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I. Introduccion

1. Staphylococcus aureus. Aspectos generales

El género Staphylococcus fue descrito en 1880 por Sir Alexander Ogston, y su
denominacion deriva de las palabras griegas ora/myAs y Kokkoo, que significan
racimo y bayas, respectivamente (Myles & Datta, 2012). Se trata de bacterias Gram
positivas, aerobias y anaerobias facultativas, con bajo contenido en guanina y citosina
en su ADN, que pertenecen a la clase Bacilli, orden Bacillales y a la familia
Staphylococcaceae. Morfoldgicamente son cocos de entre 0,5y 1,5 um de didmetro
que, debido a su capacidad para dividirse en tres planos, pueden presentarse en
agrupaciones que recuerdan a racimos de uvas, de ahi su nombre, o aparecer de forma
aislada, en parejas, tétradas o cadenas cortas (Fig. 1A). A nivel macroscépico, las
colonias de Staphylococcus aureus tienen un didmetro de 1-3 mm, son lisas, de
margenes bien definidos y pueden presentar un color amarillo dorado debido a la
produccién de pigmentos carotenoides (Costa et al., 2013). Esta especie, cuando crece
en agar sangre, produce frecuentemente B-hemdlisis alrededor de las colonias. En agar
manitol salado, debido a las propiedades de cada especie, se puede diferenciar entre
especies manitol positivas (S. aureus) o negativas (Staphylococcus epidermidis), al virar
el color del medio de cultivo segin el microorganismo fermente o no dicho azucar (Fig.

1B).

Figura 1. A) Microscopia Optica, agrupacion de S. aureus (Tincidon de Gram, 10.000x). B) Placa

de agar manitol salado: 1) S. epidermidis; 2) S. aureus.
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Dentro del género Staphylococcus, se considera como agentes potencialmente
causantes de infecciones humanas a numerosas especies (S. aureus, S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. warneri, S. saprophyticus...), aunque sélo
algunas de ellas son patdgenas en ausencia de circunstancias favorecedoras. S. aureus
sigue siendo el patdégeno principal del género, y uno de los principales patdégenos
humanos. Se trata de una bacteria comensal de la mucosa nasal y de la piel humana,
con capacidad para colonizar de forma asintomatica al ser humano, pero que puede
asimismo causar infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones osteoarticulares y
bacteriemias, entre otras. Su gravedad puede oscilar desde cuadros leves (foliculitis,
forunculos) a cuadros potencialmente mortales, como bacteriemias o neumonias
(Cheng et al.,, 2011; Laabei et al., 2015). Asi, se considera que la bacteriemia por S.
aureus tiene una mortalidad global, a los 14 dias, en torno al 15%, y a los 90 dias en
torno al 30% (Kaasch et al., 2014). Un estudio reciente muestra que la mortalidad a 1
afio y a 5 afos de los pacientes que han sufrido una bacteriemia por S. aureus es del

62% vy el 72% respectivamente (Yahav et al., 2016).

S. aureus es un microorganismo anaerobio facultativo, meséfilo, con capacidad para
fermentar la glucosa y tolerar condiciones ambientales variables. Crece a una
temperatura 6ptima de entre 302C y 372C, y tolera altas concentraciones de cloruro
sodico. Este microorganismo presenta ciertos rasgos caracteristicos, entre los que
destacan su capacidad para unirse a la fraccidon Fc de las inmunoglobulinas (IgG) o la
produccién de coagulasa, que permiten distinguirlo de las otras especies del género.
Con respecto a su material genético, posee un unico cromosoma circular de 2,8 Mbps
con bajo contenido en guanina y citosina. Su dotacién genética puede incluir
informacién adicional, que puede estar vehiculada tanto por fragmentos integrados en
el cromosoma (transposones, secuencias de insercidn, bacteriéfagos, islotes de
patogenicidad...) (Friedman et al., 2006; Crossley et al., 2009) como por plasmidos.
Esta informacién adicional puede afectar a caracteristicas muy diversas de la biologia

del microorganismo, incluyendo patogenicidad y resistencia a antimicrobianos.
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2. Factores de virulencia en S. aureus

2. 1. La envoltura celular, una fortaleza biolégica para los farmacos

La pared celular de las bacterias Gram positivas esta formada por una capa gruesa
tridimensional, constituida principalmente por peptidoglicano (PGN), polimero
polisacarido que contiene subunidades de acido N-acetii murdmico y N-acetil
glucosamina (Madigan et al., 2003). Las bacterias Gram negativas también contienen
PGN en su pared, pero formando una capa mucho mas fina, dentro de una estructura
parietal mas compleja que la de los Gram positivos (Fig. 2 y Fig. 3). El polisacarido A
estd compuesto por acidos teicoicos (Fig. 3), polimeros de ribitol fosfato y azucares
unidos covalentemente al PGN. Son antigénicos, e inducen por tanto la apariciéon de
anticuerpos. Ademas, su carga negativa contribuye a la carga neta global negativa que
presenta la superficie de la bacteria (Madigan et al., 2003). Una diferencia entre los
estafilococos no productores de coagulasa y S. aureus es que, éste ultimo, contiene
sobre todo acidos teicoicos formados por ribitol fosfato, mientras en el resto de los
estafilococos predomina el glicerol fosfato. Otro componente de la pared bacteriana
son los acidos lipoteicoicos, formados por glicerol fosfato, caracteristicos de las
bacterias Gram positivas. Tienen, entre otras funciones, la de regular la actividad de
enzimas hidroliticas, conservar ciertas proteinas dentro de la pared y mantener la
homeostasis bacteriana, ademas de estar también involucrados en las interacciones

entre bacteria y hospedador (Karatsa-Dodgson et al., 2010).
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Figura 2. Seccién de la envoltura bacteriana de S. aureus obtenida por microscopia electrénica
(figura de la izquierda) (Suganuma, 1961) y su representacion esquematica (figura de la
derecha). En ambas imagenes se puede apreciar la pared celular (W) formada por PGN y la

membrana plasmatica (M).
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Figura 3. Representacién de la pared celular bacteriana en Gram positivas (Imagen obtenida de

Madigan et al., 2003).
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Asociada a la pared celular se encuentra la proteina A, habitualmente recubriendo al
PGN (Tabla 1). Entre otras funciones, |la proteina A posee la capacidad de reconocer y
unirse a la fraccién Fc de las IgG. Es especifica de especie y puede liberarse al exterior.
Esta proteina A se comporta como una adhesina de superficie que, al igual que otras
que posee S. aureus, confiere a la bacteria la capacidad de unirse a determinadas
proteinas de los mamiferos. La expresion de la proteina A tiene también funciones
antifagociticas, al dificultar la opsonizacidon del microorganismo (Falugi et al., 2013).
Ademas, algunas cepas presentan una capsula que también dificulta la fagocitosis.
Incluso una vez fagocitados, los estafilococos tienen la capacidad de dificultar su
destruccion intracelular mediante la producciéon de catalasa, que descompone el
peroxido de hidrégeno en oxigeno y agua, blogueando asi uno de los principales
sistemas liticos del fagolisosoma (Mandel, 1975; Dezfulian et al., 2010). En otras
ocasiones, produce un exopolisacarido similar al de la cdpsula pero no individualizado,
que da lugar a la formacién de un slime (matriz polisacédrida) fundamental en la

patogenia, entre otras, de las infecciones asociadas a dispositivos externos.

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales en tres especies del género.

S. aureus S. epidermidis S. saprophyticus
Coagulasa + - -
Fermentacidn manitol + - -
Toxina a + - -
ADNasas termoestables + - -
Proteina A + - -
Acidos teicoicos Fosfato de ribitol Fosfato de glicerol Fosfato de ribitol

*(+): presencia; (-): ausencia
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2. 2. Productos extracelulares

2. 2. 1. Principales enzimas de S. aureus

La produccidn de coagulasa es caracteristica de S. aureus. En la sangre, esta proteina
termoestable forma fibrina a partir del fibrindogeno al unirse a la protrombina,
credndose una especie de capa de fibrina alrededor de S. aureus (McAdow et al., 2012).
Como se puede observar en la Tabla 1, es una caracteristica mas que permite

diferenciarlo dentro del género.

Una enzima también relevante y caracteristica de S. aureus, también mencionada en la
Tabla 1, es la desoxirribonucleasa (ADNasa) termoestable, que es la encargada de
destruir el ADN (Kumar et al.,, 2009). Otras enzimas como proteasas y fosfatasas,

también intervienen en el desarrollo de la infeccion.

S. aureus también puede producir una lipasa, que favorece el curso de la infeccion al
facilitar la diseminacion de la infeccidn en los tejidos mediante la hidrdlisis de lipidos.
Ademas, se ha observado que esta enzima esta relacionada con la formacién de
biopeliculas (Hu et al., 2012). La hialuronidasa desarrolla una funcion similar, al facilitar
la difusion del microorganismo en los tejidos mediante la disgregacion del acido

hialurénico, componente principal del tejido conjuntivo.

Las estafiloquinasas también favorecen la difusion del microorganismo en los tejidos,
en este caso, disgregando sustancias que puede utilizar el organismo para acotar el

area infectada, como la fibrina.
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2. 2. 2. Toxinas de S. aureus

La accion patégena de S. aureus también puede venir dada por la producciéon de
diversas toxinas. Esta especie se puede considerar como uno de los patégenos
humanos mejor dotados en cuanto a la produccion de enzimas, toxinas, etc., capaces
tanto de facilitar la invasién y el dafio a células y tejidos humanos (agresinas) como de
evitar la destruccion del microorganismo por los factores defensivos del huésped

(defensinas).

S. aureus puede producir toxinas de accion general, con funciones de rotura de la

membrana vy alteracion de la permeabilidad de fagocitos (Costa et al., 2013), y otras de

accion mas especializada (Costa et al., 2013).

TOXINAS DE ACCION GENERAL

- Las hemolisinas, pese a su denominacién, son capaces de disgregar las
membranas celulares no sélo de las células hematicas, sino de muchos

otros tejidos.

0 Toxina a: es una de las hemolisinas mds estudiadas ens. aureus.
Su mecanismo de accidn se basa en la destruccién de las
membranas celulares produciendo poros transmembrana, que
dan lugar a un desequilibrio osmédtico y finalmente a la lisis
celular (Meesters et al., 2009). Esta exotoxina actuUa sobre las
membranas de eritrocitos, leucocitos y plaquetas (Haque et al.,
2017), lo que se puede apreciar en siembras en medios de
cultivo de agar sangre, en los que aparece como un halo de a-
hemdlisis alrededor de las colonias debido a una lisis parcial de

los eritrocitos.
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0 Toxina B: es una esfingomielinasa sensible al calor. Actua sobre
la membrana de linfocitos T, monocitos y neutréfilos, y presenta
una mayor toxicidad si se encuentran en presencia de Mg2+ por
tener actividad fosforilasa C (Dinges et al., 2000; Huseby et al.,
2007). Su presencia se puede observar también en medio de
agar sangre como un doble halo de hemdlisis, debido a la lisis

completa de los hematies.

0 Toxina y: esta hemolisina es producida por la mayoria de las
cepas de S. aureus. En este caso, se ven afectadas células como
neutrdfilos, eritrocitos e incluso macrofagos (Changchien et al.,
2016; Dinges et al., 2000; Gillman et al., 2017), pero no da lugar
a la apariciéon de ningun tipo de hemdlisis en placas de agar

sangre.

0 Toxina 6: exotoxina con capacidad para destruir diferentes tipos
de células en mamiferos e incluso otras estructuras como son
organulos y esferoplastos (Dinges et al., 2000; Huseby et al.,
2007). Este péptido es producido por la mayoria de las cepas de
S. aureus y, aunque no ha sido tan estudiado como los anteriores,

se sabe que esta regulada por el gen agr (Dinges et al., 2000).

Leucocidina de Panton Valentine (LPV): esta exotoxina destruye leucocitos
polimorfonucleares, al igual que las hemolisinas anteriores, produciendo
poros en la membrana celular (Changchien et al., 2016; Haque et al., 2017;
Leistner et al., 2017). Tanto la LPV como la toxina Yy estan formadas por dos
componentes, las subunidades F y S (Alonzo & Torres, 2014). Dado que el

componente F de cualquiera de ambas toxinas puede interactuar con la

-10 -
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otra uniéndose al componente S, S. aureus puede producir nuevas toxinas

cruzadas (O’ Callaghan, 2018).

TOXINAS DE ACCION ESPECIALIZADA

Exfoliativas (TE): son serinproteasas que destruyen proteinas de la piel
(desmogleina 1) lisando asi las uniones intercelulares (Amagai et al., 2002;
Bukowski et al., 2010). Existen dos proteinas, la toxina exofoliativa A y la
toxina exofoliativa B, relacionadas con la patogénesis del sindrome de la
piel escaldada estafilocécica (Changchien et al., 2016) y con el impétigo
ampolloso. En este ultimo caso, la infeccidon se encontraria localizada donde
se situan las lesiones, mientras que en el sindrome de la piel escaldada la
toxina pasaria al torrente sanguineo, extendiéndose a otras zonas del

organismo afectado (Bukowski et al., 2010; Pietrocola et al., 2017).

Enterotoxinas: pese a su gran capacidad invasiva, S. aureus es capaz
asimismo de dar lugar a cuadros estrictamente tdxicos, mediados
exclusivamente por la produccién de toxina, que puede actuar como toxina
preformada. Las enterotoxinas son exotoxinas que se comportan como
superantigenos, y que son elaboradas en la fase exponencial del
crecimiento bacteriano. Son producidas principalmente por S. aureus, y son
las causantes de las toxiinfecciones estafilocécicas (Argudin et al., 2010;
Hennekinne et al.,, 2012). Las principales causas de contaminacidon
alimentaria por enterotoxina estafilocécica son la manipulacion inadecuada
de los alimentos, y la contaminacién a partir de secreciones nasales de
personas portadoras. La informacion genética necesaria para producir estas
enterotoxinas pueden ir incluidas en plasmidos, islas de patogenicidad,
profagos o en cassettes cromosémicos estafilocdcicos, lo que facilita su

diseminacion (Argudin et al., 2010; Hennekinne et al., 2012).

-11 -
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- Toxina-1 del sindrome del shock téxico (STSS-1): es una toxina producida
por algunas cepas de S. aureus, que se comporta también como
superantigeno. Produce el sindrome del shock téxico estafilocdcico,
enfermedad  multisistémica debida al aumento de citocinas
proinflamatorias como consecuencia de la gran activacién de linfocitos T

gue genera (Rukkawattanakul et al., 2017).

2. 3. Biopeliculas o biofilm

La formacion de biopeliculas es la capacidad que tienen algunos microorganismos para
formar agrupaciones de células bacterianas envueltas por una pelicula comun,
formada por un polisacarido (slime) segregado por las propias bacterias, codificado por
el operdn ica, y que les permite la adhesion a diferentes tipos de superficies (Fabres-
Klein et al., 2015). Algunas cepas de S. aureus presentan también la capacidad de
formar este tipo de biopeliculas tanto en tejidos como en superficies inertes, lo que
incluye diversos dispositivos médicos como sondas, catéteres, protesis, etc. (Boles &
Horswill, 2008; lyamba et al., 2016). Esta caracteristica permite al microorganismo
protegerse de la respuesta inmune. Ademas, la biopelicula es poco permeable a
algunos antimicrobianos, y el estado metabdlico atenuado en que se encuentran los
microorganismos incluidos en la biopelicula dificulta |la actividad de otros, como los
B-lactdmicos. Se ha observado que S. aureus ATCC 29213 y S. epidermidis ATCC 35984
presentan una sensibilidad menor a ciertos farmacos, como algunos B-lactamicos
(oxacilina, cefataxima) y a vancomicina a causa de la baja penetracidon que presentan

cuando deben traspasar esta estructura bacteriana (Singh et al., 2010).
Para que la formacién de biopeliculas funcione, requiere de un sistema quorum

sensing o sensor quorum (QS), es decir, de la capacidad de comunicacion entre las

células. Esta caracteristica se asocia al sistema QS del regulador genético accesorio

-12 -
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(agr, accessory gene regulator), que regula la expresiéon de diferentes genes de
virulencia en S. aureus vy, junto a ello, la capacidad de invasion del huésped (Yarwood
et al., 2004; Fabres-Klein et al., 2015). En S. aureus, una baja actividad del sistema QS y
altos niveles de glucosa, que reprime dicho sistema, fomentan la formacion de
biopeliculas. Sin embargo, en presencia de proteasas se produce la disrupcién de la

biopelicula y la separacion de las células (Boles & Horswill, 2008).

3. Evolucion de la resistencia de S. aureus a los antimicrobianos

A lo largo de la historia, la aparicién de nuevos farmacos antimicrobianos ha venido
seguida siempre, mds temprano o mas tarde, de la seleccién de microorganismos
portadores de diferentes mecanismos que les hacian resistentes a los antimicrobianos
desarrollados. En ocasiones se trataba de mecanismos de resistencia contemplados
previamente en la naturaleza para proteger a los propios microorganismos
productores de antimicrobianos, pero incluso cuando se han desarrollado farmacos
completamente sintéticos, han acabado emergiendo y seleccionandose mecanismos

capaces de conferir resistencia a los mismos.

3. 1. Antimicrobianos B -lactamicos

Durante décadas, los antimicrobianos B-lactamicos han constituido el tratamiento de
eleccidn frente a la infecciones estafilocdcicas. Se trata de antibidticos bactericidas con
actividad tiempo-dependiente. Como se puede observar en la Fig. 4, presentan un
anillo B-lactamico unido, en casi todos los casos, a otra estructura ciclica, que varia

segun se trate de penicilinas, cefalosporinas, cabapenemas, etc. Se pueden clasificar

-13-
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en penicilinas, inhibidores de B-lactamasas, cefalosporinas, divididas a su vez en cinco

generaciones, carbapenemas y monobactamas.

3. 1. 1. Resistencia a los B8-lactamicos

Inicialmente, el tratamiento de eleccién de las infecciones estafilocécicas fueron las
penicilinas. La rapida aparicion y difusién de la produccidon de penicilinasas plasmidicas
en las principales especies clinicas, como S. aureus (Chambers & Deleo, 2009; DelLeo
& Chambers, 2009), fue reduciendo progresivamente su utilidad. Hacia finales de la
década de 1950, la difusidn de la produccién de penicilinasas en los aislamientos
clinicos de S. aureus se habia convertido en un problema clinico de gran trascendencia.
Las investigaciones dirigidas a controlar este problema desembocan, a finales de los
cincuenta y principios de los 60, en la aparicion de dos nuevos grupos de
antimicrobianos tedricamente capaces de controlar este problema: la primera
generaciéon de cefalosporinas, y el grupo conocido en conjunto como penicilinas
resistentes a penicilinasas estafilocécicas (PRPE), integrado fundamentalmente por las
isoxazolil penicilinas (oxaciclina, cloxacilina, dicloxacilina, nafcilina entre otros) y
meticilina. Posteriormente, la aparicion de las diferentes combinaciones
B-lactdmico/inhibidor de B-lactamasas vino a incidir también en la mejora del
comportamiento de los B-lactdmicos frente a estafilococos productores de
penicilinasas. Casi simultdneamente con la introduccién de las primeras PRPE, se
describen los primeros S. aureus resistentes a meticilina (SARM) (Munita et al., 2015)
(DeLeo & Chambers, 2009), que por primera vez condicionan la actividad de todos los
B-lactdmicos. A medida que van aumentando su prevalencia, van obligando a recurrir
con mayor frecuencia a otros grupos de antimicrobianos, fundamentalmente

glicopéptidos.

-14 -
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La progresiva multirresistencia de estos estafilococos, en especial desde que, a lo largo
de los anos 90, se describen las primeras cepas con resistencia intermedia a

vancomicina, obliga a intensificar la investigacién en nuevos farmacos.

Figura 4. Estructura quimica de penicilina.

Los SARM incorporan un fragmento de ADN exdgeno denominado SCCmec, el cual
incluye un gen mec (por lo general mecA, y ocasionalmente mecC), que es el que
determina la resistencia a todos los B-lactdmicos (Paterson et al., 2014), con excepcion
de algunas cefalosporinas de muy reciente aparicion, con actividad especifica frente a
SARM (Jacqueline et al., 2007; Saleh-Mghir et al., 2012). Dichos genes, codifican la
sintesis de una proteina fijadora de penicilina adicional, denominada PBP2a (Penicillin-
Binding Protein 2a), también conocida como PBP2’, con una afinidad por los PB-
lactdmicos muy reducida con respecto a la del resto de PBPs (Mendes et al., 2012). Ello
hace que se requieran, para inhibir la actividad metabdlica de esta PBP2’, cantidades
de antibidtico muy superiores a las necesarias para inhibir a otras PBPs (en la mayor

parte de los casos, cientos de veces superiores). A efectos practicos, esto se traduce en
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gue, a concentraciones clinicas, no es posible inhibir la actividad metabdlica de esta
PBP2’ con ningun B-lactdamico, con excepcién de las nuevas cefalosporinas de 52
generacién, lo que convierte a los S. aureus capaces de producir esta PBP2' en
resistentes a todos los B-lactamicos, con la excepcion apuntada mas arriba de algunas
nuevas cefalosporinas como ceftobiprol (Saleh-Mghir et al., 2012) o ceftarolina

(Jacqueline et al., 2007).

Los genes mec se considera que proceden, probablemente, de especies de
estafilococos fundamentalmente saprofitas, como S. sciuri, desde las que
eventualmente han sido capaces de saltar a otras especies mds patogenas (Wu et al.,
2001). No se trata, no obstante, de una transferencia sencilla. Se considera que, a lo
largo de las historia, sélo se han dado las circunstancias necesarias para que se
produjera esta circunstancia en un nimero muy limitado de ocasiones. En cada una de
estas circunstancias se habria generado uno de los linajes de SARM actualmente

circulantes.

Tras anos de constituir un hallazgo clinico infrecuente, a partir de los afios 70 y 80 la
frecuencia de aislamiento de SARM empieza a aumentar, convirtiéndose en el
paradigma de patdégeno nosocomial y en un problema clinico de primer orden a nivel
mundial. En 2016 se estimo, a partir de los datos procedentes de los laboratorios que
informaron sistemdticamente (2013-2016), que el porcentaje promedio de SARM en la
poblacién de la Unién Europea era del 13,7%. Se ha incluido la Fig. 5, donde queda
representada, en porcentajes, la diferencia entre los diferentes paises europeos con

respecto a la prevalencia de aislados de SARM.

En un estudio realizado en Espaiia en 2016, sobre 1.945 aislados de S. aureus, el 25,8%
fueron SARM (EARSS, 2016). En otros paises como Portugal y Rumania el porcentaje
fue mayor, del 43,6% y 50,5 % respectivamente (Fig. 5). En conjunto, como viene
ocurriendo ya desde hace afios, las prevalencias mas bajas se describen en los paises

ndrdicos y Holanda, con cifras inferiores al 5%, a los que se incorporan en esta
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estadistica algunas de las republicas balticas. Las prevalencias mas altas se observan en
Rumania, con cifras superiores al 50%, y se mantienen en cifras altas entre el 25 y el
50% en los paises mediterrdneos, que son los que clasicamente han venido
manteniendo prevalencias mas elevadas desde hace afios (EARSS, 2016) Fig. 5. En
conjunto, la prevalencia global en Europa en 2017 mantiene la paulatina tendencia a la

baja que se viene observando desde hace ya algunos anos.

TR o
B T to ¢ 5%
=3 5% o ¢ 10% s

B 10% o« 25%:
W 255 o« 50%
. = 500

=3 Mo data reported or tewer than 1o isolates
1 Not included

Non-visible countries

.;—\_n_,_“n_F e - 3
[ Liechtenstain . r .
N Luxembourg K Er J
. Malta ; =

Figura 5. Representacién del porcentaje de aislados informados SARM en 2016. Imagen

obtenida de EARSS, 2016.
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3. 2. Antimicrobianos glucopéptidos

Durante afios, la alternativa terapéutica principal frente a SARM, sobre todo en
infecciones graves, fueron los glucopéptidos, tales como vancomicina (Fig. 6) o
teicoplanina (Gardete & Tomasz, 2014). Vancomicina es un antibidtico glicopéptido
triciclico de espectro reducido, activo casi exclusivamente frente a bacterias Gram

positivas.

Pese a ser un antibidtico mas antiguo que meticilina y el resto de PRPE, su toxicidad
inicial, mas asociada a una insuficiente pureza del antimicrobiano que al
antimicrobiano en si, y la rapida aparicion de antimicrobianos mas cémodos y seguros
de utilizar frente a S. aureus productores de penicilinasa, como cefalosporinas de
primera generacién y PRPE, redujeron mucho su uso, y por tanto la presién selectiva

sobre eventuales aislamientos resistentes.

En cuanto a su mecanismo de accion, vancomicina actla sobre la pared celular
bacteriana. La sintesis de la misma se ve afectada al unirse vancomicina, dentro del
PGN, mediante enlaces de hidrégeno, al dipéptido terminal D-alanil-D-alanina (D-Ala-
D-Ala), dentro del pentapéptido disacarido unido al lipido Il y a la cadena en formacién
de PGN. De este modo, se impide la transglicosilacién y transpeptidacién,
obstaculizando asi la sintesis adecuada de la pared (Reynolds et al., 1989; Pereira et al.,
2007). Ademas vancomicina tiene otras acciones secundarias, probablemente menos
trascendentes en la lisis del microorganismo, como la inhibicidn de la sintesis del RNA 'y

la alteracién de la permeabilidad de la pared.

-18 -



|. Introduccidn

H,N ﬁg
CH
H4C 2
HO (s}
0
OH
(o]
o]
cl
H
= 40H
0 H
H N
N H & “CH,4
. o
éH o] HsC
NH; CHj

Figura 6. Estructura quimica de vancomicina.

3. 2. 1. Mecanismo de resistencia a vancomicina

La difusion de SARM, a partir sobre todo de los afios 80, llevé a un incremento de su
uso tanto en protocolos de tratamiento empirico como en tratamientos dirigidos, y
ello, inevitablemente, a la aparicién, primero, de aislamientos con sensibilidad
reducida, y finalmente de aislamientos abiertamente resistentes (O Driscoll et al., 2015;
Stefani et al., 2015). La primera cepa aislada, cominmente conocida como Mu50

(Conly & Johnston, 2002) que mostrd sensibilidad disminuida a vancomicina (VISA:
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vancomycin-intermediate S. aureus, GISA: glycopeptide-intermediate S. aureus)

aparecio en Japon en el ano 1997 (Hiramatsu, 1997; Aksoy & Unal, 2008).

Aunque vancomicina sigue siendo un antimicrobiano de primera linea en el
tratamiento de infecciones por estafilococos (Rubinstein & Keynan, 2014), se ha
observado que el problema no sélo lo constituyen los aislamientos netamente
resistentes; aislamientos que presenten una concentracién inhibitoria minima (CIM) de
vancomicina= 1,5 mg / L, aunque entran en el intervalo de cepas sensibles in vitro,
tienen un riesgo de fracaso terapéutico mayor y una mayor mortalidad si son tratadas

con vancomicina (Lodise et al., 2008).

Resistencia intermedia a los glicopeptidos

Se considera que tienen resistencia intermedia aquellos aislados que presentan una
CIM de vancomicina entre 4 y 8 mg/L. Presentan un fenotipo heterogéneo
(hetero-VISA), de modo que aparecen subpoblaciones (frecuencia <1/10°) de
crecimiento mas lento, que pueden crecer en presencia de vancomicina a las
concentraciones anteriormente mencionadas. La heterogeneidad acabaria
desapareciendo, formandose una poblacion con un mismo fenotipo VISA de
crecimiento uniforme. Dicha resistencia aparece por mutaciones cromosémicas que
producen un engrosamiento de la pared bacteriana (Hiramatsu, 2001), produciéndose
un aumento de residuos D-Ala-D-Ala. La propia vancomicina actuaria de muralla al
unirse a los residuos D-Ala-D-Ala impidiendo que el resto de moléculas del medio
logren atravesarla. El mecanismo de accidon que presentan estas cepas aparece

resumido en la Fig. 7.

Por otro lado, se han observado algunos genes afectados, estando algunos de ellos

también relacionados con la sensibilidad reducida a daptomicina, tales como mprF,
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una lisil-fosfatidil glicerol sintetasa, rpoB (RNA polimerasa), walk (sensor/regulador),
ademas de otros genes también relacionados con la pared como sceD (transglicosilasa),

atl (autolisina), lytM (peptidoglicano hidrolasa)... (Samanta & Elasri, 2014).
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Figura 7. Representacion esquematica del mecanismo de resistencia en cepas VISA. Imagen

obtenida de Lowy, 2003.
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Alto grado de resistencia a los glicopeptidos

Se consideran S. aureus con alto grado de resistencia a vancomicina (SARV) aquellos
que presentan una CIM de vancomicina superior a 16 mg/L. Mientras que en
enterococos se publico resistencia de alto grado a glucopéptidos por primera vez ya en
1988, no fue hasta 2002 cuando se documenté en Estados Unidos la existencia de
aislados clinicas de SARV (Conly & Johnston, 2002; Périchon & Courvalin, 2009), con

una CIM de vancomicina >32 mg/L.

En este caso, la resistencia se debe a la transferencia del transposén Tn1546, que es
portador del gen vanA. Este gen fue descrito originalmente en enterococos, y se
considera que los estafilococos lo han adquirido a partir de éstos (Arthur et al., 1993;
Périchon & Courvalin, 2009). El gen vanA confiere resistencia de alto nivel a
vancomicina y teicoplanina. VanA es una ligasa, que sustituye el residuo D-ala-D-ala
que forma la parte final del pentapéptido que se encuentra anclado al acido N-acetil-
muramico de la pared por D-alanina-D-Lactato (D-Ala-D-Lac) (Moubarec et al., 2009).
Uno de los ultimos pasos de la sintesis de la pared es la eliminacion de la ultima
alanina del pentapéptido, que de este modo queda convertido en un tetrapéptido
(Ala-Glu-Lys-Ala) que se unira a otro tetrapéptido igual, anclado a otra molécula de N-
acetil-muramico, dando lugar de este modo a una unidn cruzada entre las cadenas
primarias de N-acetil-muramico y N-acetil-glucosamina. Sin embargo, el bloqueo que
los glicopéptidos son capaces de establecer sobre este dipéptido final alanilalanina,
impidiendo su conversidn en tetrapéptido y por tanto el establecimiento de la unién
cruzada entre las cadenas primarias, no se produce en el caso del dipéptido alanil
lactato, de modo que la sintesis de la pared sigue adelante con normalidad (Fig. 8).
Para que se exprese este tipo de resistencia se requiere de la presencia del antibidtico
en el medio. Tanto vancomicina como teicoplanina actuarian asi como inductores de

este mecanismo de resistencia.
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Figura 8. Representacion esquematica del mecanismo de resistencia en cepas SARV. Imagen

obtenida de Lowy, 2003.

3. 2. 2. Nuevos derivados semisintéticos: los lipoglucopéptidos

La emergencia de aislados clinicos VISA y SARV, junto con la descripcion de fracasos
terapéuticos en aislados sensibles a vancomicina con una CIM en torno a 2 mg/L
(Sakoulas et al., 2004; Soriano et al., 2008; Lodise et al., 2008), han hecho que la
investigacion sobre nuevos antimicrobianos que puedan actuar sobre cepas SARM se
mantenga activa. De esta forma, se han ido desarrollando e introduciendo en clinica

nuevas moléculas como telavancina, oritavancina y dalbalvancina Fig. 9. Son
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lipoglucopéptidos que muestran mayor actividad que vancomicina (Citron et al., 2005;
Streit et al., 2005; Pfaller et al., 2007; Kmeid & Kanafani, 2015). Son antimicrobianos
bactericidas y su mecanismo de accién también estd focalizado en la interrupcion de la
sintesis de la membrana bacteriana. A pesar de presentar un espectro de actividad
bastante similar, en el caso de dalbavancina no lo es frente a enterococcos VanA (Streit

et al., 2005).

Figura 9. Estructura quimica de telavancina (izquierda) y dalbavancina (derecha).

3. 3. Oxazolidinonas

Las oxazolidinonas fueron desarrolladas como inhibidores de la monoaminooxidasa
(IMAO). La primera oxazolidinona introducida en uso clinico y con actividad frente a
SARM fue linezolid (Fig. 10). Este oxazolidinona fluorada se aprobd para uso clinico

por la FDA en Estados Unidos en el 2000 y en Europa un afio después. Es también
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activo frente a infecciones por SARM y VISA, y presenta caracteristicas favorables
como su excelente biodisponibilidad por via oral y su excelente difusion a tejido dseo

(Joel et la., 2014).

/—\ YCHS

Illl,,

Figura 10. Estructura quimica de linezolid.

El mecanismo de accion de linezolid se basa en la inhibicidn de la sintesis de proteinas.
Para ello, se requiere su fijacién al dominio V, sitio A del centro peptidil transferasa,
del ARN ribosémico (ARNr) 23S de la subunidad 50S, impidiendo la formacion del
complejo de iniciacion (Livermore, 2003; Wilson et al., 2008; Joel et al.,, 2014). No
obstante, estudios posteriores demuestran que su actuacidn sobre la sintesis proteica
bacteriana se produce en mas puntos (alteracién del locus de fijacion del ARNt, génesis
de proteinas mutadas y de extensidon errénea, etc.). Como ocurre con la mayor parte
de los antimicrobianos que actuan sobre la sintesis proteica bacteriana, se trata de un

antimicrobiano bacteridstatico.
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3. 3. 1. Mecanismo de resistencia a linezolid

Actualmente la frecuencia de resistencia a linezolid en S. aureus es baja, aunque existe
la posibilidad de brotes epidémicos (Endimiani et al., 2011). Uno de los mecanismos de
resistencia a linezolid es la modificacion de la diana. En este caso, se ha observado
tanto en cepas seleccionadas in vitro como en aislados clinicos de S. aureus que la
insensibilidad se relaciona con la presencia de una mutacién G2576T en el dominio V
de la subunidad 23S del ARNr (Livermore, 2003). Otras mutaciones como T2500A, y la
perdida de una copia del gen rrna, que codifica el RNAr 23S se han relacionado con
dicha resistencia en aislados clinicos de SARM (Meka et al., 2004). Otro mecanismo
observado recientemente en S. aureus es la aparicion de una mutacién en una RNA
metiltransferasa conservada (rImN), que metila la posicion A2503 del ARNr 23S. Segun
Gao et al. (2010), la insercién de un codon CAA en el extremo C-terminal de la enzima,

tiene como resultado la obtencién de cepas con menor sensibilidad a linezolid.

Puede deberse también a mutaciones en las proteinas ribosémicas L3 y L4 del centro
de translocacion peptidica, asociadas a los genes rplICy rpID respectivamente (Mendes

et al., 2010; Deshpande et al., 2015).

Finalmente, en 2007 se describidé la metilacion en el RNAr 23S como una nueva forma
de adquirir resistencia en SARM, debido al gen cfr, que cataliza la metilacion de la
adenosina en la posicion 2503 (Toh et al., 2007; Morales et al., 2010). Aunque su
prevalencia no es alta, los brotes epidémicos producidos, en su mayor parte, han
estado asociados a este mecanismos de resistencia (Sierra et al.,, 2013). Esta
metiltransferasa se adquiere bien por diseminacién de transposones o por plasmidos
(Mendes et al., 2013), de tal forma que, por ejemplo, en un aislado clinico de SARM
(cepa CMO05) se encontrd el gen cfr incluido en el cromosoma de la bacteria, a pesar de
presentar plasmido, y localizado precisamente aguas debajo de un gen erm (B) (Smith
& Mankin, 2008). Estos genes se encuentran codificados por el operdon mir, y se

expresan de forma constitutiva (Locke et al., 2012). Cfr forma parte de la familia de
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enzimas con radicales S-adenosilmetionina, que metila los atomos del C8, para formar
8-metiladenosina, en A2503 y en menor medida, tiene la capacidad de metilar los
atomos de carbono C2, para formar 2,8-dimetiladenosina (Challand et al., 2013;
Stojkovi¢ et al., 2016). Este mecanismo daria a su vez resistencia cruzada sobre otros
antimicrobianos que actian en el ribosoma bacteriano, tales como macrélidos,
fenicoles, lincosamidas y estreptogramina A (Long et al.,, 2006). Este gen se ha
encontrado en otros géneros como Escherichia coli (Kaminska et al., 2010), Bacillus

(Dai et al., 2010) y Enterococcus (Deshpande et al., 2015).

4. Daptomicina, uno de los ultimos recursos

4. 1. Perfil del antimicrobiano: estructura quimica, caracteristicas y

mecanismo de accion

El primer lipopéptido descubierto fue amfomicina en 1953 (Millar et al., 2016), pero
debido a su alta toxicidad y complejidad, no fue hasta 1985 cuando la compafiia Eli Lilly
aislé un nuevo farmaco viable, daptomicina (Rybak, 2006; Eisenstein et al., 2010). Se
trata de un antimicrobiano producto de la fermentacion de Streptomyces roseosporus
(Eisenstein et al., 2010), y es una de las alternativas antimicrobianas disponibles en la
actualidad para tratar infecciones causadas por patégenos Gram positivos
multiresistentes, incluyendo SARM y VISA (Rybak et al., 2000; Munita et al., 2015;

Beiras-Fernandez et al., 2010).

Desde el punto de vista de su estructura quimica, como se puede apreciar en la Fig. 11,
se trata de un depsipéptido de 13 aminoacidos (Eisenstein et al., 2010) que alberga un
nucleo decapéptido ciclico hidrofilico, con tres aminoacidos extraciclicos unidos a una

cola hidrofdbica de acido graso aminoterminal (Beiras-Fernandez et al., 2010). Es el
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primer lipopéptido ciclico aprobado por la FDA para uso clinico, y esta disponible para
su uso desde 2003 (Chan-Tompkins & Harnicar, 2008; Eisenstein et al., 2010; D’Costa
et al., 2012) en USA y desde 2006 en Europa (Beiras-Fernandez et al., 2010).

Algunos estudios han demostrado que, en bacteriemias por S. aureus con CIM de
vancomicina >1 mg/L, la administracién temprana de daptomicina permite obtener
resultados clinicos significativamente mejores que vancomicina (Moore et al., 2012;
Murray et al.,, 2013), aunque otros estudios no avalan dichas diferencias (Kalil et al.,

2014).
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Figura 11. Estructura quimica de daptomicina.

-28-



|. Introduccidn

Con respecto a sus propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas, se trata de un
antimicrobiano con actividad bactericida dependiente de la concentracién (Beiras-
Fernandez et al., 2010), de efecto mds rdpido que vancomicina, nafcilina y linezolid
(Mortin et al., 2007; Carugati et al., 2013). Se ha demostrado que daptomicina es de 4
a 8 veces mas activa que vancomicina, y 30 veces mas activa que linezolid frente a
MSSA y MRSA (Tally & DeBruin, 2000). Daptomicina presenta una farmacocinética
lineal, con una hemivida de 8-9 horas, y una alta capacidad de unién a proteinas
plasmaticas, similar a la de teicoplanina (Rybak et al., 2000). Su absorcion a través de la
mucosa digestiva es practicamente nula (Beiras-Fernandez et al., 2010), por lo que su

administracion ha de ser siempre parenteral.

La dosificacion recomendada para daptomicina, en adultos, es de 4 mg/kg/24 h en
infecciones de piel y partes blandas sin bacteriemia y de 6 mg/kg/24 h si se trata de
una bacteriemia, incluyendo endocarditis, pudiendo alcanzarse dosificaciones de hasta
8-10 mg/kg/24 h en caso de necesidad (Chan-Tompkins & Harnicar, 2008). La
administracién a dosis inferiores a éstas, se ha asociado a fracaso terapéutico (Moore

et al., 2012; Jones et al., 2008).

4. 2. Mecanismo de accion de daptomicina

El mecanismo de accién de daptomicina no estd completamente dilucidado, y es
probablemente mas complejo y multifactorial que el de otros antimicrobianos. La
accion de daptomicina, (Fig. 12) se basa en la unidn a la membrana celular bacteriana,
a través de su extremo hidrofébico, en presencia de iones de calcio (Alborn et al., 1991;
D’Costa et al.,, 2012; Munita et al.,, 2015). Esta unidn se produce tanto en fase de
crecimiento exponencial como en fase estacionaria, causando una despolarizacién de
la membrana debido a la pérdida de iones potasio del citoplasma (Silverman et al.,

2003). Dicho proceso lleva a la interrupcidon de multiples funciones de la membrana
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celular bacteriana, sin necesidad de que el antimicrobiano penetre en el citoplasma,
funciones entre las que se incluye la interrupcidn de la sintesis de macromoléculas
como proteinas, ADN y ARN (Chan-Tompkins & Harnicar, 2008). A diferencia de otros
antimicrobianos, el mecanismos de accién no implica la lisis de las células bacterianas
(Cotroneo et al.,, 2008) sino que éstas mueren debido a las alteraciones de la

homeostasis celular (Alborn et al., 1991; Mishra et al., 2012; Zhang et al., 2013).

Figura 12. Mecanismo de accién de DAP: 1. Unidén a la membrana bacteriana, 2. Polimerizaciéon
y formacidn de canales idnicos, 3. Salida masiva al medio extracelular de iones potasio. Imagen

obtenida de Gomez-Casanova et al., 2017.
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4. 3. Interaccion de daptomicina con otros farmacos

Ya en 1988, Silva et al. describen la existencia de sinergismo entre DAP vy diferentes
antimicrobianos, como aztreonam, ceftriaxona y tobramicina frente a Staphyloccoccus
spp. Se ha demostrado asimismo sinergismo de daptomicina con otros
aminoglucdsidos como gentamicina frente a estafilococos, incluyendo S. aureus con
resistencia intermedia a glucopéptidos, y se ha observado que la actividad bactericida
de daptomicina es mas rapida si se combina con gentamicina que si se administra

aislada (La Plante & Rybak, 2004).

En 2009, Steenbergen et al. describieron la existencia de sinergismo entre daptomicina
y algunos B-lactamicos en aislados de SARM, y la ausencia de antagonismos in vitro.
Ademads, observaron que su presencia no perjudica la actividad de otros
antimicrobianos administrados. En este mismo estudio in vivo se demostré que, en
infecciones por osteomielitis e implantes, la combinacion de daptomicina con
rifampicina aumenta la eficacia y disminuye la aparicidon de resistencias; sin embargo,
en los experimentos de monoterapia con daptomicina el tratamiento fue ineficaz y, a
diferencia de las infecciones asociadas a implantes, en las producidas por osteomielitis

si se aislaron mutantes no sensibles a daptomicina con CIMs de hasta 4 mg/ L.

5. Emergencia de cepas S. aureus no sensibles a daptomicina en aislados

clinicos

La utilizacién del término no sensibilidad en lugar del de resistencia en relacién con
daptomicina deriva de que no se ha establecido por el momento un punto de corte
universalmente aceptado. El criterio del CLSI (2017) es considerar sensibles a los
microorganismos con CIM < 1 mg/L, y no sensibles a los microorganismos con una

CIM > 1 mg/L. Aunque el aislamiento de microorganismos Gram positivos no sensibles
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a daptomicina es infrecuente, se han descrito tanto en pacientes que habian recibido
daptomicina como en pacientes que habian recibido otros antimicrobianos, e incluso
en pacientes que no habian recibido antimicrobiano alguno (Jones et al., 2006; Marty
et al., 2006; Pfaller et al., 2007, Howden et al., 2011). A pesar de ello, en el ambito
clinico es, al menos hasta el momento, inusual encontrar aislados no sensibles a

daptomicina.

Siguen dandose numerosas controversias en lo relacionado a la aparicion de
resistencias. Algunos estudios sugieren que la exposicibn previa a otros
antimicrobianos como vancomicina no repercutiria en los niveles de sensibilidad a
daptomicina (Culshaw et al., 2015), mientras en otros estudios se observa como cepas
no sensibles a vancomicina por mutaciones seleccionadas durante la terapia con este
antimicrobiano, también veian disminuida su sensibilidad a daptomicina, aunque ésta

ultima no haya formado parte de la terapia (Mwangi et al., 2007).

6. Mecanismos de resistencia a daptomicina en S. aureus

6. 1 Caracteristicas que contribuyen al desarrollo de cepas no

susceptibles a daptomicina

Se han propuesto diferentes mecanismos de resistencia para explicar el fendmeno de
no sensibilidad a daptomicina. Es probable que en muchas ocasiones se combinen

varios de estos mecanismos para dar como resultado fenotipico dicha insensibilidad:
- Modificacién de la superficie externa de la membrana celular, por aumento

superficial de la carga positiva de la membrana bacteriana por el

incremento de fosofolipidos en esta capa (Jones et al., 2008).
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- Mayor fluidez de la membrana por cambios en la composicién de acidos

grasos de la misma capa (Jones et al., 2008).

- La pared celular bacteriana presenta un aumento de la sintesis de acidos
teicoicos, lo que contribuye al engrosamiento de la pared de la las cepas no

sensibles a daptomicina (Bertsche et al., 2011).

- Aumento de la biosintesis de carotenoides, modificando las propiedades de
fluidez de la membrana, interfiriendo en las interacciones entre ésta y los
antimicrobianos del grupo de los péptidos catidnicos, y evitando la muerte
celular por mecanismos oxidativos (Mishra et al., 2011 Mishra & Bayer,

2013).

En relacién a los mecanismos enumerados, existen diferentes estudios publicados,
como el de Jones et al.,, 2008, donde se demuestra que los aislados no sensibles a
daptomicina tienen una membrana citoplasmica mas fluida, con una mayor
translocacion de lisilfosfatidil glicerol hacia la cara externa de la membrana
citoplasmatica y un mayor potencial transmembrana, en comparacion con los aislados
sensibles a daptomicina. En las cepas no sensibles se han observado cambios en el
potencial de membrana de la membrana citopldsmica y en la capacidad de
daptomicina para despolarizarla (Song et al., 2013). Se sabe que el tipo y cantidad de
fosfolipidos de membrana influye en la actividad de daptomicina, ya que su
mecanismo de accidn se basa en su enclavamiento en la bicapa fosfolipidica y en la
pérdida de iones potasio, con la alteracidon consiguiente del potencial de membrana

(Silverman et al., 2003).

Song et al. (2013) desarrollaron un estudio de autolisis, gendmico, transcriptémico,
ultraestructural y de pared sobre dos aislados de S. aureus no sensibles a daptomicina
obtenidos in vitro (Tabla 2). La emergencia de mutaciones espontaneas que

condicionan no sensibilidad a daptomicina es muy infrecuente (< 1x10™°), pero se ha
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demostrado una emergencia mas frecuente de este tipo de mutantes a partir de pases
en concentraciones crecientes de daptomicina (Silverman et al., 2001). De igual forma,
se ha observado que la insensibilidad a daptomicina parece estar relacionada con
mutaciones multiples en determinados genes (Silverman et al., 2001; Ernst et al., 2009).
Ademas, la cinética de aparicion de mutaciones asociadas a la insensibilidad a
daptomicina parece ser diferente en aislados clinicos y en aislados seleccionados in

vitro (Tabla 2).

6. 2. Bases moleculares de la resistencia a daptomicina en S.

aureus

La mayor parte de los estudios sobre bases moleculares de la resistencia a daptomicina
se han realizado sobre cepas resistentes obtenidas in vitro, por lo que es de gran
interés corroborar si los aislamientos clinicos no sensibles a daptomicina muestran
alteraciones similares a éstas. En este aspecto puede resultar esclarecedor el estudio
de Friedman (Friedman et al., 2006), que compara aislados clinicos no sensibles
obtenidos tras tratamientos con daptomicina (CIM 4 mg/L) con los aislados sensibles
obtenidos previamente de los mismos pacientes (CIM 0,2-0,5 mg/L), al tiempo que
obtiene in vitro mutantes no sensibles a daptomicina a partir de una cepa tipo de S.
aureus (S. aureus TS) y realiza una secuenciacion de genoma completo comparada de
todas las cepas originales y de los mutantes obtenidos (Tabla 2). Este estudio permitié
conocer, como se recoge en la Tabla 2, que los perfiles de mutaciones pueden ser muy
heterogéneos entre los mutantes obtenidos in vitro, entre los mutantes obtenidos in
vivo y entre ambos grupos. Pese a esto, dentro de la mencionada heterogeneidad, en
la mayoria de los casos, los genes afectados estan relacionados con la homeostasis de
la membrana celular (Song et al., 2013; Cameron et al., 2015). Este comportamiento se
ha demostrado a partir de estudios de secuenciacion donde demuestran que los

mutantes obtenidos a partir de S. aureus MW2 presentan mutaciones en genes
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implicados en la homeostasis de la pared bacteriana (Silverman et al., 2001; Mishra et
al., 2009).
Tabla 2. Mutaciones asociadas a no sensibilidad a DAP en mutantes in vitro obtenidos a partir

de cepas tipo de S. aureus y en cepas clinicas, mediante secuenciacién de genoma completo.

Genes Origen de los aislados no sensibles a DAP
In vitro TS* Aislados In vitro In vitro Aislados
clinicos TS* TS* clinico
mprF P314L S295L L826F G61V
T345I L826F S295L
T345A S337L
1420N
T345I
L826F
yycG S$221P Cambio marco L9F 1471T
(walK) R263C lectura por
insercién A en
26121
rpoB 1953S L468Q
A1086V A477D
rpoC F632S
Q961K
clpP G94D
cls2 T33N A23V
L52F
F60S
pgsA V59N
A64V
K65R
S177F
agrA Y100Stop Cambio marco lectura

por delecidon A en 712

prs A234V
pnpA L346P
Referencia Friedmanet Friedmanetal., Songetal., Pelegetal, Peleg et al., 2012
al., 2006 2006 2013 2012

*TS: Cepa tipo mutada.
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6. 2. 1. Principales genes relacionados con la no sensibilidad a

daptomicina

Algunos estudios han relacionado la presencia de mutaciones especificas en algunos
genes con la resistencia a daptomicina. Se trata, en la mayor parte de los casos, de
genes que codifican enzimas implicadas en el metabolismo de fosfolipidos, como mprF,
genes que codifican sistemas regulatorios que participan en la permeabilidad de la
envoltura celular, como yycG, y de genes que codifican la subunidades By B' de la ARN

polimerasa, como rpoBy rpoC (Friedman et al., 2006; Mishra et al., 2012).

Uno de los genes mas relacionados con el desarrollo de insensibilidad a DAP es el gen
mprF, el cual, como ya se ha mencionado anteriormente, codifica una lisil-fosfatidil
glicerol sintetasa, y esta implicado en el metabolismo de los fosfolipidos, afiadiendo
especificamente moléculas de lisina cargadas positivamente al fosfatidil glicerol de la
membrana para formar lisil-fosfatidil glicerol (Ernst et al., 2009; Ernst & Peschel, 2011;
Bak et al., 2015). Es probablemente el Unico gen respecto al que se ha demostrado
fehacientemente su relacién con una sensibilidad disminuida a daptomicina mediante
estudios moleculares de delecion y complementacion del gen. En teoria, la
disminucion de la sensibilidad a daptomicina se asocia, en este caso, a una mayor
sintesis de lisil fosfatidil glicerol y un mayor paso de la misma al exterior de la
membrana, que genera una repulsion eléctrica que dificulta el anclaje de daptomicina
de los péptidos antimicrobianos catidnicos a la bicapa fosfolipidica (Friedman et al.,
2006; Yang et al., 2010). Tanto en aislados clinicos como en aquellos obtenidos in vitro
se han asociado la insensibilidad a daptomicina y la presencia de mutaciones en esta

region del genoma (Friedman et al., 2006).

Las mutaciones en mprF surgen en momentos relativamente tempranos dentro del
proceso de seleccidn, y de hecho suelen ser las primeras en aparecer Friedman et al.,
2006. Se ha argumentado que aquellas mutaciones situadas en el extremo amino

terminal afectarian a los dominios transmembrana de la proteina, mientras que los
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cambios que surgen en el extremo carboxi terminal darian lugar a un aumento en la
lisinilacién de proteinas y en su translocacion hacia la capa externa de la membrana
(Peleg et al., 2012), originando una alteracion de la carga eléctrica de la membrana que
desembocaria en una mayor dificultad para la unién del farmaco a la membrana.
Algunos autores han comprobado que la supresién del gen mprF en cepas de S. aureus,
da lugar a una disminucion en la translocacién de lisil fosfatidil glicerol, evitando el
aumento de carga positiva en la cara externa de la membrana bacteriana, dado como
resultado una disminucion de la CIM para daptomicina de hasta 4 veces (Cameron et
al., 2015). No obstante, aunque los cambios en este gen son los mas frecuentes y mas
estudiados, pueden surgir aislados no sensibles a daptomicina que carecen de
mutaciones en este gen, por lo que tiene que haber otras vias de adquisicion de

insensbilidad (Pillai et al., 2007) (Tabla 2).

Se ha mencionado también la asociacién de la no sensibilidad a daptomicina con
mutaciones en el gen yycG, también conocido como walK, en presencia de cambios en
el mprF (Howden et al.,, 2011). Ademas, la aparicién de mutaciones en el gen walk
también se ha asociado a la resistencia a vancomicina (Dubrac et al., 2008; Howden et
al., 2011), entre otros farmacos. En éste caso, walK codifica la sintesis de un sensor de
histidina quinasa, y forma parte del regulador de respuesta yycF/yycG (walKR), que se
ha demostrado que regula numerosas proteinas en Gram positivos (Dubrac & Msadek,
2004), incluyendo proteinas relacionadas con el metabolismo de la pared (Dubrac &
Msadek, 2004; Friedman et al., 2006; Dubrac et al., 2008; Mishra et al., 2012) y
algunos factores de virulencia tanto en S. aureus, como B. subtilis y S. pneumoniae

(Koprivnjak et al., 2011; Song et al., 2013).

Finalmente, los dos ultimos genes entre los relacionados mas frecuentemente con
insensibilidad a daptomicina son rpoBy rpoC, que codifican las subunidades B y B’de la
ARN polimerasa (Friedman et al., 2006; Mishra et al., 2012). En este caso, a diferencia
de las mutaciones en el gen mprF, las que parecen en rpoB y rpoC surgen de forma

mas tardia (Friedman et al., 2006). La presencia de tales mutaciones tienen como
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efecto el engrosamiento de la pared celular y, de nuevo, la reduccién de la carga
negativa de la capa externa de la membrana en S. aureus (Cui et al.,, 2010). Las
mutaciones descritas en estos dos genes en asociacidon con insensibilidad a
daptomicina son diferentes de las que afectan a otros antimicrobianos, como la
rifampicina (Cui et al., 2010). Por otra parte, también se ha demostrado que una sola
mutacion en rpoB en S. aureus, como son A477D o A621E, puede afectar
simultdneamente a la sensibilidad tanto a daptomicina como a vancomicina (Cui et al.,

2010; Bxk et al., 2015).

6. 2. 2. Otros genes relacionados con la no sensibilidad a

daptomicina

El gen agrA codifica un sistema de quorum-sensing en S. aureus, que controla la
expresion de varios genes, incluyendo genes relacionados con la virulencia, a través de
un sistema de dos componentes (Novick, 2003; Novick & Geisinger, 2008). Se trata de
un regulador de respuesta que regula positivamente su propio promotor, P2, en el
locus agr y el promotor RNAIIl, que es el efector del sistema agr y codifica el gen
estructural de la toxina 6 (Dunman et al., 2001). El /ocus agr esta relacionado con la
regulacién de numerosos genes, y se ha demostrado que su alteracidén se asocia con
reduccién de la sensibilidad a vancomicina y de la autolisis (Fujimoto & Bayles 1998;
Tsuji et al., 2007). Asi mismo, se ha observado que se produce una disminucién de la
autolisis en cepas que presentan mutaciones en este gen (Fujimoto & Bayles 1998;
Sakoulas et al., 2005). Se han descrito mutaciones en este gen en cepas con

insensibilidad a daptomicina, como se puede observar en la Tabla 2.
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pnpA codifica una exo RNAasa fosforolitica, que se ha demostrado que interviene en la
expresion de factores de virulencia en Gram negativos (De Lay & Gottesman, 2011;
Guillet et al., 2013), pero no se ha demostrado que tenga funcién alguna conocida
relacionada con la membrana citoplasmica y el nivel de sensibilidad a daptomicina. Sin
embargo, se han encontrado mutaciones en esta polinucleétido fosforilasa en cepas

no sensibles a daptomicina (Tabla2) (Song et al., 2013).

prs codifica una fosforribosil pirofosfato sintetasa (Song et al., 2013), de modo que una
mutacion en este enzima puede condicionar el requerimiento de un aporte exdégeno
de purinas y pirimidinas, pero tampoco se habia demostrado hasta ahora relacién

directa alguna con el nivel de sensibilidad a daptomicina.

Los productos del operdn dItABCD estan implicados en la D-alaninacion de los acidos
teicoicos de la pared celular en muchas bacterias Gram positivas (Weidenmaier et al.,
2005; Ernst et al.,, 2009; Munita et al., 2015). Las mutaciones en este operdn
conducirian a un aumento de la carga positiva de la membrana celular, como ocurre
con las mutaciones mprF (Yang et al., 2010). Este hallazgo es congruente con el hecho
de que las mutaciones mds precoces y mas frecuentes descritas, tanto en mutantes in
vitro como en cepas clinicas, sean las mutaciones en el gen mprF, que es responsable
de transformar el fosfatidil glicerol, con carga neutra, en lisil fosfatidil glicerol, cargado
positivamente (Mishra et al, 2009). En cepas no sensibles a daptomicina se ha
observado una mayor expresion y desregulacion tanto de dItABCD como de mprF

(Bayer et al., 2016).

Estudios transcriptomicos han demostrado que la presencia de daptomicina induce la
expresion de mas de 400 genes, y reduce la expresion de mas de 100 en S. aureus,
muchos de ellos relacionados con la respuesta al estrés de la pared celular. En
concreto, el regulador transcripcional vraSR, en presencia de antimicrobianos que
como daptomicina afectan a la pared, provoca una induccion del estimulo de estrés de

la pared celular bacteriana impidiendo la inhibicidn de la sintesis de PGN en Gram
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positivos (Muthaiyan et al.,, 2008). Segun algunos autores (Mehta et al., 2012), la
inactivacion de vraSR aumenta la sensibilidad a daptomicina y su restauracién revierte

dicha sensibilidad.

clpP codifica una proteasa relacionada con el control de calidad de la sintesis de
proteinas en condiciones de estrés, autolisis y reparaciéon del ADN, y tiene un papel
regulador sobre diferentes operones (Michel et al., 2006). La chaperona ClpX se asocia
con la peptidasa ClpP (McGillivray et al., 2012) para la degradacion de proteinas, y
facilita el plegamiento e interaccion de proteinas. La supresion del gen clpX conlleva
una reduccioén de la sensibilidad a daptomicina y su inactivacion consigue disminuir la
virulencia de S. aureus (Bxk et al., 2015). Ademas, recientemente se ha demostrado
gue un inhibidor farmacoldgico de ClpX sensibiliza a S. aureus a varios antimicrobianos

activos sobre la pared, incluyendo daptomicina (McGillivray et al., 2012).

En un estudio realizado por Peleg et al., (2012) se observa la aparicion de mutaciones
en otro gen en el que no se habian descrito previamente mutaciones asociadas a
insensibilidad a DAP, c/s2 (Tabla 2), por lo que podria estar implicado en la misma
(Munita et al., 2015). Este gen codifica una cardiolipina sintetasa (Cameron et al.,
2015). La cardiolipina es un fosfolipido anionico de membrana que, en determinadas
condiciones de crecimiento, puede suponer hasta un 20-30% del total de fosfolipidos
de membrana (Koprivnjak et al., 2011), y se ha sugerido también su asociacion con la
reduccion de sensibilidad a daptomicina en enterococos (Palmer et al.,, 2011). Este
estudio detecta asimismo mutaciones en pgsA, un gen que codifica una fosfatidil
transferasa implicada en la sintesis de fosfatidil glicerol (Cameron et al.,, 2015), el
fosfolipido aniénico mas importante en la membrana citopldsmica. Las mutaciones en
este gen se han asociado a la insensibilidad a la daptomicina en B. subtilis (Hachmann
et al., 2009), pero aun no en S. aureus. Las mutaciones en pgsA asociadas a
insensibilidad a daptomicina solo se han obtenido in vitro (Peleg et al., 2012) (Tabla 2),

por lo que su trascendencia en aislados clinicos alin no se ha dilucidado.
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Todos estos datos sugieren que, a diferencia de lo que es habitual en la mayor parte de
los antimicrobianos, los microorganismos en general, y S. aureus en particular, son
capaces de desarrollar insensibilidad a daptomicina a través de mecanismos diversos, y
frecuentemente combinados. Asi, en la investigacién realizada por Friedman et al.,
(2006), los aislamientos clinicos estudiados no sensibles a daptomicina presentan, con
respecto a los aislamientos sensibles iniciales, mutaciones en mprF, aunque en
localizaciones distintas a las observadas en los mutantes obtenidos in vitro. Ademas,
uno de los mutantes presenta también un cambio en el gen walK también distinto a los
observados en los mutantes obtenidos in vitro, pero ninguno de ellos presentaba

alteraciones en rpoB y rpoC (Tabla 2).

Por otra parte, mutaciones en rpoB que se han detectado en cepas no sensibles a
daptomicina (Cui et al., 2010), y que se ha demostrado que generan un fenotipo de
insensibilidad si se introducen en cepas sensibles, aparecen sin embargo sélo en
algunos microorganismos insensibles generados in vitro, por lo que hay que pensar

que mas de una mutacidon o combinacién de mutaciones pueden llevar a este fenotipo.

Este dato se ve corroborado por el estudio reciente de Song et al., (2013) sobre dos
cepas de S. aureus no sensibles a daptomicina (CIM: 4-8 mg/L) obtenidas in vitro a
partir de S. aureus TS (Tabla 2). En este caso, no aparecen mutaciones en mprF ni en
rpoB, y por el contrario aparecen cambios en otros genes ya conocidos y también
relacionados en algin momento con la no sensibilidad a DAP como es el gen walk,
(Friedman et al., 2006), como en genes no relacionados tan fehacientemente como
son pnpA, agrA, prs, clpP. En los aislados clinicos estudiados por Peleg et al., 2012
también se detectaron mutaciones en los ultimos tres genes citados anteriormente. El
locus agr esta relacionado con la regulacion de numerosos genes, y se ha demostrado
que su alteracion se asocia con reduccién de la sensibilidad a vancomicina y de la

autolisis (Fujimoto & Bayles 1998; Tsuiji et al., 2007).
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Otro estudio reciente con un disefio similar (Peleg et al., 2012) muestra cémo las cepas
no sensibles seleccionadas in vitro presentan un menor nimero de mutaciones (media:
2; intervalo: 1-4) que los aislamientos clinicos (media: 6; intervalo: 2-13) con respecto a
las cepas sensibles originales. Todos los aislados no sensibles mostraban mutaciones
que afectaban a genes implicados en la sintesis o en la estabilidad de los fosfolipidos
de membrana, lo que avala la importancia de la fisiologia de la membrana citoplasmica
en la sensibilidad a daptomicina. Sin embargo, mientras todas las cepas clinicas
mostraban mutaciones en mprF, solo aparecian en una de las obtenidas in vitro. No
obstante, Peleg et al., (2012) detectan mutaciones en una amplia variedad de genes
ademas de los citados, con funciones diversas, cuya relacién con la resistencia a

daptomicina no esta dilucidada.

Todos estos datos indican que el proceso de adquisicidn de resistencia a daptomicina
es enormemente complejo, ya que se puede llegar a ella por diversas vias en las que
pueden estar implicadas mutaciones en diferentes genes, o incluso diferentes
combinaciones de genes mutados. La busqueda e identificacion de las mutaciones que
confieren resistencia a daptomicina es esencial para comprender su mecanismo
genético, asi como el estudio del impacto en el fenotipo y su biologia en presencia de

dichos cambios gendmicos.
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Il Justificacion

La adquisicion de resistencias bacterianas es actualmente un problema que preocupa a
las autoridades sanitarias a nivel mundial. La amenaza que suponen queda reflejada
tanto en el informe publicado por la Organizacién Mundial de la Salud (Organizacion
Mundial de la Salud, 2014), como en el Plan de accién Mundial para Luchar contra la
Resistencia a los Antimicrobianos aprobada por la Asamblea General de las Naciones
Unidas en 2015 (682 Asamblea Mundial de la Salud, 2015; Organizacion Mundial de la
Salud, 2016)

Para poder actuar frente a esta situacion, es imprescindible conocer y comprender los
mecanismos intrinsecos por los que un microorganismo logra hacerse resistente, cual
es la probabilidad de que emerjan estas resistencias, qué factores influyen en ellas y

como se pueden controlar.

Este estudio se enfoca en la resistencia a daptomicina en Staphylococcus aureus. Pese
a que la deteccién de aislados clinicos no sensibles al fdrmaco es por el momento poco
frecuente, la importancia como patégeno de S. aureus y la multirresistencia de algunos
aislados, especialmente entre los resistentes a meticilina, convierte a la resistencia a
daptomicina en una causa de preocupacion. Conocer esta resistencia y tener capacidad
para manejarla es esencial, ya que la resistencia aparece sobre todo en pacientes en
los que las alternativas terapéuticas son muy limitadas. Es importante saber también si
estos mecanismos de resistencia fuerzan la capacidad de adaptacion del
microorganismo hasta hacerles dificil competir con otros microorganismos en
condiciones de ausencia del antimicrobiano, en cuyo caso la simple restriccién del uso

condicionaria la caida de la resistencia, o si se trata de caracteristicas con menor coste
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biolégico, que conferirian mayor persistencia a los aislados resistentes incluso en
ausencia de presion selectiva. También es importante conocer si esta resistencia, al
menos in vitro, emerge con mayor facilidad en cepas sensibles o resistentes a
meticilina, y como evoluciona en ambos tipos de aislados ante una presion selectiva
mantenida. En definitiva, los datos obtenidos deben ser utiles a la hora de elaborar o
modificar protocolos de tratamiento de pacientes con infecciones por estafilococos

multirresistentes.
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Ill. Objetivos

Los principales objetivos del presente estudio fueron los siguientes:

1. Estudiar las bases moleculares de la insensibilidad a daptomicina en aislamientos
clinicos de SASM y SARM, mediante la amplificacion y secuenciacidon de todos

aquellos genes que se han descrito asociados a dicha insensibilidad.

2. Desarrollar un método viable para seleccionar in vitro cepas altamente
resistentes a daptomicina a partir de los aislados clinicos originales, previamente
insensibles al farmaco, y comprobar si las eventuales mutaciones asociadas a este
incremento de resistencia afectan o no a los mismo genes y con las mismas

caracteristicas que en los aislados clinicos.
3. Estudiar la capacidad de adaptacién al medio y supervivencia (fitness) en aislados
clinicos insensibles a daptomicina y sus mutantes, tanto de forma basal como en

competencia, utilizando para ello la presencia de una cepa tipo de S. aureus.

4. Analizar la capacidad de formacidn de biofilm en las cepas mutantes con respecto

a su cepa parental.

5. Determinar y comparar la composicion lipidica (fosfolipidos y glicolipidos) de

nuestros aislados de S. aureus y de sus mutantes de laboratorio.
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IV. Material y métodos

1. Identificacion de los microorganismos seleccionados para el estudio y

determinacion de la sensibilidad antibidtica

1. 1. Seleccidn de los microorganismos utilizados

Se incluyeron en el estudio 9 aislamientos clinicos de S. aureus obtenidos en los
hospitales General Universitario de Badajoz (6), Hospital General de Llerena (Badajoz)
(1) y Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (2), e identificados inicialmente
como S. aureus no sensibles a daptomicina (CIM >1 mg/L) segun los criterios del CLSI

(CLSI, 2017).

La identificacion de los microorganismos se corroboré mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF (MicroflexTM, Bruker Daltonics, Alemania). Todas las cepas
utilizadas se almacenaron a una temperatura de -80 °C en caldo glicerol con leche

desnatada al 10 % para su adecuada preservacion.

1. 2. Determinacion de la sensibilidad antibidtica

Se comprobd la sensibilidad de los microrganismos a penicilina, cefoxitina (meticilina),
vancomicina y daptomicina, mediante técnicas automatizadas de microdilucidn

(MicroScan WalkAway, Beckman Coulter, USA; Vitek, bioMérieux, Francia).

Adicionalmente, y puesto que el intervalo de CIMs probadas en los sistemas
automatizados es en ocasiones insuficiente, se realizaron pruebas de epsilometria, E-
test, a cada una de las cepas de S. aureus seleccionadas para obtener CIMs especificas

a ciertos farmacos.
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Los antimicrobianos evaluados, cuyos puntos de corte quedan referidos en la Tabla 3,
fueron:

- Daptomicina E-test® (bioMérieux, Francia).

- Vancomicina E-test® (bioMérieux, Francia).

- Oxacilina E-test® (bioMérieux, Francia).

- Linezolid E-test® (bioMérieux, Francia).

- Dalbavancina (DAL) E-test® (Liofilchem, Italia).

- Telavancina (TLV) E-test® (Liofilchem, Italia).

Tabla 3. Criterios para la interpretacidn de la sensibilidad frente a daptomicina, vancomicina,

linezolid, oxacilina, telavancina y dalvabancina segun el CLSI (2017).

Daptomicina Vancomicina Linezolid Oxacilina Telavancina Dalvabancina

Interpretacion $<2
de los valores S<1 I: 4-8 S<4 $<2 $<0,12 $<0,12
de las R:216 R>8 R>4
CMI (mg/L)

*R: resistente; |: resistencia intermedia; S: sensible.

En todos los microorganismos se comprobd la presencia de proteina PBP2a mediante
inmunocromatografia de membrana (BinaxNow PBP2a, Alere, USA). En todos los
aislados en los que este test fue negativo, se comprobd mediante PCR la presencia de
los genes mecA y mecC, siguiendo el método descrito en el Apartado 2 de Material y

Métodos. Los primers utilizados y el protocolo de amplificacién aparecen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Oligonucledtidos y temperatura de hibridacidn utilizados para amplificar los genes

mecA y mecC.

Genes Primer Secuencia del primer T2 de Referencias
5 >3 hibridacién
mecA mecA-D TGAAAAATGATTATGGCTCAGGTACT 53°C Disefiados en
mecA-R  CATATGAAGGTGTGCTTACAAGTGC nuestro
laboratorio
mecC mecC-D ATCTCGCCTTGGCCATATCCTGAA 58°C Seidel et al.,
mecC-R TGCCCGCATTGCATTAGCATTAGG 2017

2. Estudio del perfil genético de los aislados clinicos no susceptibles a

daptomicina

2. 1. Extraccion del DNA

A partir de colonias crecidas en agar sangre, se realiz6 una suspensidon con una
turbidez aproximada de un 1 de McFarland. 500 pL de dicha suspension fueron
transferidos al sistema automatizado de extraccién de acidos nucleicos NucliSENS®
easyMAG (bioMérieux, Francia). Los eluidos obtenidos fueron almacenados a -80 °C

hasta su uso.

2. 2. Amplificacion de genes asociados a mutaciones que producen

resistencia a Staphylococcus spp

Para la determinacién de las mutaciones potencialmente asociadas a resistencia a
daptomicina, se amplificaron y secuenciaron una serie de genes que han sido

previamente relacionados con esta circunstancia por otros autores (Friedman et al.,
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2006; Fujimura et al., 2014). La amplificacion se llevé a cabo utilizando los primers 'y
protocolos de amplificacion que aparecen reflejados en la Tabla 5, en un termociclador
Eppendorf Master Cycler® (Eppendorf, Alemania). Las secuencias de los primers fueron
obtenidas en algunos casos de las publicaciones de Song et al. (Song et al., 2013) y
Fujimura et al. (Fujimura et al., 2014), y en otros casos fueron disefiadas
especificamente para el presente estudio utilizando la aplicacién de acceso libre
Primer-Blast®, integrada en el paquete Basic Local Alignment Search Tool® (BLAST)
desarrollado por el National Center for Biotechnology Information (NCBI),
perteneciente a los National Institutes of Health de Estados Unidos
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Los primers fueron fabricados por
Sigma-Genosys (USA), y para la reaccion de PCR se utilizd la mezcla de amplificacion
PCR MasterMix® (Promega, USA), excepto en algunos casos que fue necesario utilizar
una DNA polimerasa con menor indice de errores, en cuyo caso se usé FideliTag® DNA

Polymerase (USB, USA).

En el transcurso del estudio se disenaron nuevos primer que aparecen en el Apartado

Anexos.
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
- 5 minutos a 95 oC (desnaturalizacion).
- 35ciclos de:
e 30”a95°C.
e 1’ a la temperatura consignada en la Tabla 5 para cada pareja de
primers (hibridacion).

e 1"a72°C (elongacién).

- 5"a72°C (elongacidn).
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Tabla 5. Oligonucledtidos especificos y temperatura de hibridacién.

Genes Primer Secuencia del primer T2 de Referencias
5 >3 hibridacion
walK walK-D ACTTTGGCGATGTACGTACG 48°C Song et al., 2013
walK-R AGCCCGATAATTTGCATACC
agrA agrA-D ACTGATAATCCTTATGAGGTGC 48°C Song et al., 2013
agrA-R AAATAAAATCCATCGCTGCAA
cls1 cls1.1-D GTACAGCGAGTTCAACTTGGG 53°C Disefiados en
cls1.1-R GGGCCACTTGCAGCTATTTGA nuestro laboratorio
cls1.2-D GTTAGGTGGAGAAGTTGAAGCA 53°C Disefiados en
cls1.2-R TGGCGAAACTAATTTTGCTAACGA nuestro laboratorio
cls2 cls2.1-D AGATTTTCGATGGGAGGTTTCA 48°C Disefados en
Cls2.1-R TTCACTGCATCCCCGACAAT nuestro laboratorio
cls2.2-D ACGCCCGTTTCGCAATAAAG 53°C Disefados en
cls2.2-R GCAGCACTAATGACGTCTGAT nuestro laboratorio
mwl1109 mw1109-D  GGATTTTGTAAAAATATTGAAAGTGAA 48°C Song et al., 2013
mw1109-R CCTTTACCGCCACTATCAACA
mw1109-1-D ACAAGGTGTACGTGTGA 41°C Disefados en
mw1109-1-R TACCTGGGTATTCGGTA nuestro laboratorio
mw1109-2-D CAGGCAAGATATGAGTCA 42°C Disefados en
mw1109-2-R CATTGTTAGCAACTCGA nuestro laboratorio
pnpA pnpA-D AAGAAATCGTCAATGAATTTATCGA 49°C Song et al., 2013
pnpA-R CAATTTCACGACGACCTGG
clpP clpP-D CAAGCGCAAGACTCAGAGAA 49°C Song et al., 2013
clpP-R TGCAGCAATTTCGATTTCAG
prs prs-D TAAACGTCGTCCTAGACCAAATG 51°C Song et al., 2013
prs-R TGCTTGTGCAGCTAAAGTGA
mprF mprF-1-D ATCGGGAGTTATCTGGTA 43°C Disefiados en
mprF-1-R GTGCTCTACGGAAAGCTA nuestro laboratorio
mprF-2-D GTAGCTTTCCGTAGAGCA 44°C Disefiados en
mprF-2-R TACCTCTTAGCACTTGGA nuestro laboratorio
rpoB rpoB-1-D AGCTAAAAGCGGATCACA 47°C Disefados en
rpoB-1-R TGAGGTGTGATAGACTCA nuestro laboratorio
rpoB-2-D GGAAAGAGTTGTACGTGA 47°C Disefiados en
rpoB-2-R GCCGTGAGGTACACGTA nuestro laboratorio
rpoB-3-D AGCACGTGAAGTTAGAGA 47°C Disefiados en
rpoB-3-R TTTGTGTTTCAGGAGCA nuestro laboratorio
rpoC rpoC-1-D CTTTAGGTGAAGGTGG 43°C Fujimura et al.,
rpoC-1-R AGTACCACAGTCTTCTTCACGAAC 2014
rpoC-2-D GTTCGTGAAGAAGACTGTGGTACT 46°C Fujimura et al.,
rpoC-2-R GAACCTTCAGTTAATACTTCACCAC 2014
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2. 3. Visualizacion de los amplicones, purificacion del producto de

PCR y secuenciacion

2. 3. 1. Visualizacion de los amplificados

Los amplificados se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2% junto con un
control de peso (DNA Ladder 100 bp, Promega, USA). Como tampdn de carga se uso
Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega, USA), y como colorante fluorescente para la

deteccidn del ADN se utilizé RedSafe® Nucleic Acid Staining Solution (Invitrogen, USA).

2. 3. 2. Purificacion de los amplificados

Todos los amplicones fueron sometidos a una limpieza enzimatica del ADN, que
permitio la eliminacién de los dNTPs y oligonucledtidos sobrantes de los amplificados,
para su posterior secuenciacién utilizando el reactivo Exo-SAP It® (Chang Biosciences,
China), salvo en los casos en los que hubo que purificar a partir del gel de agarosa, en
cuyo caso se empleo el equipo MEGAquick-Spin Total Fragment DNA Purification Kit

(Intron Biotechnology, Corea del Sur).

2. 3. 3. Secuenciacion y andlisis de las secuencias

Los amplificados obtenidos se secuenciaron por el método de Sanger, en un
secuenciador 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). La informaciéon fue
analizada mediante el software de acceso libre Chromas 2.5.1.0 (Technelysium Pty Ltd,

Australia) (Fig. 13).
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Por dltimo, las secuencias fueron comparadas con el genoma completo de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 depositado en GenBank (gi: 685631213). La
comparacion y el analisis se llevd a cabo mediante el software de acceso libre
BLAST2Seq", perteneciente también al paquete Basic Local Alignment Search Tool®

(BLAST) desarrollado por el NCBI.
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Figura 13. Fragmento de una secuencia de ADN en el programa Chromas.
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3. Seleccidon de mutantes y amplificacion de genes cuyas mutaciones se

asocian a insensibilidad a daptomicina

2.

3. 1. Proceso de optimizacion del experimento de seleccion de S.

aureus resistente a daptomicina

Seleccion de mutantes a concentracion fija. A partir de colonias crecidas en
agar sangre, se realizd un indculo del microorganismo, con una turbidez de 0,5,
en la escala de McFarland, en 5 mL de caldo Mueller Hinton (MH), que fue
incubado a 37°C, a 55 revoluciones por minuto (rpm) durante 24 horas. 3 ml de
este indculo se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos, eliminandose el
sobrenadante. El sedimento fue resuspendido en 100 Ul de agua estéril. 10 pL
de esta suspension se inocularon, por duplicado, en tubos con 5 mL de caldo
MH y una concentracion de daptomicina equivalente a 2x, 4x y 8x la CIM de la
cepa inoculada, y se incubaron durante 24 horas, en agitacién, en ambiente
aerobio a 37°C. Dos ml de este inéculo se centrifugaron a 3500 rpm durante 5
minutos, eliminandose el sobrenadante. El sedimento fue resuspendido en 100

Ml de agua estéril, que se sembraron en recuento de placas de agar MH (Fig. 14).

Seleccion de mutantes a concentraciones crecientes de antimicrobiano. A
partir de colonias crecidas en agar sangre, se realizd un indculo del
microorganismo, con una turbidez de 0,5, en la escala de McFarland, en 5 mL
de caldo Mueller Hinton (MH), que fue incubado a 37°C, a 55 revoluciones por
minuto (rpm) durante 24 horas. 100 Ul de este indculo se traspasaron a un tubo
de 5 ml de caldo MH con una concentracion de daptomicina equivalente a 2x la
CIM de la cepa original. Este indculo se incubé durante 24 horas a 37°C, en
condiciones aerobias y en agitacion. Siguiendo el mismo procedimiento, 100 pl
del inéculo fueron resuspendidos en 5 ml de caldo MH con una concentracion
de daptomicina equivalente a 4x la CIM de la cepa original e incubados en las

mismas condiciones, y 24 horas después 100 Ml del inéculo fueron
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resuspendidos en 5 ml de caldo MH con una concentracién de daptomicina
equivalente a 8x la CIM de la cepa original e incubados del mismo modo. Dos
ml de cada uno de los indculos se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos.
El sedimento fue resuspendido en 100 [l de agua estéril, que se sembraron en

recuento en placas de agar MH con 16 mg/| de daptomicina (Fig. 15).

0,5 McF
3mL centrifugaron
— 3500 rpm, 5 min
resuspendié en 100l Hz0
3recC
55rpm
24h
10 pL 10 pL 10 pL
[DAP] 2x 4y Bx

Placas de agar
MH sin DAP

Figura 14. Esquema del método de seleccion de mutantes con alto nivel de resistencia a

daptomicina a concentracion fija.
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37eC
55 rpm
24h

Placas de agar
MH con una
concentracion
de 16 mg/L

Figura 15. Esquema del método de seleccion de mutantes con alto nivel de resistencia a

daptomicina a concentraciones crecientes de antimicrobiano.

3. 2. Seleccion de S. aureus con alto nivel de resistencia a

daptomicina

3. 2. 1. Método de obtencion de cepas mutantes estandarizado

para este estudio

Finalmente, se establecié como protocolo para la selecciéon de cepas mutantes de S.
aureus con alto nivel de resistencia a daptomicina el especificado en el punto 2 del

apartado anterior, con algunas modificaciones

1. Transcurridas 24 horas de incubacién en 5 mL de caldo MH, los aislados
pasaron por un gradiente de concentraciones dobles fijas entre 0,5 mg/L y 8
mg/L de daptomicina, en lugar de pasar por concentraciones variables de 2x, 4x

y 8x la CIM de la cepa original.
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2. Solo se sembraron en placas con daptomicina los cultivos provenientes de los
medios con concentraciones de daptomicina de 2 mg/L, 4 mg/Ly 8 mg/L. Este

procedimiento queda resumido en la Fig 16.

Los medios de cultivo con daptomicina fueron suplementados en todos los casos con

50 mg/L de CaCl,.

3. 2. 2. Interpretacion de los resultados obtenidos

En el proceso de seleccidn de mutantes, se estudiaron aquellos aislados que crecian en
una concentracion de daptomicina, como minimo, 4 veces la del microorganismo

predecesor.

[

37ec
55 rpm

0,5 McF 0,5 mg/L 1mg/L ngfl 4mg_."L Smg.-"l

Placas de agar
MH con una
concentracion de
8 mgfLyI 16 mg/L

| E-test y estudio genético j

Figura 16. Esquema del método utilizado para la obtencién de cepas con alto nivel de

resistencia a daptomicina.
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3. 3. Estudio de genes relacionados con insensibilidad a
daptomicina en cepas obtenidas in vitro con alto grado de

resistencia

En los casos en los que se logrd seleccionar cepas con incremento de la resistencia a
daptomicina, se realizd una resiembra en agar sangre, se prepard un indculo
equivalente al 0,5 de la escala de McFarland y se realiz6 un E-test de daptomicina. En
los casos en que se confirmd el incremento de la CIM de daptomicina, se procedid a
comprobar asimismo la CIM de vancomicina, oxacilina, linezolid, telavancina y
dalbavancina, y al estudio genético descrito en el punto 2 del Apartado material y
métodos. Los mutantes obtenidos se conservaron, igual que sus aislados clinicos

parentales, a -80°C en caldo glicerol con leche desnatada al 10 %.

4. Estabilidad de las cepas seleccionadas in vitro con alta resistencia a

daptomicina

Para comprobar la estabilidad de la insensibilidad adquirida a daptomicina, las cepas
obtenidas in vitro con incremento de la CIM de daptomicina fueron incubadas durante
una semana en 5 mL de caldo MH libre de antimicrobianos. Cada dos dias, 100 pL del
cultivo se resuspendieron en 5 mL de caldo MH fresco. En todos los casos, la
incubacién se llevd a cabo en agitacién a 55 rpm, en atmdsfera aerobia y a una

temperatura de 37°C.

Transcurrido dicho tiempo, se realizd una siembra en aislamiento en agar sangre, y 24

horas después se realizaron E-test de daptomicina y oxacilina.
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5. Fitness cost con y sin competencia

5.1. Fitness sin competencia

Utilizando como referencia los estudios de Horvath et. al., 2012, todas las cepas,
incluyendo una cepa tipo silvestre (ST tipo), fueron cultivadas a partir de una sola
colonia, en caldo MH durante 1 hora a 37 °C en agitacién (55 rpm). Transcurrido este
tiempo, el indculo se ajustd a una turbidez de 0,5 de McFarland para cada cultivo, y se
mantuvo en incubacidén en las mismas condiciones. Tras 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4
horas, 8 horas y 24 horas de incubacién, se realizaron diluciones del cultivo a 1:10.000
y 1:100.000 y de las mismas se sembraron 10 uL en placas de agar MH Fig. 17A. Dichas

placas se incubaron durante 48 h, y se procedid al recuento de colonias.

5.2. Fitness en competencia

Se utilizé como base para la realizacidn de este experimento el método de Rozen et al.,
2007. Este estudio permite evaluar el comportamiento de nuestras cepas en
competencia con una cepa ST tipo, estando ambas presentes en un mismo medio de
cultivo. Para ello, partiendo de una colonia de cada cepa, incluyendo la cepa silvestre,
se realizaron indculos independientes en 3 mL de caldo MH y se dejaron crecer
durante aproximadamente 2 horas a una temperatura de 37°C, en atmdsfera aerobia,
en agitacidn a 55 rpm. Posteriormente se ajustaron los indculos a una turbidez de 1 en
la escala de McFarland, se realizaron diluciones 1:100, y se incubaron bajo las mismas
condiciones durante 2-3 horas. Pasado este tiempo, se reajustaron los cultivos a una
turbidez de 0,5 de McFarland, y se realizé una mezcla 1:1 de cada una de las cepas no
sensibles a daptomicina con la cepa ST tipo. A partir de éste indculo, se realizé una

dilucion 1:1.000 y se dejo crecer durante 5 horas (Fig. 17B).
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Por dltimo, se llevaron a cabo siembras de diluciones 1:10.000 en placas libres de
antimicrobiano y en placas con 1 mg/L de daptomicina, que fueron incubadas en las
condiciones habituales. Transcurridas 24 h, se procedié al recuento de colonias,
asumiendo que la diferencia entre el nimero de colonias crecidas en placas con y sin

daptomicina son el numero de colonias ST tipo.

ih
2h
1 0,50McF 1
3h Curva de
Colonia e .
\ crecimiento
: analisis
1 hora
37°C 8h
55 rpm
24h
MH
2h
37eC
55 rpm
ST tipo
2h
— — ] 05 o
McF Recuento de
1 colonia 1 McF 1:1 colonias
170¢ iy 1:10000 -
55 rpm 1 0,5 andlisis
McF  1:1000
L |
2h MH + DAP
S 379.:
55 rpm

Figura 17. A) Esquema fitness sin competencia. B) Esquema fitness con competencia.
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6. Determinacion de la produccion de biofilm

Se evalud la formacién de biopeliculas en aquellos aislados clinicos a partir de los
cuales se seleccionaron mutantes con alto nivel de resistencia a daptomicina, y en
algunos de los mutantes obtenidos in vitro. Para ello, se utiliz6 como método base el
descrito por Fabres-Klein et. al., 2015. Inicialmente se dejaron crecer en 3 mL de caldo
Brain-hearth (BH) a 37 °C y 55 rpm v, transcurridas 24 horas, se ajustd la densidad
Optica (OD) a 0,1, a una longitud de onda de 600 nm. Se realizd una dilucién 1:40 de
cada inéculo ajustado en medio BH con 0,25% de glucosa (BH+Glu), y se inocularon
tres pocillos de una microplaca de 96 pocillos de poliestireno de fondo en U con 200 uL
de dicha dilucién. Las microplacas se incubaron durante 24horas a 37 °C en atmdsfera
aerobia, sin agitacién. Transcurridas las 24 horas, se elimind el contenido de los
pocillos, se lavaron tres veces con 200 pL de PBS estéril y se dejaron secar durante 20
minutos a 45 °C. Los pocillos secos se tifieron con 50 pL de cristal violeta al 0,4%
durante 15 minutos. Para retirar el exceso de colorante, se lavaron los pocillos con 200
pL de agua destilada estéril y se dejo de nuevo secar a 45 °C durante 30 minutos. Una
vez secas, se dispensaron 200 pL de etanol al 100% en cada pocillo, y se transfirieron
150 pL a un nuevo pocillo para medir la absorbancia. La medida se llevé a cabo en un
analizador Virclia (Vircell, Espafia) a una ODg3p. Se utilizé como blanco el medio BH+Glu
y como control negativo una cepa de Streptococcus agalactiae que se proceso por el
mismo procedimiento que las muestras. La obtencién de valores de ODg3g< 0,1 se

interpretd como ausencia de formacion de biofilm.

7. Estudio de los componentes de la pared

Algunas de los aislados clinicos y sus mutantes pasaron a formar parte de un ensayo
mas detallado basado en el estudio de los componentes de la pared. El propdsito de
este estudio es estudiar y analizar el papel de varios genes implicados en la sintesis de

lipidos de membranay en la regulacion de la homeostasis de la envoltura celular.
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7. 1. Estudio de la composicion lipidica

La extraccidn de lipidos se realizd en mezclas de cloroformo/metanol en proporcion
1:2, 1:1y 2:1 (v/v). Posteriormente, se realizd un analisis general por cromatografia de
capa fina, y un analisis especifico de fosfolipidos y glicolipidos por espectrometria de
masas con ionizacién de tipo electrospray y determinacién por tiempo de vuelo (ESI-
TOF-MS) (modo negativo y masa exacta). Ademas, se acop6 el analizador de trampa
iénica (ESI-TRAP-MS) a la ionizacién por electrospray para estudiar los patrones de

sustitucion de grupos acilo.

7. 2. Estudio de la composicion de los acidos grasos

La determinacidon de la composicidon general de acidos grasos se realizé mediante
cromatografia de gases espectrometria de masas, tras liberacion mediante hidrélisis
acida. Todas las variantes de espectrometria de masas se realizaron en el Servicio de
Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Murcia. Para el estudio de las variaciones
relativas en fosfolipidos y glicolipidos se utilizd como control la composicidon del aislado
clinico, empleando el llamado 'total ion current' (suma de las intensidades de todos los
iones en el rango m/z 100-2000) y las intensidades correspondientes a cada uno de los

iones monoisotdpicos de cada lipido por separado.
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1. Sensibilidad antibiotica de los aislados clinicos en estudio

1. 1. Evaluacion del grado de resistencia a daptomicina en los

aislados clinicos

Los aislados clinicos utilizados para el desarrollo de este estudio, previamente
identificados como no sensibles a daptomicina, procedian del Hospital general
Universitario de Badajoz y del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca. Los E-
test confirmaron, en 8 casos, la no sensibilidad a daptomicina segun criterios del CLSI
(CLSI, 2017) (CIM> 1mg/L) tras 24 horas de incubacion (Fig. 18). La cepa St 2 mostrd
una CIM de 1 mg/L, pese a lo cual se decidié incluirla en el estudio, al encontrase en el
limite alto del intervalo de sensibilidad a daptomicina. Las CIMs del resto de las cepas
oscilaron entre 2 y 4 mg/L, resultado que se ajusta a lo publicado, ya que la CIM de
daptomicina mas alta publicada, en aislados clinicos, ha sido de 8 mg/L (Humphries et

al.,, 2013).

1. 2. Evaluacion de la sensibilidad a antimicrobianos de uso

alternativo en los aislados clinicos

La sensibilidad a vancomicina, linezolid, oxacilina, telavancina y dalbavancina se
determind asumiendo los puntos de corte para S. aureus establecidos por el CLSI, que

aparecen reflejados en la Tabla 3 del punto 1. 2. del Apartado material y métodos.

Tres de los nueve aislados clinicos (33,3%) fueron fenotipicamente SARM (CIM >4
mg/L). De los seis aislados fenotipicamente sensibles a meticilina, dos mostraban CIMs
de oxacilina en el limite de sensibilidad (1,5-2 mg/L). La sensibilidad a oxacilina

presentando mecA o mecC es un hecho que ya ha sido reportado en cepas clinicas
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Figura 18. Determinacién de CIMs de daptomicina en Staphylococcus spp por E-test®.
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(Hososaka et al, 2007, Sabat et al, 2015). La busqueda, mediante
inmunocromatografia de membrana, de la PBP2a, permitié confirmar la resistencia a
meticilina de los tres aislados fenotipicamente resistentes, y clasificar también como

SARM a los dos aislados con CIMs entre 1y 2 mg/L (Fig. 19).

El estudio adicional de los genes mecA y mecC en los aislados negativos para PBP2a,

confirmo su sensibilidad a meticilina.

Figura 19. Deteccidn de la resistencia a meticilina por inmunocromatografia de membrana.

A) Prueba rapida negativa para PBP2 en St 5; B) prueba rapida positiva para PBP2 en St 4.
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El 100% de los aislados clinicos fueron sensibles a vancomicina y linezolid.

Todos los aislados fueron sensibles a dalbavancina. Solamente el aislado St 3, con una
CIM de 0,12 mg/L, se encontraba en el limite alto del intervalo de sensibilidad. En el
caso de telavancina, aunque todos los aislados fueron asimismo sensibles, seis de los
nueve aislados se encontraban en el limite superior del intervalo de sensibilidad (CIM:

0,12 mg/L).

Como se observa en la Tabla 6, la CIM de todos los antimicrobianos, excepto oxacilina,
fue muy homogénea para todos los aislados clinicos y, dentro de los estrechos
intervalos, no parece haber correlacién entre las CIMs de los diferentes
antimicrobianos peptidicos entre si, no entre las de éstos y la de oxacilina.
Aparentemente se puede decir que no existe, para estos aislados en estudio, una
relacién entre la no sensibilidad a daptomicina y la resistencia o ausencia de ella al

resto de los farmacos aqui enfrentados.

Tabla 6. CIMs de daptomicina, vancomicina, linezolid, oxacilina, dalbavancina y telavancina en

los 9 aislados clinicos originales de S. aureus.

Cepa CMI(mg/L) CMI(mg/L) CMI(mg/L) CMI(mg/L) CMI(mg/L) CMI(mg/L)

daptomicina vancomicina  oxacilina linezolid dalbavancina telavancina
St1 4,0 1,0 16* 2,0 0,064 0,125
St2 1,0 1,0 256* 2,0 0,047 0,047
St3 4,0 1,5 0,125 1,5 0,100 0,125
St4 2,0 1,5 1,5% 2,0 0,064 0,125
St5 4,0 1,0 0,064 1,5 0,047 0,125
St6 4,0 1,0 4,0* 1,5 0,032 0,125
St7 2,0 1,0 2,0* 2,0 0,064 0,094
St8 4,0 1,0 0,125 2,0 0,047 0,125
St9 2,0 0,750 0,500 2,0 0,032 0,094

*SARM genéticamente
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2. Obtencion de cepas de S. aureus con alto nivel de resistencia a

daptomicina

2. 1. Proceso de optimizacion del experimento de seleccion de S.

aureus con alta resistencia a daptomicina

Mediante el método de exponer cultivos del microorganismo a concentraciones mas
altas de daptomicina en placa, a fin de seleccionar potenciales mutantes resistentes
gue hayan emergido de manera espontanea dentro del cultivo, no se obtuvo aislado

resistente alguno (Apartado 3.1 de material y métodos).

2. 2. Aislamiento de cepas con alto nivel de resistencia a

daptomicina de S. aureus a partir de los aislados originales

La exposicién seriada a daptomicina a lo largo del tiempo, a diferentes
concentraciones, ha permitido hallar cepas con CIMs superiores a la cepa parental,
siendo en algunos casos extremadamente elevadas. Algunas de las cepas llegaron a ser
absolutamente insensibles a la presencia de daptomicina como se puede observar en
algunas de las pruebas de E-test ® que se realizaron para la deteccién que recoge la Fig.

20.
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Figura 20. Placa con la CIM para daptomicina en St 1.6 (en la izquierda) y St 1.8 (en la derecha)

por el método E-test®.

En siete de los nueve aislados no se obtuvieron mutantes con CIMs de daptomicina
superiores al aislado original. A partir de 2 de los aislados clinicos (St 1 y St 6) se
obtuvieron in vitro 12 mutantes con CIMs de daptomicina superiores a las del aislado
original, que aparecen registradas en la Tabla 7, algunos de ellos con CIMs
extremadamente altas, por encima de las CIMs maximas descritas hasta ahora en la

literatura para S. aureus.

En el caso del aislado St 1, se consiguié una alta frecuencia de seleccién de mutantes,
mientras en el caso de St 6 sélo se consiguieron dos (St 6.1 y St 6.2).Ante el alto
numero de colonias de presuntos mutantes seleccionadas a partir de St1, se opté por
seleccionar para su andlisis un grupo de 10 cepas (St1.1,St1.2,St1.3,St 1.4, St 1.5, St
1.6, St 1.7, St 1.8, St 1.9 y St 1.10), que incluyera toda la variedad de CIMs obtenidas,
desde CIMs extremadamente altas (St 1.8 CMI = 256 mg/L) hasta CIMs mas préximas a
las de los aislados clinicos (St 1.2 CIM =8 mg/Ly St 1.4 CIM =12 mg/L).
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Llama la atencién que los dos Unicos aislados a partir de los que se consiguié obtener
mutantes con altos niveles de resistencia a daptomicina fueron aquellos aislados
clinicos de SARM con una CIM de daptomicina de 4 mg/L (Tabla 6, Apartado 1.2 de
Resultados). Sin embargo, SARM con CIMs de daptomicina <4 mg/L y SASM no
seleccionaron mutantes con mayores niveles de resistencia a daptomicina que su cepa

parental.

Tabla 7. Sumario de las CIM para daptomicina tras la exposicidn a dicho farmaco como tras la

posterior no exposicidn en las nuevas cepas obtenidas en el proceso de seleccién de mutantes.

Cepa Cepas Ultimo medio liquido en el que CIM (mg/L) para
parental in vitro estuvieron en crecimiento daptomicina

St1 St1.1 2 mg/L 16
St1.2 2 mg/L 8
St1.3 2 mg/L 32
Stl1.4 2 mg/L 12
St1.5 4 mg/L 128
St1.6 4 mg/L 128
St1.7 2 mg/L 64
St1.8 4 mg/L >256
St1.9 8 mg/L 128
St 1.10 8 mg/L 192

St6 St6.1 4 mg/L 12
St 6.2 8 mg/L 12
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2. 2. 1. Comportamiento de las cepas con alto nivel de resistencia a

daptomicina obtenidas in vitro frente a farmacos alternativos

El estudio de los mutantes obtenidos in vitro frente a otros antimicrobianos distintos
de daptomicina y utilizados frente a Gram positivos (vancomicina, oxacilina, linezolid,
dalbavancina, telavancina) mostré que no se registraron cambios en los valores de las
CIMs de vancomicina y linezolid. En el caso de telavancina (Tabla 8) se produjeron sélo
desviaciones menores, de una sola concentracion y sdlo en algunos aislados (de 0,064
mg/L a 0,125 en los aislados St 1 y St 1.8), que no supusieron modificacion alguna

desde el punto de vista cualitativo (S/R) (Fig. 21).

En relaciéon con dalbavancina, aunque el comportamiento general fue similar, uno de
los aislados (6.1) se convirtié en insensible a dalbavancina, al adquirir una CIM de 0,2
mg/L (Fig. 22). El aislado parental de éste (St 6) tenia una CIM de dalbavancina de
0,032 mg/L. Es no obstante dudoso que exista una relacidon causa efecto entre el
incremento de CIMs de daptomicina y de dalbavancina, ya que el otro mutante
obtenido a partir de la misma cepa parental alcanza las mismas CIMs de daptomicina

sin que se modifiquen las CIMs de dalbavancina (Tabla 8).
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Tabla 8. Resistencia de nuestros aislados clinicos y sus respectivos mutantes obtenidos in vitro

de S. aureus no sensibles a daptomicina frente dalbavancina y telavancina.

Cepa original CMI (mg/L) CMI (mg/L) CMI (mg/L)
daptomicina dalbavancina telavancina
- Cepas in - Cepas in vitro - Cepas in vitro - Cepas in
vitro vitro

St1l 4,0 0,064 0,125
- St1.1 - 16 - 0,047 - 0,064
- St1.2 - 8,0 - 0,047 - 0,094
- St1.3 - 32 - 0,064 - 0,125
- St14 - 12 - 0,047 - 0,094
- St1.5 - 128 - 0,047 - 0,125
- St1.6 - 128 - 0,064 - 0,125
- St1.7 - 64 - 0,047 - 0,125
- St1.8 - >256 - 0,100 - 0,064
- St1.9 - 128 - 0,064 - 0,125
- St 1.10 - 192 - 0,047 - 0,094

St2 1,0 0,047 0,047

St 3* 4,0 0,100 0,125

St 4* 4,0 0,064 0,125

St 5* 4,0 0,047 0,125

St6 4,0 0,032 0,125
- St6.1 - 12 - 0,200%* - 0,125
- St6.2 - 12 - 0,032 - 0,094

St 7* 2,0 0,064 0,094

St 8* 4,0 0,047 0,125

St 9* 2,0 0,032 0,094

*SASM; ** insensible a dalbavancina
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Figura 21. E-test ® de telavancina. Las dos primeras imagenes superiores corresponde a los
aislados clinicos St 2 (CMI de 0,047 mg/L) y St 4 (CMI de 0, 125 mg/L); por otro lado, las dos
inferiores pertenecen a las cepas mutantes seleccionada in vitro St 1.8 (CMI de 0, 064 mg/L) y

St 6.2 (CMI de 0,094 mg/L) , respectivamente.
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Figura 22. E-test ® de dalbavancina. Las dos primeras imdgenes superiores corresponde a los
aislados clinicos St 2 (CIM de 0,047 mg/L) y St 9 (CIM de 0,032 mg/L); por otro lado, las dos
inferiores pertenecen a las cepas mutantes seleccionada in vitro St 1.4 (CIM de 0,047 mg/L) y

St 6.1 (CIM de 0,20 mg/L), respectivamente.
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No se pudo comprobar el fendmeno seesaw que se ha descrito previamente, por el
cual el incremento de CIM de daptomicina se correlaciona con frecuencia con una
disminucion de CIM de oxacilina, en los aislados clinicos no sensibles a daptomicina, al
no disponerse del aislado original sensible. Entre los mutantes seleccionados in vitro,
una cepa mutante del aislado clinico St 1, St 1.3, redujo su sensibilidad a oxacilina
revertiendo su CIM de 12 mg/L a 4 mg/L (Fig. 23), mientras el resto de mutantes
presentd valores similares a su cepa parental. Por el contrario, las dos mutantes
procedentes de St 6 revertieron su sensibilidad a oxacilina pasando de 4 mg/L a 0,19

mg/Ly 0,25 mg/L (Fig. 24).

Figura 23. E-test ® de oxacilina. La imagen de la izquierda corresponde a la cepa mutante St 1.2
(CIM para oxacilina de 16 mg/L) y la figura de la derecha corresponde a St 1.3 (CIM para

oxacilina de 4 mg/L).

-82-



V. Resultados

Figura 24. E-test ® de oxacilina. La imagen de la izquierda corresponde al aislado clinico St 6
(CIM para oxacilina de 4 mg/L) y la figura de la derecha corresponde a la cepa mutante St 6.1

(CIM para oxacilina de 0,19 mg/L).

2. 2. 2. Estabilidad de las cepas seleccionadas in vitro con alto nivel

de resistencia a daptomicina

Los mutantes resistentes a daptomicina obtenidos a partir de los aislados clinicos
iniciales, fueron incubados, una vez obtenidos, en ausencia de daptomicina, con objeto
de comprobar la estabilidad del fenotipo resistente a daptomicina. No se encontraron
diferencias entre las CIMs de daptomicina obtenidas inmediatamente después de la

seleccion, y las obtenidas tras siete dias de incubacidon en ausencia del farmaco.
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Aquellos mutantes que mostraron el fendmeno seesaw, también mantuvieron los
niveles de CIM de oxacilina adquiridos, no observandose remisiéon a los valores

originales en ningun caso.

3. Busqueda de genes asociados a mutaciones que se relacionan con

resistencia a daptomicina en Staphylococcus spp

3. 1. Perfil de mutaciones asociadas a insensibilidad en los 9

aislados clinicos originales

Todos los aislados presentaron mutaciones significativas en los genes rpoB y mprF, y la
mayor parte de ellos también en rpoC, cls1, cls2, y mw1109 (Graf. 1y 2). Se observaron
dos perfiles claramente diferenciados: todos los aislados excepto St 5 presentaron
mutaciones en los seis genes mencionados, con un alto nUmero de mutaciones tanto
en mprF (entre 31y 35 cambios de aminoacido) como en c/s1 (entre 6 y 16 cambios de
aminodcido). Por el contrario, St 5 mostré solamente un cambio de aminodcido en
mprF y otro en rpoB. El cambio encontrado en el aislado St 5 en rpoB (F737Y), se
detectd también en todos los demads aislados clinicos, mientras el hallado en mprF

(P314T) se detect6 solamente en el aislado St 1.

Con respecto al resto de genes estudiados (walk, agrA, pnpA, clpP y prS) no
localizamos en ninguno de los 9 aislados clinicos cambios en su secuencia. Todas las

mutaciones quedan recogidas en las Tablas 9, 10y 11.

En cuanto a las mutaciones localizadas en el gen mprF, llama la atencidon en primer
lugar el alto numero de mutaciones (Tabla 9) detectado en todos los aislados clinicos,
excepto en St 5, tal como se menciona mas arriba, pese a que St 5 mostraba una de las

CIMs de daptomicina mas elevadas (4 mg/L) de entre los aislados clinicos estudiados.
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La mutacion observada en St 5 (P314T) solamente se observd en otro aislado clinico, St
1. Un cambio de aminoacido distinto, aunque en la misma posicién, se observd

también en St 6 (P314L).

De las 43 mutaciones identificadas en total en los 9 aislados clinicos analizados, todos,
excepto St 5 como se ha comentado anteriormente, compartian 31 mutaciones
(72,1 %) (Graf. 1y 2). De los 8 aislados clinicos con mayor nimero de cambios, sélo 2
(St 2 y St 9) no tuvieron mas cambios que los que comparten con el resto de aislados.
La mayor parte de los cambios aparecen en la zona central del gen, lo que hizo

complicado obtener la secuencia completa y obligd a redisefiar primers (Anexos 1y 2).

El aislado clinico que mayor numero de mutaciones presenté en mprF fue St 6 (35),

seguido de St 1, St 4y St 8 con 34 cambios.
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Grafica 1. Representacién del numero de mutaciones en genes con cambios en los aislados

clinicos St 1, St 2, St 3y St 4.
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Grafica 2. Representacién del numero de mutaciones en genes con cambios en los aislados

clinicos St 5,St 6, St 7, St 8 y St 9.
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Tabla 9. Cambios de nucleétidos en el gen mprF.

N2 de cepa (Stx)

Posicion mutacion

Cambio de aminoacido

1,2,3,4,6,7,8,9 T1353395C; A1353696G ; C1353730T-

1,4

1,5

4,7

T1353731A ; G1353740T; A1353799T;
T1353886C-C1353887T; C1354329A;
A1354417T; A1354434T-C1354436A ;
T1354444C- T1354445A; A1354457C;
T1354495C; C1354507T; A1354554G-
T1354556A; C1354569A; A1354593T;
A1354608G-C1354610T; T1354637A;
G1354650A; A1354683C-A1354684G-
A1354685C; A1354698C; G1354725A-
T1354727A; G1354731A-C13547327-
A1354733G; T1354784A; G1354793T;
G1354809A; G1354878A; A1354885C-
T1354886A; A1354941T-C1354943A;
A1355305G-C1355304A; A1355346G-
T1355348A

A1354343G; T1354600C-A1354601T

C1354158A-G1354160T

A1353243G; G1353532C; C1354159T-
G1354160T; 1355379

T1354089A

C1354252T

G1354077A-G1354079A; T1354101C;
G1354716T-A1354718T

V26A; N160D; A171V; L174F;
Y194F; V223A; L371l; YAQOF; 1406L;
1409T; L413F; V426A; A430V;
1446V; L4511; 1459L; 1464V; FA73L;
VA78l; K489R; 1494L; V503[;
A505M; N522K; E525D; D531N;
D554N; N556T; I575L; T696E;
N710E

I1375M; 1461T

P314T

I19V; G105A ; P314L; P721T

L291I

T3451

V2871; S295P; A500S
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El gen cls1, que como se ha mencionado en la revision codifica una cardiolipina
sintetasa, mostré también un alto niumero de cambios en casi todos los aislados,
aunque sin llegar al numero de cambios observados en mprF. Con excepcion del
aislado St 5, que no mostré cambios en este gen, el resto mostraron entre 6 y 16
cambios, detectandose en total 24 mutaciones diferentes, que aparecen recogidas en
la Tabla 10. Los aislados que presentaron cambios, solo tuvieron en comun en todos

los casos la mutacion 1238V.

El aislado con mayor numero de mutaciones en este gen fue St 6, que era portador de
16 cambios de aminoacido con respecto a la secuencia silvestre, seguida de St 9 con 15

cambios (Graf. 2 y Tabla 10).

En el caso del gen cls2, la variabilidad y el niumero de mutaciones fue muy inferior,
pero se detectaron en todos los aislados excepto St 5. El resto presentaron entre unay
dos cambios de aminoacido en este gen. Se detectaron 4 mutaciones diferentes, de las
cuales dos (V135l; H205) aparecieron en los ocho aislados clinicos que presentaron
mutaciones en este gen, mientras el resto aparecieron en un solo aislado cada una

(Tabla 10).

MW1109 es una proteina hipotética, en cuyo gen Song et al. (2013) encuentran
cambios asociados a insensibilidad a daptomicina en cepas seleccionadas in vitro. En
nuestro estudio también aparecen cambios en este gen en todos los aislados clinicos
con excepcion de St 5. La distribucion de mutaciones fue mucho mas homogénea. Dos
cambios de aminodacidos (L214l; D497E) se detectaron en los 8 aislados que
presentaron cambios (Tabla 11). Adicionalmente, el aislado St 9 presentdé una

mutacion significativa, y el aislado St 6 presento 4.

El gen rpoB mostré mutaciones significativas en los 9 aislados clinicos (Tabla 11). En

todos los aislados se registré un solo cambio de aminoacido, que en 8 de los 9 aislados

fue F737Y. Sélo el aislado St3 presentd un cambio de aminoacido distinto (M513l).
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Tabla 10. Cambios de nucleétidos en los genes cls1y cls2.

Genes N2 de cepa (Stx) Posicion mutacion Cambio de aminoacido
cls1 1,4,6,8,9 A1306452C; A1306521C; K147Q; K170Q; H174K;

C1306533A-T1306535A; N197K
T1306604A

1,4,9 T1307179A; C1307276G; F389Y; 1421M; N448K
T1307357G

1,2,3,46,7,8,9 Al1306725G-T1306727A 1238V

1,2,3,47,8 G1307418A E469K

1,2,3,47,8 A1306018G; T1306021A; Q2R; F3Y; S4T
T1306023A

1,2,3,4,6% 7,8  T1306166C V18A

9* T1306166C-C1306167A*

6,9 G1306273C-A1306274G; G87A; V132I; A175V
G1306407A; C1306537T-
T1306538G

9 T1306140G; C1306144A- S43A; T44K
T1306145A

6,9 G1306072C-A1306073C G20A

6 T1306912A-T1306913A; V300E; G308K; P309S;
G1306935A-G1306936A; L310F; S313A; V455A
C1306938T; G1306943C;
T1306950G-A1306952G;
T1307377C

5 NC NC

cls2 1,2,3,4,6,7,8,9 G2125012A; A2125223G V135I; H205R

6 C2126021A A471E

9 A2125984T 1459L

5 NC NC

*NC: no hay cambios en la secuencia.
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El gen rpoC mostré cambios significativos en todos los aislados excepto St 5. Al igual
gue en el caso anterior, todos los aislados portadores de cambios significativos
mostraron el mismo cambio (V864l), con excepcion de St 3 que muestra un cambio

diferente y en una localizacidon muy distante (P100L) (Tabla 11).

En resumen, desde el punto de vista cualitativo, se pueden distinguir 2 perfiles

mutacionales diferentes en los 9 aislados clinicos estudiados:

- mprF+ rpoB + rpoC + clsl + cls2 + mw1109 (8 aislados).

- mprF + rpoB (1 aislado).

Dentro de ellos hay, ademdas una cierta variabilidad en cuanto al nimero de
mutaciones que aparecen en cada gen y en la localizacion de las mismas. Sin embargo,
a pesar de los diferentes perfiles, no se ha observado que la presencia de mutaciones
en dos o en seis genes genere diferencias importantes en las CIMs de daptomicina,
como tampoco parecen hacerlo el diferente nimero vy localizacién de las mutaciones,

dentro del grupo de aislados que presentan el mismo perfil cualitativo.
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Tabla 11. Cambios de nucleétidos en los genes rpoB, rpoCy mw11089.

Genes N2 de cepa (Stx) Posicion mutacion Cambio de aminoacido
rpoB 1,2,3,4,5,6,7,8,9 T545943A F737Y
3 G545272A M513|
rpoC 1,2,3,4,6,7,8,9 G550011A-T550013A V864l
3 C547720T P100L
5 NC NC

mwi109 1,2,3,4,6,7,8,9 C1191817A; T1192668A L2141; DA97E
9 A1192470C E431D

6 A1191607G; G1192006A; 1144V; E277K; Y287H; A513E
T1192036C; C1192715A

5 NC NC

*NC: no hay cambios en la secuencia.
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3. 2. Perfil de mutaciones asociadas a insensibilidad a daptomicina

en aislados obtenidos a través de la seleccion de mutantes

Pese a que las condiciones de seleccion fueron comunes, y como ya se ha comentado
anteriormente, soélo se obtuvieron mutantes con un aumento significativo de
resistencia a daptomicina a partir de los aislados clinicos St1 y St6. En ningun caso se
obtuvieron mutantes con incremento de la CIM de daptomicina a partir de aislados

sensibles a meticilina.

3. 2. 1. Estudio genético de cepas mutantes procedentes de la cepa

St1

Como aparece reflejado en la Tabla 7 anteriormente mencionada en el Apartado 3.2.
de Resultados, se obtuvieron 10 mutantes con un incremento significativo de la CIM de
daptomicina a partir del aislado clinico St 1. Utilizando la misma metodologia que en
los aislados clinicos originales, se elabord un estudio genético centrado en el andlisis

de los genes que se han relacionado en la literatura con resistencia a daptomicina.

Por motivos que desconocemos, las PCR de diversos genes, fundamentalmente mprf,
rpoB y cls1, realizadas con los mismos primers y en las mismas condiciones que en los
aislados clinicos originales, no ofrecieron resultados alguno. Ante la sospecha de que
esto se debiera a la existencia de mutaciones en las areas de hibridacién de los primers,
qgue hicieran que los primers disefnados sobre la base de la secuencia silvestre no
hibridaran adecuadamente, se procedié al redisefio de los primers (Anexo 2),
utilizando como base partes de la secuencia del gen a medida que iban siendo
obtenidas. Sin embargo, cuando se consiguid amplificar y secuenciar los genes
mencionados, no se encontraron cambios significativos adicionales a las ya detectadas

en su aislado clinico parental St 1, a excepciéon del gen cls2. Las mutaciones

-903 -



V. Resultados

encontradas en este gen aparecen en la Tabla 12. En relacién con este gen, no todas
las cepas adquirieron las mismas mutaciones a lo largo del proceso de seleccidon, de

modo que se establecieron 3 tipos de perfiles genéticos para este gen:

- Secuencia idéntica a su cepa parental: 1 aislados.

- Cambio de aminoacidos T33N: 1 aislado.

- Cambio de aminoacidos F60S: 8 aislados.

Tabla 12. Mutaciones de los 10 mutantes obtenidos in vitro a partir de St 1.

Genes N2 de cepa (Stx) Posicion mutacion Cambio de aminoacido
cls2 1.1 C2124707A MMO; T33N
1.2, 1.4, 1.5, 1.7, 1.6, 1.8, T2124788C MMO; F60S
1.9,1.10
1.3 NC MMO

*NC: no hay cambios

*MMO: mismas mutaciones que las encontradas en la cepa original que aparece en la Tabla 10.
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3. 2. 2. Estudio genético de mutantes procedentes del aislado

clinico St 6

Como en el caso anterior, fue necesario redisefiar algunos primers, ya que la
amplificacién de los genes mprF y cls1 con los primers originales era dificultosa, a pesar
de no existir modificaciones en esos genes. A diferencia de la mayor parte de las
mutantes procedentes de St 1, que presentaron al menos un cambio en un gen, en
este caso no se detectaron cambios adicionales con respecto a la cepa parental en

ninguna de las dos cepas mutantes obtenidas a partir del aislado clinico St 6.

4. El precio de adquirir resistencia

4. 1. Fitness cost sin competencia

Para el estudio de fitness sin competencia se optd por evaluar tanto el
comportamiento de los aislados clinicos SARM como SASM. Con este objetivo, se

seleccionaron cuatro de los 9 aislados clinicos:

1) St 4: PBP2’ (+), aunque con una CIM dentro del intervalo de sensibilidad (CIM
de oxacilina = 1,5 mg/L). Presenta mutaciones similares al resto de aislados,
excepto St 5.

2) St 5:SASM con un perfil genético completamente diferente al resto.

3) St 7: SARM con un perfil genético similar a la mayoria de los aislados clinicos,
excepto St 5.

4) St 8: SASM con mutaciones similares a la mayoria de los aislados, excepto St 5.
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Ademas, también se incluyeron en este experimento tres cepas seleccionadas in vitro
con alto grado de resistencia a daptomicina. En este caso, se escogié un mutante

perteneciente a cada aislado clinico, de tal forma que se trabajé con las cepas:

1) St 1.10: SARM procedente de St 1. Presenta una CIM para daptomicina de 192
mg/L. Sensible a dalbavancina.

2) St 6.1: SARM procedente de St 6 con una CIM para daptomicina de 12 mg/Ly
no sensible a dalbavancina (CIM=0,2 mg/L).

3) St 6.2: SARM procedente de St 6 con una CIM para daptomicina de 12 mg/L.

Sensible a dalbavancina.

Como se representa en la Graf. 3, tanto los aislados clinicos, excepto St 5, como los
aislados resistentes obtenidos in vitro, mostraron un deficiente fitness en comparacion
con la cepa tipo de S. aureus. Transcurridas 24 horas de incubacidn, las cepas con alto
grado de resistencia a daptomicina no llegaron a su fase exponencial. El crecimiento de
mutantes con alto grado de resistencia a daptomicina fue aproximadamente 10 veces
menor que el de la cepa tipo de S. aureus (9,4 x 108 — 1,9 x 10° CFU / ml vs 1,3 x 10°
CFU / mL).

Pese a ser el mutante St 6.1 resistente no sélo a daptomicina, sino también insensible
a dalbavancian, no se encontraron diferencias en su fitness individual con respecto a su
cepa parental. St 6.2 mostré un crecimiento discretamente menor que el aislado

clinico St 6 (9,4 x 10® CFU / ml vs 1,63 x 10° CFU / ml).

Otro dato relevante que se puede observar en la Graf. 3 fue la similar curva de
crecimiento que presento el aislado clinico St 5 al compararse con la cepa tipo de S.
aureus tipo. De los tres aislados con perfil genotipico similar, St 4 fue la que mostré un
mejor fitness. Ademads, pese a que St 8 presenta un inicio de fase exponencial mas
precoz que la cepa tipo, esto no parece influir positivamente en su supervivencia a mas

largo plazo.
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Grafica 3. Curvas de crecimientos para ST tipo, St 4, St 5, St6, St 8, St 1.10, St 6.1, y St 6.2.

MsSTtipo WS4 MSt5 W53 MSt1,10 WsSto,2 MsSte1 WSt

Otra caracteristica observada en algunos casos fue que, incluso en comparacién con
aislados con un fitness similar (St 6.2) o discretamente superior (St 8) en el
experimento anterior, algunos aislados, como fue el caso del St 1.10, mostraban una
velocidad de crecimiento claramente mdas lenta en medios con agar, con una clara
diferencia en la rapidez de formacién de colonias y en el tamafio de las mismas, como

se puede apreciar en la figura Fig. 25.
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Figura 25. Placas de agar MH tras 24 h de incubacion de cepas St 8 (CIM para daptomicina = 4
mg/L), St 1.10 (CIM para daptomicina = 192 mg/L) y St 6.2 (CIM para daptomicina = 12 mg/L).
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4. 2. Fitness cost en competencia

Una vez comprobado que, como norma general, los aislados insensibles a daptomicina

crecian de forma claramente mas lenta que aislados sensibles de S. aureus, se planted

estudiar su capacidad para competir con dichos aislados sensibles. Para ello, se realizo

un estudio de crecimiento en el mismo caldo de cultivo, y a partir de las mismas

concentraciones bacterianas, de cada uno de los aislados clinicos y de los mutantes

obtenidos in vitro, con una cepa de referencia de S. aureus sensible a daptomicina. En

este estudio, como se puede observar en la Tabla 14, después de 5 horas de

incubacidn, la proporcién cepa de referencia: aislado insensible a daptomicina pasé de

ser 1:1 a tiempo 0, a ser 10:1 en el caso de St 5y 14:1 en el de St 4. En el resto de los

casos, el aislado resistente a daptomicina no se pudo recuperar al cabo de dichas 5

horas, permaneciendo viable Unicamente la cepa tipo.

Tabla 14. Confrontacién de ST tipo frente a S. aureus no sensible a daptomicina en un estudio

fitness cost en competencia.

Portentaje del crecimiento (% )
(ST tipo - StX)

Oh  5h Oh  5h

OSTtipe w54
mS5t1,10  @STtipo

Oh  5h Oh  5h Oh  5h Oh  5h
Tiempo (horas)
oSts OSTtipo @St8 O ST tipo

mSTtpe @St61  @STtpo DSt

-99 -



V. Resultados

Este estudio demostré que, pese a mostrar St 5 y la cepa patron utilizada un
comportamiento similar en el ensayo de fitness individual, la cepa patrén es
claramente mas eficiente en situacién de competicién, pasando de suponer el 50% de

la poblacidn a suponer mas del 90% tras 5 horas de incubacién.

Los datos obtenidos en este estudio sugieren que el fitness de los aislados insensibles a
daptomicina, en competicidon con una cepa silvestre de S. aureus, es en todo caso muy
bajo, ya que la relacién entre su poblacidén y la de la cepa silvestre pasa de ser 1:1 a ser,
en el mejor de los casos, entre 1:10 y 1:20 tras 5 horas sometidas a las mismas
condiciones de cultivo. De todos modos, los datos sugieren que ademas, este fitness es

incluso peor a medida que las CIMs de daptomicina son mas altas.

5. Determinacion de la formacion de biofilm en cepas originales y sus

correspondientes mutantes

Se ha descrito en numerosos microorganismos que la adquisicion de mecanismos de
resistencia puede interferir en sus mecanismos de patogenicidad, por lo general
disminuyendo su eficacia. No existen estudios sobre cémo repercute la adquisicién de
resistencia de alto nivel a daptomicina en los diferentes mecanismos de patogenicidad
de S. aureus. Por ese motivo, se decidid estudiar el comportamiento tanto de algunos
de los aislados clinicos resistentes a daptomicina como de mutantes resistentes
seleccionados a partir de ellos, en relacidn con la produccion de biofilm. En el caso de
St 1, se seleccionaron los mutantes St 1.1, St 1.7 y St 1.8, y para St 6 se seleccionaron

los dos mutantes obtenidos a partir de este aislado clinico.
Ambos aislados clinicos fueron claramente productores de biopeliculas (Fig. 26),

mostrando una absorbancia mucho mayor que el control negativo. Entre los mutantes

obtenidos in vitro, ninguno perdié capacidad de produccion de biofilm de forma
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significativa con respecto a su aislado clinico parental, y en algunos casos dicha
capacidad incluso aumenté. Como se puede observar en la Tabla 15, dos de los
mutantes obtenidos a partir de St 1 incrementaron su produccién de biofilm entre un
40 y un 70%, y sélo la cepa St 1.8, que tiene mayor grado de resistencia a daptomicina,
mostrd una produccidn de biofilm muy discretamente disminuida, con una repercusién
clinica improbable . Algo similar ocurrié con las mutantes obtenidas a partir de St 6. St
6.1, insensible tanto a daptomicina como a dalbavancina, aumentd su capacidad de
produccién de biofilm en cerca de un 75%, mientras que St 6.2 mostrd una reduccién

de absorbancia en torno al 5%.

Tabla 15. Capacidad de produccion de biopelicula en S. aureus no sensibles a daptomicina.

Aislados clinicos Absorbancia respecto al control  Absorbancia respecto a la cepa clinica
- Invitro negativo de origen
Stl 3213 % -
- St1.1 - 172,40%
- St17 - 141,90%
- St1.8 - 90,10%
St6 2615 % -
- Ste6.1 - 174,70%
- St6.2 - 94,50%
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Figura 26. Capturas del ensayo sobre la formacidon de biopeliculas. 1) Crecimiento de los

aislados en estudio y los dos controles (caldo BH sin indculo, S. agalactiae como control

negativo) transcurridas 24 h de incubacion); 2) visualizacion tras retirar el sobrenadante.
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6. Estudio fenotipico: componentes de la pared bacteriana en cepas no

sensibles a daptomicina

La realizaciéon de un andlisis de la pared permitido la elaboracién de minuciosas
comparaciones sobre la composicion de la pared bacteriana. Puesto que las mayores
CIMs las obtuvimos a partir del aislado clinico St1, el estudio de los componentes de la
pared se realizé sobre esta cepa y cuatro de sus mutantes con mayor grado de

resistencia a daptomicina, en los que era previsible encontrar las mayores diferencias.

6. 1. Composicion de acidos grasos de membrana en cepas de S.

aureus con alta resistencia a daptomicina

Los acidos grasos con terminales “iso” parecen ser similar en las 4 mutantes evaluadas,
siendo la cepa con mayor CIM quien mayor disminucién presentd, y ademas la que
mas aumentdé los acidos grasos con terminales “anteiso” (Graf. 4). Todas las cepas
disminuyeron los normales, excepto St 1.9 en baja medida, y los dacidos grasos
formados por 18, 19 y 20 carbonos, por lo que existe una cierta tendencia a disminuir
la longitud de sus cadenas, aunque no se encontraron diferencias significativas

(p>0,05).
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Grafica 4. Composicidn de acidos grasos de St1 y cuatro de sus mutantes (St 1.5, St 1.6, St 1.8 y

St1.9)
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6. 2. Composicion de lipidos de membrana en cepas de S. aureus

con alta resistencia a daptomicina

Los resultados obtenidos en el estudio de la composicién de lipidos nos permitié
comprobar una diferencia en la cantidad de PG, DPG, LPG y GL de las cepas mutantes
con respecto a su aislado clinico parental. Sin embargo, en comparacién con St 1, no se
encontraron patrones homogéneos entre los mutantes seleccionados; existe una
tendencia a la disminucién del PG y al aumento del GL, pero tanto DPG como LPG se
comportan de forma muy diferente en cada aislado, sin poder vincularse con su grado
de resistencia a daptomicina, por lo que aparentemente no parecen estar relacionados

(Graf. 5).
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A pesar de ello, en los resultados obtenidos entre los mutantes in vitro (Graf. 5) y sin
encontrar una relacién con sus niveles de CIMs, se aprecia un comportamiento comun
en los 4 mutantes, de tal forma que en los casos en los que aumentan los DPG siempre
disminuyen los LPG en mayor o menor medida, y viceversa, ocurriendo de la siguiente

formay, por lo tanto, diferenciandose dos tipos de perfiles diferentes:

- St1.5ySt1.9(CMls: ambas 128 mg/L): aumentan los DPG disminuye los LPG.
- St1.6ySt1.8(CMils: 128 mg/Ly >256 mg/L): disminuyen los DPG y aumentan
los LPG con respectoa St 1.5y St 1.9.

Grafica 5. Comparacién de la composicion de lipido de membrana, tanto fosfolipidos como
glicolipidos, en el aislado clinico St1 con respecto a cuatro de sus mutantes obtenidos in vitro

(St1.5,St1.6,St1.8ySt1.9).
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VI. Discusion

Las infecciones graves producidas por microorganismos Gram positivos contintan
siendo un problema sanitario trascendente, que lleva asociada una alta mortalidad. El
uso masivo de antimicrobianos, unido a la gran capacidad de algunas especies
importantes como patégenos humanos, como S. aureus, para desarrollar o adquirir
mecanismos de resistencia que afecten a diferentes familias de antimicrobianos, ha
desembocado en un preocupante incremento de aislados clinicos multirresistentes,
frente a los cuales, en ocasiones, las alternativas terapéuticas son muy limitadas. Una
de las ultimas alternativas frente a cocos Gram positivos, en especial frente a aislados
multirresistentes, es daptomicina. Se trata de un farmaco frente al cual, ademas, se

han descrito muy pocos casos de resistencia en aislados clinicos.

Daptomicina es un antimicrobiano bactericida con actividad frente a Gram positivos,
incluyendo aislados multirresistentes. Este farmaco tiene ciertas cualidades que le
diferencian del resto de antimicrobianos habitualmente utilizados en clinica. Se trata
del primer lipopéptido ciclico aceptado para su uso en la practica hospitalaria, y
presenta un mecanismo de acciéon muy diferente al restos de farmacos que se
encuentran en el mercado, dado que actua sobre la membrana celular bacteriana. Se
trata de una diana ya descrita en otras familias de farmacos, como las polimixinas
(Schindler & Teuber, 1975; David & Rastogi, 1985; Gupta et al., 2009; Yu et al., 2015),
pero tanto el espectro de actividad como el mecanismo de accidn de daptomicina son

completamente distintos.
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La insensibilidad a daptomicina parece basarse en mecanismos complejos, y se ha
asociado a la presencia de mutaciones en diferentes genes, normalmente relacionados
con el metabolismo y la homeostasis de la membrana celular, pero también en algunos
casos de la pared bacteriana (Friedman et al., 2006; Humphries et al., 2013; Fujimura
et al., 2014). Pese a ello, apenas se ha descrito una relacién causa efecto, en sentido
estricto, entre mutaciones concretas o cambios en genes concretos y un incremento
especifico de las CIMs de daptomicina. Lo mas proximo a esto es algun estudio de
complementacion en el que se demuestra que la sustituciéon de un gen mprF mutado
por uno silvestre, revierte, al menos parcialmente, la CIM de daptomicina (Cameron et

al., 2015; Gémez-Casanova et al., 2017)

El presente estudio se ha basado en 9 aislados clinicos de S. aureus insensibles a
daptomicina. Todos los aislados clinicos excepto uno (St 9), tenian antecedentes de
haber sido tratados con daptomicina. El intervalo de CIM de daptomicina oscilé entre 2
vy 4 mg/L en todos los casos excepto en la cepa St 2, que presenté una CIM de
daptomicina del mg/L. Pese a tratarse de una CIM que, en sentido estricto, entra
todavia en el intervalo de sensibilidad, se incluyd de todos modos en el estudio ya que
podia ofrecer informacién sobre la presencia o no de mutaciones en aislados
considerados todavia como sensibles, y cdmo podian influir, de existir, en el
comportamiento y evolucién de esos aislados. 4 de los 9 aislados clinicos fueron SASM
y 5 SARM. Dos de estos SARM eran portadores del gen mecA, pero mostraban CIMs
todavia en el intervalo de sensibilidad (1,5 mg /Ly 2 mg / L respectivamente). Este
comportamiento ya ha sido descrito en otros estudios con anterioridad como por
Tenover et al., 1999 en estafilococos no productores de coagulasa. Este fendmeno
podria deberse a alteraciones en las PBPs y / o PBP2a impidiendo una adecuada
funcién, una baja produccion o incluso, podria tratarse de un efecto secundario de
adquiri una pared bacteriana muy modificada alterando su estructura y fluidez
impidiendo que estas proteinas logren anclarse ademadamente o totalmente a la

membrana.
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Es un hecho plenamente aceptado que la exposicion repetida a un farmaco, maxime si
es a concentraciones bajas, es un factor decisivo para la seleccion de resistencias a
dicho farmaco. En realidad, el fdrmaco no suele comportarse como generador de
resistencias, al menos de forma directa. Si se ha descrito que los farmacos que danan
el ADN bacteriano, entre ellos algunos antimicrobianos, generan una repuesta SOS en
la bacteria que incrementa la heterogeneidad genética en las poblaciones,
probablemente en un intento de diversificar dichas poblaciones y generar

subpoblaciones capaces de sobrevivir al agente agresor.

No obstante, como norma general, el antimicrobiano actua fundamentalmente como
selector de subpoblaciones portadoras de mutaciones que confieren resistencia al
farmaco. Se trata habitualmente de mutaciones aleatorias, que habrian emergido
igualmente en ausencia del farmaco, pero que no se hubieran hecho predominantes

de no haber existido el farmaco como factor selector.

Era ya un hecho descrito que la generacién espontanea de mutantes no sensibles a
daptomicina, a partir de cepas sensibles, es extremadamente baja, en torno a 1x10-.
Eso hace, en la practica, extremadamente improbable la emergencia de resistencia en

condiciones clinicas, siempre que la dosificacion del farmaco sea la adecuada.

Existian muchos menos datos sobre el comportamiento a partir de cepas clinicas ya
insensibles a daptomicina, o al menos con CIMs préximas al punto de corte. Los datos
obtenidos en nuestro estudio corroboran este comportamiento también a partir de
aislados ya insensibles a daptomicina o con CMIs limitrofes. El cultivo de estos aislados
en condiciones basales, sin presion selectiva, y el enfrentamiento posterior de una
muestra de estos cultivos a concentraciones de antimicrobianos netamente superiores
a la CIM del aislado no reportd aislamiento de aislado resistente alguno. Esto sugiere
que la generacion de mutantes con alto nivel de resistencia, en condiciones basales, es
muy reducida, o bien se trata de mutantes con una capacidad de competicion con las

cepas progenitoras muy baja, de modo que podrian generarse pero sin llegar a formar
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una poblacién estable, susceptible de ser detectada mediante la siembra en

concentraciones significativamente mayores que la CIM del aislado original

No ocurrido lo mismo en la seleccién seriada, en la que se mantuvo de manera
constante la presion selectiva del antimicrobiano. Si bien en algunos aislados no se
obtuvieron mutantes resistentes tampoco bajo estas condiciones, en algunos se
obtuvieron mutantes con un incremento significativo de la CIM de daptomicina, hasta
alcanzar CIMs no descritas hasta el momento en aislados de S. aureus. Asi, en el
estudio de Friedman et al., 2006, que utiliza una estrategia de seleccion de mutantes
por exposicidn seriada a daptomicina, similar a la utilizada en nuestro estudio, la CIM
de daptomicina mas alta alcanzada fue de 10 mg /L, mientras que alguno de los
aislados obtenidos en este estudio alcanzan hasta los 256 mg/L. El comportamiento
fue, no obstante, bastante heterogéneo entre unos aislados clinicos y otros a la hora
de generar mutantes resistentes, sin que esté clara la causa. Este comportamiento
tiene interés no sdlo desde el punto de vista del estudio de los mutantes obtenidos,
sino también en cuanto que, aun con limitaciones, se aproxima mas a lo que podria ser
una posible seleccion a lo largo de un tratamiento en condiciones reales, en el cual el
microorganismo estda sometido de manera continua al contacto con el antimicrobiano,
y eventualmente, por mala dosificacidn o por localizacion de la infeccién en una zona
con mala difusion, puede estar en contacto con concentraciones selectivas, que se

situen en la ventana de seleccion de mutantes.

En este trabajo se seleccionaron 12 mutantes, todos ellos procedentes de dos aislados
clinicos. Diez de los mutantes se obtuvieron a partir del aislado clinico St 1 (intervalo
de CIMs de daptomicina: 8-256 mg/L) y 2 del aislado St 6 (CIM de daptomicina: 12
mg/L). En ambos casos se trataba de aislados de SARM con una CIM de daptomicina de
4 mg/L. Se desconoce la causa de la diferencia de seleccidén o generacién de mutantes
entre unos y otros aislados. Aunque es cierto que los Unicos aislados que generaron
mutantes con alto nivel de CIM a daptomicina fueron SARM, y ningiin SASM fue capaz

de generar este tipo de mutantes, no todos los SARM mantuvieron este
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comportamiento, por lo que debe haber alguna otra circunstancia mas alla de la
resistencia a meticilina que favorezca esta mayor frecuencia de seleccion. La baja
frecuencia de aislamientos clinicos con estas caracteristicas dificulta el estudio de
poblaciones mayores que permite obtener conclusiones mas terminantes, y
probablemente el estudio del genoma completo de estos aislados ayude a comprender

estas diferencias de comportamiento.

Esta diferencia de comportamiento entre los diferentes aislados clinicos afectd no sélo
a su capacidad de generar o no mutantes resistentes, sino a los niveles de resistencia 'y
al momento de seleccion. Asi St 1 no sélo selecciond un mayor nimero de mutantes in
vitro, sino que logrd alcanzar niveles de resistencia mucho mas elevados y, como se
puede observar en la Tabla 7 del apartado 2.2 de Resultados, ya a una concentracién
de daptomicina de 2 mg/L en el medio de crecimiento generd mutantes con alto nivel
de resistencia. Por el contrario St 6, pese a generar mutantes con CIMs de daptomicina
mas bajas, éstos sblo se detectaron a partir de concentraciones en el medio de cultivo
de 4 mg/L de daptomicina. El hecho de la existencia de cepas, dentro de la misma
especie, con mayor y menor capacidad para generar mutantes resistentes a diferentes
antimicrobianos es un hecho conocido en relacién con otros microorganismos, como

los beta-lactdmicos, pero no habia sido descrita en el caso de daptomicina.

Tanto el mecanismo de accién como los de resistencia de daptomicina parecen ser
diferentes a los de otros antimicrobianos, incluyendo los mas proximos
estructuralmente como los glicopéptidos. De hecho, las Unicas interacciones descritas,
como las se dan con MRSA (seesaw effect) no repercuten en un aumento, sino en una
reduccion de la resistencia. Por otra parte, no se han descrito mecanismos de
resistencia plasmidicos que pudieran cotransmitirse con mecanismos de resistencia a
otros antimicrobianos. En consecuencia, a priori, no era esperable encontrar una
asociacion significativa entre la resistencia a daptomicina y la resistencia a otros

antimicrobianos. En efecto, en nuestro estudio, el desarrollo de mayores niveles de
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resistencia a daptomicina no implicd una reduccion de sensibilidad al resto de

farmacos probados frente a los aislados clinicos.

Solamente en circunstancias muy concretas se ha descrito algin tipo de asociacion
entre el comportamiento frente a vancomicina y a daptomicina. Se trata ademas de
circunstancias en las que se desconoce exactamente la relacidon causa efecto entre
ambas circunstancias. Asi Cui et al., en 2006, observan que algunos aislados con alto
nivel de resistencia a vancomicina, presentaban una menor sensibilidad a daptomicina.
Ademas, se ha observado que en infecciones por SARM causadas por cepas con
resistencia intermedia a vancomicina, y que previamente han recibido tratamiento con
vancomicina, existe una mayor probabilidad de fracaso clinico cuando son tratados con

daptomicina (Mwangi et al., 2007; Howden et al., 2010).

En nuestro caso no fue posible disponer de los aislados previos sensibles a
vancomicina, por lo que es dificil valorar esta circunstancia, pero si es cierto que las
CIMs de vancomicina apenas se modifican en los mutantes obtenidos in vitro, a pesar
de los incrementos de las CIM de daptomicina, en ocasiones muy llamativos. Sin
embargo, si se produjeron cambios en las CIMs de otros glicopéptidos de mas reciente
desarrollo. Inesperadamente, los resultados obtenidos para DAL fueron muy diferente
al resto de antibidticos puestos a prueba donde apenas habia diferencias entre los
aislados clinicos y sus mutantes obtenidos in vitro. S6lamente un aislado clinico, St 3,
tuvo una CIM de dalbavancina en el limite del intervalo de sensibilidad, (0,1 mg/L),
mientras el resto fueron todos sensibles. Sin embargo, en dos de los mutantes
obtenidos in vitro se detectd un incremento significativo del grado de insensibilidad a
dalbavancian en comparacién con su aislado parental. Asi ST 1.8 (CIM de
daptomicina >256 mg/L) paso a tener una CIM de dalbavancina de 0,1 mg/L, frente a
0,064 mg/L de su aislado parental St 1, aunque se mantiene todavia dentro del rango
de sensibilidad, y St 6.1 (CIM de daptomicina 12 mg/L) alcanzé una CIM de
dalbavancina de 0,2 mg/L, frente a la CIM de 0,032 mg/L de su aislado parental St 6.

114



VI. Discusion

Hay que recordar que el mecanismo de accion de dalbavancina es similar al de
vancomicina, actuando sobre la sintesis de la pared bacteriana, y en concreto sobre el
dipéptido D-Ala-D-Ala (Leuthner et al.,, 2016). Los mecanismos de resistencia que
pueden afectar a este antimicrobiano son, en teoria, mecanismos mucho mas
préoximos a los que afectan a vancomicina, como son los genes del grupo van, de
codificacion plasmidica en la mayor parte de los casos, y que alteran su diana en la
pared celular (Xydalba, 2015; Smith et al., 2015; Tatarkiewicz et al., 2016), o el
engrosamiento del péptidoglicano que se asocia habitualmente a la resistencia
intermedia a glicopéptidos. Sin embargo, al igual que ocurre en el estudio de Peleg et
al., 2012, ninguno de los mutantes obtenidos in vitro aumentdé su CIM de vancomicina
al adquirir alto grado de resistencia a daptomicina, por lo que es altamente improbable
que la reduccidon de la sensibilidad a dalbavancina esté relacionada con estos
mecanismos. Es mas probable que alteraciones en la composicidn, en la fluidez y en la
carga de la pared, que si se relacionan con las mutaciones detectadas en este
microorganismo y asociadas a resistencia a daptomicina, pudieran estar en el origen de
esta insensibilidad, por lo que es importante un estudio mas detallado de este aislado

gue pudiera explicar su comportamiento.

Por el contrario, los mecanismos descritos anteriormente si podrian estar en el origen
del comportamiento del mutante St 6.1, al combinar su insensibilidad a dabavancina
con la resistencia intemedia a vancomicina. En este caso es mucho mas plausible la
posibilidad de un engrosamiento de la pared celular que pudiera afectar tanto a
vancomicina como a dalbavancina, aunque no necesariamente a daptomicina, que
seguramente deberia adquirir resistencia a través de otros mecanismos, presentes de
hecho en este aislado. Obviamente, siempre queda la posibilidad de un mecanismo de
resistencia diferente a los descritos, que pudiera afectar simultdaneamente, o no, tanto
a los glicopéptidos cldsicos como a los de nuevo desarrollo y a daptomicina, y que

también debera ser estudiado.
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Por otra parte, la baja frecuencia en el momento actual de aislados clinicos resistentes
a uno y otro antimicrobiano, y mas aun a ambos, supone una dificultad adicional para
el estudio de potenciales mecanismos de resistencia asociados, ya que han de
estudiarse casi exclusivamente en mutantes obtenidos in vitro que, como se ha
demostrado en el caso de daptomicina, no necesariamente son idénticos a los

presentes en aislados clinicos.

En lo que se refiere a la sensibilidad a otros antimicrobianos, la presencia del
fendmeno seesaw fue también heterogénea en funcién de los aislados clinicos de
origen. Mientras las dos mutantes de St 6 revertieron su CIM de oxacilina, tan sélo en
una de las 10 mutantes de St 1 (St 1.3) se observé dicho efecto. St 6.1 y St 6.2 pasaron
de ser resistentes a oxacilina, con una CIM de 4 mg/L, a un fenotipo sensible con unas
CIMs de 0,19 y 0,25 mg/L respectivamente. En el caso de St 1.3, revirtié parcialmente
su grado de sensibilidad, pasando de ser resistente a oxacilina con una CIM de 12 mg/L
a una CIM de 4 mg/L que, si bien esta todavia dentro del intervalo de resistencia, es

netamente inferior a la original.

Como se ha indicado anteriormente, dos de los aislados clinicos con los que se trabajo
(St 4 y St 7) partian de una CIM de oxacilina dentro del intervalo de sensibilidad, (1,5 -
2 mg/L) pero se comprobd genotipicamente que se trataba de aislados portadores de
PBP2’. Este comportamiento hace pensar que, probablemente, estos aislados hayan
revertido de manera previa su grado de sensibilidad a oxacilina, al adquirir las
mutaciones que condicionan su insensibilidad a daptomicina, y se trate por tanto de un

efecto seesaw en el que no disponemos del aislado inicial.

Un extremo de interés seria averiguar si el efecto seesaw se trata de un fendmeno
aislado, o si es un fendmeno cuantitativo que se agudiza a medida que aumentan las
CIMs de daptomicina y su repercusion terapéutica, es decir, en qué medida esta

reduccion de las CIMs de oxacilina y su salto al intervalo de “sensible” es simplemente
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un hallazgo in vitro, o tiene repercusidon e la sensibilidad real, de modo que estos

aislados volverian a ser susceptibles de tratamiento con beta-lactamicos.

En lo que al perfil genético respecta, los resultados relacionados con los genes rpoB vy
mprF eran previsibles, al menos desde el punto de vista cualitativo, ya que en la
mayoria de los casos, en especial en cepas clinicas, el aumento de las CIMs de
daptomicina se ha correlacionado con la presencia de mutaciones en estos genes
(Friedman et al., 2006; Peleg et al. 2012, Song et al., 2013). Este comportamiento
guarda, ademas, una correlacion ldgica con la funcion de las proteinas codificadas por
dichos genes. Uno de los datos mas Ilamativos en lo que respecta al gen mprF, es el
alto nimero de cambios detectados en la mayor parte de los aislados, muy superior a

los descritos en otros estudios.

Por otra parte, las mutaciones en S295 y en T345, que se encuentran entre las mas
frecuentemente descritas (Friedman et al., 2006; Cameron et al., 2015; Peleg et al.,
2012), aparecen sdlo en, respectivamente, uno (St 8) y dos (St 4 y St 7) de los aislados
en estudio, mientras otras mutaciones que no habian sido descritas previamente
(N160D, A171V, L174F, Y194F, V223A...) aparecen en todos ellos, excepto St 5. La Unica
mutacion, P314T, que presentd St 5 y que también se detectd en St 1 habia sido
descrita previamente por Friedman et al., 2006. En el caso de mprF, la asociacidon
entre las mutaciones en este gen y la resistencia a daptomicina no es sdélo una
asociacion estadistica explicada por la funcién de la proteina codificada, ya que se ha
demostrado que la inactivacién de este gen mutado es capaz de revertir, al menos

parcialmente, dicha resistencia (Kristian et al., 2003).

El otro gen mas altamente relacionado con la insensibilidad a daptomicina es rpoB, en
el que también aparecian cambios en las cepas estudiadas. En todos los aislados se
detecta la misma mutacidn, a excepcion de St 3, que posee una mutacién adicional.
Las mutaciones encontradas en este gen son, no obstante, distintas a las descritas

previamente tanto en aislados clinicos como en cepas insensibles obtenidas in vitro.
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Estos datos contradicen datos previos publicados por otros autores (Friedman et al.,
2006; Peleg et al. 2012; Song et al., 2013). Friedman et al. (2006) detectaron
mutaciones en rpoB soélo en cepas seleccionadas in vitro, pero no en aislados clinicos,
mientras Song (Song et al., 2013) y Peleg (Peleg et al., 2012) no los encontraron en
cepas seleccionadas in vitro, y los detectaron en cepas clinicas sélo de manera
esporadica. Ademas, aunque normalmente se han situado en un segundo plano, en
este estudio también se detectaron cambios en el gen rpoC en todos los aislados, con

la Unica excepcion de St 5.

Los datos obtenidos en este estudio fortalecen la hipétesis de que, en condiciones de
uso clinico, la emergencia de insensibilidad a daptomicina se asocia, sobre todo, a
modificaciones en genes relacionados con la homeostasis de la membrana
citoplasmica y con la actividad de la RNA polimerasa. En el caso del gen mprF esto
estaria relacionado con el cambio de composicidn de fosfolipidos y de la carga positiva
de la membrana en cepas de S. aureus resistentes a daptomicina (Yang et al., 2010),
gue condiciona resistencia tanto a este antimicrobiano como a otros péptidos
catidnicos. Ademas, Peleg (Peleg et al., 2012) profundizo en ello y argumentd que, las
mutaciones en el extremo amino-terminal, afectarian a los dominios transmembrana
de la proteina, mientras los cambios en el extremo carboxi terminal de mprF darian
lugar a un incremento en la lisinilacion de la proteina y en su translocacién hacia la
parte exterior de la membrana, condicionando asi un aumento de la carga positiva que
supondria un rechazo eléctrico hacia la molécula de daptomicina, que tendria asi mas
dificultades para enclavarse en la membrana. Las mutaciones descritas en este estudio
afectan tanto a los dominios de translocacion como a los de lisinilacion (Peleg et al.,

2012), y por tanto es previsible que afecten a las dos funciones del enzima.

Se ha observado que en el gen walkR, un regulador del metabolismo de la pared
celular y de la virulencia en S. aureus, B. subtilis y S. pneumoniae (Dubrac et al., 2008),
la adquisicion de mutaciones en su secuencia interviene en la capacidad de adquirir

resistencias, por ejemplo, a vancomicina (Howden et al., 2011). Sin embargo, pese a
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que también se ha relacionado la reduccién de sensibilidad a daptomicina con la
presencia de mutaciones en este gen, asociadas o no a mutaciones en mprFy en agrA
(Howden et al.,, 2011; Song et al., 2013), en nuestro estudio no hemos identificado
cambios en walkR en ninguno de los 9 aislados clinicos. En éste estudio, también se
examinaron otros genes como agrA, clpP, pnpA y prs, en los que no se detectd ningln
cambio en su secuencia, pese a haberse relacionado en algin momento con la

insensibilidad a daptomicina.

Por el contrario, la proteina hipotética MW1109, en cuyo gen solamente Song et al.
(2013) habia descrito hasta ahora mutaciones asociadas a insensibilidad a daptomicina,
en cepas seleccionadas in vitro, mostro cambios en 8 de los 9 aislados clinicos objeto
de estudio, siendo St 6 el aislado con mayor nimero de cambios. A diferencia de St 6,
la otra cepa que también logré seleccionar mutantes con alto grado de resistencia St 1,
tan sélo mostré 2 cambios dentro de éste gen. Como en los casos anteriores, las
mutaciones que se encontraron fueron diferentes a las descritas. Sin embargo, debido
a que se desconoce la funcion de esta proteina, no se puede conocer cual es realmente
el papel que puedan jugar en la sensibilidad a daptomicina, e incluso si realmente

existe una relacidon causa/efecto.

A diferencia de los resultados obtenidos con los anteriores genes sobre todo mprFy la
familia rpo, los datos obtenidos de la secuenciacidn de los genes cls, que codifican una
cardiolipina sintasa, fueron menos esperados, en especial en lo que se refiere al gen
clsl1. El gen mdas mencionado en la literatura, aunque en menor medida que mprf y
rpoB, es cls2 (Peleg et al., 2012), en el que tan solo se detectaron 4 mutaciones, no
descritas previamente, en 8 de los 9 aislados clinicos siendo dos de ellas comunes para
todas las cepas. Sin embargo, en el gen c/s1, no considerado en otros estudios como
asociado a insensibilidad a daptomicina, encontramos una gran cantidad de
mutaciones, sélo comparables, al menos cuantitativamente, a lo hallado en relacién
con mprF. Tanto c/sl como cls2 pueden estar asociados a la insensibilidad a

daptomicina observada en los aislados estudiados; casi el 90% de ellos mostraban
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mutaciones en al menos uno de estos genes. Se trata ademads de genes relacionados
con la biosintesis de fosfolipidos, dado que la cardiolipina sintetasa que codifican
produce una cardiolipina y una molécula de glicerol a partir de dos moléculas de PGN
(Short & White et al., 1972). Estos datos indican que la importancia de esta molécula
es bastante evidente, tanto que se ha observado que en fase estacionaria la
prevalencia de cardiolipina en S. aureus es mayor que la propia molécula que la
constituye, el PGN (Koprivnjak et al., 2011). Las mutaciones en estas zonas podrian
producir un efecto sumatorio con las alteraciones observadas en mprF, debido a que
se reduciria o incluso se suprimira la carga negativa aportada por la cardiolipina,
disminuyendo la atraccién entre daptomicina y la membrana bacteriana (Camargo et
al., 2008). No obstante, como es el caso de las mutaciones observadas en otros genes,
no hay correlacién clara entre las mutaciones aparecidas y el nivel de resistencia
adquirido. Existen aislados que con el mismo perfil de mutaciones adquieren CIMs de
daptomicina muy diferentes, del mismo modo que se pueden adquirir altos niveles de
insensibilidad sin apenas mutaciones en los genes principales asociados hasta ahora a
resistencia. Los datos obtenidos sugieren que la insensibilidad a daptomicina se puede
adquirir por diversas vias, a través de mutaciones en diversos genes, de modo que
numerosas combinaciones de mutaciones en diferentes genes pueden acabar dando

lugar al mismo resultado.

Estudios genédmicos sobre estafilococos no sensibles a daptomicina (Friedman et al.,
2006; Peleg et al., 2012), han detectado grandes diferencias entre aislados clinicos no
sensibles y mutantes no sensibles obtenidos in vitro. Sin embargo, en relacién a los
mutantes obtenidos in vitro con alto grado de resistencia a daptomicina en este
estudio, es sorprendente que, a pesar de los notables incrementos de CIM
encontrados en algunas ocasiones, no se encontraron diferencias con los aislados
clinicos de los que proceden, a excepcidon del gen cls2. La adquisicidn de resistencia a
daptomicina, especialmente en aquellas cepas que consiguieron alcanzar niveles de
CIM desconocidos hasta el momento, podia sugerir la presencia de un mayor numero

de cambios. Sin embargo, de nuevo se observa una gran heterogeneidad. El 90% de los
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mutantes obtenidos a partir de St1 presentaron algun cambio adicional en los genes
estudiados, pero los procedentes de St6 mostraron una secuencia idéntica a su
predecesora. Las mutaciones obtenidas fue, en 8 de los 10 mutantes, F60S, y en un
solo caso T33N. En ningln caso una cepa presento ambas mutaciones y no se encontré
relacion entre la adquisicién de estos cambios y la nueva CIM de daptomicina que
adquirieron. Estos datos evidencian que la presencia de una u otra mutacién no
implica la facilitacién de la capacidad de adquisicion de mayores niveles de CIM.
Ambas mutaciones habian sido ya descritas previamente. Peleg et al., 2012 detectaron
solo la mutacion T33N en 2/9 mutantes obtenidas in vitro, resultado similar a nuestras
cepas; la mayoria no adquirié ninguna mutacién, mientras en nuestros mutantes sdlo
uno no adquirié ningln cambio; ademas, Peleg et al. registran la mutacién F60S tan
s6lo en un aislado clinico, a diferencia de nuestros resultados, donde hallamos dicho
cambio en la mayoria de mutantes obtenido in vitro, y en ningln caso en los aislados

clinicos estudiados.

Sin embargo, se determind un comportamiento diferente en los tres mutantes que no
adquirieron ningun cambio en cls2. Aparentemente, la presencia de mutaciones en F60
o T33 podria asociarse a la no reduccion de sensibilidad a oxacilina, dado que sélo las
cepas que no adquirieron cambios en dicho gen, revertieron su CIM para dicho

antimicrobiano.

En el caso de la cepa St 5, no se detectaron tampoco cambios en los genes cls1 vy cls2,
por lo que la no sensibilidad a daptomicina, salvo implicacion de mecanismos hasta
ahora desconocidos, debe estar asociada a las Unicas mutaciones halladas en mprFy
rpoB. Algunos de los primeros estudios ya encuentran alguna cepa con estas
caracteristicas (Pillai et al., 2007), y mas recientemente Song (Song et al., 2013)
describe una cepa no sensible a daptomicina seleccionada in vitro, que no presenta
mutaciones en mprF, aunque si en walK'y en clpP. Uno de los datos llamativos entre
los resultados obtenidos en este estudio es el hecho de que, basandonos sélo en estos

resultados, pareceria que lo excepcional es el comportamiento de la cepa St 5. Sin

121



VI. Discusion

embargo, si se observan los estudios publicados hasta el momento, este
comportamiento, la presencia de un pequefio nUmero de mutaciones en unos cuantos
genes especificos, parece el comportamiento mas habitual (Friedman et al., 2006;
Peleg et al., 2012), en especial en cepas clinicas, mientras lo excepcional seria el gran
nimero de mutaciones combinadas que se observan tanto en nuestros aislados

clinicos como en los mutantes seleccionados in vitro.

La unica cepa de las incluidas en este estudio que podemos considerar sensible a
daptomicina, ya que presenta una CIM = 1 mg/L, St 2, no presentd un perfil genético
diferente al resto con respecto a los genes analizados. Ello abre otro punto de
discusion importante, ya que este hallazgo implica que cepas incluidas en el intervalo
de sensibilidad presentan todas las alteraciones genéticas hipotéticamente requeridas
para convertirse en resistente, por lo que esta resistencia podria emerger en cualquier
momento, de modo que seria muy util estudiar en qué circunstancias estos aislados
pueden desarrollar resistencia clinica, y qué condiciona este paso, ya que los datos

obtenidos podrian eventualmente obligar a modificar los puntos de corte.

Por otra parte, esto reafirma la heterogeneidad que se observa de forma general en
relacion con la resistencia a daptomicina, y refuerza la idea de que todas estas
mutaciones posiblemente sean condicidon necesaria, pero no suficiente, para
desarrollar resistencia, y que deben existir otros factores hasta ahora desconocidos,
gue confluyan con estas mutaciones para acabar llevando a CIMs de daptomicina por

encima del punto de corte.

El perfil de mutaciones multiples en mprF avala que probablemente se trate de cepas
con una cierta relacion filogenética; sin embargo, no existen dos cepas con el mismo
perfil de mutaciones, lo que avala que, incluso en el caso de las cepas procedentes de
Badajoz, no exista clonalidad entre los aislados. La gran variedad de mutaciones

obtenidas y sus diferencias con las descritas avalan que patrones muy distintos de
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mutacion, al menos en algunos de estos genes, pueden tener una consecuencia final

muy similar, al menos en lo que a la actividad de daptomicina se refiere.

Los datos obtenidos en este estudio permiten asumir que, hasta el momento, no se
puede aceptar ningun patrén como asociado de forma inequivoca a la resistencia a
daptomicina, al menos si nos centramos en los genes mas relacionados en la literatura.
En cambio, de acuerdo a los presentes resultados, se puede afirmar que es muy
probable que el acimulo de cambios en ciertos genes relacionados con la membrana,
y que seguramente implican cambios en la permeabilidad de la membrana y en la
polaridad de la misma, dan como resultado la no sensibilidad a daptomicina.
Posiblemente ello puede ocurrir mediante la acumulacién de un pequefio nimero de
cambios con una alta repercusién en la fisiologia de la membrana, como seria el caso
de St 5, o acumulando un alto numero de cambios con menor repercusién individual,
pero que acaben teniendo un resultado final similar. La secuenciacidn completa de
estos microorganismo probablemente aportard informacion adicional valiosa, y dara
una idea de conjunto mas ajustada de los cambios globales en estos microorganismos,
aunque estudios previos realizados por otros autores apenas encuentran cambios en

genes distintos a los estudiados por nosotros (Song et al. 2013).

Con frecuencia, la adquisicion de factores que suponen un incremento de la
patogenicidad de un microorganismo o un aumento de su resistencia a los
antimicrobianos, supone una alteraciéon en la fisiologia del microorganismo que
repercute en una reduccion de la capacidad del microorganismo para competir con
otros de la misma especie en condiciones no selectivas (fitness) (Nielsen et al., 2012;
Schroeder et al, 2017), y que reduce la capacidad de supervivencia del
microorganismo en circunstancias en que la capacidad adquirida no suponga una

ventaja frente a otros microorganismos (Beceiro et al., 2013).

Con el fin de evaluar el coste en fitness que tiene para estos microorganismos la

adquisicion de las alteraciones fisioldgicas que condicionan su insensibilidad a

daptomicina, se evaluaron sus curvas de crecimiento. Para obtener esta informacién
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hubo que estudiar tanto sus ritmos de crecimiento de forma individualizada, lo que se
ha denominado como fitness sin competencia, como en presencia de un competidor
de la misma especie pero sensible a daptomicina (fitness en competencia). Aunque los
resultados mas esclarecedores se observan en el segundo de los experimentos
mencionados, en el primero ya se pudo apreciar la repercusion de las alteraciones
fisioldgicas condicionadas por la mutaciones de que son portadores en la velocidad de
replicacion de los microorganismos insensibles a daptomicina. El aislado clinico St 5,
portador de un nimero de mutaciones mucho menor que el resto, presenté un fitness
bastante similar a la cepa control, probablemente asociado a una menor alteracion de
su fisiologia, que hace que su curva de crecimiento sea similar a la de la cepa control.
Sin embargo, los otros 3 aislados clinicos (St 4, St 6, St 8) mostraron resultados mas
variables, reduciendo su tasa de crecimiento como se ha descrito previamente (Li et al.,
2017). El mayor niumero de cambios significativos en el genoma (St 6, con un total de
62 cambios), se asocié al peor fitness entre las cepas estudiadas. St 4 y St 8
presentaron un nimero de mutaciones muy similar (53 y 50 cambios respectivamente),
pese a lo cual St 4 presentd un fitness discretamente superior. No obstante, en
comparacion con St 6, los otros dos aislados clinicos presentaron una mejor curva de
crecimiento transcurridas 24 h de incubacién, en especial St 4. Probablemente no
todas las mutaciones tengan la misma repercusion en el fitness, lo que justifica estas
diferencias. Por otra parte, al no haberse estudiado el genoma completo, no se puede
descartar la existencia de otras mutaciones en loci no estudiados que puedan tener
también repercusién sobre el fitness de los microorganismos. No obstante, la
asociacion entre insensibilidad a daptomicina y deterioro del fitness viene avalada por
el hecho de que las cepas mutantes obtenidas in vitro en este trabajo, muestran un
pésimo fitness en comparacion no sélo con la cepa control, sino también de los

aislados clinicos utilizados en este estudio.

Un hallazgo interesante en relacién con los mutantes obtenidos in vitro a partir de St 6,

fue que St 6.1, insensible a dalbavancina, presentd un fitness practicamente igual al de

su cepa parental, mientras St 6.2, sensible a dalbavancina, presentd un pésimo fitness.
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Por otra parte, esta lentitud de crecimiento se observa fenotipicamente incluso en su
velocidad de crecimiento de colonias en placa. En el punto 4.1 del apartado de
Resultados se puede observar cémo incluso en el caso de algunos de los aislamientos
con un fitness menos deteriorado, como St 1.10, la formacién de colonias en agar es

significativamente mas lenta que la de sus predecesoras.

Sin embargo, las diferencias mas significativas se observaron cuando el estudio de
fitness se llevd a cabo en competencia con una cepa tipo sensible a daptomicina. El
crecimiento de los aislados clinicos y de los mutantes obtenidos in vitro junto con una
cepa control sensible, en proporcién 1:1, llevd a una dréstica reducciéon, cuando no a la
total desaparicion de la cepa insensible a daptomicina en un corto periodo de tiempo.
Ello indica que los cambios seleccionados en los microorganismos y aparentemente
vinculados a su insensibilidad a daptomicina, implican toda una serie de cambios
fisiolégicos que dificultan enormemente al microorganismo sobrevivir sin el factor

selectivo que supone la presencia del antimicrobiano.

Algunos de los aislados consiguieron subsistir, aunque su proporcion con la poblacion
silvestre se redujo drasticamente (13:1 en St 4 y 10:1 en St 5). Como era previsible,
estos microorganismos coincidieron con los que presentaron un mejor fitness

individual.

De nuevo la cepa clinica St 5 mostré un comportamiento peculiar, al presentar un
fitness individual practicamente idéntico al de la cepa tipo sensible, en ausencia de
competencia. Sin embargo, en competencia con una cepa tipo sensible, la relacion de
poblaciones paso en poco tiempo de 1:1 a 1:10 lo que supone que, aunque los cambios
no parecen afectar significativamente a su velocidad de crecimiento de forma aislada,
si repercuten a la hora de competir con otros microorganismos que no presenten esos

cambios.
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En conjunto, los datos obtenidos sugieren que, de forma general, los cambios
registraos en estos microorganismos, probablemente por las alteraciones fisioldgicas
de su membrana celular, reducen notablemente la velocidad de crecimiento y
multiplicacién de estos microorganismos respecto a un estafilococo sensible. Esto se
acentla cuando los microorganismos tienen que competir, incluso en el caso de
mutantes que presentan una velocidad de crecimiento relativamente normal de
manera aislada. En principio, este comportamiento hay que juzgarlo como un factor
favorable de cara a la posible difusién de la resistencia a daptomicina, ya que todo
sugiere que las poblaciones insensibles a daptomicina son poblaciones claramente
recesivas, que tienden a reducirse y a desaparecer tan pronto desaparece el factor de
seleccion positivo. De este modo, en condiciones clinicas, es probable que la aparicion
de mutantes insensibles a daptomicina esté habitualmente vinculada a un uso
intensivo de farmaco, y que una racionalizacion de su uso deberia repercutir

rapidamente en su reduccién o desaparicion.

Otra conclusion importante que se obtiene de nuestros resultados es que la reduccion
del fitness es un hecho basicamente cualitativo, de modo que presentar valores de
CIM de daptomicina de 4 mg/L o mucho mas elevados, no repercute significativamente

en el fitness, que es malo en todos los casos.

Un factor de patogenicidad fundamental en estafilococos es la capacidad para formar
biopeliculas que les permitan adherirse a diferentes superficies. La evidencia surgida
del estudio anterior, junto con los datos ya existentes en otros microorganismos, como
S. pneumoniae, de que la adquisicion de resistencia a antimicrobianos reduce su
patogenicidad (en el caso de S. pneumoniae, se ha demostrado que la adquisicion de
resistencia a determinados antimicrobianos reduce significativamente la capacidad del
microorganismo para producir bacteriemia) condujo al analisis de la formacién de
biopeliculas en las cepas que dieron lugar mutantes con alto grado de resistencia a
daptomicina con respecto a su cepa parental. Como ya se mencioné en el apartado 2.3

de la Introduccidn, esta formacién se basa en una estructura organizada producida por
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la propia especie que le proporciona la capacidad de adherirse a diferentes superficies
(Siala et al., 2014) otorgandoles resistencias frente algunos antimicrobianos, al actuar
como una barrera que impide al antimicrobiano interactuar con los microorganismos
(Mah & O'Toole, 2001; Spoering & Lewis, 2001; Reffuveille et al., 2017), e incluso

actuando como defensa frente al estrés ambiental (Kim et al., 2018).

Los resultados de este estudio no muestran la composicion de la matriz que conforman
las biopeliculas, pero si muestran como para nuestros mutantes, la adquisicion de
resistencia a daptomicina no lleva a una disminucion en su capacidad para la
formacién de biopeliculas, sino que presentan una proporcidon bastante similar a la
cepa parental de la que proceden los mutantes e incluso, en algunos casos, claramente

superior.

Se han relacionado varios genes con la formacién de biopeliculas. Sin embargo, en este
estudio solo se ha estudiado, en relacion a esta capacidad, el gen agrA, el cual no se ha
visto afectado en ninguna de las cepas estudiadas. Se sabe, que una represién de este
gen es necesaria para la formacién de biopeliculas (Archer et al., 2011; Reffuveille et al.,
2017); no obstante, existen mds genes relacionados con la regulacién de su
produccién como ica, sarA, sigB... (Archer et al., 2011), por lo que el estudio detallado
de la formacién de biopeliculas es mucho mas complejo. Sin embargo, nuestro datos
sugieren, desde el punto de vista fenotipico, que las alteraciones de la membrana
celular asociadas a la resistencia a daptomicina no afectan a la baja a este factor de
patogenicidad en concreto, que puede quedar inalterado o incluso potenciarse en

algunos casos.

Llegados a éste punto, realizar un estudio fenotipico se ve claramente necesario.
Debido a que la zona mas relacionada con la no sensibilidad a daptomicna en S. aureus
es la membrana plasmatica bacteriana, la parte del estudio en la que se centré el
analisis fue en la composicion lipidica y de acidos grasos en esta zona. Los resultados

permitieron comprobar desde el punto de vista fenotipico lo que se podia intuir desde
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el punto de vista fenotipico. Dado que la cepa que logré seleccionar mutantes con
mayor grado de resistencia a daptomicina fue St 1, la evaluacién de los cambios a nivel
de membrana que podrian aparecer en S. aureus se realizd sobre ella y algunas de sus

mutantes.

S. aureus presenta en su membrana fosfolipidos, fosfatidilglicerol y cardiolipina (Li et
al., 2017), lugar donde daptomicina se une y tiene su actividad antimicrobiana. Por
tanto, tiene sentido que los principales genes afectados sean precisamente aquellos
gue estan vinculados a la formacion de dichas moléculas. El cambio de composicion de
la membrana en cepas no sensibles a daptomicina ya ha sido estudiado por autores
como Berti et al., 2012, que observaron un mayor engrosamiento, fluidez y una
disminucion de la carga negativa. Como se pudo observar en el apartado 6.2 de
Resultados, en todos los caso hay una disminucion del PG de la mutante obtenida in
vitro con respecto a la cepa parental, extremo ya planteado como uno de los
mecanismos posibles de resistencia a daptomicina (Miller et al.,, 2016). Este
comportamiento es ldgico dado que la primera interaccion que presenta daptomicina
es con el calcio y posteriormente con PG (Muraih etl a., 2011), por lo que si éste
diminuye, también lo hara su interaccién con daptomicina. Sin embargo, encontramos
comportamiento muy diferentes para los DPG y LPG, ya que cuando aumenta uno,
disminuye el otro y viceversa. En las que aumentan los lipidos con respecto a la cepa
parental, explicaria una posible mayor sintesis con aumento de la carga positiva en la
carga externa de la membrana, dado que los genes principalmente relacionados con
este comportamiento, mprF y cls, muestran numerosas mutaciones. Sin embargo, no
explican cédmo cepas con CIMs tan elevadas como St 1.8, reducen todos los lipidos que
estudiamos con respecto a su cepa original, a excepcion de los GL, componente que

aumento en todas ellas.

A pesar de ello, claramente se ve una alteracion tanto de lipidos como de acidos grasos,

ambos determinantes del grado de fluidez de la membrana. Se ha relacionado una

mayor fluidez en las membranas de aislados clinicos no sensibles a daptomicina con
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dicha insensibilidad (Mishra et al., 2009). En este caso, uno de los genes relacionados
con la sintesis de acidos grasos es el gen walk, en el que ninguna de nuestras cepas

presentd cambios.

Apenas se encuentran diferencias entre St 1 y sus mutantes con respecto a los acidos
grasos estudiados, que mantienen siempre la misma proporcion, excepto St 1.9, que
muestra una proporcion similar de los dacidos grasos iso y los normales. St 1.9
precisamente fue el mutante que mas redujo su cantidad de PG y LPG y mas aumento
sus DPG. Estos datos sugieren que la capacidad para adquirir mayor fluidez de
membrana, carga positiva y engrosamiento de la pared celular bacteriana puede
adquirirse de forma diferente, incluso afectando a las mismas zonas; sin embargo, se
ha comentado que no siempre existe una relacion entre la no sensibilidad a
daptomicina y los cambios en los indices de insaturacidon de acidos grasos, longitudes
de las cadenas mas largas o cambios en cadenas ramificadas (Jones et al., 2008; Mishra
& Bayer, 2013). Por lo tanto, principalmente, son las moléculas lipidicas quienes
estarian afectando en mayor medida y por lo tanto, condicionarian fundamentalmente

la no sensibilidad a daptomicina.

Para concluir, este trabajo deja un gran nimero de lineas de estudio abiertas, aun por
resolver, dado que la resistencia a daptomicina es mucho mas compleja que otros
farmacos. Es la primera vez que se consigue aislar cepas mutantes con tan elevado
grado de resistencia a daptomicina, por lo que se trabajo con un aislados con un gran
potencial y que proporcionaran muchas respuestas importantes, especialmente para el
entorno hospitalario. Un estudio de secuenciacion completa ofreceria mucha mas
informacién que enriqueceria los datos aportados en ésta memoria y lograrian
entender mejor ciertos comportamientos del fitness e incluso de la formacion de
biopeliculas. Ademas, como ya se ha comentado, un estudio in vivo con las cepas
obtenidas in vitro nos darian mas informacidn de cual seria el comportamiento real de
ellas en la practica, ya que como ocurre en muchas ocasiones, los experimentos in vivo

difieren de los resultados obtenidos posteriormente in vitro. Los resultados indican
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que los principales genes relacionados claramente estan afectando a la estructura de
la bacteria. Sin embargo, los datos obtenidos de los mutantes indican que deben de

existir otros cambios aun no relacionados que proporcionan dicho comportamiento.
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VIl. Conclusiones

1. La resistencia a daptomicina, en los aislamientos clinicos estudiados, se asocia
fundamentalmente a mutaciones en tres genes:

a) mprF, que codifica una lisil fosfatidil glicerol sintetasa relacionada con la
cantidad y situacién en la membrana de moléculas de lisil fosfatidil
glicerol y, en consecuencia, con la carga de dicha membrana.

b) rpoB, que codifica una RNA polimerasa.

c) cls1y cls2, que codifican una cardiolipina sintasa, relacionada con el

metabolismo de fosfolipidos de membrana.

2. En nuestro caso, el gen mprF, cls1 y cls2 muestra una cantidad de mutaciones
muy superior a las referidas en otros estudios; muchas de las mutaciones

halladas no habian sido descritas previamente.

3. Se detectan mutaciones en el gen mwil109, que codifica una proteina
hipotética donde previamente se habian descritos mutaciones asociadas a la
reduccion de sensibilidad a daptomicina. No obstante, al desconocerse el papel
de la proteina a la que dan lugar, no es posible evaluar su grado de implicacion

real en la resistencia a daptomicina.

4. la capacidad de obtener in vitro aislados con alto nivel de insensibilidad a
daptomicina, siguiendo el método establecido en este estudio, quedd reducido
a la presencia de dos caracteristicas: ser SARM con previa insensibilidad al

antimicrobiano con una CIM de 4 mg/L.
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El aumento del grado de resistencia a daptomicina no estd vinculado a un
mayor numero de mutaciones en los genes estudiados. Es probable que otros
genes no estudiados hasta el momento se encuentren implicados en el alto

nivel de insensibilidad.

La adquisicion de ciertas mutaciones en c/s2 podrian interferir en la perdida de

sensibilidad a meticilina.

La adquisicion de mayor grado de resistencia a daptomicina no implica una
reduccion de la formacion de biofilm, que en algunos casos podria ser incluso

mayor que en su cepa parental.

Los estudios de fitness demuestran que la mayor parte de los aislados
insensibles a daptomicina tienen una velocidad de multiplicacién muy inferior a
las cepas progenitoras, con una capacidad de competencia con cepas silvestres

muy reducida.

No encontramos diferencias significativas en la composicion de acidos grasos
entre mutantes de alto grado de resistencia a daptomicina y su aislado clinico
parental; sin embargo, observamos mayor variabilidad y heterogeneidad en la

composicion de lipidos de la pared entre los mutantes.
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Anexos

Primers redisefiados utilizados en las cepas que no amplificaron con los primers

iniciales. Todos los primers fueron disefiados en nuestro laboratorio utilizando el

genoma completo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 depositado en GenBank (gi:

685631213).

Anexo 1. Oligonucledtidos especificos y temperatura de hibridacién.

Genes Primer Secuencia del primer T2 de
5 >3 hibridacion
cls cls1.1N-D ATGACGTGAAAGGTGCAAAATG 53¢C
cls1.1N-R GCTTCAACTTCTCCACCTAACG
cls2.2N-D TGCGTATGAACAATCGAAACCAA 52¢C
cls2.2N-R cls2.2-R de la Tabla 5
mprF mprF-1N-D AACCATATTGTTCTGTTTGAGAT 49eC
mprF-1N-R ACTAAGTCGAAGGCACCAAA
mprF-2N-D AATGGTTAGCCGCTGCAGTT 542C
mprF-2N-R TAACCACGCAATTGCACCAA
mprF-3N-D TCGCAATGCTTTTGTTCAGCA 542C
mprF-3N-R AGTCGCTCTAAATCCACGGC
mprF-4N-D TTGGCGATCCAATCGGTGAT 54¢eC
mprF-4N-R AGCGCTTCAGGCATAACTGT
rpoC rpoC-1N-D AATGCAAATCAATCAAATAGCACAG 52¢C
rpoC-1N-R TGTTGCAAATCGTCCACCATC
rpoC-2N-D CTGGTCAAAGACTTACTCGTGC 522C
rpoC-2N-R TGCTAAATCTGTTGAATACTTCTGC
rpoC-3N-D TACAACTTTAGGTGAAGGTGGAT 522C
rpoC-3N-R TCACCGATAGATTGGGCTGC
rpoC-4N-D ACAGATGCTGGTATTGAACAAATG 53eC
rpoC-4N-R TCAACTTCTGCAACTGGTTTAGC
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Anexos

Primers redisefiados utilizados en las cepas que no amplificaron con los primers
iniciales. Todos los primers fueron disefiados en nuestro laboratorio utilizando como
cepa base la secuencia del aislado clinico St2, salvo para la realizacién de los primers

cls1.1x y mprF-7, que se utilizd la secuencia de St6.

Anexo 2. Oligonucledtidos especificos y temperatura de hibridacién.

Genes Primer Secuencia del primer T2 de
5 >3 hibridacion
mprF mprF-ZC-D TGTCGCGACGTTATTCACTT 53¢C
mprF-ZC-R mprF-3N-R del Anexo 1
mprF-ZC2-D AGTCAGCTTTATTCCTGGTGGT 54¢eC
mprF-ZC2-R TGCTGAACAAAAGCATTGCGA
mprF-SO-D TGAAGCGAGTATTTGTGACT 502C
mprF-SO-R CCCCACCACCAATAAATAGT
mprF-7-D GTAGGCTTTGGTGCCTTTAT 51eC
mprF-7-R TTTTTCCTCAGGGACACCTA
cls cls1.1x-D GTTCTGAAGAAGCTGCAAAT 509C
cls1.1x-R TCTGTTAACACGTTCCCATT
rpoB rpoB1.2-D TCGAACGGTGAACTATTTGT 509C
rpoB1.2-R ACCTTCTCTTAGGAACCACT
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