA no multirresistentes, denominados como ‘adquiridos en
la comunidad’ (community acquired, CA-MRSA).

MRSA es una de las principales causas de las infecciones nosocomiales. Esta nomenclatura
epidemioldgica acerca de las cepas MRSA ha cambiado. Los aislamientos MRSA procedentes de la
comunidad (no multirresistentes) han aumentado su prevalencia y han sustituido paulatinamente a
las cepas HA-MRSA (multirresistentes). Esta clasificacion epidemiolégica que acompanaba el fenotipo
de resistencia observado en el laboratorio (por ejemplo MRSA multirresistente asociado a factores
de riesgo de adquirir la infeccion en vinculacién con los cuidados en salud) paulatinamente ha
perdido vigencia. Se observa frecuentemente infecciones de MRSA no multirresistente distribuidos
en los hospitales de forma amplia y si bien la literatura sigue utilizando el término HA-MRSA y CA-
MRSA es necesario revisar qué definicidn se utilizé para tal clasificacion (si epidemioldgica o por el

antibiograma)®?°,
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4.2.4. Meticilino resistencia no mediada por mecA

Meticilino resistencia mediada por mecC: en el afio 2007 se describen los primeros aislamientos de S.
aureus meticilino resistentes mecA negativos, obtenidos de ganado, con lo que a la postre seria
conocido como mecC?. El gen mecB habia sido asignado a un gen simil mecA previamente detectado
en Macrococcus caseolyticus, un microorganismo asociado a animales pero no patégeno para el
hombre?.,

En relacidn a S. aureus mecC positivo y su relacién con infecciones en humanos, el reporte mas
numeroso de casos corresponde a una serie de Suiza que involucra a 45 pacientes infectados entre
2005y 2014%,

La mayoria de los aislamientos en esta serie correspondieron a infecciones de piel y tejidos blandos,
pero también estaban involucradas infecciones severas y profundas como lo son las dsteo-articulares
y la sepsis. Los pacientes tenian una media de edad de casi el doble de aquellos pacientes infectados
con SAMR mecA (60 vs 32 afios), la mayoria presentaban enfermedades crénicas de base y heridas o
infecciones de piel previas?.

Este tipo diferente de gen mec se encuentra dentro de un cassette cromosdmico al que se lo
denomind como tipo XI (ver mas adelante).

El gen mecC codifica una transpeptidasa con una homologia aminoacidica cercana al 68% con PBP2a
codificada por mecA, sin embargo presenta diferencias importantes con respecto a ésta: desde el
punto de vista funcional, es capaz de mantener la viabilidad del microorganismo que la porta aun en
ausencia de la PBP2 nativa?3,

En relacion al perfil de resistencia que confiere, es mayor la resistencia a cefalosporinas que a
ampicilinas y penicilinas, esto puede manifestarse como resultados discordantes entre la
determinacién de sensibilidad a oxacilina y cefoxitina, ya que puede dar resistencia a cefoxitin y
sensibilidad a oxacilina®*?,

El efecto sobre penicilinas seria tan bajo que la resistencia a estos antibidticos estaria dada por la
presencia de la penicilinasa codificada por blaZ por lo cual S. aureus mecC+ seria tratable con

penicilina/acido clavuldnico, de acuerdo a un trabajo reciente de Ba y colaboradores®.
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Meticilino resistencia por mutaciones puntuales

Finalmente, la resistencia a meticilina e incluso a cefalosporinas de quinta generacién se ha asociado
también a mutaciones puntuales en las PBP nativas y otros genes, como ser PBP1, PBP2, PBP3, PBP4,
GdpP, YjbH y AcrB?5%, Este tipo de aislamientos constituian los llamados MODSA (por Modified)®.
Modificacion de sitio blanco en otros microorganismos

Streptococcus pneumoniae:

Si bien ya desde 1940 se obtenian cepas de laboratorio de S. pneumoniae resistentes a Penicilina, no
es hasta 1967 cuando se reporta el primer aislamiento clinico con resistencia intermedia (0,6 mg/L)%.
Desde esa época se han observado distintos niveles de resistencia en diferentes regiones. Entre 1980
y 1990 se habia observado a nivel mundial una rapida expansién de la resistencia a penicilina, a
expensas fundamentalmente de los serotipos 6B, 14, 15A, 19F, 19A y 23F,%3 Incluso algunos
estudios epidemioldgicos mostraron un incremento de aislamientos resistentes a penicilina que
asociaban resistencia a otros grupos de antibidticos*?

De las 6 PBP que posee Streptococcus pneumoniae, son 3 las implicadas en la resistencia estudiadas
en aislamientos clinicos (PBP1a, PBP2b y PBP2x) y menos frecuentemente PBP2a. Las PBP1b y la
PBP3 mantienen su actividad y no intervienen en la generacién de resistencia, seguramente debido a
que estas PBP no son vitales para la bacteria®

PBP2b y PBP2x son consideradas esenciales para la sintesis del peptidoglicano y mientras que
cambios en PBP2b se asocian a resistencia a penicilina, los cambios en PBP2x se relacionan con
resistencia tanto a penicilinas como a cefalosporinas de tercera generacién3*.

Esta resistencia se describe en mosaico y es producto de la capacidad que tiene este microorganismo
para cambiar su ADN producto de la recombinaciéon con ADN que capta del medio, incluso de otras
especies bacterianas®?.

Los sitios en los cuales se generan estas recombinaciones no son al azar y se pueden ubicar sectores
susceptibles en el ADN a sufrir este tipo de modificaciones. Los mosaicos ademads se describen en
“bloques” dentro del genoma.

Las PBP nativas tienen cierta variabilidad en su secuencia genética, pero se limitan a presentar un

fenotipo con variabilidad de unos pocos aminoacidos. Los genes de las PBP resistentes con genes
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mosaicos, difieren en su secuencia en un porcentaje importante (cercano al 20%) con los genes de la
PBP sin los genes mosaico.

Los bloques de secuencias mosaicos mejor estudiados son los de la PBP2x, donde se encontraron
estas secuencias en S. mitis y S. oralis.

Se describen 3 conjuntos o familias de PBP2x resistentes; en el primero se asocia a sustitucion de una
Treonina por una Alanina en la posicién 338, el segundo se conoce por la sustitucion de Glutamina
por acido glutdmico en la posicidon 552 y el tercer grupo importante se caracteriza por la sustitucién
de un Treonina por una Alanina en la posicion 550, confiriéndole resistencia Unicamente a las
cefalosporinas.

La aparicion de mutaciones en genes codificantes de enzimas distintas de PBPs pero relacionados a la
sintesis del peptidoglicano, como MurM, han sido relacionadas con resistencia de alto nivel a
penicilinas y cefasloporinas de tercera generacion-3®,

Finalmente, algunas mutaciones lejanas al sitio activo de PBP2x podrian contribuir a generar
resistencia a algunos beta lactdmicos como cefuroxime, mediado por cambios en la interaccion con
una kinasa serina/treonina que interviene en los pasos de elongacidn de la cadena de peptidoglicano
por un mecasnismo no aclarado hasta el momento3®.

Enterococcus spp:

Enterococcus spp. presenta naturalmente un cierto grado de resistencia natural a beta lactamicos,
debido a la presencia de Pbps con baja afinidad por los mismos.

Esto se observa particularmente en Enterococcus faecium y PBP5. Esta PBP de alto peso molecular,
realiza la transpeptidacion en presencia de beta lactamicos, cuando estan inhibidas el resto de las
PBP.

La PBP5 tiene muy baja afinidad por la penicilina, mutaciones subsecuentes en los genes que la
codifican aumentan la CIM para ampicilina. No todas las mutaciones en esta PBP tienen la misma
significancia en la generacion de resistencia de este microorganismo, pero se propone que las que
adicionan una Serina en la posicidn 466 en combinacidn con otras, aumentan significativamente la
CIM a ampicilina®+8, Se observé ademds que en cepas resistentes la expresion de esta PBP es
significativamente mas elevada comparada con las PBP nativas de Enterococccus spp. Esta
combinacion de disminucion de la afinidad por el betalactamico y sobre-expresion de la PBP le

confiere a estos microorganismos alta resistencia a los betalactamicos, si bien no es posible
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establecer relaciones entre niveles de expresidon y cambios en las PBP con los niveles de resistencia
observados®,

La concentracién inhibitoria minima de E. faecalis y E. faecium a penicilina es sensiblemente mas
elevada que la mayoria de las especies del género Streptococcus. Si E. faecium es resistente a
penicilina, se debe informar como resistente a todos los betalactamicos, incluido carbapenems.
Dentro de los betalactamicos, ampicilina es para el cual las PBP de estos microorganismos presentan
mayor afinidad, por lo que es el betalactdmico de eleccidn para el tratamiento de estos

microorganismos, mientras que las cefalosporinas deben considerarse resistentes y no realizar

ensayos de sensibilidad a ninguna de ellas*’.

4.3. Métodos de estudio en el laboratorio clinico

4.3.1. Penicilinasas

Dada la alta prevalencia de estas penicilinasas en los aislamientos clinicos, unido a la baja sensibilidad
de las pruebas disponibles para detectar la presencia de las betalactamasas, en general esta
deteccidn no se realiza.

En caso de realizarse, se puede ensayar un antibiograma por disco difusion de Kirby-Bauer y la
deteccion de esta enzima con test de nitrocefina cromogénico. La CLSI sugiere la realizacion del test
cromogénico y, si éste arroja un resultado negativo dada su baja sensibilidad, aconseja realizar el test
por disco difusidon en agar con disco de penicilina de 10 U. Estos ensayos tienen una sensibilidad
cercana al 34% y 71%, respectivamente.

Los resultados negativos son aquellos donde se muestra un halo de inhibicion homogéneo o
“esfumado”, mientras que se considera como productora de betalactamasas cuando se forma un

halo de inhibicién como trazado a lapiz*.

4.3.2. Alteracion del sitio blanco

Método disco difusion de Kirby Bauer:

La prueba con discos cefamicina (cefoxitina o moxalactama) esta ampliamente difundida para la
deteccion de meticilino resistencia (presencia del gen mecA), en lugar de la utilizacién del disco de

oxacilina. El disco de cefoxitina 30 ug tiene mejor rendimiento en comparacidon con el disco de
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oxaciliha 1 ug para el screening de la meticilino resistencia conferida por el gen mecA*. Sin embargo,
para la deteccién de mecA en S. pseudointermedius se recomienda todavia el disco de oxacilina*.

Los puntos de corte para S. aureus y S. lugdunensis son diferentes que para Staphylococcus coagulasa
negativos. La resistencia puede expresarse de forma homogénea (con halos de inhibicién cercanos a
6 mm) o heterogénea, reconociéndose colonias dentro del halo de inhibicion (con CIM algo mas
bajas) que en general corresponden a valores de CIM elevados. Las poblaciones bacterianas con
sensibilidad homogénea presentan CIM elevadas respecto a las que expresan un fenotipo de
héterorresistencia.

Los aislamientos héterorresistentes poseen subpoblaciones con microorganismos resistentes y
suelen asociarse a SCCmec no multirresistentes (CA-MRSA). Los aislamientos tipicamente HA-MRSA,
por otro lado, tienen un fenotipo de resistencia llamada ‘resistencia homogénea a meticilina’®.

CLSI en su versién del 2017 recomienda la deteccidon de mecA en Staphylococcus sp. diferentes de S.
aureus y S. epidermidis ain con CIM de 0.5-2 pg/mL, mientras que para S. epidermidis CIM de 0.5
pug/mL deben informarse como resistentes a meticilina. EUCAST considera meticilino resistente a
todos los Staphylococcus sp con CIM de 0.5 pug/mL o mayores a excepcion de S. lugdunensis y S.

saprophyticus.

Como ya fue mencionado, la deteccién de un perfil de resistencia a cefoxitin y sensibilidad a oxacilina
se asocia altamente a la presencia de mecC*y esto se relaciona a diferencias en la afinidad de la
PBPmecc con diferentes beta lactamicos®.

Finalmente, hay que recordar que la sensibilidad a cefalosporinas de 5ta generacién como ceftaroline
y ceftobiprole, en caso de aislamientos meticilino resistentes, debe realizarse por separado.

Otros test de utilidad en el laboratorio clinico

La utilizacidon de métodos moleculares como la PCR para detectar el gen mecA se considera el ensayo
gold standard para la deteccidn de MRSA*8, sin embargo sigue siendo caro para ser utilizado en el
laboratorio de microbiologia clinica de forma rutinaria. Hay que tener en cuenta también que, como
ya fue mencionado, la meticilino resistencia no se explica sdlo por la presencia de mecA, por lo que la
busqueda exclusiva por este método tampoco debe realizarse.

La prueba de aglutinacion con particulas de latex detecta cepas meticilino resistentes mediante la

incorporacién de la PBP2a. Esta prueba es facil de realizar y da resultados en alrededor de 20
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minutos. Es comparable con la especificidad de detectar el gen mecA mediante PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa). Es de utilidad para laboratorios que manejan un nimero importante de
muestras, en pacientes de manejo complejo y en los que un resultado rapido cambia la decision
terapéutica. Contribuye en este sentido al uso racional de medicamentos, colaborando por ejemplo
en la suspension de vancomicina.

Tiene una sensibilidad (93-100%) y especificidad (96-99,1%)%¢-°°.

Con respecto a los Estafilococos coagulasa negativos, la PCR para mecA identificd resistencia en una
proporcidn significativamente mayor comparada con el test de oxacilina y/o cefoxitina por Vitek I1°%.
En Streptococcus pneumonaie se puede utilizar el disco de oxacilina de 1 ug para realizar un
screening de la resistencia a los betalactamicos. Este disco es capaz de diferenciar los
microorganismos susceptibles de los resistentes, considerando los puntos de corte meningeos de
CIM <0.06 mg/L, pero para el uso en aislamientos no provenientes de meningitis no discrimina el
grado de sensibilidad que presenta el microorganismo. Por esto, la obtencién de un halo de
sensibilidad a oxacilina habilita el tratamiento de los cuadros no meningeos, pero dado un valor de
resistencia es necesario determinar la CIM tanto de penicilina como de ceftriaxona. Dado que S.
pneumoniae es un microorganismo exigente desde el punto de vista nutricional, los ensayos de
resistencia antibidtica se deben realizar en Mueller-Hinton con el agregado de sangre ovina al 5%.

Screening con disco oxacilina:

En infecciones severas (como aquellas donde se aislan a partir del liquido cefalorraquideo) se
recomienda realizar el estudio con la CIM para los diferentes betalactamicos; la recomendacidén es
mas precisamente para penicilina, cefotaxime, ceftriaxona e imipenem. Debido a caracteristicas
farmacocinéticas de los betalactamicos y los mecanismos de resistencia de este microorganismo a los
antibidticos, en el 2008 se cambiaron los puntos de corte para la penicilina, dependiendo si el
aislamiento es de una muestra de Sistema Nervioso Central o no.

Los puntos de corte actuales para aislamientos no meningeos son: CIM < 2 mg/L susceptibles, CIM de
4 mg/L resistencia intermedia, y mayores o iguales a 8 ug/ml resistentes, mientras que para

infecciones meningeas CIM > 0,12 mg/L se consideran resistentes.
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EUCAST CLSI
MiC breakpoint
MIC breakpoint (mg/L)

Penicilina (mg/L)

S$< R> S< | R2
Benzylpenicilina (no

0.06 2 2 4 8
meningitis)
Benzylpenicilina (meningitis) 0.06 0.06 0.06 - 0.12

Tabla 2. Criterios CLSI y EUCAST para la interpretacién de la sensibilidad a penicilina de S. pneumoniae. En el
caso de CLSI se marca que para casos de neumonia con CIM=2mg/L se puede considerar sensible si se
administran tratamientos de 2,4g cada 4 horas. Mientras que en el caso de CLSI la recomendacién es con
CIM=4 siempre que se administren dosis de 18 a 24 millones de U/dia.

Para el tratamiento de las infecciones por S. pneumoniae se puede utilizar amoxicilina, ampicilina,
cefepime, cefotaxime, ceftriaxona, cefuroxime, ertapenem e imipenem pero no se han establecido
de forma adecuada puntos de corte por los métodos de disco difusién. Para este grupo de
antibidticos se recomienda la determinacion de la CIM.

Si el aislamiento no procede del liquido cefalorraquideo y la CIM es susceptible o de resistencia
intermedia, se recomienda aumentar la dosis y acortar el intervalo interdosis, siempre monitorizando
la evoluciéon clinica del paciente. Los betalactdmicos son antibidticos tiempo dependientes que
tienen la caracteristica de concentrarse muy bien en tejidos como el pulmonar>2,

La determinacién por el antibiotipo de las modificaciones en las PBPs que puede presentar el
aislamiento no esta del todo esclarecido.

Para los estreptococos R-hemoliticos la CIM >= 0,12 ug/ml son extremadamente raras y no se han
reportado nunca para S. pyogenes.

Para Streptococcus spp. del grupo viridans provenientes de sitios estériles, se debe ensayar la CIM

para penicilina o ampicilina.
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5. Resistencia a los glicopéptidos

Ana Cristina Gales

Profesora Adjunta de Infectologia del Departamento de Medicina de la

Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sao Paulo.

Investigadora 1A del Consejo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnolégico (CNPq)
Miembro de la Camara Técnica de Resistencia Microbiana (CATREM),

Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

Coordinadora clinica del Consejo Brasilero de Susceptibilidad Antimicrobiana (BrCAST)
Brasil

La vancomicina y la teicoplanina son compuestos pertenecientes a la clase de los glicopéptidos. Pero
Unicamente la vancomicina estd aprobada para su uso clinico en Estados Unidos (EEUU).
Recientemente, nuevos glicopéptidos/lipoglicopéptidos, como la dalbavancina, la telavancina y la
oritavancina, fueron probados para uso clinico en EEUU.

Los glicopéptidos no poseen actividad contra bacterias Gram negativas y frecuentemente se utilizan
en el tratamiento de las infecciones causadas por cocos Gram positivos, como Staphycococcus aureus
o Staphycolococcus coagulasa-negativos resistentes a la oxacilina y Enterococcus spp. resistentes a la
ampicilina. Sin embargo, la resistencia intrinseca a los glicopéptidos también ha sido descrita en
muchas especies de Gram positivos, como Erysipelothrix rhusopathiae, Lactococcus, Pediococcus y
Lactobacillus®.

5.1. Mecanismo de accion de los glicopéptidos

Los glicopéptidos actuan sobre las bacterias Gram positivas inhibiendo la sintesis del peptidoglicano,
que es uno de los principales componentes de la pared celular bacteriana. La sintesis del
peptidoglicano ocurre en sucesivas etapas. En el interior de la célula bacteriana, una racemasa
convierte a L-alanina en D-alanina (D-Ala) y luego dos moléculas de D-Ala se unen por una ligasa,
creando el dipéptido D-alanila-D-alanina (D-Ala-D-Ala). Este dipéptido es incorporado al tripéptido de
difosfato uracilo N-acetilmuramico mediante la reaccidon catalizada por MurF, una proteina sintetasa,
y se forma asi el pentapéptido difosfato uracilo N-acetilmuramico.

Este pentapéptido se une al transportador lipidico decaprenol, que luego del agregado de N-acetil-
glucosamina derivada de uracilo difosfato de N-acetil glucosamina, permite la traslocaciéon de los
precursores de peptidoglicano hacia la superficie externa de la membrana celular citoplasmatica. Las
moléculas del pentapéptido del acido N-acetil murdmico se unen a las moléculas de N-acetil-
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glucosamina mediante la reaccidn de transglicosilacién. También se forman enlaces entre las D-Ala-
D-Ala terminales de una cadena de precursores del peptidoglican con las D-Ala-D-Ala terminales de
otra cadena permitiendo la formacién de enlaces cruzados. Esta etapa se conoce como reaccién de
transpeptidacién y son catalizadas por las enzimas denominadas PBP (Penicillin Binding Proteins,
proteinas de unién a penicilina).

Los glicopéptidos inhiben las fases tardias de la sintesis de peptidoglicano al unirse a los terminales
D-Ala-D-Ala, precursores de los terminales pentapeptidicos del peptidoglican ubicados en la
superficie exterior de la membrana citoplasmatica. Este enlace es de alta afinidad e impide la
actividad de las transglicosilasas (responsables del enlace de una nueva subunidad de disacarido-
pentapéptido a la molécula de peptidoglicano que se esta formando); de las transpeptidasas, y como
consecuencia, la formaciéon de una nueva cadena de peptidglicano como se puede observar en la
Imagen 134,

===== Carreador lipidico

D Acido N-acetil muramico
: Carboxipeptidase Glicopeptideo
N-acelil glucosamina )

Transpeptidase (+
UDP, uracil difosfato Transglicosilase

Parede Celular

Membrana
Citoplasma Tripeptideo L-Ala-D-Glu-L-Lys MurF |proteina sintetase)
Racemase D-Ala-D-Ala O D |:| |:|
J’ Ligase UD
L-Alall D-Ala ———— D-Ala-D-Ala L H HEHE
. + . “ Pentapeptideo

Imagen 1. Biosintesis de peptidoglicano y mecanismos de accidn de los glicopéptidos. Al unirse al C-terminal D-
Ala-D-Ala del precursor de peptidoglicano, los glicopéptidos impiden que las reacciones catalizadas por las
transglicosilasas, transpeptidasas y D,D-carboxipeptidasas se produzcan.

Imagen adaptada Courvalin P. Clin Infect Dis 2006;42(Suppl 1): S25-S34.
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5.2. Mecanismo de resistencia a los glicopéptidos

5.2.1. Mecanismo de Resistencia en Enterococcus spp.

El primer aislamiento de Enterococcus faecium reportado como resistente a los glicopéptidos fue
registrado en Reino Unido, en 1988°. Luego, fueron reportados los primeros casos de E. faecium
resistentes a vancomicina en la ciudad de Nueva York®. Actualmente, cepas de Enterococcus
resistentes a la vancomicina (VRE) son reportadas en varias partes del mundo®%.

La resistencia a los glicopéptidos en enterococos es originada por la sintesis de precursores
modificados del peptidoglican. El precursor D-Ala-D-Ala es sustituido por un terminal D-Lactato (D-
Ala-D-Lac) o D-Serina (D-Ala-D-Ser), que presenta baja afinidad de enlace con los glicopéptidos.
Varios fenotipos/genotipos de resistencia a los glicopéptidos fueron descritos en Enterococcus spp.
tal como se puede observar en la Tabla 13*718, |3 clasificacidon de estos genotipos estd basada en la
secuencia de los genes estructurales que codifican las ligasas, ya que los niveles de resistencia a
vancomicina y teicoplanina no son capaces de discriminarlos **. La sustitucion del terminal D-Ala-D-
Ala estd determinada por un conjunto de genes llamados operones, que pueden residir en el
cromosoma bacteriano, o pueden ser adquiridos mediante plasmidos **. El operén es una unidad
genética de expresion coordinada, que comprende un segmento promotor, un segmento operadory,
en la secuencia, el gen o genes cuya expresion es controlada por ellos. La estructura y composicién
de los operones vanA, vanB y vanC que confieren resistencia a la vancomicina pueden ser observadas
en la Imagen 2 presentada a continuacion®*2,

enotip enotipo (Operon specie esistencia esistencia Xpresion
F ipol Gi ipo (Operdn) E i Resi: i Resi i E i6
Modificacion a la vancomicina a la teicoplanina
Vana® vanA E. faecalis, E. faecium  Alto grado de resistencia Alto grado de resistenci Resistencia Inducible
D-Ala-D-Lac CIM, 64 -1000 pg/mL CIM, 16-512 pg/mL (alto grado)
vang'*" vanB E. faecalis, E. faecium  Alto grado de resistencia Sensible Resistencia Inducible
D-Ala-D-Lac CIM, 4-512 pg/mL CIM, 0.5 pg/mL (alto grado)
\.-’an(:"s'a " vanC1,vanC2y vanC3 E. gallinarum, E. Bajo grado de Sensible Resistencia constitutiva
D-Ala-D-Ser casseliflavus , E. resistencia CIM, 20.5 pg/mL (bajo grado)
flavescens CIM, 2-32 pg/mL
vanD"® vanD E. faecium Moderado a alto grado Bajo grado de Resistencia Inducible
D-Ala-D-Lac de resistencia resistencia
CIM, 64-256 ug/mL CIM, 4-32 pg/mL
vang'® vanE E. faecalis Bajo grado de Sensible Resistencia Inducible
D-Ala-D-Ser resistencia CIM, £0.5 pg/mL
CIM, 16 pg/mL
vanG"’ vanG E. faecalis Bajo grado de Sensible Resistencia Inducible
D-Ala-D-Ser resistencia CIM, 0.5 pg/mL
CIM, = 16 pg/mL
vanL'® vanL E. faecalis Bajo grado de Sensible Resistencia Inducible
D-Ala-D-Ser resistencia
CIM,8 pg/mL
VanM'® vanM E. faecium Alto grado de resistencia  Alto grado de resistenci Resistencia Inducible
D-Ala-D-Lac CIM, >256 pg/mL
vanN®® vanh E. faecium Bajo grado de Sensible Resistencia constitutiva
D-Ala-D-Ser resistencia CIM, =0.5 pg/mL
CIM,16 pg/mL

Tabla 1 Principales caracteristicas de los genotipos/fenotipos Van.
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Los fenotipos de resistencia a la vancomicina mas frecuentes son: VanA (alto grado de resistencia a la
vancomicina y teicoplanina), VanB (moderado grado de resistencia a la vancomicina y sensibilidad a
teicoplanina) y VanC (resistencia moderada o intermedia a vancomicina y sensibilidad a
teicoplanina)®2. Tanto el fenotipo VanA como el VanB pueden ser inducidos por concentraciones
sub-inhibitorias de vancomicina. Sin embargo, los fenotipos VanC y VanN no son inducibles, pero si
constitutivos'?8, La mayoria de los VRE presentan el fenotipo VanA. Este fenotipo es encontrado con
mayor frecuencia en aislamientos de E. faecium y E. faecalis, pero otras especies de Enterococcus
spp. pueden adquirir el transposon que carga el gen vanA y pasar a expresar este fenotipo de
resistencia®>*’"°,

El genotipo de resistencia vanA es el que se encuentra con mayor frecuencia en aislamientos de VRE
y ha sido el més estudiado, principalmente, en la cepa E. faecium BM4147°. El operén vanA es
transportado por el transposén Tn1546, el cual originalmente fue detectado en un plasmido de un
aislamiento clinico de E. faecium®°. La diseminacidn de este transposdn parece ser responsable de la
propagacion del alto grado de resistencia a los glicopéptidos entre Enterococcus spp.* Este operdn
codifica nueve polipéptidos que actiian en conjunto para conferir resistencia a la vancomicina: dos
marcos de lectura abiertos relacionados a la transposicién, dos polipéptidos (VanR y VanS) que son
responsables de la regulacién de la expresidon del gen de resistencia, dos péptidos (VanH, VanA)
responsables de la sintesis de D-Ala-D-Lac y dos proteinas esenciales (VanX y VanY) para la hidrdlisis
de los precursores del peptidoglican. La funcién de la proteina Z es desconocida (Figura 2)>7°.

Pe P
) aans AR WA ) W - o0 — vanA

Regulator Sensor Desidrogenase Ligase D1-D-dipeptidase  D1-D-carboxipeptidase Desconhecida Te®

Desconhecida

— TG ) NN veatCsnke [ venss —— yan

Serino racemase

Imagen 2. Estructura y composicion de los operones vanA, vanB y vanC que confieren resistencia a la
vancomicina. Las flechas indican los genes y las puntas de las flechas indican la direccion de transcripcion. Los
largos de las flechas varian de acuerdo al tamafio de los genes, pero no estan en escala.
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PR e PH: Promotores que preceden a los genes vanR y vanH, respectivamente
TeR: asociada a la disminucion de la sensibilidad a la teicoplanina.

La organizacion del operdn vanB es similar a la del operdn vanA, pero difiere en su regulacion,
porque la vancomicina, pero no la teicoplanina, es inductora del operédn VanB*®%!, Cepas con
fenotipo VanB demostraron varios niveles de resistencia a la vancomicina y generalmente
permanecen sensibles a la teicoplanina. Sin embargo, la vancomicina puede inducir resistencia a la
teicoplanina, y fue descrito el desarrollo de resistencia a la teicoplanina in vivo en una cepa de E.
faecium con fenotipo VanB®.

Las cepas VanC son intrinsecamente resistentes a la vancomicina (CIMs 8-32 g/ml), pero
permanecen sensibles a la teicoplanina (CIMs 0,25-1 g/mL). Tres genes fueron identificados en este
fenotipo de resistencia: vanC-1 (de E. gallinarum), vanC-2 (de E. casseliflavus ) y vanC-3 (de E.
flavescens). La ubicacion de los genes de resistencia responsables del fenotipo VanC es cromosdmica,
y este fenotipo parece ser intrinseco a esas especies de Enterococcus spp.>%12,

Curiosamente, el crecimiento de algunas cepas de Enterococcus spp. depende de la vancomicina.
Estas cepas son reconocidas en presencia de vancomicina en el medio de cultivo, o cuando los
pacientes estdn recibiendo terapia con vancomicina. Los enterococos dependientes de vancomicina
pueden no sintetizar una ligasa D-Ala-D-Ala funcional y, probablemente, son capaces de sintetizar
paredes celulares Unicamente a partir de precursores de D-Ala-D-Lac que solo son formadas en
presencia de vancomicina®.

5.2.2. Mecanismo de Resistencia en Staphylococcus

La resistencia a glicopéptidos en S. aureus se puede expresar a través de dos fenotipos distintos, GISA
(glycopetide intermediate S. aureus) y GRSA (glycopetide resistant S. aureus)***. Con frecuencia,
estos fenotipos son denominados VISA (vancomycin intermediate S. aureus) o VRSA (glycopetide
intermediate S. aureus), haciendo referencia Unicamente a la resistencia a la vancomicina. Sin
embargo, el uso de esta denominacién se debe evitar porque también se produce una reduccion de
la sensibilidad o resistencia a la teicoplanina.

De acuerdo con las recomendaciones del European Committee on Antimicrobial Susceptibility
(EUCAST), los aislamientos de S. aureus con un alto nivel de resistencia a la vancomicina (CIM > 8
mg/L) son denominados GRSA, mientras que los aislamientos de S. aureus que presentan MIC entre 4
y 8 mg/L son considerados GISA. Las cepas de S. aureus sensibles a la vancomicina (CIMs <2 mg/L),
pero con poblaciones minoritarias (1 por cada 10° células) con CIM de vancomicina > 2 mg/L,
presentan heterorresistencia a los glicopéptidos y se clasifican como hGISA. Ocasionalmente,
también se llaman hVISA%*. El mecanismo de hGISA es complejo y la detecciéon depende del andlisis
poblacional, el cual se realiza solamente en laboratorios de referencia o de investigacion porque el
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test es laborioso y requiere expertise técnica®®. De esta manera, ha sido dificil establecer el
significado clinico del fenotipo hGISA ya que aun no ha sido realizado ningun estudio prospectivo
bien controlado. Sin embargo, se cree que la presencia del fenotipo hGISA pueda estar asociada a
una peor respuesta clinica en infecciones graves?2*%, De esta manera, se sugiere que se investigue
el fenotipo hGISA en los casos de infecciones graves, como, por ejemplo, infecciones del torrente
sanguineo que no responden a la terapia inicial con glicopéptidos?.

Hiramatsu y colaboradores fueron los primeros en reportar un aislamiento clinico de S. aureus
resistente a la meticilina con sensibilidad reducida a la vancomicina, en 1996. Esta cepa fue aislada
de la herida quirurgica de un nifio de cuatro meses que habia sido sometido a una cirugia para
correccion de atresia pulmonar, y fue denominada MU50%. Cepas GISA han sido reportadas por
varios paises®. El mecanismo de resistencia que lleva al fenotipo VISA no estd totalmente elucidado,
se cree que varios eventos involucrados en la sintesis de peptidoglican ocurren simultdneamente®.
Cepas VISA presentan engrosamiento de la pared celular y aumento de la produccién de residuos
libres de D-Ala-D-Ala. De esta manera, parte de las moléculas de vancomicina quedarian retenidas en
la pared bacteriana, disminuyendo el nimero de moléculas disponibles para alcanzar el sitio de
accion que se encuentra yuxtapuesto a la membrana citoplasmatica bacteriana®*20-23.26:28 |
engrosamiento de la pared bacteriana también puede afectar la actividad de la daptomicina®. Sin
embargo, no todas las cepas que presentan aumento de la CIM para vancomicina presentaron CIM

elevadas para daptomicina.

A diferencia de los aislamientos VISA, la resistencia a la vancomicina en VRSA no esta relacionada a
alteraciones en la pared bacteriana sino a la adquisicion del operdn vanA. Estos aislamientos
presentan alto grado de resistencia a la vancomicina originados por la sustitucion del péptido final de
D-Ala-D-Ala terminal®#20-23.26.28 | 5 transferencia in vitro del gen vanA de una cepa de E. faecalis hacia
S. aureus fue reportada en 1992, pero recién en 2002 se reportd la aparicién de la primera cepa de
VRSA, en EEUU33!, Este fenotipo es raro y durante mucho tiempo estuvo restringido a los Estados
Unidos, cerca de la zona de la ciudad de Detroit. Hasta ahora, solamente pocos casos de VRSA fueron
reportados en India, Irdn, Paquistan, Portugal y Brasil®%¢, Las cepas VRSA han sido recuperadas de
pacientes con infecciones de piel y tejidos blandas causadas por MRSA y que estaban recibiendo
terapia con vancomicina. Trece de los 14 VRSA aislados en EEUU pertenecian al complejo clonal 5
(incluyendo ST5, ST85, ST231 y ST371), el cual es el mas ampliamente diseminado entre muestras de
MRSA hospitalarias en los EEUU3%?7, Por otro lado, la cepa de VRSA aislada en Brasil pertenecia al
ST8, la cual se asocia al cassette cromosémico estafilocécico mec (SCCmec) del tipo IVa y spa tipo
t292, presentes en muestras comunitarias®. Esta cepa estd filogenéticamente relacionada al clon de
MRSA USA300 que se ha diseminado rapidamente por EEUU vy la region norte de América Latina
(variante latino-americana-USA300-LV)3%38, A pesar de considerarse que tenian un riesgo aumentado
para la adquisicidon de VRSA, ninguno de los profesionales de la salud o pacientes que compartian el
mismo turno de didlisis de los pacientes con VRSA fueron colonizados por estas cepas®”*. No hay
datos recientes sobre la prevalencia de aislamientos con sensibilidad reducida a los glicopéptidos en
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Europa. En base a un informe de instituciones individuales, se estima que la prevalencia de hGISA es
< 2% da la de los MRSA en Europa, y GISA por debajo de 0,1%%°.

5.3. Deteccion en el laboratorio del fenotipo de resistencia a los
glicopéptidos de acuerdo con las recomendaciones de EUCAST

Los puntos de corte recomendados por EUCAST y CLSI para la clasificacion de la categoria de
sensibilidad a los glicopéptidos estan detallados en la Tabla 22224,

Microorganismo/ CIMa (mg/L) Potencia del Disco-Difusiéon
Antimicrobiano disco (mm)
Sensibilidad Resistencia Sensibilidad
Enterococcus spp.
Vancomicina <4 >8 5 ug >12
Teicoplanina <2 >4 30 pg >16

Staphylococcus spp.

Dalbavancina <0.125 >0.25

S. aureus

Vancomicina <2 >8 NRP
Teicoplanina <2 >8 NRP
Telavancina (MRSA) <0125 >0.25 NRP
Oritavancina <0.125 >0.25 NRP
SCON°

Vancomicina <4 >8 NRP
Teicoplanina <4 >8 NRP

Tabla 2. Puntos de corte de los glicopéptidos y lipopoliglicopéptidos para las muestras de Staphylococcus spp. y
Enterococcus spp. de acuerdo con las recomendaciones de EUCAST?2.

A. CIM, concentracion inhibitoria minima.
A. NR, técnica no recomendada.
B. SCON, Staphylococcus coagulasa negativo.
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5.3.1. Deteccion de Enterococcus spp. resistente a los glicopéptidos

Los aislamientos de E. faecium o E. faecalis con una CIM de vancomicina > 4 mg/L son catalogados
como resistentes a la vancomicina (VRE). Las cepas que expresan el fenotipo VanB generalmente son
fenotipicamente sensibles a la teicoplanina. Hay reportes de casos de aparicidon de resistencia a la
teicoplanina durante el tratamiento de infecciones por enterococos que expresaban el fenotipo
VanB. Los relatos de fallas clinicas son escasos por lo que la recomendacién actual de EUCAST es
reportar el resultado para teicoplanina tal como es obtenido%2224,

La resistencia a la vancomicina puede ser detectada por los métodos de determinacion de la CIM,
disco-difusidn y screening en agar. Para los tres métodos, es esencial que las placas sean incubadas
por 24 horas, a fin de que los aislamientos con resistencia inducible puedan ser detectados. Los tres
métodos detectan la resistencia mediada por vanA. A veces, la deteccién de resistencia mediada por
vanB puede ser mas dificil. La determinacion de la CIM por dilucidn en agar o microdilucion en caldo
es precisa, pero menos utilizada por laboratorios en forma rutinaria. Reportes mds antiguos
muestran que la deteccién de resistencia mediada por vanB es problematica por métodos
automatizados®. Desde entonces, se han realizado actualizaciones para los métodos automatizados,
pero aun faltan estudios recientes sobre el desempefio de esos métodos para la deteccion de
resistencia mediada por vanB?®.

Independientemente del test empleado para la deteccidn de los aislamientos VRE, es importante que
la identificacion bacteriana sea confirmada. Las cepas de E. gallinarum o E. casseliflavus presentan
bajo grado de resistencia a la vancomicina y pueden ser erroneamente identificados como E.
faecium, debido a un test de arabinosa positivo. El MGP (alfa-metil-D-glucopirandsido) o un ensayo
de test de motilidad se puede usar para distinguir E. gallinarum/E. casseliflavus de E. faecium (MGP
negativo, inmoavil).

El test de disco-difusion emplea el disco de vancomicina de 5 pg y se ha mostrado adecuado para la
deteccidon de cepas VRE, siempre que se sigan rigurosamente las pautas recomendadas por
EUCAST?2%, Los halos de inhibicién del disco de vancomicina de 5 Blg se deben inspeccionar para
detectar la presencia de bordes irregulares y/o micro-colonias, utilizando luz transmitida. Los bordes
del halo bien delimitados indican que el aislamiento es sensible y el didmetro de los halos de
inhibicion por arriba del punto de corte (212 mm) puede ser reportado sensible a la vancomicina. Los
aislamientos con bordes del halo de inhibiciéon difusos o colonias dentro del mismo pueden ser
resistentes, independientemente del tamafio del halo de inhibicién y no deben ser reportados como
sensibles a la vancomicina sin confirmacién por determinacién de la CIM.

La determinacion de la CIM se puede realizar por dilucién en agar, microdilucién en caldo o mediante
el método de gradiente en agar. La microdilucién en caldo se debe realizar de acuerdo con las
recomendaciones de EUCAST, mientras que la determinacion de la CIM con tiras de gradiente de
antibidtico se debe realizar de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes. Observar, que
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cuando se utilizan estas tiras para determinar la CIM con un inéculo mayor (estandar 2,0 de la escala
de McFarland) en un medio rico (BHI, Infusién de cerebro y corazén) para deteccion de aislamientos

VRE, este resultado no proporciona un valor de CIM.

La pesquisa de VRE se puede realizar mediante el test en agar BHI con 6 mg/L de vancomicina. Estos
tests son confiables para la deteccién de aislamientos vanA y vanB. Las placas de screening estan
disponibles comercialmente o se pueden preparar en cada laboratorio. En la placa, se debe inocular
10 pL de una suspensidon McFarland 0,5, o sea: el inéculo final en la placa debe ser 1x10° - 1x10°
UFC/mL. Las placas deben ser incubadas por 24 horas a 35 + 1°C en atmdsfera ambiente. El
crecimiento de mds de una colonia se debe interpretar como positivo, o sea, el aislamiento presenta
el fenotipo VRE.

La deteccidn de resistencia a la vancomicina mediante PCR para vanA y vanB también se puede
realizar utilizando metodologias comerciales o desarrolladas.

5.3.2. Deteccidn de Staphylococcus spp. resistente a glicopéptidos

El test de disco-difusidon no debe ser utilizado para predecir el fenotipo hGISA o GISA, porque estas
cepas pueden ser categorizadas equivocadamente como sensibles a los glicopéptidos por este test.
Sin embargo, la técnica de disco-difusién tiene una buena precisidon para detectar las cepas GRSA.
Independientemente del test seleccionado, las cepas de control de calidad para la deteccion de
cepas de S. aureus con resistencia a los glicopéptidos deben ser testeadas. EUCAST sugiere que las
cepas de S. aureus ATCC 29213 sensibles a los glicopéptidos, S. aureus ATCC 700698 hGISA (Mu3) y S.
aureus ATCC 700699 GISA (Mu50) sean utilizadas como control de calidad?®.

Segun las recomendaciones de EUCAST, la metodologia de microdilucion en caldo es la técnica gold
standard para predecir la sensibilidad a la vancomicina?®. Sin embargo, otras técnicas como la
dilucion en agar o métodos de gradiente de difusion (Etest, M.l.C.E.) pueden emplearse para la
determinacion de la CIM?*%, Los valores de CIM obtenidos por los métodos de gradiente de difusion
pueden ser 0,5-1 diluciones logaritmicas superiores a aquellas obtenidas por microdiluciéon en
caldo*. Los aislamientos con CIM confirmadas como > 2 mg/L por microdilucién deben ser enviados
a un laboratorio de referencia. Las técnicas que determinan la CIM no son capaces de detectar las
cepas que expresan el fenotipo hGISA. Para casos seleccionados, esta confirmacion se debe hacer
mediante andlisis poblacional en agar que contenga diferentes concentraciones de vancomicina
(PAP-AUC)®. Este método es trabajoso y requiere expertise técnica, por lo tanto es realizado
solamente por laboratorios de referencia y/o investigacion.

La deteccidn de la resistencia a los glicopéptidos por el test de gradiente (GRD) debe ser realizada de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El test se considera positivo si el resultado con tira GRD
de vancomicina o teicoplanina es > 8 mg/L.
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El test de macro gradiente indica si hay una reduccién de la sensibilidad a la vancomicina, pero no
proporciona la CIM, ni diferencia si el aislamiento testeado es hGISA, GISA o GRSA. El test utiliza un
indculo superior (McFarland 2,0) al utilizado por las técnicas de sensibilidad a antimicrobianos. El
resultado se basa en el resultado de la teicoplanina, pudiendo ser necesario ensayar también la

vancomicina.

El algoritmo para la interpretacién de los resultados seria:

Lecturada Interpretacion
teicoplanina:
<8 mg/L No es GRSA,
GISA o hGISA
8 mg/L Testar la vancomicina  vancomicina = 8 mg/L
1
GRSA, GISA o hGISA
=12 mg/L GRSA, GISA o hGISA

El test de screening en agar con teicoplanina debe utilizar una placa de Mueller-Hinton que contenga
teicoplanina 5 mg/L. La suspensidn bacteriana inicial se debe realizar en solucién salina al 0,9% para
obtener un indculo con turbidez equivalente al estandar 2,0 de la escala de McFarland. Se inoculan
10 pL del inéculo como un spot sobre la superficie del agar. La placa debe ser incubada a 35°C en
atmodsfera ambiente por 24 a 48 horas. El crecimiento de mas de dos colonias en hasta 48h indica la
sospecha de sensibilidad reducida a los glicopéptidos.
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La daptomicina es un antimicrobiano lipopéptido ciclico formado por 13 aminoacidos (Imagen 1A) y
producido mediante fermentacion por el Streptomyces roseosporus®%324, Este antimicrobiano fue
descubierto en 1985 durante un programa de evaluacién de potenciales blancos terapéuticos en
microorganismos del suelo, y durante la fase | del estudio clinico, su desarrollo fue interrumpido
debido a casos de miopatia?*3%*’, Posteriormente, debido al mejor conocimiento de la induccién de
la miopatia causada por la daptomicina y a la necesidad de nuevas drogas anti-estafilocdcicas, se

243247 |3 daptomicina presenta una potente

retomo el desarrollo clinico de este antimicrobiano
actividad bactericida in vitro contra la mayoria de las bacterias Gram positivas. Inicialmente fue
aprobada para uso clinico en el afio 2004, por el Food and Drug Administration (FDA) de Estados
Unidos (EEUU) vy, en el afio 2006, por el European Medicines Agency (EMA)*.

Actualmente estd indicado el uso de la daptomicina para el tratamiento de infecciones no
complicadas de piel y partes blandas causadas por Staphylococcus aureus (cepas sensibles/MSSA o
resistentes a la meticilina/MRSA), Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae subsp. equisimilis y Enterococcus faecalis sensible a la vancomicina®, asi como para el
tratamiento de bacteriemia y endocarditis de valvulas derechas causadas por cepas de S.

17,20,35

aureus . Incluso, estudios recientes demostraron que la daptomicina es mas eficaz que la

vancomicina, como monoterapia, para el tratamiento de bacteriemia persistente causada por S.

aureus, especialmente cuando la concentracidén inhibitoria minima (CIM) para vancomicina es 2
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ug/mL3>341  Ademds, la daptomicina también ha sido utilizada para el tratamiento de infecciones

causadas por enterococos resistentes a la vancomicina (VRE), aunque los datos clinicos disponibles

son escasos®?°.

6.1. Mecanismo de accidn de los lipopéptidos

El verdadero mecanismo de accién de la daptomicina aun no fue bien definido, pero hay evidencias
gue demuestran que el mismo se produce a través de la interaccion con el fosfolipido de la
membrana citoplasmatica bacteriana®. La cola hidrofilica (Figura 1A, ) de la daptomicina se enlaza
irreversiblemente a la membrana citoplasmética de las bacterias Gram positivas?®3°. Ademas, la
actividad de la daptomicina es estrictamente dependiente de la presencia de niveles fisiolégicos de
Ca?*, que inducen alteraciones conformacionales en la molécula de daptomicina (Figura 1B)!&2046,
Tales modificaciones en la estructura facilitarian su oligomerizacién y consecuente insercién en la
membrana bacteriana (Figura 1C - Paso 1)*°, posiblemente por el aumento de la hidrofobicidad de
este compuesto®*4%33, Como la daptomicina es una molécula anidnica, se cree que ademas de la
modificacion en la estructura de la molécula, los iones Ca?* permitirian que este compuesto farmaco
supere la repulsién natural entre las cargas negativas de la daptomicina y los fosfolipidos de la
membrana bacteriana (Figura 1C - Paso 2)29,

Aunque puede haber excepciones, las membranas citoplasmaticas de bacterias Gram negativas
contienen una baja proporciéon de fosfolipidos anidnicos, debido a que una mayor cantidad de
fosfatidiletanolamina (Pe), en comparacién con las membranas de bacterias Gram positivas?>®. De
esa forma, se justifica la ausencia de actividad antimicrobiana de la daptomicina frente a bacterias
Gram negativas, porque estas poseen baja superficie aniénica®. Por el contrario, el bacilo Gram
positivo Bacillus cereus presenta una alta concentracién de PE en su membrana citoplasmatica vy,

sorprendentemente, a pesar de esto, la daptomicina mantiene su actividad frente a ese patégeno’.
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Figura 1A. Estructura quimica de la daptomicina.

Figura 1B. Interaccion de la molécula de daptomicina con la membrana citoplasmatica bacteriana.
Paso 1: la molécula de daptomicina se une a la membrana citoplasmatica de una forma dependiente de calcio;
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Paso 2: el oligdmero de daptomicina desestabiliza la parte externa de la membrana bacteriana;
Paso 3: formacion del canal idnico y liberacion de los iones de potasio y muerte celular rapida.
Se estima que durante la insercion de los oligdmeros de daptomicina en la membrana citoplasmatica

de bacterias Gram positivas se produce la formacidon de una estructura de conduccion idnica
formando canales en forma de anillo, un proceso semejante al de las toxinas formadoras de poros
(Figura 1C - Paso 3)?>*3, Tebricamente, ese canal de conduccion idnica seria capaz de perturbar la
integridad funcional de la membrana citoplasmatica en bacterias Gram positivas, resultando en la
liberacion intracelular de iones de potasio, despolarizacion de la membrana citoplasmatica y la
consecuente muerte celular?®4®, Sin embargo, en todas las células tratadas in vitro con daptomicina,
se verifica la preservacion de la integridad inicial de la célula bacteriana, incluso después de su
muerte?’. Esto demuestra que aln faltan evidencias directas de que el oligdmero de daptomicina

esté involucrado en la permeabilizacién de la membrana citoplasmatica?®°3,

Figura 1C. Con el agregado de Ca?* en una proporcién de 1:1, las moléculas de daptomicina se agrupan en 14-
16 unidades, formando un micelio. Al aproximarse a la bicapa lipidica de la membrana el complejo se disocia,
permitiendo su insercién.

Figuras adaptadas de (A y C) Robbel & Marahiel MA. J Biol Chem. 2010;285(36):27501-8% y (B) Humphries et
al. Clin Microbiol Rev 2013, 26(4):759-80%°.

Ademas, debido a estudios que muestran la ausencia de lisis celular en aislados de S. aureus después
del tratamiento con daptomicina, se sugiere que la formacién de los poros en la membrana
citoplasmatica no ocurra de la forma que conocemos. Otras evidencias demuestran también que los
oligdmeros de daptomicina se enlazan, preferentemente, en regiones de la membrana
citoplasmdtica donde esté ocurriendo sintesis activa de peptidoglicano y de curvatura de la
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membrana durante la divisién binaria o esporulaciéon®. De esa forma, locales de estrés en la

membrana citoplasmatica facilitarian la insercién de la daptomicina.
6.2. Mecanismo de resistencia a los lipopéptidos

Aunque la resistencia causada por la hidrélisis de la daptomicina ya haya sido descrita en bacterias
ambientales, la misma aln no fue reportada en aislados clinicos?°. Ademés de la capacidad de los
actinomicetos de inactivar a la daptomicina mediante la apertura del anillo o por el desacilacién de
su parte lipidica (Figura 1A)%, también fue descrito que Paenibacillus laulus, una bacteria encontrada
en una caverna aislada por mas de 4 millones de afios en el estado del Nuevo México en EEUU, era
capaz de producir una esterase sensible al EDTA capaz de quebrar el anillo de la daptomicina®. Se
cree que la seleccién de la resistencia ocurra naturalmente en el ambiente y tales microorganismos
podrian funcionar como vectores y, eventualmente, movilizar tales determinantes de resistencia
para bacterias patdgenas?. Sin embargo, experimentos in vitro han demostrado que la induccién de
la resistencia a la daptomicina es un fenédmeno dificil de alcanzar. Incluso durante las fases Il y Il del
estudio clinico, involucrando a mas de 1.000 pacientes, la frecuencia del surgimiento de resistencia a
ese antimicrobiano fue baja (<0,2%)%°. Al parecer, la disminucidn de la sensibilidad a la daptomicina
en aislados clinicos es consecuente a un mecanismo adaptativo, formado por alteraciones complejas
de la pared celular y en el metabolismo del fosfolipido. Tales mecanismos adaptativos seran

abordados a continuacion.

6.2.1. Mecanismos de resistencia en S. aureus

Cepas de S. aureus no sensibles a la daptomicina han sido descritas después del uso prolongado de
ese antimicrobiano, principalmente en los casos de infecciones graves recalcitrantes (endocarditis o
bacteremia relacionada a catéter)?®?, o en aquellas asociadas a una elevada carga bacteriana
(absceso)™. En la mayoria de los casos, la disminucién de la sensibilidad a la daptomicina ocurrié
cuando la droga fue utilizada como monoterapia en casos donde el foco infeccioso no fue
drenado®*?°,

Hasta ahora, se sabe que la resistencia a la daptomicina en S. aureus es multifactorial, involucra una
cadena compleja de eventos que incluyen tanto alteraciones en la membrana celular como en la
pared celular debido a las adaptaciones en las funciones metabdlicas y estrés en respuesta a las vias

reguladoras®?. Un estudio basado en el secuenciacién del genoma completo de cepas de S. aureus no

sensibles a la daptomicina, aisladas de pacientes que utilizaron ese antimicrobiano, asi como de
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cepas de laboratorio inducidas, mostraron mutaciones en uno de los tres genes, mprF, cls2 y pgsA,
involucrados en la sintesis de fosfolipido>**. También se observé que todas las cepas clinicas
presentaban mutaciones en el gen mprF, mientras que solo una Unica cepa de laboratorio
presentaba mutacién en este gen®>**. Los motivos que llevaron a esas diferencias en las mutaciones

encontradas entre las cepas clinicas y las de laboratorio adn no fueron completamente dilucidados.

Dominio N-terminal i Dominio C-terminal
(Translocacao) (Sintese)

......................

Dominio Bifuncional

Imagen 2. Mutaciones descritas en MprF en cepas de S. aureus no sensibles a la daptomicina.
Imagen adaptada de Bayer et al. Antimicrob Agents Chemother. 2015;59(8):4930-72.

La gran mayoria de las cepas con CIM >1 ug/mL para daptomicina reportadas hasta el momento
presentaban mutaciones puntuales Unicas en mprF, lo que demuestra que este gen presenta un
papel importante en ese fenotipo'®. El gen mprF codifica una proteina de membrana (MprF)
compuesta de un dominio N-terminal de funcidn de flipase (dominio de translocacién) y un dominio
C-terminal con funcién de lisinilagdo (dominio de sintesis) del fosfatidilglicerol (PG)*!!. De esa forma,
la MprF cataliza la lisinilacdo de PG para formar el fosfolipido de membrana lisil-fosfatidilglicerol (L-

10,11

PG) cargado positivamente en el extremo interno de la membrana'!'. Posteriormente, MprF

transporta al L-PG hacia el extremo exterior de la membrana a través de su actividad de flipasa®. Por
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lo tanto, MprF lleva a una neutralizacién parcial de la, normalmente anidnica, superficie celular
bacterianal®. Mutaciones en ambos dominios de mprF han sido documentadas?®3! y, dependiendo
del dominio que sea afectado (translocaciéon o sintesis) el resultado puede ser una mayor inversién
de L-PG en el extremo exterior de la membrana o un exceso de la produccién de L-PG en el extremo
interno de la membrana, respectivamente34+>2, Otros dos genes, dlt y cls2, ya fueron relatados
como responsables por el aumento de la carga positiva de la membrana bacteriana en cepas de S.
aureus no sensibles a la daptomicina®®°L. El gen d/t codifica una proteina responsable de la alanilac3o
del 4cido teicdico de la pared celular en S. aureus®', mientras el gen cls codifica la cardiolipina sintasa
responsable de la modificacién del PG, condensando dos moléculas de PG en cardiolipina y glicerol®.
Aunque la repulsidn de cargas sea uno de los factores que puedan llevar a la resistencia a la
daptomicina, cepas de S. aureus no sensibles a ese antimicrobiano no siempre presentan una carga
de membrana muy diferente de las verificadas en cepas sensibles a la daptomicina?®. Como
justificacion de tal observacidn, se cree que quiza el aumento en la lisinilacdo de PG causada por
MprF lleve a una disminucién de la membrana de PG, que en parte podria estar relacionado a una
mutacidon en un segundo gen involucrado en la sintesis de PG, el pgsA?>**, Visto que PG estd
relacionado a la oligomerizacdo de la molécula de daptomicina, permitiendo su interaccidn con la
membrana bacteriana, la disminucion de PG en la membrana llevaria a una disminucidén de la

actividad de ese antimicrobiano?>%.

6.2.2. Mecanismos de resistencia en Enterococcus spp.

Se han reportado aislados de VRE con disminucién de la sensibilidad a la daptomicina, tanto en los
casos en los que el paciente estaba recibiendo terapia prolongada con ese antimicrobiano, como en
aquellos pacientes que no habian tenido terapia previa!®?>%. Sin embargos, se verifica que las CIMs
de las cepas aisladas en pacientes que no utilizaron terapia previa a la daptomicina son muy
inferiores a las aisladas de pacientes que hicieron uso de terapia prolongada con daptomicina®2°.
Hasta el momento, los datos disponibles en la literatura sobre la resistencia a la daptomicina en
Enterococcus spp. son escasos en comparacion a los datos de S. aureus®. Un anélisis comparativo de
los genomas de cepas isogénicas de E. faecium y E. faecalis sensibles y no sensibles a la daptomicina
demostrd que pocas mutaciones son suficientes para elevar a la CIM por arriba de los puntos de
corte de resistencia®®*°. Se demostré que deleciones en los genes ligF (proteina de membrana de
funcién desconocida y perteneciente al sistema LiaFSR), gdpD (glicerofosforil diéster fosfodiesterase)
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y cls (cardiolipina sintase)?, estando los dos ultimos genes involucrados en el metabolismo de
fosfolipido?, elevaron in vivo a la CIM de daptomicina a 12 ug/mL en un aislado de E. faecalis
durante la terapia con ese antimicrobiano>?. Ademds, se demostré que la delecién de una isoleucina
en la posicion 177 de LiaF, un miembro del sistema de tres componentes LiaFSR, esta directamente
relacionada con la tolerancia a la daptomicina en E. faecalis**. Esa mutacién fue capaz de aumentar
la CIM de 1 a 4 pg/mL, perjudicando la terapia con daptomicina®. El sistema LiaFSR es responsable
de la respuesta de la pared celular frente al estrés causado por la accién de los antimicrobianos, asi
como resistencia a los péptidos de defensa del huésped (Imagen 3A)?>%°, Ademas, en otro estudio,
fue demostrado que mutaciones en todos los tres genes (liaF, leias y liaR) que compone el sistema
LiaFSR (Imagen 3B), estaban presente en la gran mayoria de los aislados de E. faecium con CIMs
entre 3 4 pg/mL, asi como en los aislados con CIM >4 pg/mL3*. En el mismo estudio también fue
observado que tales mutaciones no fueron encontradas en ninguno aislado de E. faecium con CIM =
2 ug/mL3*. Ademas, estudios de microscopia electronica demostraron alteraciones en la superficie
celular de una cepa clinica de E. faecalis resistente a la vancomicina, en la cual la resistencia a la
daptomicina fue inducida laboratorialmente (R712), en comparacion con la cepa salvaje sensible

(S613) a ese antimicrobiano (Imagen 3C)™.

A Stress do Envelope Celular (

I

LiaS

LiaF

N

Asp

LiaR

+ promotores alvos adicionais

lial liaH liaG liaF liaS lia

Imagen 3. (A) Mecanismo de respuesta de la envoltura celular asociado al sistema FiaFSR frente al estrés
causado por diferentes agentes. (B) Operdn del sistema de tres componentes FiaFSR. Transcripciones con y sin

R
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condiciones de induccién se indican con las flechas rojas y negras, respectivamente.
Imagenes adaptadas de Jordan et al. FEMS Microbiol Rev. 2008 Jan; 32(1):107-46%2.

5613 R712

Imagen 3. (C) Microscopia de transmisidn electronica de cepas sensibles (5613) y resistentes (R712) a la
daptomicina.
Imagenes tomadas de Arias et al. N Engl ] Med. 2011;365(10):892-900%.

A pesar de que el sistema LiaFSR presenta un papel importante en la resistencia a la daptomicina en
Enterococcus spp.®, las mutaciones en los genes que componen ese sistema no son los Unicos
mecanismos de resistencia descritos?%*49, Recientemente, mutaciones en el gen yycG (Imagen
4A)*°, que codifica una histidina quinase perteneciente al sistema YycFG (Imagen 4B), involucrada en
la homeostasis de la envoltura celular®, fue identificado en una cepa de E. faecium®. Asi como se han
descrito diferentes mutaciones en el gen cls en S. aureus, también se han descrito relacionadas a la
resistencia en aislados de Enterococcus spp.*®. Incluso, las mutaciones R218Q y H215R en Cls estén
relacionadas a un aumento de la produccién de cardiolipina en aislados de Enterococcus spp.2%*.
Aunque la hiperproduccién de Cls como consecuencia de la mutacién R218Q inducida en una cepa
sensible de E. faecalis haya elevado la CIM de 4 a 64 pg/mL*, lo mismo no fue verificado para E.
faecium®. Ademas, esa mutacion ya fue descrita en aislados clinicos de E. faecium que eran sensibles

a la daptomicina®.
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Regulador quinase Proteinas auxiliares
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Imagen 4. (A) Estructura del operdn codificador del sistema de dos componentes YycFG. (B) Arquitectura el
dominio de la histidina quinase putativa YycG con la ubicacion de las mutaciones (flechas negras) encontradas
en cepas de E. faecium resistentes a la daptomicina. Los nimeros indican los aminodcidos correspondientes a
cada uno de los cuatro dominios. El dominio HAMP promueve la comunicacion entre los dominios de entrada y
de salida; el dominio sensor PAS fue nombrado de acuerdo con su homologia con las proteinas PER-ARNT-SIM
de D. melanogaster; dominio HiskKA correspondiente al fosfoaceptor de histidina quinase; dominio HATPase_c
es una histidina quinase-tipo ATPase.

Imagenes adaptadas de (A) Winkler et al. ) Bacteriol. 2008;190:2645-2648% y (B) Tran et al. Antimicrob Agents
Chemother. 2013;57(1):261-268* y Dubrac et al. Mol Microbiol. 2008;70(6):1307-22°.

Por lo menos otros dos genes, cfa y ezrA, ya fueron descritos como relacionados con la resistencia a
la daptomicina en Enterococcus spp.>*. Cfa es una a enzima involucrada en la sintesis de acidos
grasos ciclicos, componentes importantes de los fosfolipidos de membrana?’. Hasta el momento, fue
descrita una mutacién en el gen cfa en aislado clinico de E. faecium no sensible a la daptomicina. Tal
mutacion afectaria la fluidez y estabilidad de la membrana celular en ese patégeno, dificultando la
insercién de la daptomicina en la membrana®. Se cree que esa mutacidn ocurra como respuesta

compensatoria durante el tratamiento con daptomicina?®*°. Ya, el gen ezrA codifica una proteina
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transmembrana que actla como un regulador negativo de ftsZ, responsable de la formacién del

septo durante la divisién celular en E. faecium no sensible a la daptomicina®®®,

6.3. Deteccion laboratorial del fenotipo de resistencia a los
lipopéptidos

Asi como sucede con otros antimicrobianos, como las polimixinas y la tigeciclina, la prueba de
sensibilidad para daptomicina es compleja, sufre la influencia tanto de la concentracion del indculo
como del contenido de calcio presente en medio Mieller-Hinton (MH) utilizado®*?%%. Ya se ha
reportado que cuando se utiliza un indculo de 107 UFC/mL, al contrario del preconizado 10° UFC/mL,
una aumento de hasta tres diluciones en las CIMs para daptomicina es observada tanto para aislados
de Enterococcus spp. como para S. aureus>?*.

Por otro lado, el contenido de calcio en medio MH es inversamente proporcional a la actividad de la
daptomicina®>?°, Bajas concentraciones de Ca* en el medio MH aumentan considerablemente las
CIMs para ese antimicrobiano®. Por eso, en la técnica de microdilucién en caldo, considerada la
técnica gold standard para la prueba de sensibilidad para daptomicina, se recomienda el agregado de
cloruro de calcio al medio MH caldo a una concentracién final de 50 mg/L de Ca?"*>2%, Pero, para la
realizacion del ajuste de la concentracidn de Ca?* en el medio, el fabricante debe informar la
concentracién de Ca?* en el prospecto. En caso de que eso no ocurra, el microbidlogo deberd realizar
un andlisis preliminar a fin de cuantificar la concentracion de Ca* presente en cada lote de MH caldo
y, entonces, hacer el ajuste’™?°. Ya la prueba de sensibilidad con daptomicina para bacterias
fastidiosas, el uso de suplementos parece no afectar la concentracién de Ca?* de medio o la CIM para
daptomicina?’.

De modo contrario, la prueba de sensibilidad en agar para daptomicina es aiin mas problematica’>%,
ya que los agares MH provenientes de diferentes fabricantes, asi como diferentes lotes de un mismo
fabricante, pueden presentar grandes variaciones en sus concentraciones de calcio'®?°, Tales
variaciones favorecen la baja correlacidon con los resultados logrados por la microdilucion en caldo,
no siendo, por lo tanto, recomendado el uso de la técnica de dilucién en agar para daptomicina®>162°,
De modo similar, la técnica de disco difusién tampoco es recomendada para la prueba de ese

antimicrobiano.
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Asi coho ocurre con las polimixinas, la molécula de daptomicina es muy grande, dificultando su
difusion por el agar MH*>?°, Ya el Etest’, aunque sea una técnica basada en la difusién en agar,
presenta en la cinta de gradiente la adicién de 40 mg/L de calcio®.

Ademas, una correlacién entre mutaciones en los genes liaFSR y la CIM para daptomicina solamente
es verificada cuando la prueba de sensibilidad se realiza por esta metodologia?®?’. Sin embargo,
demostraron que dependiendo de la concentracidn de calcio en medio MH, = 20 mg/L o > 40 mg/L,
los resultados de las CIMs para daptomicina podran ser 2-4 log; diluciones por arriba o 1-2 log;
diluciones por debajo de las CIMs obtenidas por la microdilucién en caldo, respectivamente®*2, Un
forma de superar ese problema, seria testear tiras de Etest’ en agar MH conteniendo entre 25 a 40
mg/L de calcio®. Otro problema es el bajo crecimiento verificado para aislados de Enterococcus spp.
en agar MH, lo que puede dificultar la lectura de las elipsis para daptomicina en el Etest’. Siendo asi,
se recomienda usar tiras de gradiente, cuya concentracién de calcio del agar MH utilizado sea

conocida®.

Con relacién a los sistemas automatizados, la literatura disponible aun es escasa y los pocos trabajos
evaluaron tales metodologias para la prueba de daptomicina, donde un nimero pequefio de aislados
no sensibles a la daptomicina fueron evaluados?°. Algunos de esos estudios demostraron que el Vitek
2 (bioMérieux) y el MicroScan-WalkAway (Siemens) sobrestimaban las CIMs para daptomicina en
comparacion al método referencia, mientras otros estudios demostraron una buena correlacién de
ambos sistemas con la microdilucién en caldo>?°. Siendo asi, la literatura es controversial sobre esa
tematica, demostrando que la real precisién de los sistemas automatizados para la prueba de
sensibilidad para daptomicina aun requiere ser mejor evaluada.

De acuerdo con las recomendaciones del European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), las CIMs para daptomicina deben ser determinadas en la presencia de Ca?* (50 mg/L) en
MH caldo. EI método de agar dilucion no es recomendado para la prueba de sensibilidad a la

daptomicina por este comité ya que esta metodologia aun no fue validada.
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Seccion II: Principales antibioticos que actuan en la
sintesis proteica

7. Resistencia a Aminoglucdsidos

Dandara Cassu Corsi

Biomédica con especializacién en Microbiologia y Bacteriologia,

Maestranda en Ciencias Basicas en Infectologia, Universidade Federal de S3o Paulo
(UNIFESP)

Brasil.

Ana Cristina Gales

Profesora Adjunta de Infectologia del Departamento de Medicina de la

Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP)
Investigadora 1A del Consejo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnolégico (CNPq)
Miembro de la Cadmara Técnica de Resistencia Microbiana (CATREM),

Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

Coordinadora clinica del Consejo Brasilero de Susceptibilidad Antimicrobiana (BrCAST).
Brasil.

Los antimicrobianos de la clase de los aminoglucésidos estdn compuestos por sustancias hidrofilicas
formadas por dos o mds amino azucares que se enlazan mediante un puente glucosidico al nucleo
aminociclitol de la molécula. Se clasifican de acuerdo a sus propiedades quimicas, dividiéndose en
algunos grupos: 2-desoxiestreptamina (DOS) 4,6-disustituido; DOS 4,5-disustituido, DOS
monosustituido y sin anillo DOS!. A diferencia de los otros aminoglucdsidos que poseen el anillo DOS,
la estreptomicina posee el anillo de estreptidina en su composicién quimica*. Los antimicrobianos
mas utilizados en la practica clinica y sus respectivas clasificaciones se encuentran ilustrados en la

Figura 1.
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Figura 1. Estructura quimica de algunos aminoglucdsidos utilizados en la practica clinica.
Adaptada de Washino y Arakawa, 20122,

Después del hallazgo de la penicilina, la estreptomicina fue aislada del cultivo de un actinomiceto,
Streptomyces griseus. Este compuesto fue el primer representante de los aminoglucésidos, con
actividad frente a Mycobacterium tuberculosis®. Sin embargo, se observé el desarrollo de resistencia
a este agente en un corto periodo de tiempo luego de su introduccion en la practica clinica. Desde
entonces, otros antimicrobianos de la clase aminoglucésidos fueron aislados de los géneros de los
Actinomicetos y Micromonospora, como la kanamicina y la gentamicina®. Posteriormente, con el
objetivo de ampliar el espectro de actividad antibacteriana, y también disminuir los efectos adversos
importantes, como la nefrotoxicidad y ototoxicidad, nuevas moléculas fueron sintetizadas (Tabla 1).
La amicacina, la netilmicina y la paromomicina son farmacos semisintéticas provenientes de la
modificacion natural de los compuestos®. Los aminoglucdsidos gentamicina, netilmicina, isepamicina,
dibecacina y arbecacina poseen mayor potencia en comparacidon con los aminoglucdsidos
antecesores, como por ejemplo, la estreptomicina y la kanamicina.
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AR
Familia/Afio Representantes m? dc.e’
descripcién
Estreptomicina (1944) - 1944
Neomicina 1949
Neomicina (1949)
Paromomicina 1959
Amicacina 1957
Arbecacina 1990
Kanamicina (1957)
Tobramicina 1967
Dibecacina 1971
Espectinomicina (1961) - 1961
Sisomicina 1970
Gentamicina (1963) Netilmicina 1975
Isepamicina 1978

Tabla 1. Familia de los aminoglucésidos junto a algunos de sus representantes y los afios de sus respectivas
descripciones.
Adaptada de Gilbert y Legget, 2010*.

Los aminoglucdsidos permanecen como una clase de agentes antimicrobianos eficaces y
frecuentemente utilizadas en la practica clinica®. A pesar de la existencia de varios mecanismos de
resistencia, ellos contintan siendo activos contra la mayoria de los bacilos aerobios Gram negativos®.
Actualmente, a pesar de que estos compuestos pueden ser utilizados como monoterapia en el
tratamiento de las infecciones del tracto urinario, son utilizados principalmente en combinacién con
antibidticos PB-lactdmicos en el tratamiento de las infecciones graves causadas por bacilos Gram-
negativos. También han sido utilizados en asociacidn con B-lactdmicos o glicopéptidos en el
tratamiento de las endocarditis causadas por cocos Gram positivos, principalmente Enterococcus
spp.*®. La estreptomicina aln es utilizada en el tratamiento combinado de las infecciones por M.
tuberculosis, cuando se produce resistencia o intolerancia a la rifampicina y/o a la isoniazida*®. Estos
compuestos también son utilizados en el tratamiento de Yersinia pestis, Franciscella tularensis y

Brucella spp, agentes etiolégicos de la plaga, tularemia y brucelosis, respectivamente’. Ademas, la
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terapia inhalatoria con aminoglucdsidos ha sido utilizada en pacientes fibroquisticos colonizados por

Pseudomonas aeruginosa®.

7.1. Mecanismo de accion de los aminoglucdsidos

El efecto bactericida de los aminoglucésidos se produce luego de su enlace al ribosoma bacteriano,
inhibiendo la sintesis proteica como consecuencia. El ribosoma es un complejo estructural
compuesto por proteinas y ARN, dividido en dos subunidades denominadas 50S y 30S (Imagen 2).
Estas subunidades estdn compuestas por diferentes moléculas de ARN y proteinas. La porcidon 50S
comprende 33 proteinas y dos moléculas de ARN denominadas 5S y 23S, y la subunidad 30S
comprende 21 proteinas y una unica molécula de ARN denominada 16S*'. Ademas, el ribosoma
posee tres importantes sitios de enlace del ARN transportador: el sitio de enlace A (aminoacil), P

2

(peptidil) y E (salida, del inglés “exit”)'?. El sitio de enlace A es el principal objetivo de los

aminoglucdsidos®®.

Modelo esquematico de un

ribosoma

Proteina naciente

RNA '
x | ' Aminoacido
4 G
3'
Sitio de unién de los

RNAm

aminoglucosidos

Movimiento del ribosoma msp

Imagen 2. Modelo esquematico de un ribosoma, principal blanco de los aminoglucésidos.
Adaptada de www.proteinsynteses.org
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A pesar de su naturaleza altamente polar, que podria impedir su difusién por las membranas, los
aminoglucésidos atraviesan la membrana externa de bacterias Gram negativas por la ruptura de los
enlaces de Mg?* entre las moléculas de lipopolisacaridos. En bacterias Gram positivas, la ruptura
ocurre entre los fosfolipidos y el acido teicoico®. El enlace de los aminoglucésidos resulta en un
desplazamiento de iones de Mg* y Ca®, los cuales se unen a las moléculas liposacaridicas
adyacentes, damnificando la membrana celular externa, formando poros transitorios, con un
consecuente aumento de la permeabilidad de la membrana celular externa®®.

Mientras este pasaje no depende de energia, el transporte de la molécula de aminoglucdsido a
través de la membrana citoplasmatica para el interior de la célula bacteriana depende del transporte
de electrén'®. Este transporte se perjudica en condiciones anaerébicas, con pH bajo o en medios de
cultivo con alta osmolaridad, lo que justifica la reduccién de la actividad bacteriana de los
aminoglucésidos!®. Después de ese enlace inicial, los aminoglucésidos son transportados hacia
adentro de la membrana citoplasmatica por mecanismos dependiente de energia, los cuales son
divididos en dos fases: la Fase 1 se caracteriza por necesitar, también, oxigeno para la realizacién del
transporte del antimicrobiano en el citosol. La dependencia de oxigeno es uno de los motivos por el
cual microorganismos anaerobios son considerados intrinsecamente resistentes a los

aminoglucésidos®?’

. En la Fase 2 se produce el enlace del antimicrobiano con el ribosoma. Los
aminoglucésidos se enlazan en gran parte al sitio aminoacil de la subunidad ribosomal 30S vy, en
menor grado, en locales especificos de la subunidad 50S, dificultando la elongacion de la cadena de
peptidoglicano. El mecanismo de accidn de los aminoglucésidos es complejo, involucra la inhibicidn
de la transferencia del péptido del ARNt del sitio A al sitio P y el compromiso del proceso de revisidn

que controla la precision del proceso de traduccién?®,

7.2. Mecanismos de resistencia a los aminoglucdsidos

La resistencia a los aminoglucésidos puede estar mediada por diferentes mecanismos, incluyendo la
modificacion de la membrana celular bacteriana, aumento del eflujo del fdrmaco; modificacion o
inactivaciéon enzimatica a través de las enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AMEs), tales
como las acetiltransferasas (ACCs), las nucleotide-tranferasas o adeniltransferasas (ADHs) y las

fosfotransferasas (APHs), y por modificaciones en el sitio de enlace de los antimicrobianos, a través
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de la produccién de 16S rARN metiltransferasas como puede ser observado en la Imagen 3. Estos

mecanismos no son mutuamente excluyentes y pueden coexistir en las mismas cepas bacterianas>*°.

3. Modificag&o da Influxo do D

Membrana Celular aminoglicosideo
(Reducéo da Captacao) -

Influxo do
aminoglicosideo

Efluxo do
aminoglicosideo

Imagen 3. Posibles mecanismos de resistencia a los aminoglucésidos encontrados en bacterias Gram negativas.
Adaptada de Garneau-Tsodikiva y Labby, 2016%°.

7.2.1. Inactivacion enzimdtica por produccion de enzimas modificadoras de aminoglucésidos
(AMEs)

La produccién de Enzimas Modificadoras de Aminoglucésidos (EMAs) es considerada como el
principal mecanismo de resistencia a los aminoglucdsidos. Las EMAs poseen la capacidad de
modificar las moléculas de los aminoglucésidos por medio de una reaccién catalitica de los grupos -
OH o -NH; en el nucleo de la molécula de 2-deoxiestreptamina (DOS) o de la molécula de azucar. Las
EMAs son divididas en tres grandes familias: acetiltransferasas, nucleotideotransferasas o
adeniltransferasas y fosfotransferasas>!*'. Los genes que codifican las EMAs con frecuencia son
encontrados en integrones, transposones, los cuales pueden estar insertados en plasmidos o en el

cromosoma bacteriano.
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Hay dos tipos principales de nomenclatura utilizados en la clasificacion de las EMAs*?2. La

nomenclatura elaborada por Shaw y colaboradores, en el afio de 1993, es la mas utilizada en la
literatura®l. Esta nomenclatura consiste en la divisién de tres letras correspondientes al tipo de
reaccién (clase), seguida de una numeracién indicando el sitio de modificacién enzimatica, nimeros
romanos indicando el fenotipo de resistencia (subclase) y letras minusculas correspondientes a las
enzimas que presentan el mismo fenotipo de resistencia, pero codificados por genes diferentes
(Imagen 4). La nomenclatura sugerida por Oteo y colaboradores se caracteriza por la no utilizacion
de guiones y paréntesis en la designacion de la clasificacién de las EMAs?2. Como no hay una
recomendacion consensuada entre los diverso autores, la nomenclatura que reciben las nuevas

variantes de EMAs es confusa®®.

Letras mayusculas:
Tipo de reaccidn (acetilacion, adenilacion, fosforilacion)

Numeros romanos

AAC (6)- | @ Indican fenotipo de resistencia

que presenta cada enzima

ACC (67 | -

ACC (67)- | K - -Letras mintsculas.
-Enzimas que
apresentam mesmo

ﬂ fendtipo de Resisténcia,
poréem com genes
diferentes.

Numeros entre paréntesis

Indican el sitio donde se produce la
modificacion

Imagen 4. Esquema da nomenclatura de las EMAs??.

Las aminoglucésido N-acetiltranferasas (AAC) constituyen el mayor grupo de las EMAs. Utilizando a
acetil coenzima-A (acetilCoa) como sustrato donante, estas enzimas catalizan la acetilacién del grupo
—NH; de la molécula del aminoglucdsido en las posiciones 1 [AAC (1)], 3, [AAC (3)]; 2" [AAC (2°)] 0 6’
[AAC (67)]. La primera acetiltransferasa identificada (6'N-acetiltransferase IV) fue relatada en un

aislamiento de E. coli, en 1965%. La ACC (1) puede ser encontrada en apenas algunas especies
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bacterfanas, tales como E. coli, Campylobacter spp. y en una especie de actinomiceto!>?*. Ya entre la
AAC (3) es posible encontrar 9 subclases diseminadas en bacterias Gram negativas. La ACC (6°) y sus
respectivas subclases representan las acetiltransferasas mas frecuentemente depositadas en el
GenBank, siendo AAC (6°)-] la mas frecuentemente reportada®. En 2006, Park y colaboradores
observaron que la enzima AAC (6°)-lb-cr, variante de la AAC (6')-Ib por la modificacion de dos
aminodcidos, Trpl02Arg y Aspl79Tyr, reconocia a ciprofloxacina como sustrato, ademas de la
amicacina y tobramicina®®.

Las nucleotideotransferasas o adeniltransferasas (ANTs/ADDs) inactivan las moléculas de los
aminoglucésidos por la catalizacién de la transferencia de un grupo AMP, proveniente de un sustrato
ATP donador, para un grupo hidroxilo en la molécula del farmaco. Existen cinco clases de ANTs que
catalizan la adenilacidon en las posiciones 6 [ANT (6)]; 9 [ANT (9)]; 4", [ANT (4')]; 2 [ANT (27)]; y 3 [ANT
(37)], siendo ANT (3”") la enzima mas prevalente>®,

Las O-fosfotransferasas (APHs) catalizan la transferencia del grupo fosfato a la molécula del
aminoglucésido. Se dividen en APH (4), APH (6), APH (3°), APH (2°°), APH (37), APH (77")>°.

La falta de acuerdo en la nomenclatura que estas enzimas reciben dificulta el establecimiento de
cuantas variantes de cada tipo fueron descritas hasta el momento. Aunque ninguna de las EMAs
descritas hasta el momento sea capaz de modificar todos los antimicrobianos pertenecientes a la
clase de los aminoglucésidos, todos los aminoglucésidos son modificados por una o mas EMAs. Con
excepcion de la enzimas AAC (2’)-la-c, generalmente producida por Providencia stuartii a la molécula
de plazomicina, un nuevo aminoglucésido que se encuentra en fase 3 de estudio, no es modificada
por la mayoria de las EMAs reportadas en aislamientos clinicos hasta este momento®. En la Tabla 2 se

encuentran descritas las EMAs reportadas con mayor frecuencia entre bacterias patégenas humanas.

Enzima Sustrato Especie
Acetiltransferasas
AAC (2’) - la-c Gentamicina, tobramicina Providencia stuartii

y plazomicina

AAC (3,3”)-x Amicacina
AAC (3')- la-e Gentamicina y tobramicina Comunmente encontrada
lla,e en Pseudomonas spp.
Illa,b,c y Samonella spp.
IVa
AAC (4,4”)-1a Amicacina y tobramicina
AAC (6')- la-f Amicacina, tobramicina
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lla,b
AAC (6)- Ib-cr Amicacina, tobramicina Enterobacterias
y ciprofloxacina
Adeniltransferasas

ANT(4,4”)-1a Amicacina y tobramicina

Ila

ANT(2")-la-c Kanamicina, gentamicina Diseminada en bacterias

y tobramicina Gram-negativas

ANT(3")-la Estreptomicina

ANT(6)-la Estreptomicina Encontrada solamente en
bacterias Gram-positivas

Fosfotransferasas

APH (3’)-la-c Amicacina Encontrada en S. aureus,

lla,b E. faecalis, Acinetobacter

Ila spp.

Via

Vila

APH (2”)-la,c,d Gentamicina y tobramicina

Ib

Tabla 2. Principales enzimas modificadoras de aminoglucdsidos reportadas en bacterias patégenas humanas.

7.2.2. Modificacion del sitio ribosomal

La modificacidn del ribosoma confiere resistencia a los aminoglucdsidos, pues disminuye la afinidad
de enlace del aminoglucésido a su sitio de accién. El ejemplo mas comun de este tipo de resistencia
es la que se encuentra en cepas de Mycobacterium tuberculosis que sufrieron mutacidon en la
proteina ribosomal S12 y se volvieron resistentes a la estreptomicina?’. Las alteraciones en el sitio de
accion en el ribosoma de los aminoglucésidos también pueden ocurrir por la accién de enzimas
bacterianas denominadas metiltransferasas®®. Los actinomicetos son naturalmente resistentes a los
aminoglucésidos, pues abrigan en su genoma los genes de las metiltransferasas, que les suministra la
proteccidn del 16S rARN a través de su metilacidon. Hasta el afio 2003 se creia que este mecanismo de
resistencia era clinicamente menos significativo ya que hasta ese momento no habia sido descrito en

muestras clinicamente significativas®.

Las metiltransferasas responsables de la resistencia intrinseca a los aminoglucésidos, son
basicamente clasificadas en dos grupos: N7-G1405 y N1-A1408, basada en la posicidn del nucledtido
en el sitio A del 16S ARNr, perteneciente a la subunidad 30S?°. De esta manera, los genes de
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resisterncia clasificados como N7-G1405, como kmr, fmrO y sgm, modifican la posicién N7 del
nucledtido G1405 del 16S ARNr, confiriendo resistencia exclusivamente a los aminoglucésidos
clasificados como DOS 4,6-disustituido, asi como a la amicacina y a la gentamicina3®®2, Ya Los genes
clasificados como N1-A1408, como el kamA, modifica la posicion N1 del nucleétido A1408 del 16S
rARN, confiriendo resistencia a diverso aminoglucdsidos clasificados como DOS 4,6 y 4,5-disustituido
y DOS monosustituido (Apramicina)3Z.

Diez tipos de metiltransferasas adquiridas fueron descritas hasta el momento, como se puede
observar en la Tabla 3: NpmA, Arma (aminoglycoside resistance methyltransferase), las variantes
pertenecientes a la familia Rmt (ribossomal methyltranferases), RmtA, RmtB, RmtC, RmtD, RmtE,
RmtF, RmtG, y RmtH. Del mismo modo que las 16S rRNA metiltransferasas intrinsecas, las adquiridas
también son clasificadas de acuerdo con la modificacién en las posiciones N7 y N1 de las bases G1405
y A1408, respectivamente33. Las metiltransferasas insertan el radical metil, alterando la formacién de
enlaces de hidrégeno entre cada anillo de azucar de la droga con los nucleétidos, reduciendo la
afinidad del antimicrobiano al sitio principal de enlace y, consecuentemente perjudicando la sintesis
proteica®. Las enzimas Arma, RmtA a RmtH pertenecen al grupo N7-1405 y confieren resistencia
exclusivamente a los aminoglucdsidos pertenecientes al grupo DOS 4,6-disustituido, como la
amicacina, gentamicina y tobramicina. En oposicién, solo la enzima NpmA se clasifica como N1-
A1408, y confiere resistencia a los aminoglucdsidos clasificados como DOS 4,6 y 4,5-disustituido y
DOS monosustituido (Apramicina)®. Los genes codificadores de estas metiltransferasas normalmente
estdn insertos en elementos genéticos mdviles®. Las 165 rRNA metiltransferasas se encuentran

ampliamente distribuidas en todos los continentes. De acuerdo con la Figura 5 es posible observar

gue incluso después de diverso relatos, algunas enzimas contintan restringidas a algunas localidades.

Aiio de Metiltransferas Especie Sitio de Referencia
aislamiento a bacteriana Pais aislamiento s
1996 ArmA C. freundii Polonia Aislado clinico 34
1997 RmtA P. aeruginosa Japén Esputo 35
2002 RmtB S.marcescens Japén Esputo 36
2003 RmtC P.mirabilis Japén Hisopado garganta 37
2003 NpmA E. coli Japén Orina 38
2005 RmtD P.aeruginosa Brasil Orina 39
Desconocido RmtE E.coli Estado Ganado 40

S
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Unidos
2011 RmtF K. pneumoniae  Francia No descrito 41
Difi i
2010/2011 RMtG K. pneumoniae  Brasil Iferentes sitos 42
corporales
2006 RmtH K. pneumoniae Irak Fractura de Tibia 43

Tabla 3. Primeras descripciones de aislados productores de metiltransferasas alrededor del mundo.

Y AmA
i RmtA
s i RmB
R

* RmIE
* RmtF
3% RmMtG
Yk Rmir

Y NpmA

Imagen 5. Distribucién mundial de las 16 rRNA metiltransferasas hasta el afio de las Gltimas publicaciones
(2015)34+42,
Adaptada de Washino y Arakawa, 20123,

La primera metiltransferasa descrita, la ArmA, fue primeramente identificada en un plasmido
perteneciente a un Citrobacter freundii aislado en Polonia en 1996; pero solamente tres afos
después de su descripcion fue caracterizada su funcidn enzimatica®. Luego de su primera
descripcién, la ArmA también fue observada en muestras de A. baumannii aisladas en el continente
Norte Americano y en China en los afios de 2007 y 2011, respectivamente3°#4, Relatos mas recientes
reportan patégenos productores de esta enzima en Arabia Saudita, Africa, Vietnam, China e Italia®2,
En Brasil, el gen armA fue observado por Quiles y colaboradores en el afio de 2014 en un aislamiento
clinico de Enterobacter cloacae proveniente de la ciudad de Rio de Janeiro®. El gen armA con

frecuencia es portado por el transposdn Tn1548, el cual a su vez se encuentra inserto en un plasmido
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conjugrativo plP1204, que también contiene otros genes de resistencia como los B-lactdmicos y las
fluoroquinolonas, por exemplo®%°1, Este hecho puede en parte justificar porque la enzima ArmA es la
metiltransferasa mas ampliamente diseminada en el mundo®.

La primera descripcién de la enzima NpmA ocurrié en Japdn en 2007, sin embargo al contrario de la
ArmA, que se disemind por los mas diverso paises, no hubo ninguna otra descripcién de produccion
de la NpmA por microorganismos en otras localidades geogréficas. A pesar de estar localizado en un
plasmodio, la diseminacion del gen npmA puede no haber sucedido porque el plasmido que lo
transporta, no carga otros genes de resistencia®?.

En el afio 1997, en Japdn, fue aislada Pseudomonas aeruginosa que presentaba alto nivel de
resistencia a varios aminoglucdsidos. Un nuevo gen de metiltransferasa, el rmtA, fue entonces
identificado en el plasmido de esa cepa. Desde entonces, sus variantes fueron identificadas en
diverso patégenos Gram negativos. En los afios 2002 y 2003 nuevas variantes fueron identificadas en
Japdn, las rmtB y rmtC, seguidas por las descripciones de la rmtD, rmtG, rmtE, rmtF y rmtH en Brasil,
Estados Unidos, Francia e Irak, respectivamente (Tabla 3)%43,

La produccion de RmtB ha sido reportada en enterobacterias y en bacilos Gram-negativos no-
fermentadores, como A. baumannii aislados en Europa, en Ameérica y, principalmente, en el
continente Asiatico34753%*, Los reportes de patdgenos productores de las enzimas RmtC y RmtF son
menos frecuentes. RmtC fue identificada en una muestra de Salmonella enterica serovar Virchow en
el Reino Unido por Hopkins y colaboradores en 2010%. Posteriormente, aislamientos clinicos de K.
pneumoniae transportadores del gen rmtC, que también coproducian armA y rmtF fueron reportados
en Nepal®. La produccién de RmtF fue identificada en un aislamiento clinico de K. pneumoniae, la

cual coproducia NDM-7, en EUA®®,

En América del Sur las metiltransferasas ya fueron descritas en cepas provenientes de Argentina,
Brasil y Chile>*°, A diferencia de la epidemiologia observada en el resto del mundo, en América
Latina la metiltransferasa mas frecuente es RmtD, seguida por RmtG. En Brasil, hasta el momento
fueron descritos los genes rmtB, rmtD y rmtG. La RmtD fue reportada por primera vez en una
muestra de P. ageruginosa que también era coproductora de SPM-1, una metalo-betalactamsa,
aislada en el interior de San Pablo, en 2007, por Doi y colaboradores®. El gen rmtD también fue

encontrado en una muestra de K. pneumoniae®. Ademds, la variante de este gen, a rmtD2, fue
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identificada en aislamientos clinicos de Enterobacter spp y C. freundii, en 2011, provenientes de
hospitales de la Argentina®®. RmtD también fue identificada en muestras de E. coli aisladas en
infeccidn extra-intestinal de un caballo®.

La variante RmtG fue descrita en aislados de Klebsiella pneumoniae provenientes de varios hospitales
del estado de San Pablo. Esas muestras presentaban resistencia elevada para amicacina, gentamicina
y tobramicina, ademas de cargar los genes blakec; ¥ blacrx-m-242. Mientras, la presencia de este mismo
gen fue observada en un estudio realizado con aislamientos de K. pneumoniae, denominada Kp13,
proveniente de la ciudad de Londrina, localizada en el estado de Parana, que también transportaba el
gen blagc2%2. Recientemente, muestras clinicas de P. ageruginosa transportadoras del gen rmtG
aisladas de pacientes fibroquisticos fueron también encontradas en la ciudad de San Pablo®. A pesar
de que la mayoria de los casos de infecciones causadas por patégenos transportadores de rmtG

ocurrieron en Brasil, aislamientos de K. pneumoniae portadores de este gen ya fueron descritos en

Chile y en Estados Unidos, las cuales también coproducian CTX-M-2 y CTX-M-15, respectivamente®®

65

7.2.3. Modificacién de la membrana celular bacteriana y bombas de eflujo
Como fue dicho anteriormente, los aminoglucésidos son moléculas catidnicas que se unen al LPS de

la membrana celular externa que estad cargado negativamente. La modificacién de la molécula del
LPS se produce mediante el agregado de 4-amino-arabinosa o fosfoetanolamina en el lipido A del
LPS. Como consecuencia disminuye la carga negativa del LPS, promoviendo la reduccion de la
afinidad del antimicrobiano a la membrana celular bacteriana® 8. La adicién de 4-amino-arabinosa o
fosfoetanolamina en el lipido A del LPS es mediada por los sistemas de dos componentes (PhoPQ,
PmRAB, PaRSC, CprRS y ColRS), los cuales también son responsables por la regulacién génica de
diferentes factores de virulencia y de resistencia en diversas especies Gram negativas. Estos
sistemas, normalmente son activados en presencia de metales catidnicos, antimicrobianos catiénicos
y/o disminucién del pH206869,

La resistencia a los aminoglucésidos en enterococos presenta caracteristicas peculiares. Enterococcus
spp. normalmente presentan bajo grado de resistencia a los aminoglucdsidos (resistencia intrinseca
del género Enterococcus). Ese bajo grado de resistencia se debe a la pobre penetracién de los
aminoglucésidos por la pared celular. Cuando asociados a un antimicrobiano que interfiere en la
sintesis de la pared celular, los aminoglucésidos penetran con facilidad y logran actuar, llevando a la

muerte bacteriana. Sin embargo, si la bacteria presenta alto grado de resistencia al aminoglucdsido,
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habrd pérdida del efecto sinérgico. Gentamicina es el aminoglucdésido mas potente contra
enterococos. Las enzimas producidas por bacterias Gram positivas que degradan dicho antibidtico
también degradan los otros aminoglucésidos, excepto la estreptomicina, que por ese motivo también
debe ser testeada’.

El transporte activo de los aminoglucdsidos hacia afuera de la célula se debe a la hiper-expresién de
bombas de eflujo. Sin embargo, debido a que su estructura policatidnica, solamente algunas bombas
poseen la capacidad de expulsar esta clase de antimicrobiano?®®7% Entre las superfamilias de
bombas, de eflujo, las bombas pertenecientes a la familia RND, “resistance nodulation division”, son
las mas prevalentes en aislados de A. baumannii y P. aeruginosa multirresistentes’*’%. Los
aminoglucésidos son sustratos de los sistemas de eflujo AdeABC y AdeDE en A. baumanniiy, A. pittiy
A. nosocomialis, respectivamente’®. En A. baumannii, los aminoglucésidos también son sustratos del
sistema AbeM, perteneciente a la subfamilia MATE’. En P. aeruginosa, los aminoglucdsidos
constituyen sustratos de los sistema de eflujo MexXy-OprM’*73,

7.2.4. Deteccidn en el laboratorio de aislamientos clinicos resistentes a los aminoglucésidos

La resistencia a los aminoglucésidos es identificada rutinariamente por los laboratorios de
microbiologia durante la realizacion de los tests de sensibilidad a los antimicrobianos. Los tests
moleculares son necesarios para la identificacién de los mecanismos de resistencia. Un estudio
reciente mostré que los resultados de los tests de sensibilidad a la arbecacina frente a las
enterobacterias podrian ser Utiles para diferenciar cepas bacterianas productoras de
metiltransferasas de las productoras de EMAs. Las cepas que no producian metiltransferasas
presentaron concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) mas bajas, mientras que las cepas
productoras de metiltransferasas se presentaban resistentes a la arbecacina’®.

Test de tamizaje se utilizan también para la sospecha de la presencia de metilasas, sembrando los
microorganismos resistentes en placas de Mueller Hinton Agar, LB agar o Mac Conkey Lactosa agar,
suplementadas con 200 mg/L de gentamicina y 200 mg/L de amicacina. Aquellos microorganismos

capaces de crecer en estas condiciones son sospechosos de presentar metilasas’’.
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8. Glicilciclinas
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8.1. Breve Historia y Surgimiento de las Glicilciclinas

Las tetraciclinas son antimicrobianos que presentan un amplio espectro de actividad antimicrobiana,
ademas de un perfil farmacocinético favorable, aliado a eventos adversos minimos>®. La primera
tetraciclina lanzada fue la clortetraciclina, en 1948 (Figura 1A); en las décadas siguientes fueron
lanzadas la tetraciclina (1953; Figura 1C), la doxiciclina (1967; Figura 1D) y la minociclina (1971;
Figura 1E)*°. Sin embargo, se ha limitado drasticamente el uso de estos antimicrobianos debido al
surgimiento de resistencia causada por sistemas de eflujo y proteccion del sitio blanco
ribosdmico¥19202235  Actualmente, su uso se restringe al tratamiento de infecciones causadas por
bacterias que aun mantienen sensibilidad a estos compuestos, como: rickettsiosis, enfermedades
sexualmente transmisibles y acné. No obstante, la prescripcion de estos antimicrobianos se utiliza
Unicamente para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram-negativas, mediante la
sensibilidad comprobada por antibiograma, ya que es totalmente desaconsejado el uso de estos
compuestos como terapia empirica.

A fines de la década del 80, se reabrid el programa de desarrollo de nuevas tetraciclinas, enfocado en
analogos que presentaran modificaciones en las posiciones C-7 y C-9 (nucleo naftalénico - Figura 1),
buscando compuestos que presentaran actividad frente a aislamientos resistentes a las
tetraciclinas®®. De esta forma, surgi6 el desarrollo de la clase de las glicilciclinas, en este escenario,
como forma de ocupar el espacio dejado por sus antecesores. Dadas las grandes similitudes

© Curso online “Interpretacién del Antibiograma en la practica clinica diaria”
2018



NUEVA

INTERPRETACION DEL ANTIBIOGRAMA

EDICION z r
EN LA PRACTICA CLINICA DIARIA
2018 CEILLSE

18 DE ABRIL 13 DE JUNIO 2018 ATBgrama2018.evimed.net

a redEMC 3§ EUCAST e aem. &g evimed
Infectologia w
estructurales entre las tetraciclinas (Figura 1A-E) y las glicilciclinas (Figura 1F)*%323¢ como mas
adelante se mostrard, se las puede clasificar como tetraciclinas de tercera generacion, junto con
otras dos nuevas clases de antimicrobianos analogos de las tetraciclinas: las aminometilciclinas y las
fluorociclinas, cuyos respectivos representantes, la omadaciclina (Figura 1G) y la eravaciclina (Figura
1H) se encuentran aun en fase lll de los estudios clinicos. Todos estos compuestos presentan la
inclusion de diferentes grupos en la posicion C-9 de la molécula de minociclina (Figuras F-H),
especificamente un grupo t-butilglicilamida, en el caso de la tigeciclina (Figura 1F)*3®, Estas
modificaciones le han conferido a estos nuevos agentes un espectro de actividad mas amplio,
permitiendo evadir los mecanismos de resistencia que afectaron drasticamente el uso de las
tetraciclinas en la practica clinica (item 1.3)>'°. Al mismo tiempo, como las glicilciclinas, las
aminometilciclinas y las fluorociclinas presentan caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas
distintas de las tetraciclinas de primera y segunda generacién?%?42%37 son, por este motivo,
consideradas apropiadamente como nuevas clases de antimicrobianos®.

En el presente capitulo, por cuestiones diddcticas y por la similitud estructural, seguiremos el modelo

de clasificacion de las tetraciclinas propuesto por Nguyen y colaboradores (2014)%°.

2° Geragéo

[¢]
OH O ©OH O ©

Clortetraciclina Doxiciclina Tigeciclina
(1948) (1967) (1999)

Oxitetraciclina Minociclina Omadaciclina
(1951) (1971) PTK 0796
T [#] ] 4
8 2
9 2
10 11 12 1
Tetraciclina | Nucleo Naftaleno | Eravaciclina
(1953) TP-434

Figura 1. Comparacion de las estructuras quimicas y clasificacion de las tetraciclinas. Los nimeros entre
paréntesis indican el afio en que se descubrid o informé el antimicrobiano. Estos compuestos fueron aislados
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de las siguientes especies de Streptomices: (A) S. aureofaciens, (B) S. rimosus y (C) S. aureofaciens/S. rimosus.
Los demas antimicrobianos (E, F, G y H) son modificaciones estructurales de los compuestos anteriores. (A-C)
Primera generacién de tetraciclinas, (D-E) Segunda generacién de tetraciclinas y (F-H) Tercera generacién de
tetraciclinas (glicilciclinas, aminometilciclinas y fluorociclinas). La insercion del nucleo naftalénico DCBA le
proporciona el orden de numeracién de los &tomos de carbono a los cuatro anillos aromaticos nombrados A a
D.
Figura modificada de Nguyen et al. Biol Chem. 2014;395(5):559-75%°.

La tigeciclina es el primer miembro de las glicilciclinas aprobado para uso clinico por la Food and Drug
Administration (FDA), en junio de 2005, y por la European Medicines Agency (EMEA), en mayo de
200612272932 Se indica su uso para el tratamiento de neumonia adquirida en la comunidad,
infecciones de piel y partes blandas e infecciones intraabdominales complicadas en pacientes con
mas de 18 afios de edad!?1820.2629.3236 Ademds, puede constituir una buena opcidn terapéutica para
aquellos pacientes alérgicos a la penicilinal>2%2527.2% | 3 tigeciclina ha demostrado potente actividad
antibacteriana in vitro frente a una variedad de bacterias aerobias y anaerobias Gram-positivas y
Gram-negativas de importancia clinica, como: Staphylococcus aureus (sensible o resistente a
oxacilina), Enterococcus spp. (incluyendo aislamientos resistentes a vancomicina), Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae, Fusobacterium
spp., Prevotella spp., Peptostreptococcus spp., Bacteroides fragilis y la mayoria de las especies de
Enterobacteriaceae (incluyendo aislamientos productores de B-lactamasas de espectro extendido -
BLEE)®1#18:2027.36 pese 3 ello, la tigeciclina no posee actividad contra aislamientos de Pseudomonas

aeruginosa, Proteus spp., Proteus spp., Providencia spp. y Morganella morganii®*%-2%.28:30,32,36

8.2. Mecanismo de Accion de las Glicilciclinas

Las glicilciclinas son, en general, bacteriostaticas, y actdan inhibiendo la sintesis proteica bacteriana,
asi como las demas tetraciclinas '3, El comienzo de la sintesis de proteinas supone la formacion
de un ribosoma 70S, compuesto por una subunidad 30S y una subunidad 50S, el ARNt iniciador
(tipicamente fMet-ARNt) y el coddn de inicio (generalmente, AUG) del ARNm, debidamente ubicado
en el sitio P 3. El ciclo de elongacidn incluye la entrega por parte del factor de elongacién Tu (EF-Tu)
del aminoacil-ARN (aa-ARNt) al sitio A del ribosoma. De acuerdo con los codones presentes en el
ARNmM, se unen los respectivos ARNt, dando prosecucion a la sintesis proteica. En el ribosoma ocurre

la formacion de la unién peptidica entre los ARNt ubicados en los sitios A y P y sucede la
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translocacion del ARNt, catalizada por el factor EF-G, que permite la elongaciéon de la cadena
polipeptidica naciente *. Las etapas finales de terminacién de la sintesis proteica y de reciclaje
consisten en la liberacidn de la cadena polipeptidica recién formada y la subsiguiente disociacién del
ribosoma 70S, seguido del reciclaje de los componentes para el préximo ciclo de iniciacién *.

Las glicilciclinas actian uniéndose reversiblemente a la subunidad ribosémica 30S bacteriana de 10-
100 veces mas que la tetraciclina, bloqueando la entrada de moléculas de aminoacil-ARNt al sitio A
ribosémico #1119, De esa forma, los residuos de aminodacidos se ven impedidos de incorporarse a la
cadena peptidica en formacidn, inhibiendo la sintesis proteica bacteriana ', De igual forma que
las tetraciclinas y las glicilciclinas, distintas clases de antimicrobianos actuan inhibiendo la sintesis
proteica en las diferentes etapas de este proceso (iniciacion, elongacion, terminacion y reciclaje)
esencial del ciclo de vida bacteriano *. La gran mayoria de los antimicrobianos inhibe la fase de
elongacion, como los aminoglucdsidos, el cloranfenicol, el acido fusidico, las lincosamidas, los
macrodlidos, las oxazolidinonas, las estreptograminas, ademads de las glicilciclinas y tetraciclinas. Son
pocos los antimicrobianos que actdan inhibiendo la etapa de iniciacidn, y esos compuestos presentan
limitaciones de uso clinico debido a las especificidades de las drogas (edeina y pactamicina),
toxicidad (evernimicina) y solubilidad (tiopéptidos y termorubin). Es raro que los compuestos, como
el acido fusidico y blasticidina-S, actuen tanto en la etapa de terminacién como en la etapa de

reciclaje®.

8.3. Mecanismos de Resistencia a las Glicilciclinas

La mayoria de las veces, la tigeciclina no se ve afectada por los cuatro mecanismos de resistencia
adquiridos descritos para las tetraciclinas de primera y segunda generacion, codificados,
principalmente, por los genes del tipo tet (Tabla 1)!%9202235 Sin embargo, algunos de esos
mecanismos pueden afectar débilmente su actividad (genes/mutaciones en rojo - Tabla 1)1,
Ademas, algunas bacterias pueden presentar resistencia intrinseca a las tetraciclinas mas antiguas,
asociado a impermeabilidad de membrana celular o a la presencia de transportadores de membrana,

si bien estos mecanismos no comprometen la actividad de las glicilciclinas®.
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Mecanismos de

. . Genes/Mutaciones
Resistencia

tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetH, tetJ,
tetK, tetL, tetA(P), tetV, tetY, tetZ, tet30,
tet31, tet33, tet35, tet38, tet39, tet40, tet41,
tet42, tet45, tetAB(46), tcr3, otrB, otrC

Sistemas de eflujo

Proteccidn del sitio blanco tetM, tetO, tetQ, tetS, tetT, tetW, tetB(P),
(ribosoma) tet32, tet36, tet44, otrA, tet

Degradacién enzimatica tetXy tet37

Mutacion del sitio blanco

(16S ARNT) G1058C, A926T, G928C, AG942

Tabla 1. Diferentes mecanismos de resistencia a las tetraciclinas que se han descrito hasta el momento.
Tabla adaptada de Nguyen et al. Biol Chem. 2014;395(5):559-75%.

El principal mecanismo de resistencia adquirida a las tetraciclinas es el eflujo activo del
antimicrobiano 1192035 Dichos sistemas de eflujo especificos para la eyeccidn de las tetraciclinas ya
han sido descritos, tanto en bacterias Gram-positivas como en bacterias Gram-negativas (Tabla 1), y
se los ha agrupado en siete grupos diferentes, de acuerdo con la homologia entre sus secuencias'®. Si
bien la mayoria de estos sistemas puede conferir resistencia a la tetraciclina, estos son menos activos
contra las tetraciclinas de segunda generacién e, incluso, menos aln frente a las glicilciclinas®®. Se
cree que tales compuestos no sean reconocidos como substrato por esos sistemas de eflujo,
manteniendo asi su actividad frente a aislamientos resistentes a las tetraciclinas *°. No obstante
ello, mutaciones in vitro en los genes tetA y tetB produjeron disminucién de la sensibilidad a
tigeciclina, aunque dichas mutaciones hayan causado resistencia a las demas tetraciclinas®.

El segundo mecanismo de resistencia a las tetraciclinas en importancia son las proteinas de
proteccion del ribosoma, que se unen a este y remueven al antimicrobiano desde su lugar de unién;
han sido informadas, hasta el momento, 12 clases diferentes, de ellas, la TetO y la TetM son las mas
importantes 11%%, Se cree que las proteinas de proteccién del ribosoma se deriven de otrA (Tabla 1),
que confiere resistencia a la tetraciclina en S. rimosus, productor natural de oxitetraciclina (Figura
1B)°. Las glicilciclinas, como la tigeciclina, no se ven afectadas por la accién de estas proteinas!®=°.

Con la inclusién del grupo t-butilgliclamida en la posicion C-9 de la molécula de minociclina,
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probablemente se provoque algin impedimento de repulsién de la molécula de tigeciclina,
previniendo, de esta forma, su sustitucidn por proteinas de proteccién del ribosoma**®. Asimismo,
dichas proteinas no afectan a la tigeciclina, porque se ligan al ribosoma cinco veces mas que las
tetraciclinas'®®°,

Se han descrito también otros dos mecanismos, menos frecuentes. El primero consiste en la
produccién de monooxigenasas dependientes de FAD, codificadas por dos genes distintos (tetX y
tet37) y que promueven la modificaciéon de las tetraciclinas, disminuyendo su afinidad por el
ribosoma, que produce la degradacidn posterior de estos antimicrobianos %1935,

Al actuar dichas enzimas Unicamente en presencia de O,, se verifica su produccion solo en bacterias
aerobias!®*. Como las monooxigenasas modifican los anillos A y B del nicleo naftalénico (Figura 1),
comunes a todas las tetraciclinas y sus andlogos, dichas enzimas son también capaces de modificar
las moléculas de las glicilciclinas'®®*. Sin embargo, estudios in vitro demostraron que TetX fue capaz
de aumentar las CIM de tigeciclina de 0,5 a 2 pg/ml, sugiriendo que, aunque la tigeciclina sea un
sustrato para TetX, la reacciéon enzimadtica se ve severamente perjudicada frente la tigeciclina,
comparada con la tetraciclina®. El Gltimo mecanismo seria las mutaciones en el gen 16S ARNr,
fundamentalmente G1058C, que reducen la afinidad de ligaciéon de la tetraciclina, minociclina y
doxiciclina por el sitio ribosomal +1%35, Sj bien, in vitro, las mutaciones triples en el gen 16S ARNr

pueden determinar aumento de la CIM para tigeciclina y tetraciclina, la CIMg para tigeciclina es

todavia 16 veces més baja, cuando se la compara con la CIMy para tetraciclina.

Aunque los sistemas de eflujo codificados por los genes tet, pertenecientes a la superfamilia Major
Facilitator Superfamily (MFS), tengan poco impacto sobre la resistencia a glicilciclinas''°, no se
verifica lo mismo en aquellos que pertenecen a la superfamilia Resistance-Nodulation-Cell Division
(RND)711:16:202534 | 5 syperfamilia RND estd compuesta por sistemas tripartitos, formados por una
proteina de membrana externa (porina), por una proteina transmembrana de fusién y por una
bomba de eflujo’. Esos sistemas son exclusivos de bacterias Gram-negativas’ y son un factor

71116202534 como se vera a

determinante en la resistencia a la tigeciclina de esos microrganismos
continuacién.
Los aislamientos clinicos de P. aeruginosa son intrinsecamente resistentes a la tigeciclina, debido a

gue este antimicrobiano es eyectado por los sistemas de eflujo de la familia RND MexAB-OprM y
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MexXY-OprMla'?>2, De modo similar, la actividad de la tigeciclina se ve drasticamente
comprometida en aislamientos clinicos de P. mirabilis, Providencia spp. y Morganella morganii
debido a la hiperexpresién de AcrAB!1220.2830 | principal sistema de eflujo de la superfamilia RND
que se encuentra en las especies de Enterobacteriaceae?®. Ademads de lo anterior, varios estudios
informaron que la hiperexpresién de AcrAB en aislamientos clinicos de Escherichia coli®®, Klebsiella
spp.2, Enterobacter spp.2* y Salmonella spp.*®, asociado o no a mutaciones en los genes reguladores
de este sistema (ramA, ramR y marA), esta relacionada con la resistencia o disminucidon de la
sensibilidad a la tigeciclina?®. En aislamientos de Acinetobacter baumannii, se responsabilizé a los
sistemas de eflujo AdeABC, AdeFGH y AdellK por la resistencia a la tigeciclina®’. Asimismo, Chen y
colaboradores (2014) observaron, en mutantes de la cepa ATCC19606 de A. baumannii resistentes a
tigeciclina inducidos in vitro, la presencia de mutaciones en el gen trm (Tigecycline Resistance
Methyltransferase)®. Luego de insertar plasmidos transportadores del gen trm “salvaje” en las cepas
mutantes, los autores observaron la restitucién de la sensibilidad a la tigeciclina, y concluyeron que
las mutaciones en ese gen estarian relacionadas con la disminucion de la sensibilidad a este
antimicrobiano en aislamientos de A. baumannii*. Recientemente, Costello y colaboradores (2016)
evaluaron los mecanismos de resistencia a la tigeciclina en 102 cepas clinicas de A. baumannii,
aisladas en seis paises de América Latina, que presentaban CIM >2 ug/ml®. En dicho estudio, los
autores observaron que entre los aislamientos que presentaban altas CIM para tigeciclina (n=18),
todos presentaron hiperproduccion de AdeABC, y tres aislamientos hiperprodujeron AdeFGH. Se
observaron, incluso, mutaciones en los genes adeS (n=11), adeR (n=5) y trm (n=8), habiéndose,
incluso, verificado en este ultimo (n=3) la presencia de secuencias de insercién que codificaron
proteinas no funcionales®.

Si bien en la resistencia a la tigeciclina en bacilos Gram-negativos pueden estar involucrados diversos
mecanismos de resistencia a esos antimicrobianos, el principal de ellos, dentro de ese grupo de

microrganismos, es la hiperexpresién de sistemas de eflujo de la superfamilia RND?%%,

8.4. Deteccion en Laboratorio del Fenotipo de Resistencia a las
Glicilciclinas

De manera similar a lo que ocurre con las polimixinas, la concentracidon de cationes en medio

Mueller-Hinton (MH) también puede interferir en los resultados que se obtienen en las pruebas de
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sensibilidad a tigeciclina®, produciendo resultados discrepantes, cuando se los compara con las
metodologias de difusiéon en disco y E-test’ (tira de gradiente) con el método de referencia
(microdilucién en caldo)*1%?433, Ademas, la tigeciclina puede sufrir degradacién por un proceso de
oxidacién que causa la pérdida de su potencia. Por ello, se recomienda que el caldo o dgar MH que
vaya a ser utilizado para la prueba de sensibilidad sea preparado en el momento en que se vaya a
usar o con un maximo de 12 horas de antecedencia®*°.

Si bien inicialmente se mostré una excelente concordancia entre los resultados del E-test” a la
tigeciclina, comparado con los de microdilucion en caldo y dilucidn en dgar?, posteriormente se
demostrd que las altas concentraciones de manganeso (Mn?*) en el medio MH son capaces de
aumentar las CIM para tigeciclina en hasta 12 veces®. El mismo estudio también verificé que las
concentraciones de Mn?* variaban considerablemente dependiendo del fabricante del medio MH
utilizado'®. Por tal motivo, seria necesario ajustar la concentracidn de Mn?* en el medio antes de que
este sea utilizado para la prueba de sensibilidad. Todavia segln estos autores, aun se desconoce el
mecanismo por el cual el Mn?* interferiria, in vitro, en la actividad de la tigeciclina, si bien ellos han
sugerido una posible relacidn con la formacidn de complejos entre la tigeciclina y el Mn?%, y/o que el
propio Mn?* induciria un aumento de la expresidn de los sistemas de eflujo de la familia RND
involucrados en la resistencia a la tigeciclina’®. Posteriormente, otro estudio demostrd que para que
hubiera un aumento de la CIM para tigeciclina en aislamientos de A. baumanniiy Enterobacteriaceae,
la concentracién de Mn% deberia exceder los 8 mg/l, en un medio MH33. No obstante lo cual,
concluyen los autores que eso probablemente no interferiria en la actividad in vivo de la tigeciclina,
dado que la concentracidn sérica del Mn?* es muchisimo menor que aquella que se preconiza para
los medios de cultivo utilizados en las pruebas de sensibilidad®. Pese a ello, Qu y colaboradores
(2014) demostraron que aunque las CIM de tigeciclina en aislamientos de A. baumannii variaran de
acuerdo con los diferentes medios MH estudiados, la concentraciéon de Mn?* parecia ser irrelevante,
ya que no se observaron alteraciones en las CIM de tigeciclina cuando se efectuaron pruebas con
concentraciones crecientes de Mn?*, zinc y magnesio en el medio MHm?,

En relacion con los sistemas automatizados, un estudio recientemente publicado evalué 241
aislamientos de Enterobacteriaceae, categorizados previamente como no sensibles a tigeciclina,
mediante el Vitek2, frente a diferentes pruebas de sensibilidad: BD Phoenix, MicroScan-WalkAway, E-

test” y difusién en disco'’. Se compararon todos los resultados con los del método de referencia
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(microdilucion en caldo). De los 241 aislamientos que el Vitek2 consideré6 como no sensibles a
tigeciclina, 40,2% y 53,3% fueron sensibles via el método de referencia, de acuerdo con los puntos de
corte preconizados por EUCAST y por FDA, respectivamente?’. La concordancia de categoria (CA) de
sensibilidad entre la microdilucion en caldo y las metodologias Vitek2, Phoenix, MicroScan-
WalkAway, E-test” y difusién en disco fue del 41,5%, 58,9%, 72,2%, 34,4% y 59,3%, respectivamente.
Asimismo, el E-test” presenté mejor CA comparado con el M.I.C.E.*Y.

EUCAST recomienda la prueba de sensibilidad a tigeciclina solo para Enterobacteriaceae, mientras
que para aislamientos de Acinetobacter spp. no existen puntos de corte de ese antimicrobiano,
habiéndose incluido la observacidn de que no existe evidencia suficiente que permita inferir la
actividad de la tigeciclina frente a aislamientos clinicos de Acinetobacter spp.3l. Para las
enterobacterias, la prueba de difusion en disco (puntos de corte - halo: S 218 mm y R <15 mm/discos
con contenido de 15 pg de tigeciclina) se recomienda solo para aislamientos de Escherichia coli®'.
Para las demas especies, a excepcion de Morganella spp., Proteus spp. y Providencia spp., EUCAST
recomienda Unicamente la prueba de microdilucién en caldo (puntos de corte - CIM: S <1 ug/ml, y

R >2 pg/ml)3L. Sin embargo, EUCAST resalta que para la prueba de microdilucién en caldo se debe

preparar el medio MH caldo el mismo dia en que esta se realiza’.
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9. Macrolidos y Lincosaminas

Prof. Agdo. Dr. Rafael Vignoli'?

Prof. Adj. Dra. Lorena Pardo'?

!Departamento de Bacteriologia y Virologia, Facultad de Medicina,

Universidad de la Republica, Uruguay.

’Integrante del Sistema Nacional de Investigadores de Uruguay (Nivel 1).
3Clinica Pediétrica, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Uruguay.

9.1. Macrolidos

9.1.1. Clasificacién y estructura

Los macrdélidos comprenden un conjunto de antibidticos, bacteriostaticos, compuestos por un anillo
lactdnico a los que se les une uno o varios azicares mediante enlaces glucosidicos?.

Pueden ser clasificados de acuerdo a la cantidad de atomos que forman el anillo de lactona; 14
atomos eritromicina y claritromicina, 15 dtomos azitromicina y 16 dtomos espiramicina®. Ver Figura 1

y Tabla 1.

HsC

HiC

CH;

HyC

Erythromycin Clarithromycin Azithromycin
Figura 1. Estructura quimica de los macrélidos donde se muestra el anillo lacténico y los dos aminoazucares

presentes en la eritromicina, claritromicina y azitromicina.
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Tabla 1
Clasificacion en relacion con el niimero de atomos del anillo macrolactonico

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

Telitromicina (cetolido)

Tabla 1. Tomado de Cobos-Trigueros y cols *

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

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

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

Si bien los macrdlidos son utilizados fundamentalmente para el tratamiento de infecciones por gram
positivos; la azitromicina es dentro de estos, la que tienen mejor actividad sobre algunos gram
negativos como ser Haemophilus influenzae y Neisseria gonorrhoeae. Adicionalmente se la ha

propuesto como una opcidn terapéutica para el tratamiento de las diarreas con sangre.

9.1.2. Mecanismo de accién

Este grupo de antibidticos tiene como mecanismo de accidn inhibir la elongacién de la cadena
proteica. Actla en el ribosoma bacteriano, un complejo proteico, formado por dos subunidades
nombradas de acuerdo a su coeficiente de sedimentacién (30S y 50S).

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

Los macrdlidos se unen al ribosoma bacteriano en este sector, cerrando este tunel y bloqueando de

esta forma la traduccién de proteinas en la bacteria **. Ver Figura 2.
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Figura 2. Representacion del mecanismo de accién de los macrdélidos por obstruccidn del tunel de salida.
Tomada de Kannan y cols®.

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

mas lejana al sitio activo de esta subunidad de lo que lo hace eritromicina®.

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

Los macrdlidos son compuestos bdsicos capaces de atravesar las membranas lipidicas, confiriéndole
la particularidad de concentrarse adecuadamente dentro de las células eucariotas y atravesar la

membrana externa de los bacilos Gram negativos.
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Azitromicina se caracteriza por acumularse mejor que el resto de los macrélidos en las células

fagociticas, por lo tanto aumentaria su concentracidn en la localizacién de la infeccidn’.

9.1.3. Mecanismos de resistencia

Bomba de eflujo

La expulsion del antibidtico de la bacteria en los Cocos Gram positivos puede estar relacionada a
genes: mefA, mefE o msrAy msrB.

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

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

Cambio del sitio blanco de accién

Los cambios en las secuencias que codifican la subunidad ribosomal pueden ser secundarios a
mutaciones puntuales. Si bien este mecanismo se ha descritas (tanto en S. pyogenes, S. pneumoniae
y H. influenzae es infrecuente), suele ser infrecuente en aislamientos clinicos. La mayoria de estas
mutaciones ocurren en los dominios V del rARN y en las proteinas L4 y L221%1,

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

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

El gen erm con sus diferentes variantes es el responsable de esta resistencia al codificar una metilasa
gue altera el sitio blanco de unién del antibidtico al ribosoma bacteriano. Dado que este grupo de
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inhibicién de la sintesis proteica, el producto del gen erm determina resistencia a los tres grupos de
antibidticos: macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas B*2.

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

Se describen variantes entre distintas especies de las que se encuentran: ermA, ermC, ermB, ermAM,
ermF, ermD, ermG, ermE, ermA’, y ermTR>%3,

Se han encontrado genes relacionados con ermAM en Clostridium y enterobacterias, que se
denominaron ermP, ermZ y ermBC#*>,

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

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

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

Luego de las primeras descripciones se han encontrado estos pldasmidos en multiples especies de

Streptococcus, Staphylococcus y Enterococos®’ 28,

La resistencia a clindamicina por este mecanismo puede ser inducible (iMLS) o constitutiva (cMLS). En
S. aureus son inductores los macrdlidos de 14 y 15 atomos. In vitro, suele utilizarse eritromicina, ya
que es un buen inductor de la expresiéon de esta resistencia, evidenciado en el antibiograma
convencional por un aplanamiento en el halo de inhibicién para clindamicina cuando se colocan
cerca los discos con estos antibidticos (efecto D).

Esta caracteristica no esta relacionada con el tipo de gen erm involucrado en un principio.

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

iMLS-A, resistencia a la josamicina, eritromicina e inducible a clindamicina.
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iMLS-B, resistencia inducible a josamicina y clindamicina con alto nivel de resistencia a eritromicina.
iMLS-C, resistencia inducible a josamicina y clindamicina con bajo nivel de resistencia a
eritromicina®®. Ver Figura 3.

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

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

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

El mecanismo de la induccion de la resistencia a clindamicina, tiene que ver con cambios
conformacionales del ARNm de la metilasa. En ausencia de eritromicina, dicho ARNm se encuentra
en una conformacién que esconde la secuencia de reconocimiento del ribosoma (secuencia de Shine-
Dalgarno o SD). La unién de la eritromicina al ribosoma, generaria un cambio conformacional en el
RNAm de la metilasa, que ahora liberaria la SD, lo cual permitiria que fuera leida por el ribosoma y se

sintetizara la proteina correspondiente?.
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La expresidon de resistencia a clindamicina en forma constitutiva es sencilla de obtener a partir de
cepas con iMLSb, en condiciones experimentales. Las cepas que presentan cMLSb son
frecuentemente aquellos seleccionados de infecciones con alto indculo.
Se describe que los aislamientos que presentan ermC, presentan una tasa de mutaciéon 14 veces
mayor que los que portan el gen ermA. Esta observacion fue realizada en cepas provenientes de
aislamientos clinicos y se reprodujo en cepas clonadas con estos genes.
Daurel y col observaron que los cambios genéticos se debian fundamentalmente a la pérdida de un
sector de ADN en la regién reguladora que se encuentra entre las regiones que codifican las 2
subunidades del ribosoma, que preceden en el genoma al gen ermC%,
En cepas portadoras de genes ermC que se expresan de forma constitutiva en S. aureus, se
observaron tres tipos diferentes de mutaciones en la regiéon reguladora ermC, que corresponden a
deleciones, duplicaciones, mutaciones puntuales multiples y supresiones®,
Que un paciente con una infeccién por un S. aureus, portador de la resistencia MLSb inducible
durante el tratamiento desarrolle la misma de forma constitutiva estd reportado desde hace 40 afios.
Los primeros reportes, carecen de estudios que permitan afirmar se trate de la cepa portadora de
resistencia inducible que en la evolucién cambié a fenotipo constitutivo?®.
Los métodos de tipificacion molecular como la electroforesis en campos pulsantes entre otras,
disponibles en muchos laboratorios de referencia, son herramientas fundamentales para profundizar
en este tipo de hallazgos®.
El aumento de los casos CA-MRSA en algunos paises, llevé a modificar las recomendaciones de
antibioterapia empirica, donde clindamicina surgia como propuesta para el tratamiento empirico de
algunas infecciones. Si bien esto no fue universal, se observé en algunos medios una frecuencia
aumentada del fenotipo iMLSb que habitualmente se describia cercana al 5-10%%¢. Telechea y col.
observaron que a pesar del aumento del consumo de este antibidtico no se observé un aumento
concomitante en esta resistencia?’.
Es discutida la significancia clinica del hallazgo del fenotipo iMLSb en S. aureus ya que la mayoria de
las infecciones por este microorganismo requiere un curso corto de antibidtico y muchas de ellas con
medidas locales, como lo son el drenaje, la limpieza de la infeccidn y el uso de antibidtico tdpicos son

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

Por lo tanto, informar este fenédmeno desde el laboratorio y buscar esta resistencia realizando el test
D, debe formar parte de la rutina en estos microorganismos. El mismo se realiza colocando discos de
eritromicina y clindamicina a una distancia de 15-20 mm. Se muestra a continuacién el aplanamiento

en el halo de inhibicién.

3
e /.
/ y

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

9.2. Lincosamidas

9.2.1. Mecanismo de accién

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

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

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

Se ha estudiado el efecto de este antibidtico en inhibir algunos factores de virulencia al inhibir la

sintesis proteica, lo que se plantea una ventaja adicional en el uso de algunas infecciones3%32,

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

encontrado en aislamientos clinicos.

Adicionalmente, se ha descrito una metiltransferasa de rRNA codificada por el gen cfr, que confiere
resistencia a cinco diferentes clases de antimicrobianos: cloranfenicol, lincosamidas, oxazolidinonas,
pleuromutilinas y estreptogramina A (ver capitulo de oxazolidinonas).

Dado que muchos de estos antibidticos no suelen testearse en los laboratorios, la aparicién de un
aislamiento resistente a clindamicina, pero sensible a eritromicina, debe alertar sobre la presencia de

este microorganismo.

Inactivacién enzimatica:

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

Staphylococcus haemolyticus: linA

Staphylococcus aureus: linA'

Enterococcus faecium: linB

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

MLS.
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Se han descrito en Bacilos Gram negativos, dentro de integrones de clase 1, secuencias que podrian
corresponderse con proteinas hipotéticas con una homologia de aproximadamente 35% de la
nucleotidyl-transferasa codificada por linB en Enterococcus faecium??.

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

Este mecanismo de resistencia a la lincomicina por la inactivacion ha sido detectado en numerosos
cepas provenientes de muestras clinicas tanto de Staphylococcus aureus como de estafilococos
coagulasa negativos. Para la inactivaciéon enzimadtica del antimicrobiano clindamicina se requiere
(ATP, GTP, CTP 0 UTP) como donador nucleotidyl y Mg2 + como cofactor.

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

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

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

mecanismo de resistencia en otras lincosamidas como clindamicina y macrdlidos®.
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10. Resistencia a las Oxazolidinonas
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Las oxazolidinonas son una clase de antimicrobianos sintéticos que actian como inhibidores
efectivos de la sintesis proteica en un gran espectro de bacterias Gram positivas. El linezolid fue la
primera oxazolidinona disponible clinicamente para el tratamiento de infecciones abdominales,
neumonias e infecciones de piel y partes blandas complicadas y no complicadas. En 2014, una nueva
molécula de oxazolidinona fue aprobada para uso clinico en los EUA para el tratamiento de las
infecciones de piel y partes blandas, denominada tedizolid (Imagen 1). Otras moléculas de
oxazolidinona estan en desarrollo en el mercado, como la radezolida, moléculas anti-tuberculosis
como sutezolida y AZD5847, y anti-Clostridium difficile, como la cadazolida®. Las oxazolidinonas
poseen una excelente actividad contra cocos Gram-positivos, pero no presentan actividad contra
bacterias Gram-negativas por no alcanzar concentraciones intracelulares suficientes debido a la
eyeccidn por sistemas de eflujo?. El linezolid posee actividad contra Staphylococcus aureus (sensibles
o resistentes a la oxacilina), estafilococos coagulasa negativo, Enterococcus spp. (sensibles o
resistentes a la vancomicina), y Streptococcus spp. (incluso Streptococcus pneumoniae resistente a la
pencilina). Este compuesto también presenta actividad in vitro contra Clostridium spp., Prevotella
spp., Peptostreptococcus spp. y Mycobacterium tuberculosis, complejo Mycobacterium avium,

Mycobacterium marinum y micobacterias de crecimiento rapido3. Estudios recientes demostraron

actividad del tedizolid contra aislados de S. aureus resistentes a linezolid*®.
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Imagen 1. Modelos moleculares de linezolid y tedizolid en el centro de la peptidil transferasa (PTC). A, Linezolid
(amarillo) en PTC. B, Estructura del linezolid y tedizolid. C, Tedizolid (verde) en el PTC. Las interacciones criticas
estan en violeta. El sistema de numeracion de 23S de E. coli fue utilizado.

Imagen adaptada de Locke et al., Clin Infect Dis., 2014,

o

10.1. Mecanismo de accion de la Oxazolidinonas

Las oxazolidinonas actian mediante la inhibicion de la sintesis proteica en el ribosoma bacteriano®’.
El linezolid, especificamente, se enlaza al sitio A del centro de la peptidil transferasa (PTC), lugar en
gue los aminodacidos son agregados en la construccién de una nueva cadena de péptido, inhibiendo
la formacion del enlace peptidico a través de la perturbacidon o impedimento del posicionamiento
correcto del aminoacil-tRNA en el PTC’. El PTC es una regidn filogenética altamente conservada y
basicamente compuesta por nucledtidos y ARN. Estd ubicado en el medio de la subunidad ribosomal
50S, donde las extremidades 3’ aminoacil-tRNA y peptidil-tRNA estan posicionadas para la
transferencia del péptido. Ademas del enlace del anillo A de linezolid al PTC, el anillo D de tedizolid se
enlaza a sitios adicionales en el ribosoma bacteriano, lo que le confiere potencia superior y semivida
mas larga que el linezolid, confiriéndole mayor comodidad posoldgica. Las oxazolidinonas también
interactdan con los ribosomas mitocondriales, lo que, probablemente, justifica los efectos
mielosupresores indeseados de esta clase de antimicrobianos®.

El mecanismo de accién de las oxazolidinonas se asemeja al mecanismo de otros antimicrobianos,

como el cloranfenicol, los macrélidos, los aminoglucésidos y las tetraciclinas”*1%11,

10.2. Mecanismo de resistencia a las Oxazolidinonas

El primer aislado clinico resistente a linezolid fue de Enterococcus faecium, reportado en 1999, en un

estudio de compasidn, incluso antes de su autorizacidn para uso clinico?. Con la diseminacién de su
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uso, aislados resistentes a linezolid fueron reportados en Staphylococcus spp. y Enterococcus spp.,
frecuentemente tomados de pacientes que recibieron tratamiento prolongado con linezolid®3.
Diferentes mecanismos de resistencia a linezolid fueron identificados, en su mayoria relacionados a
modificaciones en la conformacién de su sitio de enlace®. Algunos estudios demostraron actividad
de tedizolid contra aislados de S. aureus resistentes a linezolid*°. Por lo tanto, los mecanismos de
resistencia a linezolid descritos a continuacién pueden no conferir resistencia a otros compuestos de
la clase de las oxazolidinonas. Hasta el momento, podemos citar cuatro mecanismos de resistencia a
linezolid: mutacion en los genes 23S rRNA; metilacion de la porcion 23S rRNA mediada por

metiltransferasa Cfr; mutaciones en la proteina ribosomal L3 y L4, y, eyeccion de la droga por

sistemas de eflujo.

10.2.1. Mecanismo de Resistencia mediado por mutacion en los genes 23S rRNA

La unidad 50S del rRNA esta compuesta por las porciones 5S rRNA, 23S rRNA y aproximadamente 36
proteinas ribosomales. El dominio V es uno de los segmentos mas conservados del rRNA, y es parte
integrante del PCT ribosomal. Diversas mutaciones puntuales en el asa central del dominio V de la
porcidn 23S del rRNA son frecuentemente asociadas a la resistencia a linezolid®®. La sustitucién de
guanosina por un uracilo en el nucleétido 2576 (G2576U) del 23S rRNA constituye una de las
mutaciones descritas con mayor frecuencia y relacionada a la resistencia a linezolid en diferentes
especies bacterianas, como: S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. pneumoniae, E. faecium, E.
faecalis, M. tuberculosis y M. smegmatis'’. Aunque la mutacién G2576U sea la mas frecuente, otras
mutaciones relacionadas a la resistencia a linezolid fueron descritas, como G2447U y G2505A,
respectivamente, en S. aureus y E. faecium®8, El estdndar de resistencia a linezolid puede diferir
entre especies de bacterias, y algunas mutaciones solamente fueron encontradas en determinadas
especies (Imagen 2). El grado de resistencia no es directamente proporcional a la distancia del
nucleétido mutado (en particular, G2576U y G2447U) con el punto de interaccién de linezolid™.
Diferentes niveles de resistencia en aislados clinicos pueden ser explicados en funcién del nimero de
copias del gen rRNA mutados. Por ejemplo, un aislado bacteriano de Staphylococcus aureus puede
presentar 5 a 6 copias de rRNA!. Cuanto mayor sea el nimero de copias de rRNA presentando

82021 Una clara relacién entre el

mutaciones, mayor es el valor de la CIM de linezolid observado
numero de copias de rRNA mutadas y el valor de la CIM de linezolid fue reportada en S. aureus, E.
faecalis e E. faecium®*°21, Por otro lado, tedizolid presenta mayor potencia que linezolid incluso en
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aislados con mayor nimero de copias de genes presentando mutaciones®. Sin embargo, mutaciones
en el dominio V del gen 23S rRNA, incluyendo T2500A y la combinacion de T2571C/G2576T, fueron
observadas en mutantes inducidos en el laboratorio luego de innumerables pasajes por medios de

cultivo conteniendo tedizolid. Todos los mutantes seleccionados presentaron resistencia cruzada con

linezolid, sin embargo, con menor elevacién de la CIM para tedizolid en comparacién con la de

linezolid™.
B
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Imagen 2. A. Corte de la subunidad ribosomal con el circulo rojo al redor del PTC. B. Estructura secundaria del
asa da peptidil-transferasa del dominio V del gen 23S rRNA. Los nucleétidos relacionados directamente al
enlace con linezolid estan indicados con un tridngulo negro. Las posiciones de nucledtidos, en las que
mutaciones confieren resistencia a linezolid estdn marcadas con circulos amarillos. Los nucleétidos en los que
mutaciones presentan efecto significativo en las CIMs de linezolid estan en negrita. Las mutaciones y
microorganismos correspondientes estan indicados con las siguientes abreviaciones: Ec (E. coli), Sa (S. aureus),
Se (S. epidermidis), Sh (S. haemolyticus), Sp (S. pneumoniae), Es (E. faecalis), Em (E. faecium), Ms (M.
smegmatis), Mt (M. tuberculosis), y Hh (H. halobium). Los asteriscos indican mutaciones observadas en aislados
clinicos.

Adaptada de Long & Vester, Antimicrob. Agents and Chemother, 2012%.
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10.2.2. Mecanismo de Resistencia mediado por metiltransferasa Cfr

Las modificaciones en el RNA ubicadas cercanas o en el sitio de enlace de los antimicrobianos pueden
comprometer su interaccién con el ribosoma bacteriano. Moléculas de rRNA son modificadas por
grupos metil o residuos de pseudouridina, respectivamente, mediadas por metiltransferasas o
enzimas de sintesis de pseudouridina. La psedouridilacion del nucleétido 2504 del 23S rRNA confiere
resistencia al linezolid y a la clindamicina, sugiriendo un mecanismo de resistencia intrinseco que
protege la bacteria de antimicrobianos que acttan en el PTC?.

El Unico mecanismo de resistencia a linezolid transferible se produce por el gen cfr que codifica una
metiltransferasa de rRNA. Cfr agrega un grupo metil en la posicion C-8 del nucledtido A2503 de la
subunidad 23S del rRNA. Esta metilacion confiere resistencia a cinco diferentes clases de
antimicrobianos cuyo enlace se sobrepone en el PTC, como, cloranfenicol, lincosamidas,
oxazolidinonas, pleuromutilinas y estreptogramina A%. Identificado por primera vez en un aislado
veterinario en Europa al final de la década del 90, el gen cfr no fue encontrado en aislados clinicos
humanos hasta el 2005, cuando fue descrito en el cromosoma de un aislado de MRSA de

Colombia?#?>2¢

. A partir de ese momento, diversos aislados clinicos de Staphylococcus spp.
conteniendo el gen cfr en diferentes contextos genéticos y partes del mundo fueron reportados®.
Ademas del género Staphylococcus, el gen cfr también fue identificado en cepas de Bacillus spp. y
Proteus vulgaris de origen animal®’?, La presencia del gen cfr en elementos genéticos mdviles, como
pldasmidos y transposones, en diferentes regiones geogréficas sugiere fuertemente que este gen
puede diseminarse entre microorganismos ambientales y bacterias patdogenas. No obstante, la
sustitucion del grupo acetamida en la molécula de linezolid para el grupo hidroximetil en la molécula
de tedizolid permite que no haya interferencia de la metilacion del nucleétido A2503 del 23S rRNA

por el Cfr en el enlace de la tedizolid con el PTC. De esta forma, tedizolid presenta actividad in vitro

contra aislados cfr positivos.

10.2.3. Mecanismo de resistencia mediado por mutaciones en L3 y L4

Otro posible mecanismo de resistencia a linezolid son las mutaciones en la proteina L3 ribosomal. La
mayor parte de esta proteina esta posicionada en la superficie de la subunidad 50S, pero un asa se
extiende hasta el PCT. Diverso estudios relacionaron las mutaciones en L3 observadas en aislados
clinicos con la resistencia a linezolid en S. aureus, S. cohnii y S. epidermidis®>3°31, A pesar de que la
mayoria de estos aislados presentan concomitantemente el gen cfr, o mutaciones en el gen 23S
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rRNA, la posicidn de las mutaciones de L3 corresponden al sitio de enlace de linezolid, sugiriendo su
posible contribucidn a la resistencia a linezolid3.

Parte de la proteina ribosomal L4 también se posiciona cercana al PCT. Algunos estudios observaron
gue las deleciones en el gen de L4 causaron una reduccidn discreta de la sensibilidad a linezoid en
aislados de S. pneumoniae (CIM de 1 pg/mL a 4 pg/mL)*2. Diferentes mutaciones fueron encontradas
en S. epidermidis y S. aureus, sin embargo, no esta bien establecido si hay una contribucién directa
para la resistencia a linezolid'>3*3*, Es posible que algunas mutaciones en las proteinas ribosomales

sean apenas modificaciones aleatorias sin efecto significante, mientras otras parecen estar

relacionadas a la resistencia actuando de manera sinérgica para la resistencia a linezolid®®.

10.2.4. Mecanismo de resistencia mediado por sistemas de eflujo

La resistencia a linezolid por sistemas de eflujo no es comun entre los cocos Gram positivos, a pesar
de ser el mecanismo mediante el cual este compuesto no actla sobre las bacterias Gram negativas.
Este es el Gnico mecanismo de resistencia no relacionado a las modificaciones en el ribosoma
bacteriano. Mutaciones que llevan al aumento en la expresién de los genes codificadores de los
transportadores ABC en S. pneumoniae fueron descritas, asi como, en el gen de la superfamilia MFS

denominado ImrS en aislados de S. qureus®-®.

10.3. Prueba de sensibilidad a las Oxazolidinonas

La sensibilidad a las oxazolidinonas puede estar determinada por métodos cuantitativos vy
cualitativos. No obstante, por ser farmacos bacteriostaticos los microorganismos presentan
crecimiento residual en las pruebas de sensibilidad, lo que dificulta la visualizacidon de la CIM o de la
zona de inhibicion. Segun la recomendacion de EUCAST la zona de inhibicidn para linezolid se debe
leer en el sitio de completa inhibicién del crecimiento (Imagen 3)*. A continuacién, la Tabla 1
presenta los puntos de corte clinicos recomendados por EUCAST para interpretacién de la categoria

de sensibilidad de linezolid y tedizolid contra diverso cocos Gram positivos3.
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Imagen 3. Prueba de sensibilidad de linezolid contra S. aureus por método de difusion en disco. La linea blanca
sefiala el sitio donde se debe leer la zona de inhibicién del crecimiento bacteriano.
Adaptada de EUCAST Reading Guide®’. Disponible en: http://www.eucast.org

Microorganismo Oxazolidinona CIM (pg/mL) Concentracion del Diametro
Disco (pg)
S
< >
Linezolid 4 4 10 21 21
Staphylococcus
Tedizolid 0,5° 0,5° -ab -ab
Linezolid 4 4 10 19 19
Enterococcus
Tedizolid IE IE IE IE
Streptococcus Linezolid 2 4 10 19 16
ABLCG Tedizolid 05 | 05° Seb | ek
Linezolid 2 4 10 22 19
S. pneumoniae
Tedizolid IE IE IE IE
Linezolid - - - -
S. viridans
Tedizolid 0,25 0,25 - -€

Tabla 1. Puntos de corte recomendados para linezolid y tedizolid de acuerdo a EUCAST, 2016. Disponible en:
http://www.eucast.org3®.
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2 Aislados sensibles al linezolid pueden ser reportados como sensibles tedizolid; ® Testear los aislados
resistentes a linezolid por método cuantitativo (CIM); © Testear por método cuantitativo (CIM); IE - Insuficiente
evidencia de que el microorganismo o grupo es un buen blanco para terapias con este agente.
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Seccion 3: Antibioticos activos sobre la sintesis del ADN

11. Resistencia a Quinolonas

Prof. Agdo. Dr. Rafael Vignoli

Departamento de Bacteriologia y Virologia, Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica, Uruguay.

Integrante del Sistema Nacional de Investigadores de Uruguay (Nivel I).

Las quinolonas constituyen una extensa familia de antibidticos de origen completamente sintético,
cuyo primer integrante, el dcido nalidixico, fue desarrollado en 1962 a partir de la cloroquina®. En el
afio 1963, se publican los primeros resultados de ensayos clinicos en humanos con infecciones
urinarias?, inicidndose su comercializacién en 19672. Si bien el origen sintético hacia suponer que la
ocurrencia de resistencia seria esporadica, ya los primeros estudios mostraban valores cercanos al

13%, en E. coli®.

11.1. Estructura quimica

La estructura basica de las quinolonas es un doble anillo que presenta, tipicamente, un nitrégeno en

posicidn 1, un grupo carboxilo en posicién 3 y carbonilo en posicién 4 (ver Figura 1)3.

Figura 1. Esquema general de las fluoroquinolonas. Se muestra el nicleo comun, incluyendo el nitrégeno en
posicidn 1, el grupo carboxilo en posicion 3, el carbonilo en 4 y un d4tomo de fltor (F) en posicidn 6 (ver texto).
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El agregado de flior en el carbono 6 dio origen a las fluoroquinolonas, lo que disminuye la
probabilidad de aparicién de mutantes resistentes y aumenta la actividad sobre bacilos Gram
negativos y Gram positivos®3,

La introduccion de distintos sustituyentes en las posiciones 1, 7 y 8 modifica el espectro de actividad
y las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de las nuevas quinolonas. Algunos de los
sustituyentes utilizados y las propiedades que confieren se muestran en la Figura 1.

Sitio blanco de las topoisomerasas

Las quinolonas actian inhibiendo la acciéon de las ADN girasas y las topoisomerasas tipo IV
bacterianas. A los efectos de comprender mejor el mecanismo de accién y alguno de los mecanismos
de resistencia a quinolonas, se describira brevemente el funcionamiento de dichas enzimas.

Las ADN topoisomerasas catalizan cambios en la topologia del ADN que permiten la transicion entre
formas relajadas y superenrolladas de ADN. Si bien la presencia de estas enzimas es universal en los
seres vivos, las diferencias estructurales entre procariotas y eucariotas permiten que las quinolonas
actien selectivamente sobre las primeras*. Las DNA topoisomerasas se dividen en tipo | vy I,
dependiendo si clivan una o las dos hebras del ADN, respectivamente.

Durante la relajacion de las hebras de ADN, las topoisomerasas utilizan la energia liberada durante la
propia reaccién, mientras que la introduccién de un superenrollamiento negativo requiere de la
hidrélisis de ATP para llevarse a cabo®. Las Unicas topoisomerasas capaces de llevar a cabo esta tarea
son las tipo 114,

En procariotas, pueden reconocerse dos tipos de topoisomerasas tipo I, que reciben los nombres de
girasa y topoisomerasa IV*>. En ambos casos, estan formadas por tetrameros compuestos por dos
subunidades codificadas (para los casos de enterobacterias) por los genes gyrAy gyrB o parCy parD,
respectivamente.

Mientras que las girasas controlan los superenrollamientos del ADN y reducen la tension topoldgica
generada por la translocacién de los complejos de replicacion y transcripcién a lo largo del ADN, las
topoisomerasas IV liberan hebras de ADN concatenadas luego de la replicacion®.

Se describira a continuacién el modelo propuesto para el funcionamiento de la DNA girasa de E. coli

(o modelo de las dos puertas de Roca y Wang)®
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Se reconocen tres interfaces en la ADN girasa, que pueden encontrarse en conformacién abierta o

cerrada, siendo éstas: a) el dominio N terminal de GyrB o puerta N, b) la interfase GyrA-GyrB-ADN o

puerta ADN, y el extremo C terminal de GyrA o puerta de salida. La explicacion del funcionamiento

de la girasa se realiza en la Figura 2.

1

Figura 2. Esquema del mecanismo de superenrollamiento de la ADN girasa. Paso 1: se muestran las
subunidades de la girasa tal cual se presentan en solucion. Las dos subunidades de GyrA se encuentran como
dimeros, mientras que las subunidades de GyrB se ven como mondmeros. Se representa un fragmento de ADN
donde se sefala el segmento G (a ser clivado), para introducir el superenrollamiento positivo por pasaje del
segmento T. Paso 2: atrapamiento del ADN alrededor de la enzima, presentando el segmento T sobre el
segmento G, con un entrecruzamiento positivo. Paso 3: una vez formados los dimeros de GyrB, se produce la
unién de ATB y el atrapamiento del segmento T, mientras que el segmento G es transitoriamente clivado. Paso
4: |a hidrdlisis de una molécula de ATP permite la rotacion de GyrB, lo que produce el pasaje del segmento T a
través del segmento G clivado. Paso 5: la religacidn del segmento G introduce dos nuevos superenrollamientos
negativos en el DNA. La reaccidn culmina con la hidrdlisis de una nueva molécula de ATP, que permite la
liberacidn del segmento T, lo cual libera a la enzima. El asterisco sefiala el sitio de clivado del ADN, y el circulo
indica el bolsillo de unién a ATP.

Tomado y modificado de Costenaro y col.”.
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2.1V.C. Mecanismo de accion
Las quinolonas, que no pueden unirse ni al ADN ni a las girasas por separado, actian formando un
complejo ternario ADN-girasa-quinolona una vez que el ADN ya ha sido clivado, pero antes de su
religacién. La interaccién con el ADN seria por intercalamiento, de modo que los anillos aromaticos
de las quinolonas se unen al sitio de clivado del ADN. De este modo, producen el desalineamiento de
ambos extremos del ADN, impidiendo la religacion®.
Por otro lado, interactia con discretas regiones de ambas subunidades de las girasas
(aproximadamente 40 aminoacidos), de modo de impedir la liberacion de las mismas del ADN. El
resultado final es la estabilizacidn y la acumulacién de los complejos ternarios®®.
La detencion del funcionamiento de la horquilla de replicacién y el clivado del ADN, sin posterior
religado, llevan a las quinolonas a alcanzar su efecto bactericida sobre los microorganismos
sensibles?.
2.1V.D. Mecanismos de resistencia a quinolonas
Los primeros mecanismos de resistencia en ser descritos para las quinolonas fueron: alteraciones en los
sitios blanco y disminucién de la acumulacion de las mismas en el interior bacteriano, debido a
impermeabilidad de la membrana y/o a sobreexpresiéon de bombas de eflujo®. En ambos casos, los
mecanismos de resistencia estaban codificados a nivel del cromosoma bacteriano y no eran transferibles
horizontalmente.

2.1V.D.a. Alteraciones del sitio blanco:
Si bien, como ya se menciond, las quinolonas interactdan tanto con las topoisomerasas como con el ADN,
la resistencia a quinolonas habitualmente se produce debido a la ocurrencia de mutaciones en los genes
qgue codifican para las distintas topoisomerasas, particularmente en una pequeia zona de dichos genes
denominada RDRQ (Region Determinante de Resistencia a Quinolonas), en inglés, QRDR. Para el caso de
GyrA, la RDRQ involucra cambios aminoacidicos entre las posiciones 51 a 106, mientras que las mutaciones
en parC involucran las posiciones 23 a 176. Si bien las RDRQ involucran alrededor de 50 y 150 nucleétidos,
respectivamente, la mayoria de las mutaciones descritas se da en las posiciones 83 y 87, en GyrA, y 80y
84, en ParC™. Para el caso de las quinolonas no fluoradas, como el 4cido nalidixico, alcanza una mutacién
para conferir alta resistencia; sin embargo, para las fluoroquinolonas se requiere la acumulaciéon de dos

mutaciones en gyrA y al menos una mas en parC®.,
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2.IV.D.b. Disminucién en la captacién de quinolonas:
La disminucidn en el pasaje de las quinolonas al interior de la bacteria estd usualmente asociada a dos
factores: el aumento de la impermeabilidad a estos antibidticos y/o la sobreexpresion de bombas de
eflujo, naturalmente presentes en los microorganismos.

2.IV.D.b.i. Alteraciones en la permeabilidad:
Se asocian a la disminuciéon en la expresion de porinas, fundamentalmente OmpF, en E. coli, y proteinas
homologas, en otras enterobacterias como K. pneumoniae??.
2.1IV.D.b.ii. Bombas de eflujo:

Las bacterias tienen un amplio nimero de bombas de eflujo, fundamentalmente, asociadas a la membrana
interna, lo cual les permite eliminar diversas sustancias téxicas fuera del citoplasma. Se reconocen cinco
familias de bombas de eflujo, que se denominan, en inglés, MATE (Multidrug And Toxic-compound
Extrusion), MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance), RND (Resistance
Nodulation Division) y ABC (ATP binding cassette) (ver Figura 3).
Si bien AcrAB-TolC es la bomba de eflujo que mas contribuye a la resistencia a quinolonas en E. coli, las
cinco familias han sido asociadas, en mayor o menor medida, a resistencia a dichos antibidticos, ya sea en
expresion en estado basal o en condiciones de hiperexpresién por alteracién de mecanismos
regulatorios!®4. A excepcidn de la familia SMR, donde se ha identificado una sola bomba perteneciente a
este grupo que expulse quinolonas (Mmr en Mycobacterium smegmatis), |las otras cuatro familias han sido
encontradas en diversos microorganismos, incluyendo la familia Enterobacteriaceae.
En la Figura 3, se muestra un esquema de las cinco familias de bombas (modificado y adaptado de Piddock
2006 y Li et al 2015'*%, incluyendo, en cada caso, un ejemplo de bombas involucradas en resistencia a

quinolonas.
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MATE MFS SMR RND ABC

ADP+Pi

Figura 3: Esquema de las cinco familias de bombas de eflujo. MATE (Multidrug and Toxic-Compound Extrusion),
MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance), RND (Resistance Nodulation Division) y
ABC (ATP binding cassette). El flujo de las moléculas se representa con las flechas negras, los antibidticos se
representan como “pildoras rojas”. Los ejemplos puestos en cada grupo han sido reportados como
responsables de poder exportar quinolonas. Por una descripcion mas detallada de los compuestos excluidos
por cada tipo de bomba, ver Poole K 2005%.

2.1V.D.c. Mecanismos transfe

ribles de resistencia a quinolonas

Luego de la introduccién de las fluoroquinolonas en el arsenal de antimicrobianos en el afio 1980, no fue
sino hasta 1998 que se describid el primer caso de resistencia transferible a quinolonas®®. Se le llamé a
este gen gnr, por quinolone-resistance, y fue el primero de una larga serie de alelos y variantes que al dia
de hoy involucra a mas de 100 alelos, que se distribuyen en siete variantes distintas de qnr.

http://www.lahey.org/gnrStudies/

Desde el punto de vista mecanistico, se reconocen tres mecanismos diferentes de resistencia transferible a

qguinolonas:

a) Resistencia por proteccién o enmascaramiento del sitio blanco.
b) Resistencia por inactivacién enzimatica.

c) Bombas de eflujo.

© Curso online “Interpretacién del Antibiograma en la practica clinica diaria”
2018


http://www.lahey.org/qnrStudies/

NUEVA

INTERPRETACION DEL ANTIBIOGRAMA

EDICION EN LA PRACTICA CLINICA DIARIA

2018

18 DE ABRIL 13 DE JUNIO 2018 ATBgrama2018.evimed.net

UNIVERSIDAD
s " GESTION EDUCATIVA, .
red EMC x E U [:A S T T BE[SSSE:UB”CA INFORMATIVA Y LOGISTICA Qe\”med
T

Infectologia

a) Resistencia por enmascaramiento del sitio blanco

Como ya se comentd, este fue el primer mecanismo descrito correspondiente a una proteina
codificada por el gen gnr presente en plasmidos conjugativos y, dentro de estos, asociado a
integrones de clase 1Y, Su presencia es capaz de cuadruplicar los niveles de concentracion inhibitoria
minima (CIM) de una cepa sensible?®,

El producto del gen gnr es una proteina (Qnr) de 218 aminodcidos, perteneciente a una familia de
proteinas de pentapéptidos repetidos. Esta proteina se une especificamente a la ADNgirasa y la
topoisomerasa IV, y se postula que, de esta manera, evita la formacion del complejo ADN-girasa,
requerido para que las quinolonas ejerzan su efecto!®?°. Si bien la proteccidn conferida por esta
proteina es de bajo nivel, la importancia clinica de este mecanismo se explica por su capacidad de
complementar la resistencia cromosdmica a quinolonas, conferida por mutaciones en las
topoisomerasas, disminucién en la expresién de porinas y sobreexpresién de diversas bombas de
eflujo, mediado por mutaciones en genes reguladores?!. Adicionalmente, facilitaria la seleccién de
mutaciones cromosémicas a concentraciones de quinolonas, que de otro modo resultarian letales en
ausencia de dicho gen.

El gen antes descrito pasd a llamarse gnrA, ya que mas tarde se identificaron, en especies de
enterobacterias, otros miembros de la familia de pentapéptidos repetidos codificados en plasmidos,
como QnrB2%, QnrC:E,QnrD*y Qnrs?.

En el afio 2008, se descibe un nuevo gen perteneciente a la familia gnr asociado a superintegrones de
Vibrio cholerae, denominado gnrVC?*. A diferencia de los demds grupos de genes gnr, los derivados
de gnrVC tienen dos caracteristicas particulares: por un lado, presentan una estructura de gen
cassette, con un sitio attC para reconocimiento de int/1%, y por otro, pese a tener dicha estructura,
presentan su propio promotor?’.

Como ya se comentd, al momento se describen mas de 100 alelos, distribuyéndose en siete variantes
de gnrA, 88 de gnrB, una de gnrC, dos de gnrD, nueve de gnrS y siete de gnrVc, sumado al mas

reciente denominado qnrE. http://www.lahey.org/qnrStudies/

b) Resistencia por inactivaciéon enzimatica

Un segundo mecanismo de resistencia transferible a quinolonas es el conferido por el gen aac(6’)-1b-
cr, el cual resulta de dos mutaciones (codones 102 y 179) en el gen aac(6’)-1b. Este ultimo, codifica

para una aminoglucdsido acetiltransferasa que brinda resistencia a kanamicina, amikacina,
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tobramicina y fluoroquinolonas?. La modificacién enzimatica de las fluorquinolonas ocurre por la
acetilacién del nitrégeno en el anillo piperazilinico. Ciprofloxacina y norfloxacina son los uUnicos
compuestos que poseen un grupo piperazilinico no sustituido, siendo las Unicas fluoroquinolonas
modificadas por esta nueva enzima. En base a lo antedicho puede darse la co-seleccion de resistencia
a dos clases distintas de drogas llevada a cabo por una misma enzima?.

Los niveles de resistencia conferidos por este mecanismo son similares a los descritos para gnr,
alcanzando a cuadruplicar los niveles de resistencia a ciprofloxacina en relacién a la misma cepa
antes de incorporar el gen aac(6)-Ib cr. Al igual que lo descrito para los genes gnr, la presencia de
estos genes, si bien confiere bajos niveles de resistencia, favorece la seleccion de mutantes
resistentes por modificaciones en diversos genes que confieren niveles mas altos de resistencia.

La acumulacién de estos mecanismos transferibles en un mismo microorganismo comienza a hacerse
mds frecuente, fundamentalmente en K. pneumoniage productor de CTX-M-15%3° Los dos
mecanismos juntos en un mismo plasmido, son capaces de conferir valores de resistencia absoluta a
ciprofloxacina, elevando los valores de CIM de ciprofloxacina a 1 mg/L.

c) Bombas de eflujo

Estrictamente hablando, la primera bomba de eflujo transferible capaz de conferir sensibilidad
disminuida a quinolonas fue ogxAB, la cual fue descrita en 2003 en E. coli resistente a olaquindox3..
Sin embargo no se le asignd actividad sobre fluoroquinolonas hasta 200732, OgxAB es una bomba
perteneciente a la familia RND, que utiliza TolC como componente de membrana externa. Sin
embargo confiere resistencia de un modo dependiente de sus niveles de expresion33.

En el afio 2007 se describe en Japdn y Francia la segunda bomba de eflujo transferible que causa
disminucion de la sensibilidad a las fluorqoquinolonas. El gen codificante recibe el nombre de
qgepA3*3> y se designa a la proteina codificada QepA. Por similitud de secuencias y funcionalidad, esta
proteina pertenece al grupo de las bombas MSF (major facilitator subfamily) presentando una alta
especificidad de sustrato por norfloxacina, ciprofloxacina y enrofloxacina. La presencia de QepA
puede producir aumentos de hasta 40 veces los niveles de resistencia a estos antibidticos®

dependiendo de los niveles de expresion.
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11.2. Evidencia del impacto de la resistencia de bajo nivel a
fluoroquinolonas

En modelos de infeccién urinaria en ratdn, cuando se produce la infeccion con E. coli que presentan
CIM de ciprofloxacina tan bajas como 0.19 mg/L, mediadas por la presencia de genes gnr, se
producen fallos terapéuticos al ser tratados con ciprofloxacina a dosis equivalentes a las
suministradas en humanos®®. Por otro lado, utilizando el mismo modelo, CIM de ciprofloxacina tan
bajas como 0.06 mg/L se asociaron a fallos terapéuticos cuando estaba presente la enzima Aac(6’)lb-
cr¥’. En este caso, los autores evidencian un clearence de ciprofloxacina aumentado a nivel renal, lo
cual es atribuido a la accién de la Aac(6’)lb-cr, sin observar disminucién detectable de Ia
concentracion plasmatica de ciprofloxacina. Teniendo en cuenta esta evidencia, no solamente seria
necesario poder determinar los valores de CIM a fluoroquinolonas, sino también poder hacer una
aproximacién al mecanismo de resistencia involucrado.

Diagndstico de laboratorio

Existen importantes discrepancias entre las guias CLSlI y EUCAST, como se ve en la Tabla 1.
Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con las oxiiminocefalosporinas, en este caso ambas
instituciones utilizan las mismas cargas en los discos, por lo que es posible utilizar una u otra regla

indistintamente.

Reglas EUCAST Reglas CLSI
CIM breakpoint diametro del disco CIM breakpoint diametro del disco
Fluoroquinolones C_arga del (mm) (mm)
$s r> discolg) o R < ss RI R2 s2 RI RS
Ciprofioxacin 0.25 0.5 5 26 24 1 2 4 21 16-20 15
Ciprofloxacin, Salmonella spp. 0.08 0.08

Pefloxacin (screen), Salmeonella spp. _ 5
Levofioxacin 0.5 1 5
Moxifloxacin 0.25 0.25 5
Nalidixic acid ] 30
Norfloxacin (uncomplicated UTl only) 0.5 1 10
Ofloxacin 0.25 0.5 5

Tabla 1. Guias CLSI y EUCAST (2017/18) para la interpretacion de la sensibilidad a quinolonas en
enterobacterias.
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Como se puede ver, existen puntos de corte diferenciales para Salmonella spp. en ambas
recomendaciones. Estos puntos de corte estan basados en los ECOFF de estos microorganismos, que
es de 0,064 mg/L
(http://mic.eucast.org/Eucast2/SearchController/search.jsp?action=&BeginIndex=50&Micdif=mic&N
umberindex=50&Antib=47&Specium=-1).

De acuerdo a la evidencia comentada previamente, en base a modelos de infecciones en raton,
incluso en infecciones urinarias (al menos las altas), deberian tomarse en cuenta también los puntos
de corte establecidos para Salmonella spp.

Hay que tener en cuenta que, de trabajar con equipos automatizados, los mismos no dan valores tan
bajos de CIM como los requeridos para poder determinar estos niveles de susceptibilidad. En estos
casos, sera necesario realizar determinaciones adicionales de sensibilidad, al menos en el caso de
infecciones graves. En este contexto, puntos de corte de 0,125mg/l de ciprofloxacina han sido
propuestos para definir una categoria de resistencia intermedia para este microorganismo32,

No obstante estas limitaciones en algunos sistemas automatizados, analizando ampliamente el perfil
de sensibilidad de un microorganismo, en algunos casos es posible aproximarse bastante a un
resultado seguro, si tenemos en cuenta el limite inferior de informe del aparato en uso, los puntos de
corte y los ECOFF. En la Tabla 2, se pueden observar las comparaciones de estos valores para el caso

de E. coli.
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PC< Limite ECOFF |PC<
EUCAST |« EUCAST (CLSI)
(CLsD) =

BLEE Imipenem 0,5 2(D) 0,25
Ampi 8 8 2 Mero 0,125 2(1) 0,25
Ampi/sul 8 8 2 Amikacina 8 8 (196) 2
PTZ 8 B(16) [EE Gentamicina | 2 2(4) 1
Cefotaxime 0,25 1 1 Ac. Nal 16 16 2
Ceftazidime 0,5 14 1 Cipro 0,064 - 0,25
Cefepime 0,125 1(2) 1 Colistina 2 2 0,5
SXT 20 20 (40) 20

Tabla 2. Se muestran los ECOFF para E. coli de distintos antibidticos, los puntos de corte (PC) de EUCAST y CLSI
y el limite inferior de CIM que detecta un equipo automatizado. Si en PC aparece un solo valor, es que estos
son coincidentes. En caso de haber discrepancias, el valor de CLSI se muestra entre paréntesis. Se encuentran
coloreados en verde aquellos PC que coinciden con los ECOFF y los limites del aparato que cubren estos
valores; en amarillo, aquellos que no cubren estos valores, pero no se encuentran mas alejados de dos a cuatro

diluciones, y en rojo, los valores mayores.

Como se ve en la Tabla 2, el problema principal es con la ciprofloxacina. De acuerdo a los
mecanismos de resistencia analizados, la resistencia a quinolonas puede involucrar a acido nalidixico,
ciprofloxacina y amikacina (dentro de los antibidticos presentes en este panel). Tanto los valores
ECOFF de acido nalidixico como de amikacina parecen estar un poco altos, a juzgar por valores de
CIM de dichos antibiéticos encontrados en microorganismos productores de Aac(6’)lb-cr y gnr,
respectivamente. Sin embargo, si los valores de CIM al acido nalidixico y amikacina son <2 mg/|, muy
probablemente la CIM a ciprofloxacina estard por debajo de los valores ECOFF.

Finalmente, se han disefiado un par de diagndsticos fenotipicos para la deteccidn de aac(6”)Ib-cr, el
primero, para detectarla en aislamientos con alta resistencia a fluoroquinolonas, fue propuesto por
Wachino y cols. en 2011%. Para esto, se utilizan dos tubos con LB + 8 mg/| de norfloxacina; al primero
se le agrega al aislamiento sospechoso de presentar la enzima y el otro se deja sin nada. Se pone a
incubar toda la noche. Al otro dia, se gotean 10 ul de cada caldo en dos discos de papel de 6 mm de

diametro, que se colocan en una placa de Mueller-Hinton sembrada con un McFarland 0,5 de una
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cepa de E. coli ATCC 25922. A las 24 horas de incubacion, se observara un halo de inhibicién de unos
18 mm de diametro alrededor del disco que contiene caldo sin bacteria, mientras que se observara
una disminucién del halo (que podra alcanzar los 6 mm) si el aislamiento estudiado presenta la

enzima buscada, como se ve en la Figura 4.

Figura 4. Prueba para la deteccidn de aac(6’)Ib-cr propuesta por Wachino y cols.® Disco A, goteado con caldo
con cepa productora de aac(6’)Ib-cr; B, disco sembrado con caldo sin microorganismos. Por mas explicacion,
ver el texto.

Dado que estos tests se realizan solo sobre microorganismos resistentes a fluoroquinolonas, su
utilidad es de caracter epidemiolégico, mas que clinico.

En el afio 2013, Andres y cols.** proponen la realizacidn de un test realizado directamente en el
antibiograma por disco difusion. Una diferencia de 5 mm o mas a favor del diametro del halo de
levofloxacina, con relacién al de ciprofloxacina (ambos discos de 5 pg), evidencia la presencia de

aac(6’)lb-cr.
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Figura 5 Capitulo 1. Activacion de la modificacién del LPS bacteriano mediado por TCS en bacterias Gram negativas. Los principales TCS detectados en
bacterias Gramnegativas son PhoPQ y PmrAB. Estos sistemas son capaces de regular los distintos genes involucrados, fundamentalmente, en la resistencia a las
polimixinas. La activaciéon de PhoPQ y PmrAB es capaz de mediar diferentes modificaciones en el lipido A bacteriano. En las bacterias de mayor importancia
clinica, ocurre generalmente agregado de de L-Ara-4N e PEtN. En esta Figura es posible visualizar la presencia de los dos reguladores negativos descritos hasta
este momento (mgrBy MicA) en bacterias Gram negativas. Figura adaptada de Olaitan et al. Frontiers in Microbiol. 2014;5:643.
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Figura 6 Capitulo 1. Diseminacién de microorganismos transportando el gen mcr-1.El gen mcr-1 fue descubierto en aislamientos de E. coli provenientes
de China, y en pocos meses fue detectado en varias otras regiones del mundo. Se cree que este mecanismo ya fuera comin en muestras ambientales, y

que el uso de polimixina en la cria de animales para consumo haya facilitado la diseminaaién del mismo. Los paises coloreados en amarillo son aquellos
lugares donde se detectaron muestras positivas de mcr-1, hasta mayo de 2016.
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Fenotipo/
Modificacion

Genotipo (Operdén)

Especie

Resistencia
ala vancomicina

Resistencia
alateicoplanina

Expresion

VanA?
D-Ala-D-Lac

VanB1213
D-Ala-D-Lac

VanC38.14
D-Ala-D-Ser

VanD?1®
D-Ala-D-Lac

VanE?6
D-Ala-D-Ser

VanG1’
D-Ala-D-Ser

VanL18
D-Ala-D-Ser

VanM?1®
D-Ala-D-Lac

VanN20
D-Ala-D-Ser

vanA

vanB

vanCl, vanC2 y vanC3

vanD

vanEk

vanG

vanL

vanM

vanN

E. faecalis, E. faecium
E. faecalis, E. faecium

E. gallinarum,
E. casseliflavus,
E. flavescens

E. faecium

E. faecalis

E. faecalis

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

Alto grado de resistencia
CIM, 64 -1000 pg/mL

Alto grado de resistencia
CIM, 4-512 pug/mL

Bajo grado de
resistencia
CIM, 2-32 ug/mL

Moderado a alto grado
de resistencia
CIM, 64-256 ug/mL

Bajo grado de
resistencia
CIM,16 pg/mL

Bajo grado de
resistencia
CIM, < 16 uyg/mL

Bajo grado de
resistencia
CIM,8 ug/mL

Alto grado de resistencia
CIM, >256 pg/mL

Bajo grado de
resistencia
CIM,16 ug/mL

Alto grado de resistencia
CIM, 16-512 ug/mL

Sensible
CIM, =0.5 pg/mL

Sensible
CIM, =0.5 pg/mL

Bajo grado de
resistencia
CIM, 4-32 ug/mL

Sensible
CIM, <0.5 yg/mL

Sensible
CIM, <0.5 yg/mL

Sensible

Alto grado de resistencia

Sensible
CIM, <0.5 yg/mL

Resistencia Inducible
(alto grado)

Resistencia Inducible
(alto grado)

Resistencia constitutiva

(bajo grado)

Resistencia Inducible

Resistencia Inducible

Resistencia Inducible

Resistencia Inducible

Resistencia Inducible

Resistencia constitutiva

Tabla 1 Capitulo 5. Fenotipos y genotipos descritos en Enterococcus spp. resistentes a la vancomicina.

CIM: concentracion inhibitoria minima.
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Figura 3 Capitulo 8. Mecanismo de accién de las glicilciclinas (tigeciclina). (A) Inhibicion de la sintesis proteica mediante la unién de tigeciclina al sitio A de

la subunidad ribosomal 30S bacteriana. (B) Estructura tridimensional de la molécula de tigeciclina uniéndose al sitio ribosomal, en relacién con el aminoacil-
ARNty al ARNm.

Figura B adaptada de Nguyen et al. Biol Chem. 2014;395(5):559-75%°.
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Figura 4 Capitulo 8. Sitio de unién de diferentes clases de antimicrobianos durante las cuatro fases de la sintesis proteica bacteriana.
Figura adaptada de Wilson DN. Nat Rev Microbiol. 2014;12(1):35-483°.
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Figura 5 Capitulo 8. Diferentes mecanismos de resistencia que pueden afectar a los antimicrobianos que actan inhibiendo la sintesis de proteinas
bacterianas.

Figura adaptada de Wilson DN. Nat Rev Microbiol. 2014;12(1):35-4835.
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