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ABREVIATURAS

ARN acido ribonucleico

ADN dcido desoxirribonucleico

BSA albUimina bovina sérica

BHI caldo de infusién de cerebro y corazén
BICP 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato
cMmi concentraciéon minima inhibitoria
EDTA 4cido etilen diamino tetracético
DDT ditiotreitol

DO densidad éptica

FIC concentracién fraccionada inhibitoria
Fus acido fusidico

Kb kilobase o kilo par de bases
NAc-MUR acido N-acetil-muramico

NBT cloruro de p-nitro azul tetrazolio
N.D. no determinado

PBP proteinas fijadoras de penicilina
PYR pirrolidonil-R-naftilamina

RAN resistencia de alto nivel

Rif rifampicina

rARN 4cido ribonucleico ribosomal

rpm revoluciones por minuto

SDS dodecil sulfato sédico

Str estreptomicina

TEMED N,N,N‘,N’, tetrametil-etilen-diamina
Tet tetraciclina

Tris tris-hidroximetil aminometano

Van vancomicina

UFC unidades formadoras de colonia
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1. INTRODUCCION



intraduccidn

Los antibiéticos glicopeptidicos han sido utilizados durante més de treinta
afios sin que hayan surgido resistencias significativas; esta situacién cambié en 1988,
tras la aparicion de cepas de Enterococcus resistentes a la vancomicina. Anteriormente,
hablan sido descritas cepas naturalmente resistentes, pertenecientes a los géneros
Lactobacillus, Pediococcus, y Leuconostoc, bacterias con escasa relevancia clinica. No
obstante, los antibiéticos glicopeptidicos siguen siendo una alternativa eficaz en el
tratamiento de infecciones producidas por enterococos. Hoy se conocen, al menos,
cinco fenotipos de resistencia en el género Enterococcus. Teniendo en cuenta el
incremento de la resistencia a R-lactdmicos y que, en algunos casos, la resistencia a
vancomicina es transferible, podemos afirmar que la resistencia a glicopéptidos puede

ocasionar un problema grave en el tratamiento de infecciones enterocécicas.

1.1 Género Enterococcus
1.1.1 TAXONOMIA Y CLASIFICACION DEL Género Enterococcus

El termino "entérocoque" fue utilizado por primera vez en 1899 por
Thiercelin, para describir un nuevo diplococo gram positivo de origen intestinal; en el
mismo afio, MacCallun y Hasting publicaron un caso de endocarditis producida por
Micrococcus zymogenes {hoy, sinénimo de Enterococcus faecalls); posteriormente, en
19086, la denominacién de Streptococcus faecalis serfa utilizada por Andrews y Horder
para describir un caso de endocarditis producida por un coco gram positivo (159},

manteniéndose ésta Ultima, hasta la década de fos 80 que cambid a £. faecalis.

En 1937 Sherman clasificé los estreptococos en cuatro grupaos:
piogénicos, viridans, |acticos y enterococos. El grupo enterococo ssta compuesto por
microorganismos que crecen a 10 y 45 °C, en NaCl al 8,5%, sobreviven a 60 °C
durante 30 minutos, y son capaces de hidrolizar la esculina. Estas caracter(sticas siguen
hoy vigentes para la diferenciacién de este grupo de cocos gram positivos. En el

esquema serolégico de Lancefield, propuesto a comienzos de la década de los 30, el
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ipo D se correlaciond con los enterococos de la clasificacién de Sherman, aunque no
1los los estreptococos grupe D son enterococos. La separacién en dos géneros
erentes de los estreptococos grupo D no enterococo y enterococos, no tuvo lugar

sta comienzo de los 80 {159).

Kalima propuso en 1970 que 8. faecalis y Streplococcus faecium fuesen
nsferidos a un nuevo género, el género Enterococcus (131); ésto no ocurre hasta
85, afio en que aparece en la Lista de nombres bacterianos aprobados del
ernational Journal of Systematic Bacteriology (157}, Tras la publicacién en 1984 del
bajo de Schleifer y Kilper-Bsiz, en el que se propone la nueva denominacién de
terococcus faecalis y Enterococcus faecium, para S. faecalis y S. faecium, como
nsecuencia de los resultados obtenidos de hibridaciones ADN-ADNy ADN-rARN entre
nas pertenecientes a estreptococos grupo D enterococos, y no enterococos y
‘eptococcus {210). Posteriormente, también se cambian las denominaciones de
‘eptococcus avium, Streptococcus casseliflavus,  Streptococcus  durans,

‘eptococcus gallinarum, y Streptococcus malodoratus (47),

En la novena edicién del Bergey’'s Manual of Systematic Bactericlogy,
1ro de la seccién 12 (cocos gram positivos), se describen en el apartado
-erococos, incluidas en el génere Streptococcus, |as especies S. faecalis, S. faecium,
avium, y 8. gallinarum (158). El género Enterococcus estd constituido, hoy, por doce
yecies, las cuatro descritas en el Bergey’s como Streptococcus enterococos, y las
uientes: Enterococcus durans, Fnterococcus casseliflavus, Enterococcus malodoratus
1y, Enterococcus hirae {71}, Enterococcus mundtii (54), Enterococcus raffinosus,

trarococcus solitarius, y Enterococcus pseudoavium {67).
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1.1.2 IDENTIFICACION

Los microorganismos del género Enferococcus son células ovoldes,
individuales o agrupadas en parejas o cadenas cortas, gram positivas; no forman
endosporas, y pueden ser méviles. Son anaerobios facultativos, pueden crecer a 10 ¥
45 °C, en NaCl al 6,5% , a pH 9,6, v en medios con 40% de hilis. Hidrolizan la
pirrolidonil-3-naftilamida, vy la esculina a 6,7 dehidrocumarina, Quimioorganotrofos,
presentan metabolismo fermentativo, siendo el producto final mayoritario de la
fermentacién de la glucosa el 4cido ldctico. No poseen citocromaos (test de la bencidina
vy catalasa negativos) excepto en presencia del grupe hemo que algunas cepas pueden

sintetizar pseudocatalasa {113, 158, 210}.

Reaccionan con el antisuero D de Lancefield, aunque algunos £. avium son
reconocidas por el antisuero Q {158, 210). El determinante antigénico, grupo especifico,
que responde al antisuero D de Lancefield es un 4cido glicerol-teicoico asociado con la

membrana citopldsmica (158}.

El contenido guanina-citosina {G -+ C) estd comprendido entre el 37 y 45
%. La estructura del peptidoglicano es de tipo A (Lys-D-Asp), excepto £. faecalis que
es de tipo B {Lys-Ala, ;) {210}, Son inméviles, excepto £. casseliflavus, E. gafiinarum y

algunas cepas de £. faecalis (158, 184).

Génerosrelacionados con Enterococcus son Streptococcus, Lactococcus,
Aerococcus, Gemella, Pediococcus, Lactobacillus, y Leuconostoc (113). Al clasificar una
cepa como Enterococcus debe ser diferenciada de estos géneros; especialmente, si se
trata de una cepa resistente a vancomicina, ya que entre el 90y 100% de las cepas de
los géneros Pediococcus, Lactobacillus, y Leuconostoc son resistentes a la misma (68).

En la Tabla 1.1 figuran las pruebas para la distincién de Enterococcus del resto de

cocos, y cocobacilos gram positivos.
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La hidrélisis del PYR vy la agiutinacién con antisuero grupo D de Lancefield
son dos pruebas imprescindibles para la correcta identificacién de cepas de! género
Enterococcus resistentes a vancomicina, Los enterococos hidrolizan el PYR mientras
que las cepas de los géneros Streptococcus | excepto Streptococcus pyogenes ),

Pediococcus, Leuconostoe, Lactococcus lexcepto Lactococcus garviae) y Lactobaciflus,

Tabla 1.1. Pruebas para la diferenciacién de Enterococcus de otros géneros de
bacterias gram positivas (68).

PRUEBA Enteroc Strept Lactoc Aeroco Gemella Pedioc Leuco Lactab

GAS DE GLU - - . . - + g4
RES. VAN - - - - + + +
GRUPC D + - - - - + -1+ -+
BILIS/ESC + - +/- +/- - + + + /-
PYR + + /- + + /- - - -

NaCl 8,56% + - +/ + - -f+ +f -+
LEU-AMI-PEP + + + . + + - +/-

Enteroc, Enterococcus; Strep, Streptococcus; Lactoc, Llactococcus, Aeroco, Aerococcus; Pediac,

Pediococcus: Leuco, Levconostoc; Lactob, Lactobaciflus, lLas prusbas propuestas son gas de glucosa,

resistencla a vancomlcma, aglutlnamén grupo D, bilis/esculina, hidrélisls de PYR, crecimiento con NaCl al
9 - < 25%, {-{+) 2B-50%, {4/} 51-756%, {+) >75%.

son incapaces de hidrolizarlo. La aglutinacién con antisuero grupo D ayuda a distinguir

los enterococos de Lactococcus, Aerococcus, Gemella, Leuconostoc, y Lactobacillus

{68}

La identificacién a nivel de especies de los enterococos puede realizarse
siguiendo el esquema propuesto por Facklam y Collins (67}, clasificdndolos en tres
grupos, segun los resultados obtenidos de la fermentacidn del manitol, sorbitol, sorbosa,
e hidrélisis de la arginina. El grupo | compuesto por E. avium, E. raffinosus, E.
malodoratus, y E. pseudoavium se diferencian por la fermentacion de la arabinosa vy
rafinosa. El grupo [l lo constituyen las especies £, faecalis, E. solitarius, E, gallinarum,
E. faecium, E, casseliflavus, y E. mundtii distinguiéndose por la fermentacion de la
arabinosa, sorbitol, y lactosa, por la movilidad y produccién de pigmento (67). Las cepas

de E. faecalis lactosa negativas pueden ser erréneamente clasificadas, siguiendo el
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esquema de Facklam y Collins, como £. sofftarius. Para distinguirlas es preciso realizar
pruebas complementarlas; como la reduccién del telurito y la fermentacién de la ribosa
{200). £. durans, E. hirae y E. faecalis (variantes asacarolfticas) pertenecen al grupo I
diferenciandose por la fermentacién de la sacarosa y rafinosa, y la utilizacion del

piruvato (687).

En la Tabla 1.2 se recogen las pruebas diferenciales propuestas en la
quinta edicién del Manual of Clinical Microbiclogy para la identificacién de las especies

de enterococo (69]),

Tabla 1.2. Pruebas para la identificacién a nivel de especie de Enterococcus (69).

ESPECIE MAN SORB SOR ARG ARA RAF TEL MOV PIG SAC PYU
GRUPO |

E. avium + + + - + - - - - + +
E. malodoratus + + + - + - - - + +
E. raffinosus + + + + + - - - + +
E. pseudoavium + + + - - - - - - + +
GRUPO I

E. faecalis + + - + - - + - + +
E. solitarius + + - + - . - - + +
E. faecium + - - + + . - - - + -
E. casseliflavus + - - + - + - - o+ + .
E. mundtif + - - + - + - - + + .
E. galfinarum + - - + + + + - + -
GRUPO 1l

E. durans - - - + - - - - - -
E, hiras - - - + - + /- - - - + /- -
E. faecalis - - - + - - + - - - +1-

Signos {-} < 10% positive, {+/-) 60-90% positivo, {+) >909% positivo. MAN, manitol; SORB, sorbitol;
SOR, sorbosa; ARG, arginina; ARA, arabinosa; RAF, rafinosa; TEL, telurito Q,04%; MOV, movilidad; PIG

pigmentaclién; SAC, sacarosa; PYU, piruvato.

E. faecalis es |la especie aislada con més frecuencia de muestras clinicas
y del tracto gastrointestinal humano (93, 199, 200). En agar sangre de caballo puede

presentar hemolisis @ y B, ésta Gltima asociada a la presencia de un pldsmido {124).
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También, asociada a plasmidos se ha comunicado la produccién de bacteriocinas {124)

y antibiéticos peptfdicos (BO, 150).

E. faecium es |la segunda especie en frecuencia de aislamientos en
muestras clinicas {93, 200). Durante algunos afios ha sido un "cajén de sastre” donde
situar a muchos enterococos atipicos que, hoy, forman parte de algunas de las nuevas

especies del género Enterococcus (199).

E. durans es dificil de diferenciar fenotipicamente de £. faeciumy E. hirae.
No obstante presentan escaso grado de homologla de ADN lo que justifica la separacidn

en especies diferentes {47, 136). Se afsla en raras ocasiones de muestras humanas

{200}, y con mavor frecuencia de pollos (b4).

E. casseliflavus, anteriormente denominado S. faecium var casseliflavus,
produce pigmento amarillo vy es mévil. Se aislé inicialmente de plantas {200), pero

recientemente ha sido implicado en infecciones nosocomiales en dreas quirtrgicas (184},

£. avium reacciona con el antisuero grupo D de Lancefield y, en muchos

casos, también con el Q. Junto con E. malodoratus son los Unicos enterococos

productores de SH, {47).

E. gallinarum son méviles y producen R-hemolisis en agar sangre de

caballo {200). Presentan resistencia intrfnseca de bajo nivel a vancomicina (144).

El resto de las especies, £. malodoratus, E. mundtii, E. solitarius, E.
raffinosus, E. pseudoavium, y E. hirae son aisladas, excepcionalmente, en muastras de

origen clinico {199, 200).



1.1.3 TIPIFICACION INTRAESPECIFICA

Ls tipificaci6n intrasspecifica de 1os anterococos se reshza mediante los

siguientas métodos: fagoupa, bacterocinotipia (enteracocinotipial, examen del
contemdo plasmidico, andtisis del patrén de restniccion del ADN total, y nbotipia. La
tpmticacion intraespecifics es imprescindible para justificar un brote epidémico puesto

que, tos caracteres fenotipicos y el patrdn de sensibihdad a los antibibticos, son

nsulicientes para distinguir unas cepas de otras (159},

La utilizacién conjunta de las técnicas de fagotipla y enterococinotipia,
han permitido 1a tpficacion del 8 7% de cepas en 187 tipos. Individualmente la fagotipia
permitid recanocer 25 tipos, el 79 % de las cepas tipadas, sunque of 61% pertenecia
o un solo tipo, y fa enterococinotipia, también, reconocio o 79% de lss cepas en 85

upos, la mitad de las cepas pertenecid al mismo tipo (159).

andlisis del contenido plasmidico ha sido utihzado, a veces, para
demostrar brotes epidémicos {159), pero su utiizacion rutinana es poco prctics ya que
las lisis rdprdas no ofrecen una cantidad suficiente de ADN para el astudio

slectroforédtico i163).

El andlisis del patron de restriccion dei ADN total. mediante electroforesis
de campo puisado, ha demostrado la diseminacién de una ceps productora de B-
lactamasa en 6 hospitales de 5 estados de U.S.A. {163). La misma técnica, resuelta con
un sistema de electroforesis convencional, se evalué positivamente para estudios
epidemioiogicos (101). También ha sido aplicado 8l estudio de 17 cepas de E. faecium
rasistentes a vancomicina. imphcadas an un brote de un hospital pedistrico, encontranda
que no vstaban relacionadas {22}, otros estudios epidemiologicos con este método si

han hallado relacion entre las cepas {25).
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La ribotipia discniming con manor eficacia qua ¢ andhsis del patrén del
ADN total (22, 101), considerandose recomendable para la cisermunacidn a nivel de
especie {1011 No obstante ha sidn utihzado en algunos estudos epejemiolégicos con

nepas resstentes a vancomioma (17, 1300
1.1.4 INTERCAMBIO GENETICO

Los enterococos intercambian genes de resistencia entre miembros de su
mIsMo género y con cepas de otrog géneros, incluyendo bactarias gram positivas (208,
244} y gram negativas (55, 235} Se ha demnstrado la adgwsicién de genes de
ramstencia i vive " mediante plismidos y vanspasones, conugativos o no {40, 43},
o “m ovitro . ademas, por transtormacion {73, 259). £l mecamsmo gue proporciona
mayor eficama en I transmisian gendtica es fa conjugacion de plasmidos qua responden
a feromonas, con frecuencias deo conjugacidn en calde que puade llegar a ser de 10"
(43}, La frecuencia de conjugacidn para los transposonas conjugativos es del orden de
107 (44), y aun mucho menores para plasmidos que no responden a feromonas y

ranSpOSONEs NO Conjugativos.

Las feromonas son péptidos hidrafébicos de 7 u B aminodcidos que

mducen la produccion de un conjunto de proteinas enla cepa donante implicadas en la

'5“.’“, i, ,-J-""‘ MN
THINANTE (pA) RECEFTOR DBONANTE (pB)

Figura 1.1 Esquema de la sintess y respuesta a tergrmonas propuesto por D.B.
Clewell {43},
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agregacioncontacepareceptora, producidndose acumudos visibles macroscdpicamente.
Bl plgsrmida codifica e comunto de proteinas mducsdas por las feromonas (285), algunas
san de superficie (62, 2331, v una de allas es agregants (82). Egta disma constituye una
sustancia gue, al mgroscopn electromen, aparece como material microfibrilar. La
sustanaia agregants se filia en la pared celular de Ta capa donante, y 58 une con el
producto enlazante (probablementa acwto hpotewoico) de la suparticie de fa receptora
(62), precisandose para ta umdn wnes fosfato y cationes divalentes, facilitando la
rransterenc del plasymdo que responde a feromona y de otros at Jos hubiera (45).
Como consecuencia de esta agregacion se facdita el proceso de conjugacion de
plasimidos, observandose frecuencias de conjugacidn en caldo de 3 a 6 drdenes de
magritud mayores en calulas nducidas frante a no nducidas (45), Los agregados se

producen alrededor de 40 minutos despuds de entrar en contacto el donante con la

taramona {2650},

Las cepas sin plasmidos excretan multiplas feromonas codificadas por
genes cromasdmicos, cuando adqueren un plasmido que responde a feromonas se
inhibe especificaments 1a produccidn de esa feromona {42). Al mismo tiempo, se
sintetiza un pépudo inhibidor compatitvo de la feromona a la que responde,
probablemente para ewvitar la autbagregaidn por mveles bajos de feromona enddégena
o de feromanas relacionadas (123). Han sido descritas once feromonas diferentes, el
andlisis de homalogia de ADN de la reg:dn que codifica la proteina agregante revela que
todas ellas, salvo 1a gue responde a cAM373, poseen una alta homologia, lo que sugiere
un origen coman (83). cAM373 es sintetizada por cepas de enterocolos, la mayorfa de
los Staphylococcus aurgus y aproxmadamante el 15% de Streptococcus sanguis, pero

no por los estahlococos coagulasa negativos (41),
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1.1.6 SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS

El patrdn de sensibilidad de los enterococos esta en centinua evolucidn,
ralacionandose con o cansumo de antkdheos en una mstitusidn g una zona geografica

determinada (92, 207,

La actividad de los antibidticos R-lactdmicos frente a enterococos es
vanable, siendo ampoiing el producto mas activo, segiedo de imepenem, penicilina,
grperacihing, meropenam, ticarchna vy carbenahng, ordenados de mayor a menor
actividad (85, 90, 931, En realdad, 1a ampicling es bgeramente mads activa que
pemciima, aungue existe ladea de que es muchd mds activa, probablemente debido al
usa de discos de 10 pg vy 2 U (1,2 ug raspectivaments, 1o que proporciona halos
mayoras con ampiciina (96). Las cafalosporinas no tienen actividad i vivo ™, aunque
se han descrito cefatosponnas con buena actividad “n vitro” no siendo eficaces en la

cHrmca {5, B7).

Los enterococns son tolerantes a todos los antibidticos B-lactdmicos,
resultando meficaces para obtener un efecto bactericida a concentracionas terapéuticas
(236). La consecucidn del efecto bactericida precisa asociar un ammoghcosido (117).
E. fascium es mas resistente a los Blactamicos que £ faecabs y el resto de los

entarococos (85, 90).

Et 90% de los £ faecahs son inhibidos por 4 pgimi de penicilina, 2 ug/ml
de ampicihina, y 2-8 pgiml de imsmpenem (28, 90, 93). Habauatmente, la tasa de
resitencia para la peruciling y ampicibing {CM) 2> 16) e proxima at 0%. Existen cepas
productoras de Rlactarnasas, que presentan ura CMI de 1 a 4, v =84 p/ml con
macuios de 107 y 107 UFC/mi respectivameante, no ewdencindose i resistencia con
mdeulo normal, Siendo aconsaiable 1a determinacsdn de Blactamass con mitrocefin para
datectar cepas resstentas (901 En un estutho multicéntriao estadounidense se ha

datectado un 1,6% de capas productiras de B-iactamagsa ($0) en trabajos europeos no

11
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han sido haliadas (85, 93, 241, 262). Las cepas productoras de B-lactamasa son

sensibles al imipenem, amoxiciing / clavulénico vy ampicina / suibactam (80, 149).

La produccion de B-lactamasa esté asociada a la presencia de plasmados
comugativos que, también, codifican resistencia de alto nivel a gentamicina {180} y que,
en al menos un caso, responden a feromonas (162). Han sido haltados diferentes
plasmudos con BJactamasa pero todos poseen regiones homologas, en particular la
codhbcante de la B-lactamasa (180, 221, 248). La localizacién plasmidica no es (nica,
habidndose sncontrado en el cromosoma de una cepa (194), formando parte de un
transposon (196). La B-lactamasa de £ faecalis probablements procede de la de S.
aureus, como lo demuestran los estucdios de hibridacidn, que ponen de manifiesto una
gran hamologia entre ambas (161, 269). Entre las diferencias habria que destacar que
1a expresion de la B-lactamasa de £. faecalis es constitutiva v el enzima se encuentra

kgado a la célula, mientras gue la exprasion de la de S. aureus es inducible vy el enzima

se hbera at medio (161),

La resistencia a @lactdmicos, en cepas europeas, es debida a un
mncremento en la produccién de ta PBP 5 de baja afinidad por pemcilina (75, 268);

también se ha propuesto un incremento de la PBP 4 {268).

E. faecium es cada dia mis resistente a los antibidticos B-lactdmicos;
Grayson y cols. comparan las CML,, y CML,, para ampiciiina de cepas aisladas en 1968,
an las Islas Salomoén de individuos que nunca habian recibido antibibticos, con las
procedentes de un hospital de Boston en los periodes 1969-1988,y 1989-1990, las
CML,,, y CMI,, para ampiciinade 2y 2, 8 y 32, y 64 y 128 pg/m! respectivamente {92).
En general, la tasa de resistencia a pamciina y ampiciina osciia entre ¢l 21 y 100%,
segun los autores (28, 90, 92, 262). Varios articuios comumcan que la CMIy, para
ampicihna se encuentra sntre §4 v 2 64 pg/mi, y entre 32y 128 4g/ml para imipenem.
Todos 108 aslados resistentes & ampicitina tambidn lo son a imipenam (28, 80, 93, 135,

20n.
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El mecamsmo de ressstencsa as, fundamantaimante v como en sl caso de
£ faecalis, tamodficaman de la afmidad de la PBP 5, siendo mucho menor an las copas
remiatantes (4, 75, 92); algunay cepas hparsensibles a peracihina pragantan una nuava
PP 5 (92), 0 ien carecen de ella (76); excepanonaimente, se han descnto otros

mecamsmos da resistencia (1 35)

La sensimlidad a (3 tactémicos de las especies de enterocosos digtintas de
£ taecabs y F faocium, ha sido mengs estuchada siendo en ganeral sensibley a
pencdima y ampicihna (90}, aungue se han descrito cepas resistentes de £ gallnarum

(20N v £ ratfinoses (90, 207),

Los aistados de £ faecahs resistantes a vancomicma son habatualmente
sansibles a ampicdinag (217, 238), aungue se han descrito dos cepas en U.S.A
productoras de - lactamasa y remstentes a ghcopdptudos {149), Simembargo, cepas de
E faecium resistentes a vanconucing son frecuentemente resistentas a armpiciina y

perscilina {166, 142, 143, 174, 238).

Los aminoglicdsidos son poco activos frente a los enterococos,
necesitandose concentraciones de 250 ug/mi de estreptomicing o kanamicina, y de 8
a 64 pg/ml de gentamicina o tobramicina para inhitvr a £ faecals y mayores para £
faecium (1591, Los aminoghcdsidos asociados a R-lactamicos producen un efecto

bactericida a concentraciones mucho manores (25 gg/m! de estreptomicinal {117},

La determmacian de la resistencia a alto mivel a aminoghicdsidos puede
levarse a cabo por los métodos de concentracidn unica en medio sohdo, microdhucidn
on catdo, rcrodilucion en cakdo comercial y disco/placa; el método mas sensible s el
de placas con una determmada concentracidn de antibidtico, incubadas 48 horas. Los
auwlamas comarcrates Pasco v MicroScan tienan una sensitilicdad para la deteccidn de
ba resistenca a 2000 pg/m! de estreptomicing y gentarmicma de 79y 96%, y 65y HB9%

respactivaments, tras 24 hotas de mcubacitn, majordndose o 93y 98%, v 88y 89%
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respachyamente al incubar durante 48 horas (203} Bl estudio de sensibdidad, por el
métodn de difusidn, se efactua con discos de estraptoming y gentamicina, con carga
de 300 y 120 ug respectivamaents, consdardndose sensibles con halos mayores 6
wpuates a 10 mm 204, carrelacionandosa al 100% con el método de places con

antnstico {203).

E faecals, enun estudio multicéntrico estadounidense, presentd unatasa
die resistenciy de alto mvel a estreptomucing y gentamicina de 26,2 v 23,1%
respectivamente (90); en otros astudos europeas, el mvel de resistancia se siua entre

el 10 y 30% para ambas antbioticos (8%, 93, 266, 241, 262).

La resistancia a estreptomicma, detuda a una alteracion ribosomal que no
permite la umdn con el antbidtico, representa menos del 5% de las cepas aistadas en
giimca (2681 el mecanismo de resistoncia mayontano es la presencia de enzimas
maodificantes, en particular una adeniltransferasa (AAD 6}, frecuentemente codificada
por un plasmudo. que también posee la fosfotransferasa (APH 3'), confinendo ressstencia
a kanamicina y amikacina {268). La resistencia de alto nivel a gentamicing es
consecuencia de la enzima funcional fosfo-acetil-transferasa (APH 27 AAC 67) (49,
152), Otro mecamsmo descrita, en una sala cepa, consiste en la alteracion especifica
del sistema de transports de gentamiona {268). Los genes de las enzimas inactivantes
de aminoglicésios residen habituatmente en pldsmidos autotransferibles {49, 152), v
entransposoneas (1201, Las cepas productoras de B-lactamasa, frecuentemnente, poseen

resistencia de alto nivel a estreptomicina y gentamicina (149, 160).

£ fapcium as rasistente al efecto sinérgico entre pgnciling o ampiciling
con kanamma, netiimicing, ssomicing o tobramicina, debido a la presencia de una
acebitransferasa (AAC 81 de bajo nivel no transfenble (8%, 268). La tasa de registencia
de alto mval para estreptomicing es aproximadamente 50-60%, 1a enzuna implicada es

una adamitransferasa 190, 241, 262 y para gentamicing se situa entre O y el 19% (85,
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g0, 93, 24, 262 debida a fa enzima bifunconal (APH 27-AAC 6') codificada por

ptasmdos (64),

La resistencia de alto mva! a ammoglodsdas tambidn se ha encontrado

en otras especies de enterococns distintas de £ faecaks y E. faeciurm (90, 282).

Se han descrito cepas de £ faecalis y E. faecium con resigtancia de alto
mvel a estraptonicing y/o gentarcna asociada 4 resistencia a gicopdptdos {156, 149,

238). paro esta asociacion no puede considerarse como frecuente (142, 143, 213),

Eritromicina intube a los enterococos a concentraciones de 0,1 a > 100
ug/mt, stendo 1a habitualmants de 1,5 pg/mi. Machas cepas son resistentas debdo al
gen ermfl codificada por 8l transposon Tnd1 7, mediante ta mettacion del 235 ARN

nonsarmmco (1411, La clindarmscina es nactiva (226).

Concentraciones de rifampicina, menoras o iguales a 8 pg/ml, inhiben a
la mayaria de los enterococos, pero la resistencia se desarrolla rdpdamente {63).
Asociaciones de nfampicina con Bactdmicos y vancomicina no han demostrado,
suficientementa, un efecto sindrgico (63). En un modelo de endocarditis experimental
producida por £ faecium resistents a vancomicinag, se comprobd la actividad de
rifampicima admimistrada conpuntarmente con ciprofloxacina y/o gentamicing, resultando
gue las asogiaciones gue contenian rifampicna fueron mas activas que gentarmicina y

ciprofloxacina al admimistrarse solas o asociasdas (255).

La actividad de tetraciclina es ascasa. Su uso frante a anterocotos se
Wrrnta al tratarmiento de infecoones unnanas ocasonadas por cepas moderadamante
sens:hles (2251, La tasa de resmtencia as det 80-80% seqgun los trabajos (158). Los

ganes de resistencia imphcadas son de fas clases Tet L, Tet M.y Tet O (18},

15



introduecidn

Cotrimoxazol itrimetroprim/sulfametoxazoll es activo “mvitre® e “in vivo "
frente a £ faecalis 196). No ocurre igual con E. faecium que puede ser sensible “/n
vitro”, pero “in vivo® probablamente es resistente, debido a su capacidad de asimilar
acido fohco exogeno {96). Existen estudios contradictonos respecto de la actividad
bactencida {159). La determinacion de ta sensibilidad dede hacerse sn medios sin timina

y/0 imidina, ya que éstas pueden ser incorporadas por los enterococos resultando falsas

rasistancias {50).

Ciprofioxacina inhibe al 90% de E. faeca/is con concentraciones entre 1-4
pg/mi 190, 260). Concentraciones mayores de 4 -8 ug/mi se requieren para inhibir al 90
% de £. faecium (90, 92). Otras quinolonas con actividad frente a enterococos son
otloxacina (93), pefloxacina y, con menor actividad, norfloxacna (260). Mutaciones
gyrA son rasponsables de la resistencia a las fluorquinolonas. Los distintos niveles de
resistencia dependen de la capacidad de entrads del antimicrobiano (165). Ha sido
demostrada actividad bactericida “in vitro * de ciprofloxacina asociada a ampicilina frente

algunos £. faecium resistentes a vancomicina, ampicilina y gentamicina {139).

En cuanto s los antibiéticos glicopeptidicos, se describe sumecanismo de
accion y resistencia en los apartados 1.2 y 1.3. La mayoria do los enterococos
permanecen sensibles a glicopéptidos. Las tasas de resistencia varlan segin las
publicaciones, siendo inferiores a! 1% en |a mayor parte de las publicaciones anteriores
a 1992 (28, 85, 90, 93), recientemente se han comunicado tasas de resistencia entre
1.119% (241 ,253), y excepcionaimente mayores. Asi, of 22% de los £. faecium aislados
de pacientes tratados en su domiciho en Okiashoma fueron resistentes (74). La tasa de
resistencia més aita de las recopladas por nosotros as del 27% de un centro de
roferencia de antibioticos det Reino Unido. Este ultimo porcentaje quizé no sea del todo
reprasentativo debiudo a que no se reciben todas las cepas aisladas (282).
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1.1.8 IMPORTANCIA CLINICA DE Enterococcus

Los enterococos son un patégeno nosocomial importants, al menos el 10
% de las infecciones de origen hospitalario son producidas por eftos; forman parte de
ta flora gastrointestinal humana, también puaden colorizar la orofaringe, vagina, y perind
de individuos sanos. La mayoria de las infeccionss ocasionadas por enterococas son de
origan enddégeno; recientemente se ha postulado la adguisicion de infecciones por via
oxogena, siando las viaa de contagio: persona-parsona y fomites; pudiendo ser éstos

ios mecanigmos da transmisién de los enterococos resistentes a los antibidticos (37,

147).

E. faecalls causa entre el B0-80 % de todas las infecciones producidas
por anterococos, y £ faecium abrededor del 5-16 %. El resto de los anterococos, como
E durans, F. avium, y E. raffinosus, son aislados sxcepcionalmanta {148). Los
anterococos causan infecciones, como endocarditis, bacteriemias, sopsis neonatales,
celulitis, abscesos, a infacciones urinariag, petvicas, y de dlceras de decubito {148). Se
ha reiacionado el aumanto del uso de cefalosporinas con el incremento de las

infeccionas nosocomialas de etiologla enterocécica (2564},

Aproximadamente ¢l B% de las bacteriemias son producidas por
enterococos (148, 159); observindose un elevado indice de mortalidad, entre el 30 y
50% (121, 146). El origen de las mismas es, por orden de frecuencia, el tracto urinario,
cavidad intraabdominal y heridas (91, 148). La administracién previa de antibibticos
como cefalosporinas, imipenem, aztreonam, y ciprofloxacina estd asociada a
bactariemias enterocdcicas nosocomiaies (14, 24, 91). La sepsis neonatal y meningitis
08 excepcional, en ocasionas ha sido descrita en unidades da cuidados intensivos
neonatales de forma epidémica (159}, Cuando se tiene la certeza de gue no hay
afectacion carciaca, para su tratamiento s suficiente la monoterapia (ampiciling o
vancomicing}{91, 121) si no, es preciso un tratamienta bactericida con asociaciones de

antibiéticos (genaralmentes imphca un aminoglicdaido){ 189
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Los enterococos son la tercera causa mids comdn de endocarditis, tras
estraptococos v estafilococos. Esta se presenta, habitusirments, en varones ancianos
con valvulas normaies o no, vy susle tensr un origen urinanio {153). Su tratamiento
requiera la asociacion de panicilina, ampiciling o vancomicing con un aminoghcdsido v,

8 menudo, recurrir al reemplazamento de la valvula afectada (195),

El reto terapdutica més importarta es la endocarditis produciia por cepas
con resistencia e alto nivel a aminoglicdsidos ya que, cuando ésta aparece, no existen
alternativas demostradas para conseguir efectos bactercidas con B-actimicos o
vancomicina. En estos casos, 5@ recurre a la agministracidon de monoterapia, con dosis
altas de un B-lactdmico o vancomicina, segun la sensitiidad a estos férmacos (63,
118). En un brote de bactenemias por £. faecium de tipo VanA con resistencia de alto
nivel a estreptomicina y gentamicina, y ampicilina, se observd qua el tratamiento con

ampiciling y aminoglicdsidos a aitas dosis no fue efectivo (158).

Williamson y cols, observaron en aslados resistentes a vancomicina un
mcremento en la susceptibilidad a penicilina en presencia de vancornicina (258), estas
observaciones fueron confirmadas por Leclercq vy cols., comprobaran que la asociacion
no era bactericida, este efecto lo consiguieron al afladir gentamicina (145). Shales y
cols. obtuvo efectos bactericidas en enterococos de fenotipo VanA y VanB con la
asociacidon vancomicina, penicilina, y gentamicina, que fue mdés bactercida que
gentamicina con uno de los dos antiuéticos {217). Aslmismo. en un modelo de
endocarditis expenmental producida por un enteracogo VanA moderadamenteresistente
a penicilina {CMI 32 ug/mb se demostrd qua la terapia de penicilina a altag dosis y
gentamicina era la mas efectiva jurto con la asociacidn de peniciline a baja dosis,
vancomicina, y gentamicing (32). También, resulté tit la asociacidn de teicoplanina o
vAncomicing a altas dosis con gentamicing para tratar una endocarditis experimental
producida con un £ faecium VanB (70). Gutmann y cola. han obaervado en dos cepas
de fanotipo VanA sinergia entre teicoplanina o vancormicing y peniciling, ampiciina o

colftriaxona. La CMI de ceftriaxons en prasencia de glicopéptidgos digminuyd més de rmal
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veces. El macanismo en una ellas estaba asociado con la sustitucidn de dos PBP de alto
peso molecular por la PBP 5 (99). El conjunto de estas publicaciones proponian como
alternativa ¢l tratamiento, de las infacciones ocasionadas por enterococos resistentes
a vancomicina, |a asociacidn de paniciting-vancomicma-gentarnicinag. Posteriprmenta 80
ha comunmcado an varios trabapos que la azockatidn de vancomicing y peniciling no era
smnérgica "in vitro” (95, 34, 78, 107). Las discrepancias se deben, probablemante, a |a
distinta susceptibilidad a los R-lactamicos de las cepas probadas (34, 78}, es preciso

astudiar en cada cepa la sensibilidad do las diferentes asociaciones propuestas.

Green y cols. han propuesto un ensayo para deterrmunar la sinergia entre
vancomicma y ampicilina. Sobre una placa microtiter se efectian diluciones geriadas de
ampicihna {18-0,25 pg/ml) y vancomicina a concentracion constante (8 ug/ml). Las
cepas qua obtienan CMI para ampicilina {con vancomicing) % 8 ug/mi se correapondieron

con cepas sindrgicas madiante la medida del tiempo de muerte, y con CMI > 18 no

observaron sinergia (94),

Otras alternativas propuestas son la asociacion ciprofloxacina/ampicilina
y ciprofloxacina/novobiocina que puaden ser bactericidas para algunas cepas resistentes
a vancomicina, penicilina y gentamicina, pero sensibles a ciprofloxacina (138). En un
modelo de endocarditis exparimental por enterococos registentas a vancomicing y
ampicilina se compararon ciprofioxacina, rifampicing, y gentamicina solas o combinadas
entre si, observindose que las asociaciones mas activas eran las contenian rifampicina
{2551, Este vlumo antibidtico es ineficaz en monoterapia pot la aparicion de mutantes

resistentes (2558),

Las infecciones del tracto urinario, producidas por entarococos, estan
asoctadas a manipulaciones genito-  urinprias, anormalidades estructurales, vy
hospitahzacion (146, 1591, Su importancia radics en ser la principal puerta de entrada
para las bactenemias enterococcas. £ tratamento de eleceidn og panictlina, ampiciina,

0 vancomicing, también puedan ser utifizadas nitrofurantoma, tetracicling, o eritromicina,
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En cuanto a las fluorquinolonas, incluyendo ciprofioxacing, no son recomendables (159),

aunque existe la pombiidad de tratamsentos eficaces con el nuevo producto

aparfloxacina {182).

Las infecciones de piel, tejidoa blandos, vy de henda quirtrgica son el
segundo lugar de origen de bacteriemias enterocdcicas. En miitiples ocasiones los
aislamiantos se producen en el seno de un proceso polimicrobiano., Aungue algunos
autores consideran Enterococcus coma meros cotonizadores on agas infecciones, el
hecho de que pusdan implicarse en bacteriermnias secundarias debe ser suficiente para

conswerarlos patdgenos (148, 178,
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1.2 ANTIBIOTICOS GLICOPEPTIDICOS

Los antibidticos ghcopeptidicos son producto de! metabolismo secundario
de gran numero de actinomicetos, habiendo sido encontrados en microorganismos de
los géneros Nocardia, Actinomadura, Actinoplanes, Streptormyces y Amycolatopsis
{188). El primar glicopéptido introducido en cmca fue vancomicing, descubigrto en
1958, producto del metabohsmo de un actinormiceto nocardiforme, Amycolatopsis
orientalis {anteriormente se denomind Nocardia orientalis y Streptomyces orientalis),
aislado del sualo de Bornao ¢ India por Eii Lity Company (129}, Tecoplanina fue
dgescubierta an la década de los 70, v se obtiens de la fermentacidn de una cepa e
Actinoplanes teichomyceticus (97). Otros antibidticos glicopeptidicos no utilizados en
chmca son dacaplanina, ristocetina (Otil an ol diagnostico de la enfermedad de von
Willebrand), avoparicina y actaplanina {usados en vetarinarial {15). Antibidticos
relacionados con los glicopeptidicos son log hpoglicopéptidos: daptomicina y

ramoplanina, habidndose realizado ensayos clinicos con ambos (31, 222}

1.2.1 ESTRUCTURA MOLECULAR Y RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD

Los antibidticos glicopeptidicos son moldculas complejas de peso
molscutar de més de 1400 Da. La estructura motecuwlar de vancomicina no se determing
hasta 1978, tras la aplicacidn de técricas de degradacién parcial, espectrofotometria

de masas, resonancia magnética nuclear, y difraccion de rayos X (183, 212).

Los ghcopéptidos presentan un heptapéptido central, formado por cinco
aminodcidos comunes para todos los miembros del grupo, y por dog aminodcidos, los
de las posiciones 1 y 3. que son especificos para cada uno de slios (191). También, se
diferencian los antibidticos ghcopeptidicos por los sustituyentes do los aminodcidos

aromaticos, halldndose radicalos cloruro, hidroxito, metilo, v azdcares y aminoanicares,
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Figura 1.2. Estructura general de los anibidticos gllcopeptidicos (18, 87).
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algunos de etlos especfficos para cada glicopéptido. Todos tienen 7 anillos arométicos

excepto vancomicing que tiena sdlo 5 (15).

En la Figura 1.2 se representa la estructura general de los antibidticos
ghcopaptidicos. Entre las diferencias de vancomicina y teicoplanina destacamos gue, los
ammodcidas 1 y 3 de vancomicina son raspectivamante N-meti-eucina y asparagina,
sin embargo, la teicoplaning tiene en ambas poswciones hidroxifenilglicina; v que
teicoplanina tiene tres azucares D-manosa, N-acetil-glucosamina y N-aciiglucosamina,
él ultimo de ellos, sustitwmdo por una cadens de dcido graso, miantras que vancomicina

prasenta un solo disacarido (D-glucosa-vancosamimal{®7),

La refacion estructura actividad ha sido revisada por Nagarajan (164). El
aminodcido 1 es crucial para la actividad. El grupo amino ge une al extremo carboxi-
terminal de UDP-N-acetilmuramico pentapépticlo mediante un puente de hidrégeno. Su

ausencia conduce a la perdida de accidn antibidtica.

El cambio del grupo hidroxi-bencilico por un hidrégenc del aminodcido 2
reduce a la mitad la actividad de vancomecina. La pérdida dei clorure R, dismuye la
actividad antibacteriana de vancomicing y teicoplaning, debido a ia pdrdida de afinidad

por el extremo D-alanil-D-alanina (164).

Ei aminodcido 3 de vancomicing es asparagina; cuando se incrementa la
tongitud de la cadena disminuye la actividad, &l resto de glicopédptidos poseen un radical

fandlico (164).

.os aminoanicares residen sobre el aminodcido 4 vy de sltos dependen las
caracteristicas farmacocindticas de cada antibistica. Algunas estén sustituidos por una
cadena de acidos grasos como por ejemplo on 1a teicoplaning, lo que le proporciona un
aumanto en fa vida media. La sustitucidn N-zcii o N-alquil de una cadena de 9 a 11

atomos de carbono incrementa W actividad de vancomicing; este incramento se
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marnfiesta espactacularmente frente a los enterococos resistentes a veancomicina
disminuyando |a media geométrica de la CMI desde 263 wy/mi hasta 4-6 g/mit (173).
El aminoazucar ha sido consklerado responsable de la agregacién plaquetaria producida

por la rigtoceting [181).

La eliminacidn dul cioruro det aminoécido 8 no tiene efecto enla actividad

antibacteriana {164).

1.2.3 MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accién da los giicopéptidos es la inhibicién de la sintesis
de la pared celular. Tambidn se publicaron, en la década de los 680, efectos directos
sobre la membrana citoplésmica e inhubicidn de la sintesis de acido ribonucleico {129,

183). Postenormente no se han implicado estos efectos en la accidn de vancomicina.

El bloqueo de la sintesis de la pared celular ésta motivado por [a inhibicidn
de las reacciones de transglicosilacién y tanspeptidacién, causas de un solo efecto, la
unidn de vancomicina al extremo terminal D-alanil-D-alanina del N-acetil-muréamico-
pantapéptido. La inhibicién de la transglicosilacién no permite la adicién de nuevas
umdades da N-acetil-murdmico-pentapséptido al peptidoglicano nacignte, agumuléndose
an el citoplasma, debido a que éste no se bbera del Hipido transportador (undecaprenil-P}
8n la parte externa de la membrana citopldsmica. Coma consecuencia de la inhibicion
de la transpeptidacion, se impide la maduracién del peptidoglicano, al no producirse el

antrecruzammnto entre las cadenas dal migmo.

£l resultado de la datencidn de la simesis do la pared celutar as que la
célula no pueds aumantar su tamads. Secundariamante se paraliza la sintesis de ADN,
ARN, y proteinas, v al continyyr actuando las enzimas sutolfticas, se produce la lisis

bacteriana (191). La bacteriolisg tans kiger sobrs odiulas en fage exponancial. La accidn
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Hoca de vancomicina desaparece en presencia de Mg*’ BO mM (129} y en medios
hiperosmaticos, misntras que teicoplaning no se afects, postuidndose que ka cadena do

acido graso de teicoplanina favoraceria la penetracidn de ta molécula en la membrana

citopldsmica, causando la lisis (38),

La unién de vancomicina al extremo D-atanit-D-alanina tiens lugar a través
de 5 puentes de hidrégeno (181), extremo comprobado por Sheldrick v cols., al
estudiar, mediante andlisis de rayos X, al complejo cristalino formado entre CDP-1,
producto de degradacion de vancomicing, y acetil-D-alanil-D-alanina {212}, Figura 1.3.
La unién de vancomicina a péptidos terminados en D-alanil-D-alanina sigue una cinética
de segundo orden (1886), el complejo final y el intermediario se encuentran astabilizados

por interaccionas hidrofébicas emtre el enlace peptidico v ef azvcar de vancomicina

{185).

Figura 1.3. Esquema de ta unidn antre acetik-D-alanil-D-alanina con aglicona de
vancomucina {181).
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Los antibidticos lipoglicopeptidicos presentan un mecanismo de accidn
dgiferente a los glicopdptidos. La daptomicing actda produciendo grandes alteraciones
morfolégicas (2471, caugadas por la inhibicidn de la sintesis de dcidos teicoicos y
hpoteicoicos {23, 31). La ramoplaning inhibe la sintesis de peptidoglicano,
probablemante impide ta formacién de UDP- N-acatib-murdmico- pentapéptido-P-P-

undecaprenil (222).

1.2.4 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD

El estudio por difusibn en agar de le sensibidad de vancomicina y
teicoplanina se lleva a cabo con discos de 30 pg; la interpretacion del didmetro de los
halos es distinta, segun se trate, de enterococos u otros gram positivos. Para los no
enterococos, los criterios de sensibilidad de vancomicina no han cambiado desde 1987,
Tabla 1.3, se considera sensible = 12 mm, intermedio entre 10-11 mm, y resistente
=9 mm {166, 168, 189, 171). El criterio inicial para teicoplanina fue sensible 2 14 mm,
intermedio 10-13 mm, y resistentas =9 mm {16, 169). Estos criterics han sido
modificados en 1993, &l NCCLS considera gensible con halos = 14 mm, iltermedio

entre 11-13 mm, y resistentes si =10 mm (171).

Los criterios de sensibilidad de vancomicina para enterococos han sufrido
diversas modificaciones desde 1987 hasta la actualided, Tabla 1.3, dabido a la
existencia de cepas de Enterococcus moderadamente resistantas y resistantes con halos
de 18 y 13 mm respectvamente (202, 231). Swenson y cols. propusisron considerar
halos de =15 mm sensiblas v = 14 mm resistentes (231). Willey vy cols. encontrareon
aceptables los criterios propuestos por el documenta M100-S3 del NCCLS (169),
aunque sugieren que se consideren moderadamente senaibies a partic de 210 en vez
de 217 mm (267). Log Ghtimos criterios propuestos por el NCCLS {171}, basados en el
trabajo de Swanson y cols. (2301, son: resistente = 14 mm, intermedio 15-10 mm,

sensible = 17 mm y ademas especifican que la lectura ha de realizarse tras 24 horas
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do ncubacidn con espacial atencién a la aparicion de colonias en los bordes de los
halos, v la categoria moderadaments sensible desaparece. Willay y cols. propusieron
para la deteccién de estirpes resistentes la inoculacion de 10° UFC en placas con 8, 10
o 12 ug/ml de vancomicina (257). Este método ha sido estandarizado recigntemente por
Swanson y cols., consiste en ia inoculacién de una gota con 10*10°UFC en placas de
BHI agar suplementadas con 6 ug/ml da vancomicina, la lectura se realiza a las 18 horas
de forma preliminar pero los resultados no son definitivos hasta las 24 (228). No

obstante, cuando se considere tratar con vancomicina una cepa de senaibitidad

Tabla 1.3. Didmatros de halo y puntos de corte de la CMI para vancomicina.

Documento NCCLS DIAMETRO DE HALOS {mm) CMI{gg/ml)
M2.-A3.82 1987{1686)

%9 10-11 212 232 16-8 =4
M2-Ad 1990{1688)
para enterococos %9 10-11 212 =32 168 =4
otros gram + =9 10-11 212 232 168 =4
M100-83 1991189}
para enterococos %14 1518 217 232 188 =4
otros gram + <9 10-11 212 =32 16-8 =4
M2-A5 1993{171)
para enterococos <14 15-18 =17 232188 =4
otros gram + =9 10-11 212 =32 16-8 =4

R resistante, | intermedio . M 8 moderadamants sensible, 8 sensible

intermedia determinada por el método de difusion, se ha recomendado confirmar
previamente la susceptibilidad madiante CM! {230). Los criterios de sensibilidad de
tescoplamng para enterococos, son en la actuadidad, idénticos a los de no enterococos
sengmble con halos = 14 mm, intermedio entre 11-13 mm, y resistentes si 510 mm
(171}, antenormants 8¢ considerd halos & 17 mm moderadamente sensible, 15-18 mm

marmedio, y 5 14 mm resistenta (16, 170}
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En métodos de dilucidn no existen diferencias de criterios entre
BMerococos y no enterococos, los puntos de corte actuales son para vancomicina (=
4 pg/mi sensible, 4-18 pg/ml intermedio, v 232 pgind resistents (171)) y para

teicoplanina < 8 ug/ml sensible, 16 intermedio, v = 32 resistente (170)).

Algunos sistemas semiautométicos y autométicos han sido evaluados para
Ia deteccion de enterococos resistentes a vancomicina. E! sistema Vitek, iniciaiments,
no resuitd eficaz {202, 257}, tras una maodificacién dal programa presentd una
senabitidad del 98% (256); el sistoma MicroScan Walk/Away presontd una sensibilidad
de!l 93%, mejorandose hasta ol 99% al realizar lectura visual (257}, vy el sistema Pasco

fue considerado aceptable por otra publicacidon (202).

1.2.5 ESPECTRO ANTIBACTERIANO

El espectro antibacteriano de vancemicina y teicoplaning es muy similar,
con algunas excepcionas. Ambas moléculas son activas frente a cocos y bacilog gram
positivos, Staphylococcus, Streptocaoccus, Enterococcus, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Micrococcus, Listeria, Actinomyces, Bacillus, Clostridium,
Eubacterium, y Propionibacterium (72, 250). Teicoplanina es bgeramente més activa
frante a Streptococcus, Enterococcus, S. aureus, Clostridivrn, Propionibacterium,
Peptostreptococeus, y Peptococcus (72, 97). Vancomicina es algo mds activa que
teicoplarina en Staphylococcus coagulasa negativos. La actividad es similar para Listeria
y Corynebacterium jeikeiurn (97). En la Tabla 1.3 figwan los rangos de CMI para

tewcoplarina y vancomicing de algunas bacterias gram positivas,

Akjunas bacterias gram positivas son resistentas, intringecamente, a los
antibidticos ghcopeptidicos; son las pertenecientas a log géneros Leuconostoc,

Pediococcus. v Lactobaciflus (228).
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Las bacteriag gram negativas son resistentes a los glicopdptidos, con
excapciones como Flavobacterium meningosepticurmn (12), Leptospira pormona {128),

Borrelia burgdorferi (53), y algunas cepas de Meisserfa gonorrhosae (72).

Tabla 1.4. Rangos de CMI para teicoplanina y vencemicina (97).

Microorganismo Vancomicina(ug/mi) Telcoplanina(pg/mli)
S. aureus 0,03-8 0.03-8
estafilococos coagulasa negativos 0,03-10 0,06-32

E faecalis 0,12-8 0,03-3,1
Streptococcus spp. 0,2-3.1 0,008-3,1
Clostridium ditficite 0.06-3,2 %=0,007-3,2
Clostridiurmn perfringens 0.2-6,4 0,02-3,2
Clostridium spp. 0,2-3.1 0,02-1.8
cocos anaerobios 0,02-0,6 0,02-0,25
Propionibactarium acnes 0.8-1.8 0.4-1,6
Listeria monocytogenes 0,1-1.8 0,2-1,6

C. jetkeiumn 0.2-1.,8 G.1-3.1

L.as CMB de glicopéptidos para las bacterias sensibles son de dos a cuatro
veces la CMI, excepto las bacterias del génaro Enterococcus que pueden necesitar hasta
100 pg/mi de vancomicina, concentracién entre 10 y 50 veces superior a los niveles
séricos alcanzados a dosis terapéuticas. El efecto bactericida frente a Enterococcus se
consigue con la asociacidn de vancomicina y un aminoglicdsido (estreptomicina o

gentamicina) (72).

Daptomicina y ramoplanina presentan un espectro de accidn similar a los
glicopéptidos, aunque ramoptanina es, de cuatro a ocho veces, més acliva que
vancomicina {128). Ambas, inhiben a los enterococos resistentes a vancomicina (126,
143). Ademds, ramoplanina es bactericida, sola, para enterococos resistentes a

vancomicing y/o ampiclking (128).

28



1.2.8 FARMACOCINETICA

Los pardmetros farmacocindticos son simiares para log glicopéptidos
comerciatizados difarencidndose, especialments, an la vida media, gue para vancormicina
as de 6-8 horas, mientras que para teicoplanina es de 40-70 horas. En pacientes
anuricos la vida media de vancomicinag es de 9 dias, siendo preciso ajustar las dosis de
ambos fdrmacos en individuos con la funcién renal alterada. La unidn de vancomicina
a proteinas plasmaticas es entre 10-50% (219), y de aproximadamente el 90% en
taicoplanina. El volumen de distribucion aparente es 0,81/kg para teicoplanina vy

hgeramaente suparior para vancomicina (0,92 I/kg) (220).

Los glicopéptidos no son absorbidos por via oral estando, esta via,
reservada para el tratamiento de la colitis pseudomembranasa. La forma de
admurustracion es madiante infugidn lenta intravenosa, en solucién salina o glucosada

al 5%. Tewcoplanina, puede ser administrada por via intramuscular (72).

La concentracidn an suero, transcurridas 1-2 horas de la administracidn
de 500 mg de vancomicina, es de 8-10 ug/ml, y da 4 pg/ml mantenidos durante 24
horas tras la infusién de 400 mg de teicoplanina. En liquidos pericérdico, sinovial y
ascitico los niveles son semejantes a los séricos (219). Vancomicina no alcanza el
quido cefalorraquideo, salvo que las meninges estén alteradas, pudiendo entonces
conseguir concentraciones de 1 a 7 pg/mi. En pacientas con meningitis, sin respuesta
al tratamiento endovenoso de vancomicina, se administran de 3 a8 5 mg por via

mntratecal (72).

Laexcrecidn as, lundamantatmente, por filtracién glornerular, apareciendo
en orna a las 24 horas al 80-90% do vancomicing, v ol 28% vy 44 % de teicoplanina a
las 24 horas y 4 dias respectivamenta. La hemodidlisia no retira cantidades significativas

de vancomicina y la didlisis peritoneal la elimina parciaimente (219, 220).
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1.2.8 EFECTOS SECUNDARIOS

La toxicidad de vancomicina ha disminuido, desde que se introdujo en el
mercado, gracias a la mayor pureza conseguida. Actualmente, puede producir
tromboflebitis y reaccionas aidrgicas con fisbre, urticaria, exantema y shock anafildctico.

Estos efectos son mas infrecuentes st el farmaco se inyecta lontamente (219).

El efecto secundano mas fracuente, al iniciar la terapia con vancomicing,
05 ol sindrome del cuelio u hombre rojo (248}, caracterizado por prurito y eritema de la
cara, cusllo y parte superior del tdrax y, en casos graves, angioedama y colapso
cardiovascular, debido en parte a una libaracidn de histamina (1 18). Eate efecto puede
gar provenido maediante la  administracién conjunta de wun antihistaminico,

difenilhidramina (248}, Al manos, se ha descrito un caso con teicoplanina (56).

La reaccion adversa mds grave 83 la ototdxica, que puede ser irreversible.
Es infrecusnta cuando los niveles méximos no alcanzan los 50 ug/ml, y comdn gi
superan los 80 pg/ml (72, 218). El riesgo de nafrotoxicidad se incrementa cuando se
adrministra conjuntamente con amnoglicésidos (72). Teicoplanina es ototéxica vy

nefrotdxica, aunque en menor grado que vancomicina (220).

1.2.8 INDICACIONES

Las indicaciones de los antibidticos glicopeptidicos son las infecciones
graves como septicemia, endocarditia, ete., causadas por 5. awreus vy Staphylococcus
apidermidis remstentes a meticikina, £. faecalis y E. faecium registentss a ampicilina
(72), en endocarditis causadas por Strepfococcus grupo vindans, Streptococcus bovis
119}, y Corynebacterium app., en maningitis caugadas por Stregtococcus pnoumoniae
con CMI > 2 ugimi a panicilina, en colitis pseudomembranosa eatafilocdcica y la

producida por €. difficde administrada por via oral {la administracidn endovencsa ha
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sio asociada a fallos terapéduticos (178)), en meningitis ocasionadas por F
meringosepticum, y en pacientes alérgicos a B-lactdmicos con infecciones debidas a

Staphylococcus, Streptococceus, v Enterococcus (72}

Son admunistrados con fines profildcticos, solos o en asociacidn con
gentamicina, en pacientas alérgicos a penicilina somatidos a manipulaciones dentales,

del tracto respiratorio, y en intervencionas genitourinarias y gastrointestinales (72).

Han sido wsados en la prevencidén de infacciones estafilocdcicas en
pacientes sometidos a didlimis periddica, v asociados a otros antibidticos en el
tratamiento empirico de la fisbre de origen desconocido an pacientas neutropénicos.

(98, 132, 237,

Teicoplanina es tan eficaz como vangomicing siendo utilizables de forma
mdtinta (138, 240). Las primaras evaluaciones de teicoplanina revelaron un alto
porcentaje de fallos terapéuticos {8 1), debidos probablemaente a la adminigtracion de una
dosis baja {200 mg/dia); en la actualidad se recomiandan 400 mg/ dia (72}, Se han
descrito fallos de teicoplanina an &l tratamiento de sepsis por estafilococos resistentes
a la misma, que se han resuelto favorablementa con vancomicina (27). Teicoplanina
presenta ventajas sobre vancomicina, meanor frecuencia de administracién, menor

potencial nefrotéxico y ototdxico (72).

Los ensayos clinicos con daptomicina tuvieron que ser suspendidos al
producwse fallos en el tratamiento de pacientes con bacteriemia. En estudios
postenores, se ha comprobado que ta umidn de daptomicina a atbumina (84, 103) v la
intgraccidn con el calcio a concentracionas sanguineas pudiaran ser la causa de astos

fracasos terapéuticos {103).
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Ramoplanina es escasamente tolerada, tras inyeccidn endovenosa 0
ntramuscular, sin embargo la admunistracidn tépica y oral fue bian tolerada; al no ser
absorteda por el tracto gastrointestinal podria ser usada para la eliminacién de

enterococos rasistentes a los antibiéticos de portadores intestinales {126)
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1.3 RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS GLICOPEPTIDICOS

l.as bacterins gram positivas, de interds clinico, han sido definidas
homogengamants sensibles a vancomicing, Este concepto cambed tras la aparicion en

1988 de Enterococcus v Staphylococcus registentes a ghicopdptidos (142, 235, 211).

Los primeros aislamientos, de Enferococcus registentas a vancomicina,
tuvieron fugar en 1986 en Inglaterra y Francia (142, 237). La primera cepa aislada en
Espafia fue obtenida an 1987 (108} y las primeras comunicacionas sobre cepas
vancomicina-regigstentes con resistencia transferible se presentaron por NOsores en
1989 (190}, Los aistamientos han sido asociados al tratamionto emphlico con
vancomicina de pacientas neutropénicos o inmunocompromatidos con sepais (98, 156,
133, 142, 237), aunque an otras comunicacionas no s8¢ ha relacionado al tratamiento

con antibidticos glicopeptidicos (179, 218, 213, 238).

Han sido descritos varios brotes de infecciones nosocomiales producidos
por anterococos resistentas a vancomicina {22, 26, 1568, 133, 147). Se ha postulado
que los animales de granja actuarian como reservorio de cepas resistentes, que llegarfan
al hospitai medhante la alimentacidn {(17), aunque parece més probable que el sentido
sea el inverso ya que s glicopéptidos no sa usan en veterinaria. La basqueda de
portadores fecales de enterococos resistentes a vancomicina reveld que entre al 5 y
15% de los pacientes hospitalizados los poseian segin fas dreas y el 2% de pacientes
no ingresados (130). En un brote por £. faciurn de fenctiopo VanB se comprobd que los
factores de riesgo para adquirik fa cepa epiddémica eran la proximidad a un pacienta
infectado, recbir cuidados de la misma enfermera y la contaminacidn de superficies fue
mayor cuando log pacientes infectados padecian diarrea {28). En otro brote la cepa se

vahucuhizd en un termamaetro electronico {147}

En 1981 Cherubin y cols. describen los primeros estafilococoa coaguiaaa

negativos resistentes a glicopdptidos (1256}, posteriorments se han descrita S. aureus
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127}, En 1994 g8 produca fa aparicidn, extraordinariamente alarmanits, de cepas de S.
aureus con resistencia a meticilima y vancomicing en un hospital de Caracas {(Venezuela)

(datos no publicados).
1.3.1 RESISTENCIA INTRINSECA

Las bacterlas gram positivas, habitualments resistentes a los antibidticos
ghcopeptidicos, pertenecen a los géneros Pediococcus, Lactobacitlus, Leuconostoc y
Erysipelothrix (88, 125). Laresistencia s constitutiva e intrinsaca, no conocidndose con
exactitud au mecamsmo (125), aunque probablemente dependa de la composicldn
refractaria a glicopéptidos del dipéptido terminal implicado en el entrecruzamiento del
paptidoghcanc (122). Recientements, dos grupos diferentes han demostrado en
Leuconastoc mesenteroides, Pedivcoccus pontosaceus y Lactobacillus casei que el
extremo de log precurgsores del peptidoglicano es -D-Ala-D-Lac, y gue 05tos precursores
no se unen a vancomicina (21, 110). El laboratorio de Microbiologia Clinica debe estar
preparado para identificar estos microorganismos (apartado 1.1.2) ya que pueden ser

confundidos con Streptococcus y Enterococcus resistentas a vancomicina {68).

1.3.2 RESISTENCIA ADQUIRIDA EN NO ENTERQCOCOS

La resistencia adquirida ha sido hallada en cepas de los géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Aerococcus y Enterococcus {128). French y cols. en
una carta comunican el aislamiento de cepas resistentes a vancomicina de los géneros
Qerskovia, Corynebacterium, Lactococcus y Arcancbaterium que insdélitamentae hibridan

con una sonda vanAd (79).
Las cepas de Staphylococcus resigtentes a glicopéptidos no susken

pragsantar resistencia cruzada entre vancomicing y teicoplaning, auncue algunas cepas

puaden poseeria. La rasistencia a teicoptanina no es infrecuante en estafilococos
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coagulasa negativos (Staphylococcus haemolyticus y S. epidermidis) mantenidndose
sensibles a vancomicina (88, 151}, incluso algunas de las cepas han respondido al
tratamiento con vancomicina (2 7}. "in vitro ", la teicoplanina induce mutantes rasistentes
con mayor frecuencia qua vancomicina {251). §. aureus resistentes a teicoplanina y

vancomicina son axcepcionales (125).

El macanismo de resistencia a glicopéptidos en Staphylococceus
permanece mal conocido, aunque se sabe que se sxpresa constitutivamente. Un estudio
de microscopla electrdnica revels que S epidermidis registente a vancomicing
prosentaba paredes celulares consierablemente mds gruesas que los estafilococos
sensibles y, en presencia del antibidtico, 38 producian cambios morfoldgicos, tilamentos,
septos anormalas, y pared celular doble (205}, La actividad antibidtica desaparsce
cuando se incuban los estafilococos con vancomicing o teicoplanina a concentraciones
subinhibitorias. Aunque no se demostrd modificacidn de los antibidticos, astas cepas
maostraron capacidad para secuestrar glicopéptidos. La teicoplanina fue secuestrada con

mayor aficiencia que vancomicina (206).

Estudios del contenido proteico de cepas resistentes a glicopéptidos
pusieron de manifiesto la aparicidn de grandes cantidades de proteinas de membrana
de peso aproximado de 33 o 39 kDa en S. aureus v S. epidermidis (191). Ha sido
posible obtener cepas de S. aursus resistentes a vancomicina, megdiants pases sucesivos
con concentraciones subinhibitorias. En estas cepas resistentes se observa la aparicién
de una proteina citopldsmica de 39 Kda, angrosamiento de la pared celular, y cambios
en la morlologia colonial, en la susceptibilidad a bacteriéfagos, en la detaccién dal

antigeno capsuiar, y en la susceptibitidad a la lisostafina (52).

También, han sido aisladas cepas de S. bovis, Stregtococcus morbiforum,
Streptococcus cremaoris, y ABrococcus viridans resistentes a vancomicina, procedentes

de muestras clinicas o ambientales. El mecanismo de resigtencia, adn ro ha sido

astudado.
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1.3.3 FENOTIPOS DE RESISTENCIA EN EL GENERO Enterococous

Existen, al menos, cuatro fenotipos de resistencia a glicopéptidos en el
género Enterococcus (48), definidos por el nivel de resistencia a vancomicing y
teicoplanina, 1a exprosion de la resistencia constitutiva © inducible, la capacidad de ser
transforida por conjugacidn, codificacidn plasmidica o cromosdmica, produccion o no
de proteinas de membrana, y molécula que sustituya a la D-Ala terminal del UDP-NAc-
MUR-patapéptido; en la Tabla 1.4 se describen las caracteristicas de los fenotipos

VanA, VanB, VanB2, y VanC.

Tabla 1.4. Fenotipos de resistancia a antibidticoa ghcopeptidicos en el género
Enterococcus.

FENOTIPO CMI CMiI  INDUCIBLE PROTEINA CONJU- PLAS- EXTREMO
~VANCO TEICO MEMBRANA GACION MIDOS PENTAPEPTIDO
Van A > 64 >18 8i 38 KD Si Sl D-lactato
Van B 16-32 <0,5 5l 39.5KD SI NO D-lactato
VanB2 >864 <0,B | - S NGO D-lactato
Van C 18-32 «0,8 NO . NO NO D-serina

Los fenotipos VanA y VanB se hallaron, inicialmente, en cepas de £.
faecalis y F. fascium (48), posteriormentes también se han descrito en cepas da las
especies £ durans (102, 234}, £ avium {89, 198), mientras que Van C sélo ha sido
halado en £. gaflinarum, y parece ser exclusivo e intrinseco de asta especie (144).
Algunas cepas de £ cassehffavus v E. flavescens presentan el mismo fenotipo que £
galtinarum, aungue no hibridan con el gen vanC (144), posteriormenta se ha demostrado

que estdn relacionadas (172}
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1.3.4 RESISTENCIA DE FENOTIPO VanA

VanA es el fenotipo que prasenta mayor relevancia clinica, al estar
presente on la mayoria de las cepas de £ faecalis v E. feecium, resistentes a
vancomicing. Al ser codificado por un transposdn, que habitualmente estd integrado en
plasmudos, puede diseminarse entre ka poblacidn de Enterococcus sensibles. También
pueds digaminarsa antre cepas con resistencia de bajo nivel, como ha ocurrido en cepas
do £. galtinarum y E. casselflavus aslados de las heces de un paciente tratado con
vancomicina por via oral (58), v an un amlado clinico de £ avium con resistencia
constitutiva de bajo nivel a vancormcina y teicoptanina que tambisn poseia un plasmido
de alto paso molecular con el detarrmnate vanA (198). La mayorfa de las cepas son de
onigen humano pero tamiuén han sido aslados £ faecium procedentes animales de
granja en ol Reino Unido (171, y £ faeciem y E. durans de aguas residuales en Alemania

{134}, Reino Unido {17}, v Espafia {234).

La resistencia as inducible, y de alto nival para vancomicina y teicoplanina
(48). Recientemente han sido aisladas 18 cepas con resistencia de alto nivel a

vancomicina y sensibles a teicoplarina que hibridaban con una sonda vanA (262).

La agrupacitn de genes wanA estd constituida por tres genes
estructuraies, dos genes reguladores, y dos gensas innecesarios para ka expresion de la
resistencia vanY y vanZ. Los genas astructurales son vanA, vanH y vanX. El producto
de vanA es una protaina de membrana de aproximadamenta 39 KD del tipo de las D-Ala-
D-Ala hgasas, vanH codifica para una proteina de 35 KD relacionada con g-cetodcido
reductasas y vanX codifica para una proteina de 202 aminodcidos con funcién

dipeptidasa (192). Los genes regultadores son vanR y vans relacionados gon los genes

reguladoras de la subclase OmpR.

Arthur y cols. encontraren en o8 extramos dol conjunto de genes vanA,

del plasmido pl8 16, unas secuancias imparfectas, invertidas, y repetidas, proponiendo
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quae los genes de resistencia a vancomicing ostdn ingluidos en un trangposdén, el
Tnl546. Sa determind la secuencia de la zona comprendida entre el gen vanR v la
secuencia de bages invertidas y repetidas, detectdndose la secuencia de dos zonas ORF.
ORF1 uens una homologia del 58 v 42%, con las transposasas de Tnd4.30 de Bacillus
thuringiensis, y de Tn217 de E. faecalkis, reapectivamenta. QORF2 tiene una gecuencia
que osta relacionada con las resolvasas, Res del plasmido pIP404, v la del Tn377. Del
andlisis, de las sacuencias de ORF1, ORF2, v las terminales IR, concluyeron que Tn7546
0% un transposdon, de 10.851 pb, estructuralimente ralacionado con la familia del Tn3,
migntras que las proteinas ORF1 y ORFZ guardan mayor homologia con proteinas de

gram positivos (12).

Fl trangposon as raphcativo y conduce a la formacidn de caintegrados,
produciendo una duplicacién de 5 pb en la diana, estas caracteristicas son tipicas de los

transposones de la famiia Tnd,

Mediante amplificacién de ADN se pudo comprobar, que el Tn7546 o
elementos relacionados se encontraban en otros plésmidos con resistencia a
vancomicina, distintos del pi816, procedentas de diversos lugares del mundo (12).
Recientemente, Handwerger y cols. han comprobado la heterogeneidad de la agrupacion
de genes vanA en cinco cepas. Han obsarvado diferencias en la organizacién por
adquisicidn de ADN o por recrdenacion de algun gen. Tres de ellag albergaban, entre
vanS y vanH, un fragmento de ADN de 1.4 Kb relacionado con las secuencias de
nsercion IS1165y 151181 de L. mesentervides v S. aureus, respectivamente. Las dos

restantes tenfan una nueva disposicion la regidn ORF1 (111)

Los plasmidos que albergan el grupo de genes vand tienen un tamafio
antre 34 y 50 Kb (142, 238}, y son algunos de elos wransferibles a cepas de
Enterococcus por conjugacion. Las frecuencias de conjugacitn son del ordan de 10% a
107 (transconjugantes / donantes) (108, 143). La alta frecuencia de conjugacion (103

de algunos plasmidos se explica por responder a feromonas {108} Los pldsmidos con
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resistencia a vancomicina pueden albergar o no, otros genes de resistencia, habiéndose
asociado con resistencia a entromicing, tetraciclina, kanamicina, y/o estreptomicina (61,
108, 238). En algunas cepas del fanatipo VanA no se han detectado pldsmidos, aunque

s trangfarian |a resistencia por conjugacidn (216, 218, 238).

La oxpresion de la resistencia es heterdloga, observidndose diferentes
grados de resistencia segun la especie. Asi, 03 alto en £ faecksmn, F, faecalis, L.
monocytogenes, intermedio en S. pyogenes v S. sanguls, v bajo en Streptococcus
factis 1143). La resistencia puede transterirse por coryugacion a otras especies antre [ag
que se incluyen: L. monocytogenes, S. pyogenes, S. lactis, y S. sanguis (143). La
agrupacion de genes vand ha sido trangferida por transformacion a S. sanguis, vy 8.
thuringiensis, axpresandose la resistencia en grado aito y medio, respectivamente,
Tambidn, plasmidos con resistencia VanA han sido introducidos por transformacidn en
Bacillus subtilis, §. aureus v Fscherichia coli sensible 3 vancomicina, no expresdndose
ta resistencia (26, 48). Pogteriormante Noble v cols. han comunicadao la transferencia
y expresién de la resistencia a vancomicina, mediants conjugacién en ausencia da ADN
plasmidico desde un £ faecalis a un S. aureus, pero ésta no pudo transferirse de
estafilococo a estafilococo (177). Las causas de la expresion heterdloga de la resigtencia
gon desconocidas, teniendo en cusnta que, muchos promotores de Enterococous
funcionan en Bacillus y E. coli, y que la proteina VanA se expresa en minicélulas de £,
coli. De este modo, no parece que ta expresidn haterdloga dependa gdlo de una falta de
transcripcion de los genes, sino do factores relacionados con el transporte y/u

orientacitn en la membrana de alguna de las protednas implicadas en la resistencia (28).

El primer gan estudiado fue vend, clonado o partir del plésmido plP816
de 34 Kb aislado de un F. faecium (26). Bl producto de vand es una proteina de 39-40
KD (59), locahzada en la mambrana citopiésmica {174, 216). Esta proteina es inducible
(143, 213), vy la canmtidad sintetizada estd relacionada con la concentracion de

glicopéptido en o medio (174). Vancomicing, teicoplanina y otros ghcopéptidos son
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nductores en difareme grade no conocidndose la causa de la distinta capacidad

inductora (2186).

La secuencia de aminodcidos, obtenida a partir del gen vanA, tiene una
homologia del 36% con la secuencia de aminodcidos de la enzima D-Ala-D-Ala ligasa
de Saimonelia y del 28% con D-Ala-0-Ala hgasa de £. coéi. La enzima D-Ala-D-Ala-ligasa
produce un dipéptido D-Ala-D-Ala, que serd afadido a UDP-tripéptido forméndose el
UDFP pentapdptido {51}, La proteina VanA funciona comon una £)-Ala-D-Ala-ligasa, como
se demostro an un ensayo de transcomplamantacidn, realizado con ung cepa de £ colf
portador de una mutacion termosansible (69). Tras la punficecidén ge calcularon las
constantas cindticas de VanA en su aceidn como D-Ala-D-Ala-higasa, o gue demostrd
una espacificidad de substrato diferemte a lag D-Ala-D-Ala-ligasas de gram negativos.
VanA une con mas eficacia una D-Ala con D-Met o D-Phe, qua con otra D-Ala (29). Los
datos previos a la secuenciacidn del gen vanH sugirieron que el extremo final del
peptidoglicano naciente serfa -D-Ala-D-Phe o -D-Ala-D-Met, resultando un pentapéptido

con escasa o nula afinidad por vancomicina (29).

vanH codifica para una proteina de 322 aa, descubierta en un fragmento
de 5,5 Kb necesario para la expresion de la resistencia a glicopéptidos al encontrar una
zona ORF posterior al gen vand. Su secuencia guarda una homologia del 18-30% con
tres deshidrogenasas 2-hidroxicarboxidicas o g¢-cetodcide reductasas (13). Las
dashidrogenasas llavan a cabo 1a reaccidn:

VanH
R.CO.COOH _- - R-HCH.COOH

NADPH+H" 0 RADH+H* HADP*o NAD®
vani puede utifizar como donanta de protones NADP 6 NAD aunque tiene
preferancia por of NADP. Posee mayor afindad por substratos en los que el radical R es
una cadena alifdtica corta, CH,- ipiruvatol 4 CHCH,- (2-cetobetirato), que por

substratos con cadena larga, al comtrara que las otras deshidrogenasas homdlogas. La
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reduccién del piruvato a D-lactato, sin formacidn de L-lactato pone de manifiesto la

astaroespacificidad del enzima (8),

Tras conocer la funcionalidad de VanH, se postuld gue el axtremo de!
peptidoglicano naciente seria un g-hidroxi-derdo, en vez de los amingdcidos D-Met o D-
Fhe, propuestes en principio. Bugg y cola. comprobaron que VanA era capaz de unir D-

Ala con los a-tludroxidcidos: 2-hidroxbutirato, 2-hidroxivalerato, fenil-lactato y lactato

(30).

Con objeto de aclarar, que molécula serfa la que se une a D-Ala, y el
sentido de la reaccidn catalizada por vank, Arthur y cols. consigaieron un mutante
incapaz de sintetizar VanH, tras la insercidn del gen de resistencia a kanamicina aphA-1
en vanH, el mutante resultd sensibla a vancomicina. La resistencia a vancomicina fue
restaurada al afade al medio de cultive DL-2-hidroxibutirato o DL-lactato, vy no se
recuperd cuando se afadia 2-ceto-butwrato o 2-D-aminobutirato. Con eflo quedaba
demostrado que un g-hidroxidcido seria el producto final de la accidn de VanH,
descartdndose que el a-hidroxidcido fuera substrato de una trangaminasa para la

produccidn de un nuevo aminoacido.

De log dog g-hdroxiacidos propuastes, D-lactato y D-hidroxibutirato, el
D-lactato restablece la resistencia a concentraciones 5 que veces menores que el D-
hidroxibutirato, y dado que el prruvato es producto de la via homofermentativa de las
hexosas, D-lactato deba ser él que se una a la D-Ala (9). La capacidad de unién de la
vancomicina a péptidos cuyo extremo tarminal es D-Ala- a-hidroxidcido es précticamente
nula {30). En la Figure 1.4 se reprasenta las vias activas en enterococos sensibles y

resistentes a glicopéptidos en la sintesis de ta pared celutar.
El andlisis de ios precursores citoplasmaticos del peptidoghicano, mediante
HPLC, reveld que en células inducidas hay una disminucidn considerable de [-Ala-D-Ala,

un incramanto de UDP-NAC-Mur-tripéptido, vy aparece una nuava sustancia que esta
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urda a UDP-NAce-Murdmico (20}, Este precursor fus aisiado e identificado por
espactrometria de masas comao UDP-NAc-Mur-L-Ala-D-Ghuw-L-Lys-D-Ala-D-lactato {109,
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Figura 1.4. Representacion esquemdtica de !a sintesis dei peptidoglicano en
anterococos sensibles y resistentes a glicopéptidos.

154). €l precursor UDP-NAc-Mur-L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-lactato se une a las PBPs
medianta acilacién y con salida del D-lactato para tener lugar las reacciones de
transpeptidacién o carboxipeptidacidon, la unién de depsipdptidos a las PBP fue
comprobada por Ramussen y Strominger a! aislar carboxipeptidasas sensibles a

penicdina (7).

"In vitro", Bugg y cols. demostraron que ¢l complep -D-Ala-D-a-
hidroxidcido era ligado al UDP-NAc-MUR-tripdpticio con e enzima adicionador de D-Ala-

D-Ala de E cokl, formande UDP-NA¢-MUR-tetrapéptido-a-hidroxidcido. También
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extractos crudos de £ faecium fugron capaces de formar NAc-MUR-pentapéptido a
partir de NAc-MUR-tripéptido v D-Ala-D-Phae o D-Ala-D-Meat. No parsce necasario un
enzima especifico para unir el producto D-Ala-D-g-hidroxidcido a UDP-MUR-NAc-

tripépticdo (30).

El gon vanX o3 imprescindible para la expresién de la resistencia. Es una
proteina de 202 aa que no presenta homologia con otras protainas. Su funcién
dipeptidasa se ha esclarecido recientemeante (192), inicialmante se postuid que debla
actuar en un paso posterior a la formacién dal NAc-MUR-tetrapéptido-D-lactato (10},
Reynolds v cols, han demostrado que Van X hidrolza el dipéptido D-Ala-D-Ala, pero no
es cepaz de hidrohzar los precursores del peptidoglicano: UDP-NAc-MUR-
pentadepsipdptido, UDP-NAc-MUR-pentapéptido y D-Ala-D-lactato. Con la hidrélisis dal
dipéptido D-Ala-D-Ala sintetizado por la D-alanil-D-alanil ligasa cromosdmica se impide
la formacidn de UDP-NAc-MUR-pentapéptido que es susceptible de la unidn con

vancomicina {192).

El sistema se encuentra regidado a nive! transcripcional por los genas
vanS y vanR. VanS es una proteina de 43 Kd relacionada con proteinag histidin-
quinasas, en particular su domino citoplésmico. VanR es una proteina de 27 Kd
relacionada con lag proteinas reguladoras de la subclase OmpR (10): estas proteinas se
activan mediante fosforilacién por parte de las proteinas histidin-quinasas, e inducen ia

transcnpcidn de genas cuyos promotores son reconocidos por la RNA polimerasa (227).

Bl ssstema regutador vanS-vanf en pregencia de vancomicing promuave

una activacidn de ta transcripcion de log genas vanH, vanA y vanX, loa cuales se
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encuentran en ese orden en 1a agrupacion de genes vanA. vanH y vanA comparten b
pares de bases y vanX dista 8 pares de bases de wanAd, b que gugiers que los tres
genes ga cotranscriben tras la activacdn de un promotor situado entre vank y vans,
encontrado por Arthur y cols. (10}, Recientemente ha sido demosgtrada la unién selectiva
do la protaina vanR fosforilada al fragmanto de ADN que contiene el promotor, v su

funcdn como activador transcripcional de los ganes (119 ,249).

vanA es imprescindible para la transcripcidn de los genaes estructurales
{10, 105). La mactivacion de vanS mantiene ia remistencia a vancomicina, aunque
reduce la expresidn del gen cat cuando este se encuentra clonado tras el gen vanX,
sugriendo que VanR puede ser activado por otrag protelnas histidin-protein-quinasas,
ademds de la fosforilacion espectlica de Van8 {10). Wright vy colg. construyaron una
proteina de fusion a partir de Van$ y la proteina fijadora de maltosa comprobando, con
proteinas purificadas, la autofosforilacidn de la proteina de fusidn, vy la transferencia del

grupo fosfato al aspartico de VanR por Van$§ {263).

£l inhibidor de la reaccitn de transglicosiiacién moenomicina induce la
produccidn de una proteina de 39 kDa (VanA) (106). La sefal que reconoce YanS podria
astar relacionada con la inhubicion de la transglicosilacidn; ya sem ésta u otra sefal
producida por vancomicina al unirse a su diana, activa a Van$ induciendo la
transcnpcion de 1s agrupacion de ganes vand. Un sistema inducible de reguiacion tiene
como ventaja qua, en ausencia de vancomicina, las células crecen a velocidad normal
v presentan una susceptibilidad normal a B-lactdmicos rmientras que, cuando tianen el
complejo VanA activado, crecen a menor velocikdad y son mdés susceptibles a B-

tactamicos {101, Sin embargo ha sdo publicado el aislamiento de tres £, fapcium, en un
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mugmo centro hospitalano, que exprasaban la resistencia de forma constitutiva y en [os

cuales no se observd sinergia entre vancomicing y B-lactdmicos (8%5).

Para evrtar la produccitn de NAc-Mur-pentapéptido senaible a la accién
de vancomicing se postuld que el sistema reprimiria fa expresion D-Ala-D-Ala-ligasa
cromosdmica de £ faecium (30}, posteriormente se ha demostrado que se evita la

sintesis del pantapéptido mediants la hidrélisis de ka D-Ala-D-Ala {192},

Se detectd una actividad DD-carboxipeptidasa en las cepas inducidas (2,
£9), que no era necasaria para ka sxpresion de la resistencia. Racientemente Wright vy
colg. han demostrado que la proteina VanY tiene, especflicamente, actividad DD-
carboxipeptidasa y DD-carboxiesterasa, siendo capaz de liberar D-Ala o D-lactato del
UDP-NAc¢-Mur-L-Ala-D-Glu-mDAP-D-ALA-/-D-Ala 6 -D-lactato; perono muestra actividad
trangpeptidasa. El producto del gen vanY es la proteina VanY, de 34,8 Kda, se
encuentra asociada a membrana y regutada por el sistema vanR-vanS (264). La
secuencia de vanY no estd relacionada con lag carboxipeptidasas conocidas; se
diferancian, ademas, por no inhibirse con B-lactémicos, ni actuar como PBP, y tampoco
posee actividad B-lactamasa, descarténdose asi, que el aumento de la sensibilidad a los
B-lactdmicos sea consecuancia de su expresion (9, 11, 284). £l grado de resistencia a
vancomicina ha sido correlacionado con la cantidad de actividad carboxipeptidasa, que
contribuirla eliminando restos D-Ala que hubiesen entrade a formar parte de los
pracursores del peptidoghcano (100). Arthwr y cols. han dermostrado que VanY
dssminuye la concentracidn de UDP-NAg-Mur-tripdptido -D-Ala-D-Ala mediante la

hedréhisis dal resto D-Ala terminal, justificando la moderada participacion de VanY en la
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resistencia de alto nivel por la elevada eficacia de VanX hidrolizando el dipéptido D-Ala-

D-Ala (B).

Zarlenga y cols. han publicado que la adicidn al medio de cultivo de
aminoacidos a concantraciones elevadas (0,2 M) conduce a una disminucién de ta CMI
a vancomicina da los Enterococcus de log fenotipos Van A v Van B, sugiiendo que esta
disminucion es producto de un mecanismo espacifice, extremo qua no bha sido

demostrado (267).

El gen vanZ no es necesario parn la expresidn de la resistencia, su

gecuencia no estd relacionada con otras conocidas, desconocidndose ia funcién que

pueda desempafiar (12).

En cuanto al origen de los genes vanA se conoce que el gen vand no
hibnda con el ADN de Amycolatopsis orientalis vy Actinpplanes teichomycethicus
productores de vancomicina y teicoplanina respectivamsnte, ni con bacterias que tienan
resistencia intrinseca a glicopéptidos (81), y por lo tanto no se digpone de datos para
ostablecer una hip6tesis. La relacion G +C de los nueve genes codificados por el
Tn7546es variada, asl es del 41-45% para los genes implicados en la resistencia (vans,
vanR, vanH, vanA, y vanX); es similar a la retacion dal ADN de E. faecalis v £. faecium
{38-39%) en los genas ORF1 (37%) y ORF2 (34 %). por ultimo vanY y vand tienen una
relacian del 34% y 29%, respectivaments, suginéndose que cada grupo genas tenga

un ongen diferente (12).
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1.3.5 RESISTENCIA DE FENOTIPO VanB

Los Enterococcus del fenotipo Van B son moderadamerie resistentes a
vancomicina (CMI 168-32), y sensibles a teicoplanina (CMI <0.8) {258). No obstante la
CM! de teicoplanina de capas preinducidas con vancomicina se incrementa a 18 pg/ml
{3). El distinto grado de susceptibilidad frente a 20 glicopéptidos {inclyidos vancomicina
y teicoplanina) no se pudo corralacionar con el peso molscular, carga, y/o hidrofobicidad
{214}, "in vitro” se obtienen con facilidad mutantes con CMI = 256 ug/ml para
vancomicina (3, 268). Quintiliani y cols. han publicado la existencia de cepas de
Enterococcus de fenotipo VanB con CMI comprendidas entre 4 y 1024 pg/mi para
vancomicina, sensibles a teicoplanina, e hibridan con un fragmento de 620 pb del gen
vanB {187). Las cepas con mayor grado de resistencia 8 vancomicing a8 pogible
pertenezcan al genotipo VanB2, o bien gean un grupo heterogéneo de genes vanB con
diversas mutaciones puntuales, lo que originar(a la diversidad en el nivel de resistancia
a vancomicina. La diferenciacion entre fenotipos VanA y VanB es cada ver mas
compleja, tanto por la aparicién de cepas VanB con CMI de vancomicing = 684 yg/ml,

como por al aislamiento de cepas resistentes a teicoplanina (115).

La resistencia es inducible por vancomicina, apareciendo una proteina de
membrana de 39,5 KD, que ha sido asociada con paerdida de la capacidad gutolitica,
anormalidades en ta division celular, incremento en ta susceptibitidad a penicilina de las

colulas inducidas (215), y coinduccién de una actividad DD-carbaxipeptidasa residerte

en otra protaina {100).
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Fraimow y cols. han comunicado el aistamiento de la primera bacteria que
necesita antibiéticos para crecer, un £. faecalis de genotipo VanB que requiere
vancomicina para su cracimiento (77}, Recientemente, se ha publicado el aislamiento
de un mutante de una cepa de £ avium con regigtencia VanA que tambien es

dependiente de glicopéptidos {198}

La proteina VanB no esta relacionada inmunologicamente con VanA {3).
Inicialmente se propuso la unién de la proteina de 39,5 KDesal pentapéptido terminal del
peptidoglicano naciente, y posterior modificacién enzimdtica {2). Esta hipdtesis no ha
sido demostrada suficientamaeante, y serd necesaria la reinterpretacidn de los engayos
que llevaron a esas conclusiones, ya que el gen van8 ha sido secuenciado, la secuencia
de aminodcidos tiene una identidad del 77% con vanAd, y también guarda cierta

homologfa con vanC y ddi, habiéndose propuesto que sea como vanA una D-Ala-D-

lactato ligasa {668, 85).

El andlisis de los precursores del peptidoglicano, mediante HPLC, revela
una disminucién del dipéptida D-Ala-D-Ala y un incremento de UDP-NAc-Mur-tripéptido
an células inducidas frente a tas no inducidas, asi coma la aparicién de dos nuevos picos
de naturaleza desconocida, el primero de ellos tiene el mismo tiempo de elucidn qua el
pico tnico originado en células inducidas de fenatipo VanA {20}, presumiblermenta UDP-
NAc-Mur-tetrapéptido-D-lactato, que posteriormente fue confirmado por otrog autores
(21, 109, 154), sugiriendo que dos protefnas diferentas podifan origingr un MIsMo
producto. VanB ha sido purificada, las constantes cinéticas obtenidas han puesto de
manifissto que une D-Ala a d-hidroxidcidos aunque la eficacia catalftica es de 5 a 38

veces menor que VanA. Asl el bajo nivel de resistencia proporcionade por vanf serd
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debido a la presencia del precursor normal y ! terminado en D-lactato resistente a la

accidon de vancomicina (155).

La sinergia observada entre vancomicina y penicilina en cepas de fenotipo
VanB registentas a penicihna puede ser conaecuencia de que en céiulas expuastas a
vangomicina la PBP 1 hace las funciones de la FBP 5 (responsabla de la resistencia a G-
lactamicos), debido a que la PBP 5 no serfa capaz de utitizar el precursor modificado

pero si la PBP 1 (1),

El gen o genes implicados en la resistencia han sido transferidos por
conjugacion (25, 187), aunque inicialmente no se consiguié transferirlos {258). Ei
andlisis de los transconjugantes obtanidos ha puesto de manifiesto que la transferencia
del determinante vanB esta asociado con el movimiento de grandes fragmentosde ADN,
entre 90 y 150 kb, de cromosoma a cromosoma (188). No se ha asociado a la presencia

de plasmidos {7, 187, 258). El gan vanA no hibrida con ADN de cepas de fenotipo Van

B{61).

El fenotipo VanB2 se caracteriza por prasentar resistencia de alto nivel a
vancomicina {264 pg/mi) y permanecer sensibles a teicoplanina (0,6 pg/ml). La
resistencia es transferible por conjugacién, y su presencia no esta asociada a plasmidos.
£l gen vanB2 es similar al gen vanB diferencidndose tan solo en un 3.6% de su
secuencia de ADN. La secuencia de aminoédcidos guarda una homologle del 77% con

VanA y del 36% con VanC {86), el mecanismo de registencia sera semejants al de los

fenotipos VanA y VanB.
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1.3.6 RESISTENCIA DE FENOTIPO VanC

El fenotipo VanC presenta moderada resistencia a vancomicina, y sensibilidad
a teicoplanina y otros glicopéptidos. La expresién de la resistencia eg constitutiva (243},
El gen vanC-1 hibrida con el ADN de todos los £. gallinarum probados, no hibrida con
ol gen vanA, ni con ADN de bacterias con resistencia intrinseca a vancomicina,
Leuconostoc, Pediococcus, v Lactobacilius {144). La secuencia obtenida por Dutka-
Malen y cols. {60) tiene una homologla de! 29 y 38% con los genes vanA vy dd/ de E.
coli, respectivamante, 1o que sugiere que actie como una D-Ala-D-Alanil ligaga con
afinidad de substrato modificada, da forma semejante a VanA. Cuando se inactiva vanC-
! mediante insercion la cepa se convierte en susceptible (60}, consecuencia probable
de ia accién de una D-Ala-D-Ala ligasa normal (193). En un ensayo de
transcomplementacion no se restablecié la resistencia al clonar el gen vanA, y por tanto
tos productos de VanA y VanC deben ser diferentes. Reynoids y cols. han comunicado
que vanC-1 lleva a cabo la sintesis de D-Ala-D-Ser {193), Bitlot-Klsin y cofs. han
analizado mediante HPLC la composicién de los precursores del paptidoglicano y han
hallado dos precursores el normal, UDP-NAGg-Mur-tripéptido-D-Aia-D-Ala, y UDP-NAc-
Mur-tripéptido-D-Ala-D-Ser que podria tener disminuida la afinidad por glicopéptidos
{21). Postulando que la resistencia de £. gallinarum a vancomicina es da bajo nivel
debido a la presencia de ambos precursores {21}, Vincent y cols. propusieron
inicialmente que, la resistencia a vancomicing, @8 debida a 1a accién carboxipeptidasa
de la PBP 6, basandose en que sncuentran en la membrana de £ gallinarum una
actividad carboxipeptidasa y en gue la resistencia a vancomicina fue inhibicla por B-
lactdmicos a concentraciones que saturaban la PBP 6 (243). Estos datos son dificiles

de compaginar con los resuitados de la secuencia de vanC-7 y de la composicidn de los
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pracursores del peptidoglicano. L.a actividad carboxipeptidasa actuaraefiminando el resto

D-Ala terminal del precursor normal del peptidoglicano sensible a vancomicina {193},

La mayoria de las cepas de £ casseliflavus v Enterococcus fHavescens
poseen resistencia a vancomicina de fenotipe VanC. Navarro y Courvalin han
demostrada que en ambas especies existen genes relacionados con vanC-71, los han
denominado vanC-2 y vanC-3 respsctivamente. Postulando que el macanismo de

resistencia sea similar al de £. gallinarurn (172},

1.3.7 RESISTENCIAS DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

La resistencia de bacterias gram negativas, a este grupo de antibidticos,
es debida a que, dado el tamafioc de la vancomicina, no puede atravesar la membrana
axterna. Shlaes y cols. han responsabilizado al lipopolisacarido de la exclusién de los
glicopéptidos de su diana; tras el aislamiento de mutantes de E. co/i sensibles a
vancomicina, observando Unicamente alteraciones del lipopolisacérido {218],
posteriormente se corraboro esta hipdtesis cuando se describid una cepa con déficit en
la biosintesis de lipido A que era 32 veces mas susceptible a vancomicina que ia cepa
original {245}. Otro dato que confirma la implicacién del lipopolisacérido en ia resistencia
as al incremento de la sensibilidad a vancomicina que tiens lugar al adicionar EDTA
(129), este actia quelando iones Mg "%, que neutralizan la repulsidn alectrostética entre

las moléculas de lipopolisacérido, resuitando la desestabilizacion del mismo (176).
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2.1 ESTIRPES BACTERIANAS

Las estirpes bacterianas resistentes a vancomicina se describen en la
Tabla 2.1, proceden todas de pacientes diferentes. En la Tabla 2.2 3¢ detalian [as

astirpas de origen distinto del clinico.

Tabla 2.1 Estirpes bacterianas resistentes a vancomicina procedentes de
aislamientos clinicos.

ESPECIE ESTIRPE HOSPITAL MUESTRA ARO REFERENCIA
£ faecium RYC37509 Ramdn y Cajal Herida 1988
E. faecalis RYC44749 Ramdn y Cajal Harida 1888
E. faecalis PE282 Principes de Eapafia  Catéter 1988
E faecalis PE435 Principes de Espafia  Orina 1988
£. fascalis  PE477 Principes de Espafia  Absceso 1988
E. fagcalis  PEA91 Principes de Espafia - 1988
£ faecalis MTT77628 Mutua de Tarrasa Sangre 1988 (179
E. faecalis MT77683 Mutua de Tarrasa Sangre 1989 (179)
£. avium SON144 Son Duraeta - 1989

Tabla 2.2 Estirpes bacterianas de origen distinto del clinico.

ESPECIE CEPA ORIGEN DESCRIPCION
E. faecalis JH2-2 D.B. Clewell (124} Rif’; Fus”; sin plismidos
E. faecalis O0G1X(pAM714) D.B. Clawell (123} St Erm"; responde a cAD1
E. fascalis OG1X(pAM351) D.B. Clewell (266)  Str'; Tet’; responde a cPD1
E. faecalis FA2-2(pAM373) D.B. Clewell (41) Rif': Fus'; responde a cAMI73I
E. faecalis V583 0. Sahm (202) Van' de fenotipo VanB
E. faecalis JVR-1 aste trabajo transcongants JH2-2RYCI7TE09
£. faecalis JVR-2 aste trabajo ranscorugants JH2-2AYCA4749
E faecalis JVR-3 aste trabajo transconppents JH2-2PE2R2
E faecalis JVR-4 este trabajo transoonpigams JH2- 2PE435
E. faecalis JVR-5 este trabajo transconugante JH2-2PEATT
E. faecalis JVR-B este trabajo wanaconpagants JM2-2/PE4DY
E. faecalis JVR-7 este trabajo tranaconpsgants JHI-2AMTT7828
E. laecalis JVR-8 este trabajo vrarmgonpegants JHA- 24T T893
E. faocalis ATCC29212
S. aureus ATCC29213
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Ademéas, se aportan datos de sensibilidad de 3.333 cepas de

Enterococcus aisladas en el Hospital Ramoén y Cajal procedentes de muestras clinicas.

2.2.1 IDENTIFICACION

Las pruebas realizadas para la identificacion de [as cepas resistentes 8
vancomicina fueron: tincién de gram, catalasa, aglutinacién con artisuero D de
Lancefield {Oxoid), bilis/esculina (Difco), cracimiento en NaCl al 6,5%, v la galaria AP
20 STREP (Biomerieux). La gateria API 20 STREP incluya las pruebas: Voges-Proskauer,
hidrélisis del hipurate, esculina, y PYR; presencia de a-galactosidasa, B-glucoronidasa,
R-galactosidasa, fosfatasa alcalina, leucin arilamidasa, y arginin hidrolasa; fermentacion

de ribosa, L-arabinosa, manitol, sorbitol, lactosa, trealoga, inuiina, rafinosa, almiddén y

glicdgeno.

El resto de las cepas de Enterococcus fueron identificadas a nivel de

género con las pruebas: catalasa, bilis/esculina (Difcol, ¥ crecimignto en NaCl al 8,5%.
2.2.2 PRODUCCION DE HEMOLISIS Y BACTERIOCINAS

l.a capacidad de hemolizar sangre de cabalio y carnero 58 estudid en agar
BH! {Difco) con 5% de sangre. La produccién de bacteriocinas se determind frente a la
cepa E. faecalis JH2-2 en agar BHIL En ambos ensayos 3eé utiiizd la estirpe
OG1X{pAM714) como control positivo, ya (que es productora de hemoligina vy

hacteriocina (123},
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2.3 SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS
2.3.1 ANTIMICROBIANOS

Para la determinacién de la sensibitidad, de las cepas de Enteroccoccus
aistadas en el Hospital Ramoén y Cajal, gse utilizaron los paneles 15 6 35 del gistema
gsamiautomadtico Pasco (Difco). Los paneles poseen diluciones seriades de log antibidticos
giguientes (entre paréntesis figura el rango de concentraciones en ug/mlj: ampicilina
(0,12-8}, ampicilina/sulbactam (4/2-18/8), cefalotina {16), cefamandol {8-18}, cefazolina
{2-18}, cefoxitina {2- 186}, cefuroxima (2186}, ciprofloxacina (O, 25-2), clindamicina (1-4),
cloranfenicol {B-18), cotrimoxazol {2/38-8/152}, eritromicina {0,5-4), estreptomicina
{2000}, fosfomicina {16-128), gentamicina (0,5-8), nalidixico (16), norfloxacina (16L
nitrofurantoina  (64), oxacilina (0,25-8), penicilina (0,12-8), rifampicina (0,5-2),

sulfisoxazol {258}, tetraciclina {4-8), tobramicina (0,5-8), vancomicina {(1-18).

La sensibilidad a los antimicrobiancs de las cepas resistentes a
vancornicina se determind con los paneles 1S del sistema PASCO y microdilucion en
caldo Mueller-Hinton. Los antibiéticos probados por migroditucion fueron los siguientes
{en paréntesis rango en pg/mi): daptomicina { Eli Litty) (1-2568), imipenem {Merck Sharp
Dhome} (0,25-32), meropensm ({ici){1-32), piperacilina (Lederle} {4-84), teicoplanina
{Merrell Dow) {4-512), y vancomicina {Eli Lilty) (18-2048}.

2.3.2 CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS

Las CMI se determinaron siguiendo las instruccionas del fabricante con
8l gistema ssmiautomatico PASCO. La interpretacion se realizé siguiendo los criterios
del NCCLS (168), excepto para fosfomicina, que no figura, conskeramos senaible £32

piml, y =32 u/ml resistente {223}
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Para la detarminacién c¢e la CMI, mediarte microdilucidn en placa
microtiter, se utilizé caldo Mueller-Hinton {Difco). Se inocularon los pociltos con una
suspensién bacteriana crecida en caldo Musilar-Hinton, con concaentracién final de 10°
UFC/ml {167). Tras 18 horas de incubacién a 37 °C, se practicé ia lectura de la CMI.
La sensibilidad de daptomicina se realizd en caldo Musler-Hinton suplementado con
Ca*? 25 mg/l y Mg*? 12,5 mg/l (127). En todos los ensayos se utilizé como controf la

ceps E. faecalis ATCC 29212.

2.3.3 ISOBOLOGRAMA

Se estudis el posible antagonismo entre D-cicloserina y vancomicina, para
allo se realizaron isobologramas, madiante microdilucion en caldo Mueller-Hinton, de
la D-cicloserina asociada a vancomicina. El rango de concentracionas ensayado fue para

ambos antibidticos de 8 y 512 ug/ml. Se consideré antagénico cuando el indice FIC

resulté = 2 {137).

2.4 CURVAS DE CRECIMIENTO

Para conacer la inducibilidad de la resistencia a vancomicina se
determinaron las curvas de crecimiento de las cepas con y sin vancomicina (50 gg/mi),
partiando de preindculos crecidos durante ta noche en presencia y ausancia del antibig-
tico. Se realizaron en frascos enlermayer con un tubo lateral, el cual se introdujo an el
espectrofotometro Spectronic 20, para determinar la DO, a 8680 nm. Las macidas de ka

DO 86 efectuaron cada 30 minutos, duranta un intervalo de 11 horas,
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2.5 ANALISIS DE PROTEINAS
2.5.1 PREPARACION DE EXTRACTOS PROTEINAS TOTALES

Se partid de un preindeulo crecido durante la noche en BHI, se inoculd en
proporcién 1/10 en 200 ml de BHI con y sin vancomicina (100 pgémi). Se incubd a 37°

C, con agitacién haste una DO de 0,6 a 860 nm.

Las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron en tampdn fosfato
10mM pH 7, resuspendiéndose en un volumen final de & ml de tampdn fosfato 10 mM
pH 7, se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente con 10 mg/ml de lisozima
{Sigma), a continuacién las muestras fueron sonicadas durante 15 minutos, con un

sonicador Ultrasonic W-380, manteniéndose en todo momanto kas muestras a 0° C.

Una vez sonicadas, se retiraron los restos celulares por centrifugacién a
4.000 rpm durante 5 minutos. La concentracién de protelnas se determind con BCA

Protein Assay de PIERCE, y ajustada a 50 ug/ud.

2.5.2 EXTRACCION DE PROTEINAS DE MEMBRANA

A partir de los extractos de proteinas totales preparados como en el
apartado 2.5.1, las protelnas de membrana fueron purificadas por uitracentrifugacién
a 105.000 xg, durante una hora & 4 °C. El sedimento resultante se resuspendid en
tampén fosfato 10mM, pH 7. Se lavd centrifugando de nuevo en ias mismas
condiciones. Después de resuspender en 1 ml de tampén fogtato 10 mM, pH 7, se

determind la concentracion de proteinas, y se repartid en alicuotas que conservaron a

-70 °C, hasta su uso.
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2.5.3 ANALISIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Se han utilizado las cubetas Mini Protean Il y Protean Il de Bio Rad para
geles verticales de poliacrilamida desnaturalizante. Los geles constan de dos partes, un
ge! superior de concentracion de acrilamida constante y un gel inferior geparadot con
concentracionas de acrilamida variables segan el tamafo de lag proteinas a analizar

(140).

El gel inferior se prapard en un volumen total de 10 mi mezclando: 2,5ml
de Tris.HCI 1,6M, pH 8,8, x ml de acrilamida/bisacrilamida 30% (x depende de la
concentracidn final deseada), 0,1 ml de SDS al 10%, v (7.4-x) ml de agua. La solucién
se desgased a vaclo y se afadieron 50 i de persulfato amdnico al 10% y 10 2 de

TEMED.

El get superior se afladié sobre ol gel inferior cuando este polimerizd, se
preparé mezciando en un volumen final de 10 ml; 2,5 ml de Tris Hcl 0,6M, pH 8,8, 1.3
ml de acrilamida/ bisacrilamida 30%, 6,1 mi de agua, 0,1 ml de SDS 10%, 50 A de
persuifato amdnice 10%, y 10 i de TEMED.

Se afadié tampdn de muestras {x2) (para 10 ml se mezclan: 1,25 ml de
Tris.HCI 0,5M, pH 6,8, 2 mi de SDS 10%, 2 mi de giicerol 0%, 0.5 ml de &
mercaptoetanol, 0,01 g de azul de bromofenoll a los extractns proteicos, y la
slectroforesis se llavé a cabo en tampén Tris 26 mM, glicina 0,182 M, SDS 0,1%. El

gel se corrié a 40 mA hasta que el frente de colorante Hegd al final del getl.

La tincién de proteinas se levé a cabo sumergiendo los geles de
acrilamida durante una hora en una solucién conteniendo azul de coomasie al 0.25%,

acido acético 10% y metanol 30%. Posteriorments, el axceso de colorants g9 alimind

por sucesivos lavados con una mezcla de dcido acdtico al 10% y etanol al 7.5%. Los

geles se secaron al vacio, o bien entre dos papelas de cetofdn.
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El densitémetro EC 910 Transmission Densitometer equipado con un EC
934 Densitometric Software (E-C-Apparatus Corporation, Florida USA), se utilizé para
la comparacién de las bandas existentes en cepas crecidas con y sin antibiético en los

geles de protelnas,

Los pesos moleculares de las protelnas se calcularon mediante
extrapolacién a una recta obtenida a partir de las distancias recorridas por el patrén de

pesos moleculares SDS-6H de Sigma.

2.5.4 TRANSFERENCIA DE LAS PROTEINAS A LA MEMBRANA IMMOBILON
PVDF

La transferencia de las protefnas desde los geles de acrilamida a la
membrana Immobilon PVDF (Millipore) se efectus siguiendo el protocolo proporcicnado
por Bio Rad con el sistema de cubeta para transferencia de protelnas (Mini Trans-blot
electrophoretic Transfer cell Bio Rad), La transferencia se realizd refrigerada, en tampén

de transferencia {glicina 0,192 M, Tris 0,025 M, y metanol 15%, disueltos en agua, pH

8,3)a 100V y 250 mA durante 1 hora,

2.5.5 PREPARACION DE ANTISUERO ANTI PROTEINAS RELACIONADAS CON
LA RESISTENCIA

Se inmunizaron 4 conejos siguiendo el protocolo de Vaitukaitis (239) con
una mezcla homogénea, que contenfa 0,6 ml de adyuvante completo de Freund (Difco),
v 1 ml de extracto de membranas de la cepa JVR-2 crecida con 50 Hg/ml de
vancomicina, preparadas como se indica en 2.5.2, conuna concentracién de 2,1 mg/mi|
de proteinas. A la sexta semana les fue inoculada una nueva dosis. La produccién de

anticuerpos se detectd inicialmente mediante difusién en placa. En las semanas 10°?,
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128, y 14° se extrajo sangre de la vena marginal de la oreja del conejo. Se mezclé el

suero obtenido de las diferentes sangrfas, y se congeld en allcuotas de 8 mi a -70 °C.

Con objeto de purificar el antisuero obtenido, este se absorbid con
extractos sonicados de un cultivo de 260 ml crecido durante la noche en ausencia de
vancomicina de la cepa JVR-2. Se mantuvo el suero en agitacién con los extractos
durante una hora a temperatura ambiente, y posteriormente se centrifugdé a 15.000rpm
durante 30 minutos a 4 °C, este proceso se repitio cuatro veces. Ei antisuero
parcialmente purificado se denominé anti-39KDa, y reconoce, fundamentalmente, una
banda de peso molecular de aproximadamente 39 KD presente en las cepas inducidas

y ausente en |as cepas no inducidas.

2.5.6 DETECCION DE PROTEINAS CON ANTISUERO ANTI-39KDa

La membrana Immobilon PVDF se humedecié con metanol, comao agente
blogqueante se utilizé leche de vaca descremada en polvo al 8,8 % en TBS (Tris 0.01 M,
NaCl 0,15 M, pH 7,4), a 37 ° C durante una hora, 0 a 4 °C durante la noche. El
antisuero anti-39KDa se afadié a una concentracién final 1:200. Se mantuve en
agitacién durante 90 minutos a temperatura ambiente, transcurrido ese tiempo se lavé
4 veces con solucién salina y Tween 20 al 0,6%, y una vez con solucién salina. El
conjugado utilizado, fue anticuerpo antiglobulina de conejo producida en cabra marcada
con fosfatasa alcalina (Bio Rad), diluido en leche descremada en polvo al 8,8% a
concentracién final 1:2.000, se incubé a temperatura ambiente durante una hora con
agitacién. Se lavé con solucién salina/Tween 20 como en el ciclo de lavado anterior,
Para revelar se afadié el substrato de la fosfatasa alcalina; para preparar 10,2 mi se
toman 10 ml de tampén carbonato (8,4 g NaHCO,, 0,2 g 6.H,0.MgCl,, H,O c.s.p.

1.000 mil ajustando el pH a 9,8 con NaOH), 100 ul de solucidn de NBT (30 mg NBT en

0,7 ml de dimetilformamida y 0,3 m! de agual, Y 100 ul de solucién BICP {15 mg de

BICP en 1 ml de dimetilformamida). La reaccién se detiene lavando con solucién salina.
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2.5.7 ANALISIS DE PBP

El andlisis de las PBP se realizé can extractos de protefnas de membrana
preparadas como se indica en 2.5.2, con concentracién final de proteinas 5 mg/ml. Se
incubarén alfcuotas de 50 ul con [S**] penicilina (2,2 Ci/mmol) (Dupont, NEN research
Products) a una concentracion final de 5 yg/ml, durante 15 minutos a 37°C, la reaccién
se detuvo por adicién de penicilina a concentracidn final 1 mg/ml (224, 242). Los geles
de poliacritamida con las PBP marcadas fueron fijados durante una hora con 4cido
acético 10%, metanol 30%, y glicerol 3%, el acético se eliminé con dos lavados
sucesivos con metanol 30% vy glicerol 3%. Posteriormente el gel se mantuvo una hora
en salicilato Na 1M, metanol 30%, y glicerol 3%. Tras el secado se expusieron frente

a una pelfcula Kodak X, Omat XS5 durante 10 dlas a -70°C (224, 242},

2.6 TRANSFERENCIA DE LA RESISTENCIA
2.6.1 ENSAYOS DE CONJUGACION

Los ensayos de conjugacién en filtro se realizaron siguiendo el protocolo
descrito por Pérez-Diaz vy cols {181}, las conjugaciones en caldo BHI se efectuaron
durante cuatro horas, en ambos casos la relacién donante: receptor fue 1:10. La
frecuencia de conjugacién se expreso como el nimere UFC de transconjugantes
resultantes por UFC de donantes, se calculé practicando diluciones seriadas a 1:10 vy
plaqueando estas sobre placas con antibi6ticos. Los antimicrobianos utilizados en la

seleccién de transconjugantes fueron: vancomicina {50 ug/mi), tetraciclina (10 wg/ml},

eritromicina {10 ug/ml), y rifampicina (75 ug/ml).
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2.6.2 RESPUESTA A FEROMONAS

Los ensayos para verificar la respuesta a feromaonas se efectuaron segun
el método descrito por Dunny vy cols {57}, Las cepas de £ faecalis resistentes a
vancomicina se pusieron en contacto con filtrados de las cepas: JH2-2 (tratados y sin
tratar con pronasa (Sigma)), OG1X(pAM714), OG1X(pAM351), y FA2-2 (pPAM373},
observandose la produccién o no de acumulos, también se afadié sobre los actimulos

EDTA 50 mM para comprobar si se disgregaban (265).

2.7 OBTENCION DE ADN
2.7.1. LISIS PARA ADN TOTAL

LLa extraccién del ADN total se llevé a cabo con el método publicado por
Poyart-Salmeron y cols {1886). Las células obtenidas por centrifugacién de 5 ml de BHI
crecidas durante la noche, se resuspendierén en tampén TE (Tris 0,01 M, EDTA 0,001
M, pH 8} con sacarosa al 25% v lisozima (Sigma) (25 pg/ul), e incubadas durante una
hora a 37 °C. Los protoplastos generados se lisaron mediante una extraccion con fenol/
cloroformo 1:1. El ADN total se recuperé del sobrenadante precipitdndolo con etanol,
y se resuspendié en 100 ul de tampén TE. EI ADN obtenido se desnaturalizé a 100°C
durante 10 minutos, se deposité sobre una membrana de nylon cargada positivamente

(Boehringer), y fue fijado con luz ultravioleta en un horno GS Gene Linker (Bio Rad).

2.7.2 MINILISIS ALCALINA

La presencia de ADN plasmf(dico se analizd a partir de lisados obtenidos
por el método de Anderson y McKay para 10 ml de cultivo (8), modificada por Martinez-
Bueno vy cols (150). Las células se recogieron por centrifugacion y se lavaron con TE.

Se resuspendieron en 460 ul de sacarosa 6,7 %, Tris 50 mM, EDTA 1 mM, pH 8, y se
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adicionaron 115 ul de una solucién de lisozima 10 mg/ml en Tris 256 mM, pH 8,
incub&ndose 30 minutos a 37 °C, la accién de la lisozima se detuvo con 58 yl de EDTA
0,25 M, Tris 50 mM, pH 8. La lisis se consiguié por agitacién suave con 33 ul de una
solucian de SDS 20% en Tris 50 mM, EDTA 20 mM, pH 8. La adicién de 35 ul de NaOH
junto con agitacién suave durante 10 minutos desnaturalizé buena parte del ADN
cromosémico, neutralizdndose con 60 ul de Tris 2M, pH 7, enfriado en hielo. El ADN
cromosémico se precipité con la adicién de 86 ul de NaCl 5M, e incubacién durante 4
horas en hielo. Se centrifugd 10 minutos a 12.000 rpm, v el sobrenadante se extrajo
con 700 ui de fenol saturado con Tris 0,1 M, pH 8, y 3% NaCl. El exceso de fenol se
extrajo con 700 ul de cloraformo-isoamflico (24:1). El ADN se precipité con un volumen
de isopropanol preenfriado a -20 °C, incub&ndose durante 4 horas a -20 °C, se

centrifugé 10 minutos a 12.000 rpm y se lavéd con etanol al 70%, una vez seco se

resuspendi6 en 25 yl de TE.

2.7.3 OBTENCION ADN PLASMIDICO A GRAN ESCALA

La purificacién del ADN plasm(dico se efectud a partir de cultivos crecidos
durante la noche en 2 | BHI con 50 ug/ml de vancomicina, con el método descrito por
Anderson y McKay (6) y modificado por Martinez-Bueno (150}, para la preparacién de
ADN a gran escala. El técnica es igual al método de minilisis alcalina de estos autores,

diferencidndose unicamente en los volimenes utilizados. Los lisados obtenidos se

sometieron a ultracentrifugacién en gradiente de CsCl, a 106.000 g durante 48 horas,

en una centrifuga Kontron. La banda correspondiente al ADN pilasm(dico visualizada con

luz ultravioleta se extrajo con una jeringa, EI bromuro de etidio se elimind mediante

extracciones repetidas con isopropanol saturado con CsCl,, y éste Ultimo se retiré con

dialisis frente a TE.
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2.8 ELECTROFORESIS, TRANSFERENCIA DEL ADN, E HIBRIDACION

El ADN se analizé en gsles de agarosa horizontales al 0,6% o al 0,8%,
en tampdn TBE {Tris 89 mM, &cido bdrico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3). El ADN se
diluyd con la mitad de volumen de tampdn de depésito (EDTA 80 mM, azul de
brormofenol 0,01 %, glicerol 20%). La electroforesis se efectud a 60-80 V hasta que el
colorante rebasé el final del gel, posteriormente se tifieron con una solucién de bromuro
de etidio (lug/mi}, y se visualizarecn con un transiluminader de luz ultravioleta,

fotografidndose con una cémara Polaroid {148).

Los tamarios de los fragmentos de ADN linearizado se estimaron utilizando

gcomo patrén el ADN de! fago lambda digerido con el enzima Hindlll (148).

El ADN fue transferido desde los geles de agarosa a membranas de nylon
cargadas positivamente (Boehringer) usando el método de Southern {148) con ayuda del
sistema Vacum Gene (Pharmacia) siguiendo las normas del fabricante; [as soluciones
fragmentadora (NaCl O,25M), desnaturalizante (NaCl 1,5M, NaOH O,5M}, neutralizante
(NaCl 1,5, Tris 0,5 M, EDTA 0,001 M, pH 7,2} y de transferencia {20 xSSC), estuvieron
en contacto con el gel y la membrana durante 4, 3, 3, y 50 minutos respectivamente,

en ese orden, con una presién constante de 50 mbares. Una vez seca se fijo el ADN con

luz ultravioleta en un horno GS Gene Linker,

Las hibridaciones de las membranas de nylon que contenfan ADN se
realizaron en condiciones restrictivas a 65 °C en un horno Techne Hybridiser, durante
18 horas, en continua agitacién. Se efectud una prehibridacién durante una hora a 55
°C, La solucién de hibridacién para plasmidos contiene para 256 ml: 7,25 ml 20xSSC,
1,25 ml SDS 10%, 1,25 100xDenhandt’'s {BSA 2%, ficoll 2%, polivinilpirrolidina 2%,
en agua), 50 ul ADN de esperma de salmén 1 mg/ml, y 15,2 ml de agua. La solucién
de hibridacién para oligonucleétidos contiene para 40 ml: 12 mtde 20xSSC, SDS 10%,

4 ml 100xDenhandt “s, 2,5 ml de concentracién de ADN de esperma de salmdn.
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La sonda no ligada a la membrana se retiré al lavar con SDS 0,2% en
6xSSC durante b minutos a temperatura ambiente y un segundo lavado a 45 °C durante

15 minutos.

2.9 MANIPULACION ENZIMATICA DEL ADN
2.9.1 DIGESTION DEL ADN CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Las reacciones se realizaron en velUimenes finales de 10-30 1, mezclando
una décima parte del volumen final de tampén de reaccién concentrado x10, seglin la
enzima alto (NaCl 100mM, MgCI, 10 mM, DDT 1 mM, Tris 50 mM, pH 7,5), medio
{NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM, DDT 1 mM, Tris 10 mM, pH 7,5}, ¢ bajo {MgCl, 10 mM,
DDT 1mM, Tris 10 mM, pH 7,5}, y entre 1 y 2 unidades de enzima {148). Se utilizaron

las endonucleasas de restriccién EcoRl, Hindlll, BamH| {Boehringer).

2.9.3 MARCAJE DE OLIGONUCLEOTIDO EN EL EXTREMO 3'

30 picomoles de oligonucleétido se marcaron, en el extremo 3, con la
enzima transferasa terminal {Boehringer), y [a-**P1ddATP (3000 Cifmmol: Amersham
International), la reaccién se llevé a cabo durante una hora, a 37 °C, con tampén de

marcaje { CoCl,), y se detuvo en hielo y 10ul de EDTA 200 mM pH8.

2.10 PRODUCCION DE OLIGONUCLEOTIDO

A partir de la secuencia del gen vanA publicada por Dutka-Malen y cols
(59, se eligid un fragmento de 20 nucleétidos, comprendido entre las posiciones 573
y 593 de la secuencia, zona en la que no existe homologfa con las d-alanii-d-alanil

ligasas de S. typhimurium y de E. coli. El oligonucledtido, B’-CAGCTGTACTCTCGCC-
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GGAT-3’, fue construido en el sintetizador Gene Assembler Plus de Phamacia, y
posteriormente, purificado siguiendo las instrucciones del fabricante. En cuanto a la
especificidad el oligonucleétido no hibridé con cepas sin resistencia a vancomicina, ni

con la cepa E. faecalis V583 resistente a vancamicina de fenotipo VanB {202).
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3.1 IDENTIFICACION DE CEPAS RESISTENTES A VANCOMICINA

En la Tabla 3.1 figuran los resultados de las pruebas realizadas para la
identificacion, a nivel de especie, de las cepas resistentes a vancomicina. Todas las
cepas se observaron como cocos gram positivos con tincién de gram, aglutinaron con
el antisuero D de Lancefield, fueron catalasa negativas, y crecieron en NaCl 6,5%.

Ninguna cepa presentd pigmentacién en agar BHI.

Tabla 3.1. Pruebas de identificacién de las cepas resistentes a vancomicina.

CEPA N® B/E VP HIP ESC PYR oGAL BGURRGAL PAL LAP ADH RIB ARA MAN SOR LAC TRE INU RAF AMD GLY COD.AP| IDENTIFIGAGION
RYC37508 + + + + + - - + -+ o+ o+ + - - 4+ - - + - 7157411 £ faeciom
RYC44749 + + + + + - - - -+t - + + + + - = + - 114371 E faccals
PEZ82 + o+ o+ o+ - - R S S ¥ 4+ + + - - 4 - 7143711 E fascols
PE436 + 4+ o+ + o+ -+ 4 + + + 4+ - 4+ - 7143711 E fagcalis
PE477 + o+ o+ o+ -+ o+ + + + + - - + - 714371 E fascalis
PE491 + o+ + o+ - -+ + - + + + + - = + 7 143 711 E, fagcells
MT77628 + + o+ o+ o+ - + o+ o+ + 4 4+ + - - 4 - T143711 E facoolis
MT77693 + o+ o+ o+ - - LT + + 4+ + - - F 7 143 711 E fascals
50N144 + 4+ o+ o+ o+ - - CEE S L + -+ o+ - - - 7142610 E avium

BIE billsfescutina, VP Voges-Proskauar, HIP hipurato, ESC esculing, oGAL g-galactosidases, BGUR B-glucoronidnsa, RGAL B-galactoskdasa, PAL

fosfatesa alcaling, LAP leucin arilamidasa, ADH arginin hidrolasa, RIB ribosa, ARA L-amablnosa, MAN manitol, SOR sorbito), LAC lactosa, TRE

trealosa, INU inulina, RAF rafinosa, AMD almiddn, GLY glicégeno, COD, APl cddigo Apl.

Con los resultados obtenidos de las pruebas aglutinacién grupo D de
Lancefield, bilis/esculina, PYR, leucin-arilamidasa, ¥ crecimiento en NaCl 6,5 %, todas
las cepas quedan suficientemente diferenciadas de los géneros Pediococcus,
Leuconostoc, y Lactococcus que habitualmente son resistentes a vancomicina (68). La

identificacion, a nivel de especie, de las nueve cepas obtenida con el sistema APl 20

STREP; fue la misma, para cada una de ellas, cuando se extrapolaron los resultados al

esquema de Facklam y Collins {93).
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Con objeto de caracterizar las cepas de enterococos resistentes a
vancomicina, se estudié la capacidad hemolftica y la produccién de bacteriocinas,
marcadores que se han relacionado con la presencia de plésmidos {124). Ninguna cepa
hemolizé sangre de caballo, o de carnero, en agar BRI con 5% de sangre, tampoco se
encontrd ninguna cepa productora de bacteriocina frente a £, faecalfis JH2-2 y, todas

las cepas, fueron susceptibles a la accién de la bacteriocina codificada por el plasmido

pAM714.

3.2 SENSIBILIDAD DE LOS ENTEROCOCOS AISLADOS EN EL HOSPITAL
RAMON Y CAJAL EN EL PERIODO 1988-1993.

La sensibilidad de las cepas de Enferococcus aisladas en el Hospital
Ramdén y Cajal en el perfodo 1988-1993 fue realizada con el sistema semiautomatico
PASCO. Se aportan datos de 3.333 aislados de Enterococcus, el nimero de cepas
estudiadas fue de 299 en 1988, 240 en 1989, 327 en 1990, 719 en 1981, 950 en
1992, vy 798 en 1993. El menor numero de aislados del perlodo 1988-1980 es
consecuencia de un cambio en la rutina del laboratorio. Durante los tres primeros afios
se efectuaba Unicamente un antibiograma a buena parte de los enterococos, y a partir
de 1991 a todas las cepas se les realizé CMI con el sisteama PASCOQO, Para algunos

antibidticos no figuran los datos de 1988 debido a que los paneles utilizados, en ese

momento, no los contenlan.

3.2.1 ANTIBIOTICOS INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE LA PARED CELULAR:
R-LACTAMICOS, GLICOPEPTIDOS, Y FOSFOMICINA

La distribucién de la sensibilidad a antibidticos R-lactamicos se presenta
enla Tabla 3.2, 3.3, y 3.4; en elias figuran los resultados obtenidos para penicilina G,

ampicilina y ampicilina / sulbactam respectivamente. El sistema Pasco proporciona la
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sensibilidad de otros antibi6ticos 3-lactdmicos, que han sido excluidos por carecer de
importancia en el manejo de las infecciones causadas por enterococos, 6 por no aportar

informacién de posibles mecanismos de resistencia.

La sensibilidad para ampicilina en el perfodo 1988-1993se mantiene entre

el 98 y 95%; la evolucién de las cepas resistentes fue de una ligera tendencia al alza

Tabla 3.2. Distribucién en porcentajes de la CMI {¢g/ml) a penicilina en el perfodo
1988 - 1993.

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993

AISLADOS 299 240 327 719 950 798

CMI

<0,12 1,00 0,41 0,91 0,13 0,42 0,63
0.25 1,00 0,41 0,61 0,83 0.84 0,38
0.b 3,01 1,66 0,30 1,62 2,74 0,75
1 11,37 9,16 7,33 8,20 10,32 10,186
2 66,55 56,256 57,79 52,98 50,11 53,01
4 10,77 24,16 20,79 27,12 25,79 27,44
8 3,14 4,16 3,36 4,45 4,11 2,51

>8 3,20 3,75 8,86 4,17 5,68 5,14

hasta alcanzar el méximo observado en 1990, disminuyendo bruscamente en 1991 a
un minimo de 1,66%, restaurandose la tendencia alcista en 1992, No obstante, se
advierte una suave perdida de actividad de ampicilina, asf las cepas con CMI <1 ug/ml
han disminuido gradualmente desde el 93,567% de 1988 hasta el 83,06% de 1992,

truncdndose esta tendencia en 1993 que fueron el 87,85%.

En la Figura 3.1, Tabla 3.3, y Tabla 3.7 se observa que penicilina es

ligeramente menos activa que ampicilina, presentando el conjunto de las cepas una

CMIy, de 4 pg/mi frente a los 2 pg/ml de ampicilina. La evolucién para penicilina de 1a
sensibilidad es semejante a la descrita para ampicilina, excepto en lo referente a 1991

en el que se produce una disociacion entre la tasa de resistencia a ampicilina y

penicilina.
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Tabla 3.3. Distribucién en porcentajes de la CMI {ug/ml}) a ampicilina en el

perfodo 1988- 1993.

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993

AISLADOS 299 240 327 719 980 798

CMI

<0,12 3,01 1,66 0,30 0,83 0,74 0,88
0,25 6,35 7,08 4,28 8,87 8,00 8,14
0.6 40,46 32,60 38,14 37,13 26,32 32,33
1 43,47 50,41 44,64 36,16 48,00 48,50
2 3,34 3.75 4,58 12,10 11,37 6,77
4 1,00 2,08 1,83 2,08 1,68 0,88
8 0,33 0,00 0.61 0,13 0,20 0,62

>8 2,00 2,50 4,58 1,66 3,68 3,88
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Tabla 3.4. Distribucién en porcentajes de la CMI (ug/ml} a ampicilina/sulbactam
en el perfodo 1989 - 1293.

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI
< 4/2 ND 97,08 94,66 97,89 95,89 956,11
8/4 ND 0,41 0,70 0,15 1,00 0,87
16/8 ND 0,41 0,84 0,69 0,956 0,560
>16/8 ND 2,08 3,66 1,25 2,1 3,61

La sensibilidad de los enterococos a la asociacion ampicilina/ sulbactam
evolucioné con un patrén equivalente al de ampicilina {Tabla 3.4). Las cepas resistentes
a ampicilina, también lo fueron a la asociacién de ampicilina/ sulbactam. Aunque
nopodemos descartar absolutamente la presencia de cepas con resistencia a B-

lactamicos mediada por B-lactamasas, parece improbable su implicacidon.

La tasa de sensibilidad a fosfomicina (CMI < 32 ug/ml) {Tabla 3.5) se
encontré entre el 81,94% de 1990 y el 93,24% de 1991, siendo en el dltimo afio del
85,9%. La CMlI,, fue durante todo el perfodo de 32 ug/mi y la CMly, de 64 ug/mi,
excepto en el affio 1991 que fue de 32 ug/ml {Tabla 3.7).

Tabla 3.5. Distribucién en porcentajes de la CMI {yg/ml) a fosfomicina en el

perfodo 1989 - 1993.

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI
< 16 ND 37,08 37,91 48,88 31,70 34,64
32 ND 46,66 44,03 44,36 54,64 51,26
64 ND 10,41 13,45 4,86 10,78 9,68
128 ND 3,75 1,62 1,11 0,50 2,00
>128 ND 2,08 3,05 0,83 2,38 2,42
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Tabla 3.6. Distribucién en porcentajes de la CMI {ug/ml} a vancomicina en el

perfodo 1988 - 1993.

ANO 1988 1989 1990 1891 1992 1993
AISLADOS 298 240 327 719 8950 798
CcwmI
=<1 52,84 60,00 56,88 63,42 68,32 ND
2 44,14 36,66 38,83 34,21 30,21 98,37
4 2,34 2,60 2,14 1,25 1,26 0,63
8 0,00 0,41 0,30 0,65 0,11 0,00
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
>16 0,66 0,41 1,83 0,66 0,11 1,00

Tabla 3.7. Relacion de las CMl,, y CMl,, para los antibiSticos que actdan en la

pared celular.

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
ANTIBIOTICO

PENICILINA

CMl, 2 2 2 2 2 2
CMl,, 4 4 8 4 4 4
RANGO =0,12->»8 £0,12->8 =0,12->8 =0,12->8 =0,12->8 =0,12->8
AMPICILINA

CMl,, 1 1 1 1 1 1
CMlIy, 1 1 2 2 2 2
RANGO =0,12->8 50,12->8 <0,12->»8 £0,12->8 =0,12->8 =0,12->8
AMPICILINA/

SULBACTAM

CMI, ND <4/2 <4/2 <4/2 <4/2 <4/2
CMlg, ND <4f2 <4/2 =4/2 =4/2 <4(2
RAN GO £4/2->16/8 =4/2->16/8 =4/2->16/9 =d/2->16/8 = 4f2->16/8
FOSFOMICINA

CMI, ND 32 3z 32 32 32
CMlg, ND 64 64 32 64 64
RANGO %£16- >128 <18->128 =16- »128 <16- »128 =16- 128
VANCOMICINA

CMI,, < 1 < 1 < 1 < 1 <1 <2
CMly, 2 2 2 2 2 <2
RANGO =1->16 =1->18 s1->16 <1->18 =1->16 =2->16
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La resistencia a vancomicina, Tabla 3.6, se mantuvo préxima al 1% en
cada uno de los perfodos estudiados. Unicamente se produjeron de forma estacional
aislamientos de cepas resistentes a vancomicina. Los aislamientos con CMI entre 4 vy
16 oscilan entre el 0,63y 2,91% de los afios 1993 y 1989. En |a Tabla 3.7 figuran las
CMl5o y CMIiy, siendo de < 1y 2 ug/mi respectivamente durante la totalidad del perfodo,
excepto en el afio 1993 que la minima concentracién estudiada fue de < 2 pig/ml siendo

este el valor de la CMIg, y CMly,.

3.2.2 ANTIBIOTICOS INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE PROTEINAS:
AMINOGLICOSIDOS, TETRACICLINA, CLORANFENICOL, Y MACROLIDOS

En la Tabla 3.8 se exponen los datos de sensibilidad para estreptomicina
2000 ug/mi. La resistencia de alto nivel a estreptomicina no sigue una tendencia clara,
ya que fue aproximadamente del 30% en 1989, y 1991; del 35% en 1988, vy
ligeramente superior al 40% en 1990, 1992, y 1993. No disponemos de datos de |a
sensibilidad a gentamicina 500 ug/ml durante el periodo 1988-1991,en 1992 y 1993

las cepas resistentes fueron el 32,63 y 31,95 % respectivamente.

Tabla 3.8. Distribucion en porcentajes de ia CMI {ug/mil) a estreptomicina en el
perfodo 1988 - 1993,

ANO 1988 1988 1880 1991 1982 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CMI

= 2000 64,21 67,08 57,94 61,19 58,84 58,27
> 2000 35,78 32,50 42,50 29,786 41,16 40,73

La susceptibilidad de los enterococos a tetraciclina es baja,

encontrandonos una CMl,, para todo el perlodo de >8 ug/mi (Tabla 3.12). En la Tabla
3.9 no se obhservan cambios destacables en los distintos perfodos estudiados,

manteniéndose una tasa de resistencia de aproximadamente el 70%.
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Tabla 3.9. Distribucién en porcentajes de la CMI (ug/ml) a tetraciclina en perfodo
1988 - 1993.

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993

AISLADOS 299 240 327 719 850 798

Ccmi

=4 29,75 38,33 25,05 25,31 23,89 29,67
8 0,33 0,00 0,30 4,45 6,95 3,63

>8 69,89 61,66 74,61 70,23 69,16 66,79

En la Tabla 3.10, se observa una progresion hacia el incremento de

aislados resistentes a cloranfenicol, asi en 1988 |a tasa de resistencia fue del 26,75%

alcanzando el 46,12% en 1993.

Se observa una tendencia hacia la disminucién de la sensibilidad a
eritromicina (Tabla 3.11), habiéndose incrementado un 10% el ndmero de cepas
resistentes entre 1988 y 1993, situédndose la tasa de resistencia durante 1993 en el

53,01%. La sensibilidad a clindamicina no se detalla, al resultar més del 90% de las

cepas resistentes {Tabla 3.12).

Tabla 3.10. Distribucién en porcentajes de la CMI {ug/ml} a cloranfenicol en el
perfodo 1988 - 1993,

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993

AISLADOS 299 240 327 719 950 798

cMI

< 8 72,24 72,50 63,30 54,62 52,32 53,88
16 1,00 0,83 2,44 0,83 1,47 0,00

>16 26,75 26,66 34,26 44,68 46,21 46,12
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Tabla 3.11. Distribucién en porcentajes de la CMI (zg/ml} a eritromicina en el
perfodo 1988 - 1993,

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993

AISLADOS 299 240 327 718 9860 798

CMI

<0,5 12,67 17,91 15,89 13,36 10,21 15,05
1 15,05 17,50 14,67 11,86 10,84 ND
2 18,72 13,75 10,09 10,43 10,63 25,19
4 12,04 13,75 6,42 8,48 10,00 6,77

>4 41,47 37,08 52,90 55,77 58,42 53,01

Tabla 3.12. Relacién de las CMlg, v CMlg, para los antibidtices que actuan
inhibiendo la sintesis proteica.

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
ANTIBIOTICO

ESTREPTOMICINA

CMlg, < 2000 < 2000 <= 2000 = 2000 < 2000 = 2000
CMlg, > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000 > 2000
RAN GO =2000->2000 =2000->2000 s<2000->20Q0 <2000->2000 =2000-»2000 s2000-> 2000
TETRACICLINA

CMI, > 8 > 8 > 8 > 8 > 8 > 8
CMig, > 8 > 8 > 8 > 8 > 8 > 8
RANGO =4.->8 s4->8 =4->8 54->8 =4->8 =4->8
CLORANFENICOL

CMl,, <8 <8 < 8 <8 <8 <8
CMIL,, > 16 > 16 > 16 > 16 > 16 > 16
RANGO =8->16 <8->16 =8->18 =8-216 <g->18 =8- >18
ERITROMICINA

M, 4 4 > 4 > 4 > 4 > 4
CMly, > 4 > 4 >4 > 4 > 4 > 4
RANGO =05- >4 £0,5- >4 £0,6->4 50,6->4 =0,6- >4 %0,6- >4
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3.2.3 INHIBIDORES DE LA SINTESIS DEL ACIDO FOLICO

El sulfisoxazol sélo esinactivo en el conjunto de cepas ensayadas. La tasa

de resistencia a la asociacién trimetroprim/ sulffametoxazol (Tablas 3.13y 3.14)durante

1988 v 1989 fue inferior al 6%, en 1990y 1991 sufrié un fuerte incremento llegando

alcanzar el 19,61%, en 1992 disminuyé hasta el 9,26%, volviendo a los niveles

originales (6%) en 1993,

Tabla 3.13. Distribucién en porcentajes de la CMI [ug/ml) a cotrimoxazol en el

perfodo 1988 - 1993,

ARG 1988 1989 1990 1991 1992 1993

AISLADOS 299 240 327 719 950 798

cml

<2/38 93,29 90,83 80,41 79,41 90,32 93,86
4/76 1,00 2,91 1,52 0,27 0,42 0,63
8/152 2,67 0,83 0,91 0,69 0,00 0,00

>8/152 3,01 5,41 17,12 19,61 9,26 5,51

Tabla 3.14. Relacién de las CMIly,, ¥ CMIly, de la asociacién trimetroprim

sulfametoxazol.

ARO
COTRIMOXAZOL
CMi,,

CMIg,

RANGO

1988

=2/38
<2/38

1989

=2/38
<2/38

1990

=2/38
>8/162

1981

=2/38
>8/162

1992

=2/38
=2/38

1993

=2/38
<2/38

£2/38.»8/152 £2/38->8/162 =<2/38- »8ME2 =2/38->8/152 =2/36->8/162 s=2/38->8/162

3.2.4 ANTIMICROBIANOS QUE

INTERACCIONAN CON LOS ACIDOS
NUCLEICOS: QUINOLONAS, RIFAMPICINA Y NITROFURANTOINA

La tasa de resistencia a norfloxacina { = 16) se ha multiplicado por 15 en

seis afios, desde el 2,34% de 1988 hasta el 35,09% de 1993 (Tabla 3.15}). La

proporcién de cepas resistentes a ciprofloxacina (CM1 < 2){Tabla 3.16 y Figura 3.2) ha

aumentado desde el 13,13% hasta el 38,97%, entre 1989 y 1993, aunque no se ha
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observado variacién en los valores de la CMly, y CMlg,, 1y > 2 respectivamente durante

la totalidad del perfodo (Tabla 3.19).

La sensibilidad de los enterococos a rifampicina y nitrofurantoina se ha

mantenidc practicamente constante (Tabla 3,17, 3.18, y 3.19), destacando el alto

grado de sensibilidad a la nitrofurantoina, alrededor del 989%.

Tabfa 3.156. Distribucién en porcentajes de la CMI {ug/ml) a norfloxacina en el

perfodo 1988 - 1993,

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 289 240 327 719 950 798
cMI

<16 97,65 80,83 87,46 74,68 68,32 64,91
>16 2,34 9,16 12,53 21,14 31,68 35,08

Tabla 3.16. Distribucién en porcentajes de la CMI {ug/ml} a ciprofloxacina en el

perfodo 1989 - 1893,

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993

AISLADOS 299 240 327 719 980 798

cMl

<0,25 ND 5,00 4,28 7,09 6,11 ND
0.5 ND 18,76 22,93 25,31 24,63 ND
1 ND 48,75 35,77 32,12 29,58 55,26
2 ND 14,18 17,43 7,23 4,63 5,76

> 2 ND 13,13 19,567 28,23 35,05 38,97

Tabla 3,17, Distribucién en porcentajes de la CMI {ug/ml} a rifampicina en el

periodo 1988 - 1993.

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993

AISLADOS 299 240 327 719 850 798

CMi

<0,5 20,73 30,83 22,32 38,24 49,58 ND
1 35,45 32,50 28,74 23,92 23,37 67,79
2 22,40 156,41 19,67 14,04 10,32 12,41

>2 21,40 21,25 29,35 23,78 16,74 18,80
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Figura 3.2. Diagrama de la distribucién de las CMI de norfloxacina y
ciprofloxacina.

Tabla 3.18. Distribucién en porcentajes de la CMI {wg/ml) a nitrofurantoina en el
perfodo 1988 - 1993,

ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
AISLADOS 299 240 327 719 950 798
CcMI

<64 98,32 99,58 98,16 98,88 99,47 ND
>64 1,67 0,41 1,84 1,12 0,63 ND
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Tabla 3.19. Relacién de las CMIy, y CMiy, para los antibidticos que actdan
inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos.
ANO 1988 1989 1990 1991 1992 1993
ANTIBIOTICO
NORFLOXACINA

CMi,, <16 <16 =16 <16 <18 <186
CMI,, <16 <16 >16 >16 >16 >16
RANGO =16.>18 <16->18 =16->186 =16->18 =18->18 =18->18
CIPROFLOXACINA

CMig, ND 1 1 1 1 1
CMiy, ND >2 >2 >2 >2 >2
RANGO =0,25->2 <D,26->2 =0,25-»2 s0,25-»2 s05->2
RIFAMPICINA

CMI,, 1 1 1 1 1 1
CMly, >2 >2 >2 >2 >2 >2
RANGO =0,5-»2 =052 =0,6-»2 =0,6->2 =0,5-»2 =1->2
NITROFU-

RANTOINA

CMI,, <84 <64 <64 <64 <64 ND
CMl, <64 <64 <64 <84 <64 ND
BANGO =64-»64 264->64 =64->84 =64->64 =64->64

3.3 SENSIBILIDAD DE LOS ENTEROCOCOS RESISTENTES A VANCOMICINA A
LOS ANTIMICROBIANOS

3.3.17 SENSIBILIDAD A R-LACTAMICOS, GLICOPEPTIDOS Y
LIPOGLICOPEPTIDOS

Las cepas de Enterococcus resistentes a vancomicina fueron sensibles a
los antibiéticos R-lactamicos; e! producte mas activo fue ampicilina, seguido de
imipenem, penicilina, piperacilina, y meropem (Tabla 3.16). Los aislados de E. faecalis
presentaron una CMI| homogénea para ampicilina {0,6-1 ug/ml); las cepas menos

sensibles fueron E. faecium RYC37508y E. aviurm SON144, con CMI para ampicilina

de 2 y 4 ug/m| respectivamente.
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La resistencia a vancomicina y teicopianina fue de alto nivel para todas
las cepas, vancomicina resulté ser ocho veces menos actlva que teicoplanina {Tabla
3.17}; la cepa mas resistente fue E. avium SON144. Todas las cepas resultaron

sensibles a daptomicina.

Tabla 3.16. Enterococcus resistentes a vancomicina, v £ faecalis JH2-2, CMI
de antibidticos R-lactamicos {yg/ml).

Cepa N° PEN * AMP* AMP* PIP IV MER
{/SUL
E. faecalis JH2-2 1 0,6 =4/2 =4 0,5 2
E. faecium RYC37509 =8 2 <4/2 <4 8 16
E. faecalis RYC44749 2 0,5 <4/2 =4 0,5 2
E, faecalis PE28B2 1 0,5 <4/2 <4 0,6 2
EF, faecalis PE435 1 0,b <4/2 <4 0,6 2
E, faecalis PE477 1 0,6 =412 <4 0,6 2
E. faecalis PE491 1 0,5 <4/2 =4 0,5 2
E. faecalis MT77628 2 0,6 <4/2 =4 1 8
E. faecalis MT77693 2 1 <4/2 <4 2 8
E. aviurn SON144 2 4 <42 16 1 2

* CMI determinada con sistema PASCO

Williamson y cols. observaron la disminucién de la CMi a vancomicina en
presencia de NaCl al 7% en un E. faecium de fenotipo VanB (258); con objeto de
conocer si este efecto tenia lugar con las cepas de nuestro estudio, determinamos la
CMI a vancomicina en presencia de NaC} al 7%. Como Williamson y cols. observamas

una disminucién considerable en las CMI frente a vancomigcina.
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Tabla 3.17. Enterococcus resistentes a vancomicina, v E. faecalis JH2-2, CM!
de antibiéticos glicopeptidicos y lipoglicopeptidicos {ug/ml}.

Cepa N° VAN TEI DAP V/NaCl* T/NaCI*
E. faecalis JH2-2 4 0,5 2 ND ND
£. faecium RYC37508 512 64 4 64 2

E. faecalis RYC44749 512 64 2 684 1

£, faecalis PE282 512 64 4 128 2

E. faecalis PE435 b12 32 4 64 1

E. faecalis PE4AT77 512 32 2 32 0,25
E. faecalis PE491 512 32 2 32 0,5
E. faecalis MT77628 512 128 2 64 1

E. faecalis MT77693 512 64 4 64 1

£ avium SON144 2048 128 2 ND ND

T de vancomicina y teicoplanina con NaCl 7% en el madio

3.3.2 ACTIVIDAD DE 10 ANTIBIOTICOS DE DIFERENTES GRUPOS

Como se puede observar en la Tabla 3.18, ninguna cepa presentd

resistencia a cloranfenicol, norfloxacina, ciprofloxacina, cotrimoxazol, nitrofurantoina,

y de alto nivel a estreptomicina. La sensibilidad a fosfomicina fue variable. La mayorfa

de las cepas fueron resistentes a tetraciclina y gritromicina.

Tabla 3.18. Enterococcus resistentes a vancomicina, y E. faecalis JH2-2, CMI
de fosfomicina, tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, estreptomicina, rifampicina,
_norfloxacina, ciprofloxacina, nitrofurantoina, y cotrimoxazol (ug/ml).

Cepa N° FOS TET ERM CM STR RIF NOR CIP ND SXT*
E. faecalis JH2-2 16 1 0,56 <8 <2000 >4 <16 2 <64 =0,5
E. faecium RYC37509 32 =8 =4 <8 =2000 <0,5 <160,6 <64 =<0,5
E. faecalis RYC44749 16 =8 =24 <=8 =2000 2 =16 1 =64 =05
£ faecalis PE28B2 32 <05 =24 <8 <2000 4 =16 2 = 64 =<0,b
E. faecalis PE435 16 =8 >4 =8 <2000 1 <16 1 =64 =05
£, faecalis PE4T7 16 =8 =4 <8 £2000 1 <16 1 =64 <0,5
£. faecalis PE491 32 =8 >4 <8 <2000 1 =16 1 =64 =08
E. faecalis MT77628 =128 4 >4 <8 =2000 =2 <16 2 <64 =0,b
E. faecalis MT77693 128 =38 -4 <8 <2000 2 <16 2 =64 <0,b
E, avium SON144 32 <0,5 05 <8 <2000 =<0,5 <16 0,5 <64 =0,5

CMI realizadas con sistema PASCO

+ §XT el valor £0,5 se corresponde con |la concentracién <0,6/9,6
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3.3.3 ASOCIACION D-CICLOSERINA Y VANCOMICINA

La protefna VanA es una enzima a-hidroxiacido-D-alanil ligasa que actda
presencia de vancomicina en vez de la D-alanil-D-alanil-ligasa, siendo ésta Gltima
gima inhibida por D-cicloserina, realizamos estudios de sinergia entre vancomicina y

_gicloserina.

A partir de los datos de |la Tabla 3.19 se deduce que la asociacion de D-
Gialoserina y vancomicina es antagénica en las cepas E. faecalis RYC44749, £. faecium
F‘l"/CS?EOQ' y E. avium SON144, El Indice FIC ompna €5 UNO para las tres cepas
mdependientemente de la concentracién de D-cicloserina. El indice FICg oserna €8
diferente segun las cepas probadas y las concentraciones de vancomicina, aungue en
t..Qdas las ocasiones resulté come minimo igual a 1, por tanto el (ndice para la asociacién

resultd siempre mayor o igual 2 {antagonismo}( 37).

La CMI de D-cicloserina se incremento hasta dos y tres veces en las cepas
RYC44749yRYC37509respectivamente, a medida que se incrementd la concentracion
de vancomicina, no se observé variacién con la cepa E. avium SON144. La CMI de
wvancomicina permanecié constante independientemente de las concentraciones de D-

cicloserina en asociacién.

Tabla 3.19. Isobolograma de la asociacion vancomicina/D-cicloserina.

L

LVAN] Tl D-CICLO /FIC 5 ormseins

£aq/ml RYC44749 RYC37509 SON144
0 64 /1 32/ 1 1024 7 1
8 64/ 1 32/ 1 1024/ 1
16 64/ 1 32/ 1 1024/ 1
32 64/ 1 64/ 2 1024/ 1
64 128/ 2 64/ 2 1024/ 1

Tus 12812 128 / 3 1024/ 1

§56 12872 128/ 3 102471

N2 1024/ 1
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3.4 INDUCIBILIDAD DE LA RESISTENCIA A GLICOPEPTIDOS

En las figuras 3.3, 3.4, y 3.5 serepresentan las curvas de crecimiento de
las cepas £. faecalis RYC44749, E. faecium RYC37509, y £ avium SON144. Las
curvas de crecimiente de las cepas de £. faecalis PE28B2, PE435, PE477, PE491,
MT77628, vy MT77693; y del transconjugante JVR-2, fueron equivalentes a las
obtenidas para las cepas RYC44749y RYC37509, y por ello no se representan.

En todas las cepas, excepto el aislado £, avium SON144, se cbservé gue
el periodo de latencia fue mayor cuando el preindeulo procedfa de un caldo sin
antibiético que cuando éste provenia de un cultivo crecido con vancomicina. La
resistencia de las cepas de E. faecalis y E. faecium a vancomicina debe ser inducible ya
que se expresa antes en |as células crecidas previamente con el antibiético. La velocidad
de crecimiento de las células en presencia de vancomicina fue algo menor, asi como la
DO méxima alcanzada. La resistencia fue constitutiva en la cepa E. avium SON144 que

presents el mismo tiempo de latencia cuando el preinéculo provenfa de caldo con y sin

wvancomicina.
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Figura 3.3. Curva de crecimiento de la cepa E. faecalis RYC44749, en presencia
y ausencia de vancomicina {50ug/ml}, a partir de preindculos
con y sin vancomicina (50 ug/mi).
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a- preindculo con vancomicina; crecimiento en caldo BHI sin vancomicina
b- preinéculo con vancomicina; crecimiento en caldo BH| con vancomicina
c- preindculo sin vancomicina; crecimiento en caldo BHI con vancemicina

Figura 3.4. Curva de crecimiento de la cepa £. faecium RYC37509, en presencia
y ausencia de vancomicina (50ug/ml}, a partir de preindculos con y sin vancomicina {50
pa/ml).
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- preindeulo sin vancomicina; crecimiento en caldo BHI con vancomicina
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Figura 3.5. Curva de crecimiento de la cepa £. avium SON144, en presencia y
ausencia de vancomicina (50ug/ml}, a partir de preinéculos con y sin vancomicina {50

ug/ml).

ABSORBANCIA(DC)

a- prelndculo con vancaemicina; crecimiento en caldo BHI sin vancomicina
b- preindculo con vancomicina; crecimiento en caldo BHI con vancomicina
¢- preindeulo sin vancomicina; crecimiento en calde BHI can vancomicina

3.5 ANALISIS DE PROTEINAS

3.5.1 ANALISIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE EXTRACTOS CRUDOS

Los extractos crudos de las cepas E. avium SON144, E. faecium
RYC37509, y £ faecalis RYC44749, crecidos con ¥ sin vancomicina 50 pg/ml, se
sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%:; en la Figura 3.9 se puede
observar una banda de peso aproximado de 39,8 KD en las cepas RYC37509 y
RYC44749 que sélo es apreciable cuando estuvieron crecidas con vancomicina. No se

observaron diferencias en el perfil de proteinas totales de la cepa SON144 con y sin

vancomicina.
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Con objeto de examinar con mayor exactitud el gel de poliacrilamida fue
analizado con el densitémetro EC 910 Transmission Densitometer, con ayuda del
programa Zeineh Software 1-D Scanner. En la Figura 3.6 se representa £. avium
SON144 con y sin vancaomicina, y el perfil obtenido es equivalente {no igual debido a
una fisura producida durante el proceso de secado). En las Figuras 3.7 y 3.8 se
representan los perfiles de proteinas de las cepas RYC37509y RYC44749 crecidos con
y sin vancomicina, generados a partir de las DO lefdas por el densitémetro, en ambas

cepas se distingue la aparicién de una nueva banda en presencia de vancomicina.

El peso aproximado de la nueva proteina fue de 39,8 KD, de acuerdo con
el célculo por intrapolacién a una recta construida a partir de la distancia recorrida por

el patrén de pesos moleculares, las distancias recorridas por cada protelna se midieron

con ayuda del densitémetro.

Los extractos crudos de las cepas PE282, PE435, PE477, PE491,

MT77628, y MT77693, crecidos con y sin vancomicina, se corrieron en geles de

poliacrilamida al 12% en la Figura 3.10 se observa débilmente una nueva banda a la

altura de 39 KD.
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Sonldd erecido sin vancomlcina
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Figura 3.6. Perfil de proteinas leido por el densitémetro de £. avium SON144 con
¥ sin vancomicina,
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RYC 37509 crecido sin vancomicina ( _ ]
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Figura 3.7. Perfil de proteinas lefdo por el densitémetro de E. faecium
RYC37509 con y sin vancomicina.
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RYC 44749 crecido en vancomicina 50 pg/ml

o st

Figura 3.8. Perfil de protelnas lefdo por el densitémetro de E. faecalis RYC44749

con y sin vancomicina.
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Figura 3.9. Gel de poliacrilamida al 12% de extractos crudos de las cepas E.
avium SON144 (carriles 3 v 2), E. faecalis RYC44749 (carriles 7 y 6) y E. faecium

RYC37509 (carriles 5 y 4) crecidas con y sin vancomicina 50ug/ml. Carril 1 patrén de
peso molecular.
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Figura 3.10. Geles de poliacrilamida al 12% de extractos crudos de las distintas
cepas crecidas con y sin vancomicina (50 pg/ml). En paréntesis figuran los carriles,

PE2B2 (13 (VAN) y 14), PE435 (2 y 3 (VAN), PE477 (4 y 5 (VAN), PE491 (B y 7

(VAN), MT77628 (8 y 8 (VAN), y MT7768983 (10 y 11 (VAN), patrén de peso molecular
1y 12
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3.5.2 PRODUCCION DE ANTISUERO ANTI-39KDa

Llevamos a cabo la inmunizacién de conejos de acuerdo con lo descrito
en el apartado 2.5.5, con la finalidad de poseer una herramienta que nos facilitase la
observacion de la proteina VanA en las cepas resistentes a vancomicina y para
comprobar si la cepa de E. avium SON144, de fenotipo distinto a los descritos (48),

posee alguna protefna inmunoldgicamente relacionada con VanA.

El antisuero obtenido reconocia inicialmente multiples proteinas; tras los
sucesivos procesos de absorcién se consiguié la eliminacién de anticuerpos no
relacionados con la resistencia a vancomicina. Cuando se enfrenté el antisuero
parcialmente purificado a la membrana Immobilon PVDF, con los extractos de la cepa
JVR-2 crecida con y sin vancomicina, reconocié especialmente una banda de peso
aproximado 39 KD en el carril donde se corrid la cepa crecida con vancamicina y no se
reconocieron bandas en ausencia del antibi6tico. De acuerdo con la literatura (58, 213)
as coherente sugerir que la banda de 39,8 KD que aparece en las cepas en presencia
de vancomicina y que no estd presente en ausencia de la misma corresponda a la

protelna VanA, y por tanto el antisuero obtenido que reconoce esa banda serfa anti

Vani,

3.5.3 ANALISIS DE LAS CEPAS CON EL ANTISUERO ANTI-39KDa

Como podemos observar en los diferentes "inmunoblot" realizados,
Figuras 3.11.A, 3.11.B, y 3.12 las cepas de E£. faecals RYC44749, PE282, PE435,
PE477, PEA91, MT77628, y MT77693 el antisuero anti-38KDa reconoce la banda de
39 KD en todas las cepas cuando estdn crecidas en presencia de vancomicina. Las
cepas crecidas sin vancomicina pueden poseer pequefias cantidades dela protefna VanA

como se ohserva en los "inmunobloting"” de las cepas PE435, y PEZ82 {Figura 3.11.B}
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E 2Era Resuitados

El antisuero reconoce dos bandas en la cepa E. faecium RYC375089
(Figura 3.9.A), una de aproximadamente 39 KDa, y otra de menor peso
{aproximadamente 30 KD) presente independientemente de la presencia de vancomicina.
Esta banda no debe estar relacionada con la resistencia ya que la cepa E. faecalis JVR-
1, transconjugante de E. faecium RYC37509, no la presenta. Ademds, en otro estudio
realizado por nosotros, el antisuero anti VanA también reconoce una banda de 30 KDa
en E. fascium resistentes a vancomicina procedentes de aguas residuales (234).

Los extractos crudos de £ avium SON144 no son reconocidos por &l
antisuero anti-39KDa cuando fueron crecidos con o sin vancomicina (Figura 3.11.A).

Figura 3.9. A Antisuero anti 39KDa (concentracién final 1/200) frente cepas de
las tres especies estudiadas, crecidas en presencia de vancomicina 50 ug/ml y sin ella.
Carriles: 1- JH2-2, 2- SON144 (VAN), 3- SON144, 4- RYC37509 (VAN), 5- RYC37509,
B-RYC44749 (VAN], 7-RYC447439,
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Figura 3.9. B. Antisuero anti 39KDa (concentracién final 1/200) frente a las
diferentes cepas estudiadas crecidas con y sin vancomicina 50 pgi/ml. Carriles 1-JH2-2,
2-PE477 (VAN), 3-PE477, 4-PE435(VAN), 5-PE435, 6-PE282(VAN), 7-PE282.

Figura 3.10. Antisuero anti 39KDa (concentracién final 1/200) frente a las
diferentes cepas estudiadas crecidas con y sin vancomicina 50 ug/ml. Carriles 1-JHZ2-2,
2-PE491(VAN), 3-PE491, 4-MT77693(VAN), 5-MT77693, 6-MT77628 (VAN), 7-
MT7TE2B.



3.5.4 INDUCIBILIDAD DE LA PROTEINA VanA POR ANTIBIOTICOS

Se estudid la capacidad inductora de antibidticos que actian a nivel de
la sintesis de la pared celular, diferentes de vancomicina. La cepa E. faecalis RYC44749
fue crecida en presencia de concentraciones subinhibitorias de ampicilina (0,25 wg/ml),
fosfomicina (4 pg/ml), D-cicloserina (16 ug/ml), daptomicina (2 pg/ml) y teicoplanina (32
pg/ml). En la Figura 3.11 se observa en el "inmunoblot” que solo indujeron la produccidn
de VanA los antibidticos glicopeptidicos vancomicina y teicoplanina, mientras que
ampicilina, D-cicloserina, fosfomicina, y daptomicina resultaron no inductores.

Figura 3.11.A. Gel de poliacrilamida al 12% de extractos proteicos de RYC44749
cracidos previamente con antibiéticos Carriles: 1 y 10- patrén de peso molecular, 2-
JH2-2 (control negativo), 3- RYC44 748 sin antibiéticos, 4- con vancomicina 50 pg/mil,
5- con teicoplanina 32 wg/ml, 6- con daptomicina 2 pg/ml, 7- con D-cicloserina 18
paiml, B- con fosfomicina 4 pg/ml, 9- con ampicilina 0,25 ug/mil.

a7



Figura 3.11.B- "Inmunoblot” de extractos proteicos de RYC44749 crecidos
previamente con antibidticos revelado con antisuero Anti 38KDa. Carriles: 1- con
ampicilina 0,25 pg/ml, 2- con fosfomicina 8 pg/ml, 3- con D-cicloserina 18 pg/ml, 4- con
daptomicina 2 pg/mi, 5- con teicoplanina 32 pg/ml, B- con vancomicina 50 wg/mil, 7- sin
antibidticos, 8- JH2-2 (control negativol.

3.5.5 ANALISIS DE PEP

Los perfiles de PBP de las estirpes E. faecium RYC37508 y E. faecalis

RYC44749 son equivalentes a los de las cepas sensibles a vancomicina. La
autorradiografia (Figura 3.12) reveld que la presencia de vancomicina (80 pg/ml) no
alterd el perfil de PBP de los extractos de protsinas de membrana de ambas cepas.



Rasultados

RYC37509 RYC44749.
VA-NEE L

Figura 3.12. Andlisis de PBP de las cepas RYC37509 y RYC44748, con y sin

vancomicina.
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3.6 TRANSFERENCIA POR CONJUGACION DE GENES DE RESISTENCIA

Todos los E. faecium y E. faecalis resistentes a vancomicina fueron capaces de
transferir la resistencia por conjugacién usando como receptor £, feecalis JH2-2.
Determinamos las frecuencias de conjugacion en filtro para los antibiGticos:
vancomicina, eritromicina y tetraciclina, los dos dltimos sélo en aquellas cepas que
presentaban resistencia, os resuitados obtenidos se detallan en la Tabla 3,20, Debido
a que algunos £. faecalis presentaron frecuencias de conjugacién muy altas, del orden
de 10", también aestudiamos la frecuencia de conjugacién de la resistencia a

vancomicina en caldo. Los resultados revelaron que cinco de los siete F. faecalis

Tabla 3.20. Frecuencias de conjugacién entre £, faecalis JH2-2 y los diferentes
donantes, en filtro y caldo para los antibiéticos: vancamicina, eritromicina, v tetraciclina.

CEPA N° VANCO VANCO ERM TET
DONANTE FILTRO CALDO FILTRO FILTRO
E. faecium  RYC37508 2,5 10° =110°® 5 107 <5 108
E. faecalis  RYC4474% 3 10" 2,410% 3 107 5 107
£. faacalis PEZ282 1.6 10* 2 10% 6,6 10 sensible
E. faecalis PE4356 2,5 107 1,6 107 2,5 107% 7,510
£, faecalis PE477 2,56 107 2,5 107 2,5 102 5 108
E. faecalis PE491 1 107 1 107 1 107 1 107
E faecalis MT77628 2,5 10° 2 10° g8 10°® sensible
E. faecalis ~ MT77693 1 107 1,1 107 1 107 1107
E. avium SON144 <1 10° ND sensible sansible

mantenian en caldo altas frecuencias de conjugacién, sugiriéndonos la participacién de
feromonas. La estirpe RYC37508fue la que presentd menor frecuencia de conjugacian

en filtro {2,5 10, v en caldo no obtuvimos transconjugantes,

E. avium SON144 no transfirié la resistencia a vancomicina en filtro {<

10®) utilizando como receptores las estirpes JH2-2 y OG1X.
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Tabla 3.21. Porcentaje de cotransferencia de resistencia asociada entre
tetraciclina-vancomicina, eritromicina-vancomicina, y vancomicina -eritromicina -
tetraciciina, actuando como receptor £, faecails JH2-2,

DONANTE NC % CO NC % CO NC % CO % CO
TET R TET-VAN ERMR ERM-VAN VAN R VAN-ERM  VAN-TET
RYC375609 S S 16 33 32 90 S
RYC44749 52 100 58 100 110 100 0
PE282 S 3 200 100 150 100 S
PEA35 44 97 50 100 120 100 0
PE477 25 92 115 100 107 100 0
PE491 48 100 112 100 123 100 0
MT77628 S S 80 100 112 100 S
MT77693 60 96 123 100 97 100 0

NC: numeroe de clones seleccionados % CO: % de cotransferencia

El 100% de los clones obtenidos en Ja conjugacién entre JH2-2 y los
aislados RYC44749, PE282, PE435, PE477, PE491, MT77628, MT77693
seleccionados en vancomicina fueron resistentes a eritromicina, y el 90 % de los

obtenidos con la cepa RYC37509. No obtuvimos clenes resistentes a tetraciclina en

ningun caso (Tabla 3.21).

Las frecuencias de conjugacion en filtro abtenidas para eritromicina fueron
de un orden de magnitud menor o iguales a las obtenidas con vancomicina para cada
aislado. Entre 50 y 200 transconjugantes de los aislados RYC44749, PE282, PE435,
PE477, PEA91, MT77628,y MT77693 obtenidos de la seleccidn con eritromicina (10
pg/ml) se plaguearon sobre vancomicina {50ug/ml) resultande todos resistentes a ésta.
Sin embarga, sélo el 33% de los transconjugantes obtenidos con el aislado RYC37509

seleccionando con eritromicina fueron resistentes a vancomicina (Tabla 3.21).

La tetraciclina se transfirié con menor frecuencia que eritromicina o

. . . . -7 ]
vancomicina. Las frecuencias obtenidas se encuentran entre 1 107"y 7,5 10, no se

detectaron transconjugantes con el aisiado RYC37509. La proporcién de

transconjugantes seieccionados en tetraciclina resistentas a los otros dos
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antimicrobianos fue entre el 92 y 100 % segtin el donante. Los valores obtenidos son
semejantes a las frecuencias de conjugacién de transposones como el Tn976,

resistentes a tetracicling (44),

Los transconjugantes seleccionados de cada cepa también transfirieron
la resistencia a glicopéptidos por conjugacién en caldo utilizando la cepa E. faecalis

OG1X como receptora,

En la Tabla 3.22 figura el fenotipo de resistencia de cada cepa, asf como

é! de uno de los transconjugantes seleccionado sobre vancomicina.

Tabla 3.22. Fenotipos de resistencia de los aislados resistentes a vancomicina
y de sus transconjugantes {serie JVR) seleccionados sobre vancomicina.

ESPECIE CEPA N° VAN  TEl ERM TET FOS RIF FUS
E. avium SON144
E. faeccium  RYC37509
E. faecafls  JRV-1

E. faecalis RYC44749
E. faecalls  JRV-2

E. faecalis PE282

E. faecalis JRV-3

E. faecalis  PE435

E. faecalis  JRV-4
E.
£
E.
E.
E.
E.
£
E.

faecalis  PE477
faecalis JRV-5
faecalis  PE-491
faecalis  JRV-8
faecalis MT77628
faecalis JRV-7
faecalis  MT77893
faecalis JRV-8

D DIPDIODTVONDW BT D IDDIIITT
2 Jp = e = s » o u R w s s s v s v B & e B s » B o e « Bl » |
D WDRVTDRTIWWDBDDADIDIDWGMD DM
DO IDIOITOLBIOMWOVOIOIO®
KOO DL nn]
JHIOIDTODINDIDOIOIOI W
BT LBIDIOITITOHOIDINIOITONODIDIGM
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© 3.7 RESPUESTA A FEROMONAS ad 3= crighnar

Las cepas de £. faecalis RYC44749, PE435, PE477, PE481, y MT77693
respondieron con formacidn de acdmulos cuando se enfrentaron a los caldos crecidos
con la cepa JH2-2 y posteriormente centrifugados y filtrados. Los acumulos se
mantuvieron después de tratar el filtrado con tripsina 0,1 mg/ml, pero no cuando se
incubaron previamente con pronasa 0,1 mg/ml, y se disgregaron al afiadir EDTA 50 mM.
En la Figura 3.13 podemos ver una foto de este ensayo. De los resultados de estos
ensayos se deduce que las cepas responden a feromonas.

1 2 3 4

Figura 3.13. Produccién de acimulos de E. faecalis RYC44749 en presencia de
filtrados de cultivo de E. faecalis JH2-2. Tubo 1: sin tratamiento. Tubo 2: filtrado
tratado con tripsina. Tubo 3: filtrado tratado con pronasa. Tubo 4: RYC44749 sin
filtrado de JH2-2

#

Para caracterizar la/s feromonas a las que responden los aislados
RYC44749, PE282, PE435, PE4T7, PE491, MT77628, y MT77693, se ensayd la
formacién de acGmulos con filtrados (diluidos a una concentracidn final 1/10) de las
estirpes 0G1X(pAM351), 0G1X(pAM714], FA2-2(pAM373) que no producen cPD1,
cAD1, y cAM373 respectivamente, JH2-2 (productor de madltiples feromonas) y 5.
sureus ATCC 29213 productor de cAM373. Los resultados obtenidos figuran an la
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Tabla 3.23. También estudiamos la capacidad de originar acumuios en las cepas
0G1X{pAM351), OG1X(pAM714}, que responden a las feromonas cPD1, cAD1,
respectivamente con filtrados de los aislados RYC44749, PE4356, PE477, PE481, vy
MT77693: asl como con los de sus transconjugantes JVR-2, JVR-4, JVR-B, JVR-6, vy

JVR-8 los resultados obtenidos se describen en la Tabla 3.24.

Tabla 3.23. Estudio de la capacidad agregante de los aislados clinicos con
filtrados obtenidos de las cepas JH2-2, OG1X{pAM351), 0G1X(pAM714), FA373, S.
aureus ATCC29212.

CEPA A AGREGAR FILTRADOS
JH2-2 0G1X 0G1X FA373 ATCC TODD
(PAM351)  (pAMT14) 29212 HEWITT
RYC44749 + + d + - -
PE282 - - - - - -
PE435 + + d - - -
PE477 + + + + - -
PE491 + + d + - -
MT77628 - - - - - -
MT77693 + + d + - -

d: caldo turbio con ligera formacién de acamulos. Todd Hewltt: crecimiento sin adicién de filtrado.

Tabla 3.24. Estudio de la capacidad agregante de las cepas JH2-Z,
0G1X(pAM351), OG1X(pAM714) con filtrados de los aislados clinicos RYC44748,
PE435, PEA77, PE491, MT77693,y los transconjugantes JVR-2, JVR-4, JVR-5, JVR-6,

y JVR-8

CEPA A AGREGAR FILTRADOS

JH2-2 RYC JVR-2 PE JVR-4 FE JVR-B PE JVR-6 MT JVR-8
44749 435 477 491 77693

OG1X(pAM351) + + + + + + + + o+
0G1X{pAM714) + d d d d d d d d d +

d: caldo turbio con ligera formacidn de aclimulos
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Los aislados PE282y MT77628 no responden a las feromonas exploradas
al no producirse acimulos en presencia de filtrados de £. faecalis JH2-2, 0G1X,FA373

y S. aureus ATCC29212 {Tabla 3.23).

Los aislados RYC44749, PE436, PE477, PE4D1, y MT77693 responden
a alguna de las multiples feromonas producidas por E. faecalis JH2-2. También, forman
acumulos con los cultivos filtrados de OG1 X{pAM351} y FA373, que no producen las
feromonas cPD1 y cAM373, de éstos resultados concluimos que los aislados no
responden a cPD1 y cAM373, en el caso de ésta ditima lo confirmamos por la
incapacidad para originar actimulos con ios filtrados de S, aureus ATCC29212(produce
Gnicamente cAM373) (Tabla 3.23). La respuesta a la feromona cAD1 no es
concluyente, al producirse con filtrados de OG1X{pAM714) escasos acimulos con las
cepas RYC44749, PE435, PE491,MT77693, de igual forma los filtrados de RYC447489,
JVR-2, PE435, JVR-4, PEA77, JVR-b, PE491, y MT77693 producen algunos agregados
con OG1X{pAM714), mientras gue los filtrados de PE477 y JVR-8 producen acimulos
evidentes (Tabla 3.24}). Con objeto de cuantificar la respuesta a cAD1 titulamos la
formacién de agregados de RYC44749con filtrados de JH2-2, FA373,0G1X(pAM351}
y OG1X(pAM714), los resultados fueron 1/32, 1/32,1/16, ¥ 1/4 respectivamente. Del

conjunto de ensayos podemos afirmar que cada uno de los aislados que responden a

feromonas lo hacen a feromonas distintas de cPD1, cAM373, y cAD1 aunque podrfan

estar relacionadas con esta dltima.

3.8 ANALISIS DEL ADN PLASMIDICO

Todas las cepas estudiadas presentaron una dnica banda de ADN

plasmidico, excepto el aislado E. avium SON144, al que no s€ je observd ninguna

s obtenidos en E. faecalis JH2-2, se sometieron
observéndose en

banda. Los transconjugante a minilisis
n en gel de agarosa al 0,6%,

alcalina y posteriormente sé analizaro
o. En la Figura 3.14, se observa la similitud

todos ellos una sola banda de ADN plasmildic
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en el tamafio de los pldsmidos de las cepas JVR-2, JVR-4, JVR-5, JVR-6, JVR-7, ¥
JVR-8, mientras que las cepas JVR-1 y JVR-3 presentan mayores diferencias de
tamafio.

Con objeto de analizar los plasmidos de las distintas cepas, se obtuvo el
ADN plasmidico de las cepas originales mediante purificacidn en gradiente de densidad
cloruro de cesio / bromuro de etidio. Los pldsmidos purificados fueron digeridos con las
enzimas de restriccidn EcoRl y Hindlll, posteriormente se separaron los fragmentos en
gel de agarosa al 0,8% utilizando, como patrén, el ADN del fago lambda digerido con
Hindlll,los tamafios de los fragmentos se dedujeron de més de tres geles de agarosa.

La cepa RYC375609 alberga un pldsmido de aproximadamente 35,5 Kb,
De la digestidn con EcoRl resultaron siete fragmentos de 10,4, 10, 4,3, 4,1, 3,6, 1,5,
¥ 1.4 Kb (Figura 3.15 y 3.18). El tratamiento con Hindlll properciond nueve fragmentos
de 15,4.,6, 3,6, 3,2, 2,9, 2,6, 2, 1,3, vy 1 Kb (Figura 3.17). Este plésmido se denomina

pVR-1.

12 345678098

Figura 3.14 Gel de agarosa al 0,6% de los distintos transconjugantes y de la
cepa RYC44749, carriles: 1- JVR-1, 2-JVR-2, 3- RYC44749, 4-JVR-4, 5-JVR-5, 8-JVR-

6, 7-JVR-7, 8-JVR-8, y 8-JVR-3.
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Figura 3.15. Gel de agarosa al 0,8% de las digestiones con EcoRl de los
plésmidos obtenidos de las siguisntes cepas: (en pardntesis los carriles) RYC37509 (2],
RYC44748 (3), PE282 (4), PEA36 (5), PEA77 (6), PE4B1 (7), MT 77628 (8), MT77683

(9). Carriles 1 y 10- Lambda Hindlll.

TAMARGO Di LOS PRAGMENTOS BN Kb
1 2 3 4 ] a T ] | ]
XA104 173 140 184 173 173 17,3 1.3
B4 100 VAT 120 &5 BD BD 13T 147
6E 453 B0 108 84 65 &5 A0 AD o
43 40 EF B4 B4 B4 B4 05 08 loooo—
I3 38 B4 D 45 B4 B4 84 B4
20 18 B4 AT 43 45 48 B4 B4 = A
14 485 83 38 43 43 48 48 —
43 B8 48 38 38 43 a3
38 B8 14 38 A 2B AR e —
L6 AN 1.4 1.4 38 L8
1.4 43 14 1.4
a8 A W0
34 '
%
S0
LT

1.5

4 3 & 7 a ¥

Figura 3.16. Representacién de los plésmidos de las aislados clinicos digeridos

con la enzima EcoRl. Carriles 1:

Lambda

Hinalll,

2: RYC37508(pVR-1), 3:

RYC44749(pVR-2), 4: PE282(pVR-3), 5: PE43B6(pVR-4), 6: PE477(pVR-B), I:

PE481(pVR-6), 8: MT77628(pVR-2), 9: MT77693(pVR-2).
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1 a2 2 ) L1 [ ] 8 g

TAMARO DE LOS FRAGMENTOS EN Kb —
:::1::(:1::!::'::::::::
7 2 3 4 B 6 7 B 8
23,1 16,0 10,0 .2 11,4 10,0 17,3 10,0 6.0
8,4 45 87 81 11,4 97 80 §7 4,7
65 35 97 7.9 94 47 66 87 9,7 20000~ — ___
43 3,2 84 74 70 &1 54 84 B4 10000 —— e e e
23 28 81 74 40 70 54 81 8,1 - —_—— =
20 25 72 7,2 3.8 40 45 72 7.2 5000 —
20 7.0 7,2 32 38 43 70 7.0 —_— T
13 40 7.0 1,8 32 38 40 4.0 = —
1,0 3,8 68 1,3 1,8 35 38 3.8 _—— -
32 59 1,1 1,3 1,4 32 3.2 2000 ——
1.8 6,8 1,1 1.8 1,8 —_——— —_—
1,3 47 1,3 1,3 1000-1 o ——— ——
11 4,0 o1 —
3,8
2 500
2,3
2,0
0.8

Figura 3.17. Representacién de los pldsmidos de las aislados clinicos digeridos
con la enzima Hindlll. Carriles 1: Lambda Hindlll, 2: RYC375092{oVR-1), 3:
RYC44749(pVR-2), 4: PE282{pVR-3), b: PE435{pVR-4), 6: PE477(pVR-b), 7:
PE491{pVR-B), 8: MT77628(pVR-2},9: MT77693{pVR-2).

Los perfiles de fragmentos resuitantes de las digestiones can £coRl y
Hindlll de los pldsmidos de las cepas RYC44748, MT77628, y MT77693 resultaran
idérticos, denomindndase el pldsmido comin como pVR-2 {Figuras 3.15, 3.16y 3.17).
La digestién de pVR-2 con EcoRl proporcioné once fragmentos de 17,3, 13,7, 8, 6,5,
6,4,5,4,4,5, 4,3, 3,8, 3,6, y 1,4 Kb; la enzima Hind!)l produjo trece fragmentos de 10,
9,7,9,7,8,4,8,1,7,2,7, 4, 3,8,3,2, 1,8, 1,3, y 1,1 Kb, El pldsmido tiene un tamafio

calculado de aproximadamente 75 Kb.

El pldsmido de la cepa PE282 resulté mucho mayor que gl resto, presentd
un tamafo de aproximadamente 103 Kb, y lo hemos denominado pVR-3. La digestion
con EcoRl dio lugar a catorce fragmentos de: 16, 12, 10,5, 8,4, 8, 6,7, 6,258,586,
4,5,4,3,3,6, 3,4,y 2,9 Kb, los fragmentos obtenidos con Hind\ll fueron dieciocho, de
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los siguientes tamafios: 9,2, 8,1,7,9,7,4,7,4,7,2,7,2, 7,6,8,5,9,5,8,4,7, 4,3,8
3,5, 2,3, 2, y 0,8 Kb {Figuras 3.16 y 3.17).

La cepa PE435 posee un plasmido, pJVR-4, de aproximadamente 52 Kb.
Los nueve fragmentos obtenidos de la digestién con EcoRl tienen un tamanio equivalente
al plasmido pVR-2, excepto el de 16,4 Kb. Ademas, se diferencia de pVR-2 por la
ausencia de dos fragmentos, uno de 13,7 Kb y otro de 8 Kb. El patrén de restriccion
obtenido con Hindlll fue idéntico al de pVR-2 si comparamos los siete fragmentaos de
menos de siete kilobases. Sin embargo, los fragmentos de mayor tamafio presentaron

diferencias notabies (Figuras 3.15, 3,16y 3.17).

Los aislados PE477 y PE491 poseen un plasmido de unas 60 Kb, que
presenta idéntico patrén cuando se digirié con EcoR1y Hindill, y que denominamos pVR-
5. De la digestién con £coRl se obtuvieron diez fragmentos que comparten tamaiio con
los originados de |a digestién de pVR-2 con la misma enzima. pVR-E se diferencia del
dltimo en la ausencia de un fragmento de 13,7 Kb, La digestién con Hindlll también

pone de manifiesto la relacion de ambos plasmidos: pVR-5 no posee dos fragmentos de

8,4y 7,2, Kb que estan presentes en pVR-2.

La digestién con EcoRl de los pldsmidos pVR-1, pVR-2, pVR-3, pVR-4, ¥

pVR-5 proporciond fragmentos de igual tamario, en todos se observaron dos fragmentos

de 4,3 vy 3,6 Kb; un fragmento de 1,4 Kb estaba presente en todos excepto pVR-3.

Todos los plasmidos excepto pVR-1 poseen fragmentos de 4,5 Kb. La digestion con

Hindlll de los distintos plasmidos no produjo ningun fragmento que compartiese tamaiio.

Un fragmento de 7 Kb esta presente en todos salvo en pVR-1.
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3.9 HIBRIDACION CON OLIGONUCLEOTIDO
3.9.1 HIBRIDACION CON ADN TOTAL

El ADN total de todas las cepas resistentes a vancomicina se hibridd con
el oligonucledtido 5'-CAGCTGTACTCTCGCCGGAT-3', correspondiente a las posiciones
673 y 593 de vand (59). La hibridacidn fue positiva con todas las cepas excepto con
la estirpe E. avium SON144.

3.9.2 HIBRIDACION CON PLASMIDOS

El ADN plasmidico de las todas cepas digerido con EcoRl hibridd con el
oligonucledtido marcado con P* en un fragmento de aproximadamente 4,3 Kb. Cuando
las cepas se digirieron con Hindlll el fragmento que hibridé, también fue el mismo para
todas las cepas con un tamafio aproximado de 7 Kb, excepto el pldsmido pVR-1 que lo

hizo con un fragmento de aproximadamente 4,5 Kb (Figura 3.18).
1 2 34 5 8 7 89 1011 12 13 14 156 16 1T 18

Figura 3.18. Hibridacién del oligenucledtido con los diferentes plésmides digeridos con
EcoRl (&) y Hindlll (B], carriles (en paréntesis la cepa origen del plismido): 1- A Hindlll, 2- pVR-1
(RYC37508), 3- pVR-2 (RYC44749), 4- pVR-3 (PE282), 5- pVR-4 [PE435), 6- pVR-B [PE4AT7),
7- pVR-1 (MT77628), 8- pVR-1 (MT776893).
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Las primeras publicaciones donde se citan enterococos resistentes a
vancomicina tienen lugar en los afios 1969 y 1973 (114, 232), pero no se considerd
el desarrollo de esta resistencia como un problema serio hasta el trabajo de Uttley v
cols. en 1988, en el que describen multiples aislamientos de enterococos raesistentes a
vancomicina asociados al tratamiento emplrico con vancomicina y ceftazidima de sepsis
de etiologla desconocida {237). A partir de ese afio aparecen varias publicaciones que

describen y estudian el mecanismo de resistencia a glicopéptidos {132, 142,143, 213}

Tras |la deteccién, en el Hospital Ramén y Cajal, de dos cepas de
enterococos resistentes a vancomicina en el verano de 1988, nos propusimos
caracterizar su mecanismo de resistencia, as/ como el de las cepas que nos fueron
enviadas en 1989 de los hospitales Principes de Espaiia {Barcelona), Mutua de Tarrasa
(Tarrasa, Barcelona}, y Son Dureta (Palma de Mallorca). Corresponden a los primeros
aislamientos que se produjeron en Espafia, ya que el primero fue documentado en el afio
1987, un £. faecalis enviado a! Center for Disease Control de Atlanta {108). Las estirpes
estudiadas son 7 E, faecalis, 1 E. faecium y 1 E. avium. Es destacable que la mayoria
de las cepas espafiolas corresponden a £ faecalis mientras que en gran parte de las
publicaciones se mencionan mayoritariamente E. faecium (39, 142, 143, 213, 237,
238). Los E. avium descritos son excepcionales (89, 238). Otras especies en las que
se han encontrado resistencia a glicopéptidos son £. galfinarum {58, 39, 144}, £

casseliflavus (58, 39, 144), E. raffinosus (39), y E. durans {102, 234).

Hemos analizado la sensibilidad de 3.333 enterococos aislados en el

Hospital Ramén y Cajal en el perfodo 1988-1983,con objeto de comparar su patrén de
sensibilidad con él de los aislados resistentes a vancomicina, y conocer la frecuencia de

cepas resistentes en un hospital general.

El patrén de sensibilidad de los Enterococcus fue considerado constante

durante cierto tiempo al mantenerse uniformemente sensibles a aminopenicilinas y
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ﬂncomicina, y con resistencia de bajo nivel a aminoglicésidos. En la actualidad es

rgcisa su vigilancia periédica al ser cada vez més comdn la resistencia de alto nivel a
© étreptomicina y gentamicina en £. faecalis y E. faeciumy a B-lactdmicos en £. faecium.
Gr:ayson y cols. han puesto de manifiesto los cambios de sensibilidad a lo largo del
tiempo en un trabajo donde estudiaron las CMI a R-lactdmicos de £. faecium aisladas
e 1968 de una poblacién de las islas Salomén, que nunca habfa sido expuesta a los
ar.tibiéticos, con aislados efectuados entre los afios 1989 y 1990 de un hospital de
Massachusetts. Hallaron alta susceptibilidad a B-lactdmicos en los aislados de las islas
sglomén {92). Nuestro estudio abarca un perfodo de seis afios, 1988-1993, en los
Uuales los patrones de sensibilidad no han sufrido cambios apreciables salvo en el grupo

o e las quinolonas y en el cloranfenicol.

La tasa de resistencia de las 3.333 cepas de enterococos estudiadas fue
del 5,16%, 3,156%, v 3,1 6% para penicilina, ampicilina y ampicilina /sulbactam
respectivamente. El 3,16% de aislados resistentes a ampicilina es equivalente al
publicado en otros trabajos canadienses y espafioles, 2,9% vy 4,2 % respectivamente
{28, 35). No obstante es inferior a los resultados de Watanakunakorn {8,9%) con
aislados de hemocultivo efectuados entre 1990y 1921 (2b3), aunque el mismo autor
c on cepas de igual procedencia publico < 19% de resistentes en un estudio de la década
anterior (252). Nuestras tasas de resistencia a ampicilina son también inferiores a los

P ublicados por autores estadounidenses, ingleses e italianos (20, 93, 241).

Al igual que otros autores, hallamos a ampicilina ligeramente mas activa

Que penicilina, con CMly, de 2 y 4 ug/ml respectivamente (85, 90, 93).

La evolucién de la sensibilidad de ampicilina, penicilina, Yy

A mpicilina/sulbactam siguen la misma tendencia, observdndose un incremento de la

Fagistancia en el tramo 1988-1990. Las causas que explican la elevada proporcién de

Rigiados resistentes a ampicilina, y especialmente a penicilina, de 1990no es conocida,

akmque podrfa estar relacionada con la proporcién de £ faecium y E. faecalis
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tudiados. Observamos una ligera tendencia hacia el incremento de cepas resistentes
ampicilina; en 1993 se encontraron 1,88% més que en 1988. Sin embargo, esta
rrdida de actividad es més evidente si consideramos los porcentajes de cepas con CMI

1; en estas cepas, la disminucién entre 1988 y 1993 es del 5,72%,

El 87,47 % de las 3,034 cepas ensayadas fueron sensibles a fosfomicina
MI < 32 ug/ml). Las diferencias interanuales no sufren variaciones considerables ni
juen una tendencia. La proporcidn de aislados sensibles es superior al 52,5%
municado por Redefic (197). La fosfomicina podrfa ser una alternativa en el
itamiento de infecciones producidas por enterococos resistentes a 3-lactdmicos y/o

copéptidos.,

El 99,16% de los 3.333 aislados son sensibles a vancomicina, el 0,18%
gsentan sensibilidad intermedia (CM} 8-16 pg/ml), v el 0,66% son resistentes {CMI
16 ug/m!). Se observa una distribucion irregular de las cepas resistentes en el perfodo

. estudio, 1990 fue el afio con mayor porcentaje (1,89%) y 1982 el de menor

,11%).

El ntimero de cepas resistentes a vancomicina es semejante a las
contradas en varios trabajos de diferentes palses {80, 241}, aunque discrepan con los
sultados de trabajos como los de Flournoy (74) y Woodford y cols. (262} que
contraron un 22% y 27,2% respectivamente de resistencia. En el primero, se
oporcionan datos de £. faecium aislados de pacientes que reciben asistencia de
fermeria domiciliaria (74), resulta inexplicable el alto porcentaje de cepas resistentes
o comparamos con el 11% de cepas resistentes aisladas de &reas de cuidados
{(36). Woodford y cols. aportan datos de un laboratorio de

origen hace que la cifra del 27,2% no sea comparable

tensivos en U.S.A,

ferencia del Reino Unido, este

n los datos de hospitales generales (90, 241}, Ademds, consideran resistentes a partir

' >4 wg/ml de vancomicina {282), mientras que el NCCLS considera = 32 Lgiml

sistente e intermedio 8-16 ug/ml (171). E10,18% de nuestros aislados presentaron
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sensibilidad intermedia muy inferior al 11,23% publicado por Watanakunakorn de cepas
aisladas de hemocultivo (253). Los enterococos resistentes a vancomicina también se
han encontrado en aguas residuales en una proporcién similar o algo inferior a los
hallados en climica. La proporcién de enterococos resistentes fue de alrededor del 0,4%
en un estudio realizado por nosotros en aguas del rio Ebro (234}, y entre 0,1y 0,01%

en los datos comunicados por un grupo alemén (134).

La resistencia de alto nivel a estreptomicina fue del 39,57%, equivalente
a la encontrada por otros autores en hospitales espafioles (33 ,197); la frecuencia de
resistencia hallada por nosotros presenta un valor medio entre las publicadas por
algunos autores estadounidenses e ingleses (90, 93) conmenos del 25% de resistencia,
y las comunicadas por otros centros estadounidenses e italianos que poseen més del
50% de cepas rasistentes (168, 241}, EI 32 % de los aislados efectuados entre 1992
y 1993 poseen resistencia de alto nivel a gentamicina, tasa comprendida entre el 20y

40% que comunican autores de procedencia diversa (33, 90, 197, 241, 262).

La sensibilidad a cloranfenicol ha sufrido una disminucién progresiva en
el perfodo analizado, pasando del 73,24% inicial al 53,88% de 1993.Este hecho resulta
especialmente llamativo debido a la reduccién en el consumo humano de este farmaco.

Es posible que los genes de resistencia puedan estar asociados a los de otros

fenicol se utiliza abusivamente en

de| 50% de las

antimicrobianos que si se prescriben, o bien el cloran

alimentacién animal. Tetraciclina y eritromicina son inactivas para mas

cepas ensayadas.
La evolucién de la sensibilidad a cotrimoxazol sufrié un valle en 1990y

1991, donde cayé al 80%, mientras que en el resto del periodo se mantuvo préxima al

90%.

El nimero de cepas resistentes a norfloxacina se ha multiplicado por

quince entre 1988 (2,34%) y 1993 (35,09%). El incremento de la resistencia a
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ciprofloxacina también ha sido apreciable pasando del 13,13% de 1982 al 31,97 % de
1993. Nuestros datos concuerdan con los de Schaberg y cols. {209), que obtuvieron
una sensibilidad a la ciprofloxacina del 100% con aislados de enterococo resistentes a
aminoglicésidos del perfodo 1985-1986, que se redujo aun 76% (24% de resistentes)
con aislados del mismo tipo en el perfodo 1989-1990. Woodford y cols. han publicado
que el 51,2% de |las cepas recibidas eri un centro de referencia britdnico son resistentes
{262). Resultados que sin duda tienen relacién con la difusién del uso de las quinolonas.
Estos datos contrastan con los obtenidos por Gerdon v cols. {90} que sdlo encuentran
un 1,3% resistentes, considerando la CMI = 4 yg/ml como punto de corte y no > 2

Hg/ml como nosotros.

El estudio de sensibilidad de las nueve cepas de enterococos, 7 de £
faecalis, 1 de E. faecium,y 1 de E. avium, resistentes a vancomicina, reflejé que todos
fueron sensibles a ampicilina, con excepcién de E. faecium RYC37509también lo fueron
a penicilina. La CMI obtenida por cada cepa fue igual o inferior a la CMIy, de ampicilina
y penicilina con las excepciones de £ avium SON144 con CMI de 4 ug/ml para
ampicilina y £. faecium RYC37509 con CMI = 8 w/ml para penicilina, Ampiciiina fue el
R-lactdmico més activo seguido de imipenem, penicilina, piperacilina y meropenem.
Nuestros datos contrastan con muchas de las publicaciones que describen enterococos
resistentes a vancomicina, ya que hacen referencia principalmente a E. faecium
resistentes a ampicilina (22, 39, 61, 107, 142, 143, 174, 213, 238, 257). En estudios
donde se incluyen E. faecalis, como en nuestro caso, resultan mayoritariamente

sensibles a ampicilina {61, 238, 2567, aunque en dos artlculos estadounidenses han sido

descritos aislados productores de R-lactamasa (149, 107},

Ninguna cepa vancomicina-resistente presentd resistencia acloranfenicol,
quinolonas, nitrofurantoina, cotrimoxazol, ni resistencia de alto nivel a estreptomicina,
resultando semejantes a la mayoria de los aislados del Hospital Ramén y Cajal, o si
cabe, algo més sensibles, ya que hemos descrito tasas préximas al 40% de resistencia

para norfloxacina, cloranfenicol, y resistencia de alto nivel a estreptomicina. En algunos
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estudios se han citado enterococos resistentes a vancomicina con resistencia de alto

nivel a estreptomicina y/o gentamicina (39, 142, 238).

La resistencia a eritromicina ha sido asociada frecuentemente con la
resistencia a vancomicina {108, 142, 143, 174, 238). En nuestra serie todos los
aislamientos fueron resistentes salvo E. avium SON144, una tasa muy superior a la
observada en los aislados vancomicina-sensibles del Hospital Ramdn y Cajal, enlos que
encontramos el 53% resistentes. Seis de los nueve aislados fueron resistentes a
tetraciclina proporcién similar a la descrita para el conjunto de aislados del perfodo

1988-1993. Unicamente los dos E. faecalis procedentes de ia Mutua de Tarrasa fueron

resistentes a fosfomicina.

Todos los aislados de este estudio presentaron CMI de 512 pg/m! para
vancomicina, excepto E. avium SON144 que tuvc 2048 ug/ml. El rango de la CMI a
teicoplanina se encontré entre 128y 32 ug/ml, presentando por tanto resistencia de alto
nivel a vancomicina vy teicoplanina, al considerarse ésta cuando se poseen CMI mayores
o iguales a 64 y 16 ug/ml respectivamente (48). Los valores de las CMI obtenidas para
vancomicina y teicoplanina son semejantes a los publicados por otros autores con cepas
que también poseen resistencia de alto nivel a vancomicina {142, 143,174,213, 216},
aunque la CMI obtenida para la cepa de £ avium es la méas alta de todas las
comunicadas. A la luz de estos datos podriamos considerar a todos los aislados como
pertenecientes al fenotipo VanA, no pudiéndose descartar totalmente el fenotipe VanB
al haber sido descrito cepas de este fenotipo resistentes a teicoplanina (1156} y otras con
CMI de hasta 1024 u/ml de vancomicina {187). Como en otros trabajos observamos gue
la sensibilidad a daptomicina no esta relacionada con la resistencia a vancomicina y

teicoplanina, al mantenerse sensibles todos los aislados (61, 107, 143, 174).

Los primeros trabajos sobre la resistencia a vancomicina pusieron de

manifiesto que en los fenotipos VanA y VanB la resistencia se expresaba de forma

inducible {142, 143, 213, 216, 258); sin embargo en el fenotipo VanC |a expresion es
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constitutiva {217). En nuestro trabajo, la caracterizacién del mecanismo de resistencia
a glicopéptidos se inicié con el estudio de inducibilidad de la resistencia por
vancomicina. Se pudo comprobar que {os 7 £. faecalis y el E, faescium presentaron un
retraso en el tiempo de latencia mayor en caldo con vancomicina cuando el preindculo
no proven(a de un cultivo con vancomicina {Figuras 3.1 y 3.2}, Al presentar resistencia
inducible nuestros aislamientos pueden ser incluidos en los fenotipos VanA o VanB, La
estirpe £. avium SON144 no presentd retraso en el tiempo de latencia en caldo con
vancomicina cuando el preinéeulo procedia de un cultive crecido sin vancomicina con
respecto al preinéculo con vancomicina {Figura 3.3); por tanto, posee resistencia no
inducible a glicopéptidos. El unico fenotipo que presenta resistencia constitutiva es
VanGC, hallado exclusivamente en £. galfinarum, E. flavescens y E. cassefiflavus pero el
nivel de resistencia a vancomicina es bajo, no superando los 32 ug/ml, y la CMI de
teicoplanina es < 1u/ml (7), mientras que las CMI| de E. avium SON144 para
vancomicina y teicoplanina son de 2048 y 128 ug/ml respectivamente, no pudiendo

incluirse en este fenotipo ni en VanA o VanB.

Shlaes y cols. fue el primero en asociar, en enterococos de fenotipo

VanA, una protefna inducible de 39-40 KD con la resistencia a vancomicina (214, 2186),

lo que posteriormente fue confirmado por otros autores (59). En los de fenotipo VanB,

Williamson y cols. observaron la induccién de una proteina de 39,6 KD, VanB (258),

que como VanA es una D-Ala-D-Ala-ligasa {66). Los extractos crudos de cada uno de

los aislados de nuastro estudio, crecidos en presencia y ausencia de 50 ug/ml de

vancomicina, se analizaron en geles de poliacrilamida al 12%, y se observd en todas las

cepas, excepto en el £, avium SON144, la presencia de una handa con un peso

aproximado de 39,8 KD ausente en los extractos crecidos sin vancomicina, Esta banda

es de hecho equivalente a la de las protelnas VanA y VanB descritas previamente. En

nuestro caso, se ha identificado como VanA, de acuerdo con el fenotipo del conjunto

de cepas, y en los datos gue sé discutiran posteriormente de la hibridacién con un

oligonucledtido especlfico del gen vanA.
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Al inmunizar conejos con un extracto de membranas de la estirpe JVR-2
crecida en presencia de vancomicina y adyuvante completo de Freund, se obtuvo en
primer lugar un antisuero que reaccionaba con gran parte de las protelnas de los
extractos. Cuando éste antisuero fue purificado parcialmente mediante absorciones
sucesivas con extractos de la misma cepa crecidos en ausencia de vancomicina, el
producto final fue capaz de reconocer especfficamente la banda de 39,8 KD. Este
antisuero denominado anti-39KD, se utilizé para facilitar la observacidén de la protelna
inducible en los geies de poliacrilamida en ensayos posteriores, y para estudiar su
presencia, o de protefnas relacionadas, en el aislado E. avitm SON144 en el que no se
hablan detectado protefnas inducibles por vancomicing, quizds debido a que la
resistencia fuese constitutiva. Los resultados obtenidos revelan que los extractos de £.
avium crecidos con y sin vancomicina no reaccionaron con el antisuero anti-39KD,

indicando la falta de relacién con el resto de los aislados resistentes.

En las Figuras 3.9.A, 3.9.B y 3.10 se puede observar que todos los
extractos, excepto los de E. avium SON144, reaccionan con el antisuero anti-39KD
cuando fueron crecidos en presencia de vancomicina. Los extractos de E. faecium
RYC37500 crecidos con y sin vancomicina reaccionan con otra proteina de 29 KD
aproximadamente. Esta protelna probablemente no estd relacionada con la resistencia,
ya que los extractos de la cepa E faecalis JVR-1 {transconjugante de E£. faecium
RYC37509) no presentan esa banda, y sin embargo si aparece en otros E. faecium

resistentes a vancomicina estudiados por nosotros (234},

Con objeto de conocer algo mas del mecanismo de resistencia de nuestras

cepas, efectuamos un estudio de sensibilidad en presencia de cloruro sodico al 7%. Los

aislados fueron 4 a 8 veces méas sensibles a vancomicina y teicoplanina (CMI en 8!

rango sensible, entre 2 y 0,25 ug/ml), Williamsony cols. obser
otipo VanB (258), La reversién de la sensibilidad a

varon resultados similares

con E. faecium D366 de fen

glicopéptidos puede deberse a que la presencia de NaCl al 7% impidiese la activacién
dora, debido al

T * .
del sensor VanS por vancomicina, ¢aso de que esta fuese la activa
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incremento de fuerza idénica. Esta hip&tesis parece improbable, si tenemos en cuenta que
una molécula no relacionada con los glicopéptidos pero capaz de inhibir Ia reaccién de
transglicosilacidn, la moenomicina, también induce {a resistencia a vancomicina y la
sintesis de VanA {108). Si Van$S respondiese al incremento de presién sobre la
membrana citopldsmatica previo a la lisis inducida por el glicopéptido, |a presencia de
un medio extracelular hiperosmdético no provocaria cambios de presidn, no activdndose
el sistema VanS-VanR. No obstante, esto implicarfa que cualquier antimicrobiano que
actie sobre la pared celular inducira la resistencia glicopéptidos, fendmeno que no
ocurre en presencia de concentraciones subinhibitorias de ampicilina, fosfomicina, y D-
cicloserina como se ha mostrado en la Figura 3.11. No se detectd la produccién de
VanA mediante "inmunoblot" con el antisuero anti-39KD en presencia de estos
fdrmacos. Resultados similares han sido obtenidos par Handwerger y Kolokathis {106}.
El efecto del cloruro sédico as{ coma el de algunos aminoécidos (267) en la reversion
de la sensibilidad sdlo podrd ser explicado cuando se conozea el mecanismo de
induccidn por Van$ {2489}. Si el sistema de regulacién es activado por sefiales de lesién
de la pared celular producidas por vancomicina, experimentos de expresion de esfos
genes, una vez clonados en una bacteria intrinsecamente resistente a vancomicina, y
en presencia de vancomicina, podrfa dar la solucién. En estas condiciones el sistema

VanS-VanR no deberla expresarse. Si lo hace, es que VanS responde directamente a la

vancomicina-

Ei analisis de las PBP puso de manifiesto la ausencia de alteraciones en
el patrén de PBP de extractos de membrana de las cepas E. faecium RYC37809y £,
faecalis RYC44748 crecidas con y sin vancomicina, confirmando los resultados

obtenidos por otros autores con cepas de fenotipo VanA (100, 107)y VanB (258, 107).

La cepa £, avium SON144 fue la Gnica incapaz de transferir la resistencia

a glicopéptidos mediante conjugacién en filtro a las estirpes JH2-2 u OG1X, El resto de

\os aislados transfirieron la resistencia a la cepa JH2-2 tanto en filtro comao en caldo,

con la excepcidn del £ faecium RYC37509 que sélo lo hizo en filtro, y con una
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frecuencia de conjugacién de 2,5x10°8, dentro del rango de 10 a 10°® de la mayorfa de
los articulos publicados (61, 143, 174, 213, 216, 238). El resto de las cepas £. faecalis
obtuvieron frecuencias de conjugacién en filtro entre 1x107" y 2,5 x10°°, mientras que
en caldo fueron en general de un orden de magnitud menor, entre 1x 102y 2x 10°, Son
pocos los articulos que describen transferencia de resistencia a vancomicina con

frecuencias de conjugacién del orden de 107 {61, 108),

Las altas frecuencias de conjugacién obtenidas sugirieron la implicacién
de feromonas. Handwerger y cols. caracterizaron una cepa de E. faecium, aislado en
Espafia, que transfirié el plasmido pHKK100 con resistencia a vancomicina mediante
conjugacion con frecuencia de 2,5x 102, siendo |a primera vez que se ha descrito una
gepa de £.faecium que alberga un plasmido que responde a feromonas y también la
primera asociacién entre feromonas y la resistencia a glicopéptidos {108). Los aislados
RYC44749, PE435, PE477, PE491, MT77693 vy sus transconjugantes respectivos
responden a una o varias feromonas distintas de cPD1, cAM373, y cAD1, aunque
podrfan estar relacionadas con esta Ultima. No podemos afirmar que fos aislados
respondan a la misma feromona, aunque el hecho de que todos los aislados clinicos que
responden a feromonas tengan un comportamiento similar con las gstirpes FA373,

0G1X({pAM351) v especialmente con 0G1X(pAM714) podrfa sugerirlo.

Ninguna de las cepas ni de sus transconjugantes fue productor de
bacteriocinas y/o hemolisina, productos codificados por ptdsmidos que en ocasiones han
sido asociados a plésmidos que responden a feromonas {43, 45, 124}, Handwerger y
cols. demostraron la produccién de hemolisina codificada por el pldsmido pHKK100 que

responde a feromonas y alberga resistencia a vancomicina {108).

Todos los aislados excepto E, avium SON144 son de genotipo VanA. La
6 mediante hibridacién del ADN total de cada uno de los

_CAGCTGTACTCTCGCCGGAT-3' especifico para

caracterizacion se efectu
aislados frente al oligonucleétido 5

vanA.
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El andlisis del ADN plasmidico puso de manifiesto su presencia en todos
los aislados capaces de transferir la resistencia por conjugacién. Ladnica cepa dela que
no obtuvimos ADN plasmidico fue E. avium SON144, Hallamos un solo pldsmido por
gstirpe aunque es frecuente la presencia de multiples pldsmidos en los aislados de
enterococos, especialmente en los de la especie £. faecium (39, 43). Los genes de
resistencia a vancomicina se encuentran en los pldsmidos de cada aislado ya que el

oligonucledtido hibridé con cada uno de ellos.

La localizacién de la agrupacién de genes vand mayoritariamente es
plasmidica, aunque también se han descrito cepas con genes vanA situados en el
cromosoma {261}. El gen vanA ha sido hallado en plasmidos de diversos tamafios entre
34 y 60 KB, siendo el rango de tamafo mas frecuente el de 34-40Kb {142, 143, 238,
261), y mas infrecuentemente los pldsmidos de 40-50 {61), 85 (105) y 60 Kb {39,
238). La mayorfa de los pldsmidos de nuestros aislados tienen tamafios similares a los
indicados anteriormente, entre 36 y 70 Kb, pero la cepa PE2B2 posee un plasmido de

1056 Kb que es el mayor de los descritos.

De las ocho cepas con ADN plasmidico hemos encontrado 5 patrones de
restriccién diferentes con las enzimas EcoRl y Hindlll. El pldsmide pVR-2 lo poseen tres
astirpes RYC44749, MT77628, y MT77693, los dos Gltimos aislados en el Hospital de
la Mutua de Tarrasa v el primero en el Hospital Ramén y Cajal de Madrid entre los afios
1988 vy 1989, El plasmido pVR-5 se encuentra en dos aislados, PE477 v PE491, del
Hospital Principes de Espafia de Barcelona. Los plésmidos pVR-1, pVR-3, y pVR-4 se
han hallado en un tnico aislado respectivamente en RYC37509, PE282, ¥ PE435.

Los plasmidos pVR-2, pVR-4, y pVR-b estan muy relacionados ya que
comparten la mayoria de los fragmentos obtenidos de la digestién con EFcoRl, a pVR-5
le falta un fragmento de 13 Kb gque posee pVR-2, y a pVR-4 le falta ademés del
fragmento de 13 Kb otro de 8 Kb siendo este la Unica diferencia con pVR-4. La digestidn

con Hindlll confirmé la relacién de los plasmidos pVR-2, pVR-4, y pVR-8, asl pVR-b
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tiene el mismo patrén que pVR-2 excepto dos fragmentos de 8,4y 7,2 Kb, pVR-4 se
diferencia de pVR-b por la ausencia de un fragmento de 8,1 Kb y que presenta un

fragmento doble de 10,4 Kb mientras que pVR-5 tiene un fragmente simple de 10 Kb.

Todos los plasmidos estudiados por nosotros parecen estar estrechamente
relacionados. En un ensayo no recogido en este trabajo observamos que cada uno de
los plasmidos marcado con P** mediante "nick translation" hibridaba con practicamente

la totalidad de los fragmentos originados en la digestion con EcoRl del resto de los

plésmidos.

La diseminacién interhospitalaria de pldsmidos con resistencia a
vancomicina ha sido descrita previamente con implicacion de varios centros
estadounidenses de distintas ciudades (39), No obstants, en ese trabaje no se
estudiaron los pldsmidos mediante anélisis del patrén de restriccion, y por tanto no
quedo inequivocamente demostrada la identidad de les plasmidos estudiados. Si se
comprobé la identidad de las cepas resistentes a vancomicina mediante el andlisis de
electroforesis de geles en campo pulsado, y del patrén bandas plasmfdicas. En nuestro
caso se pudo demostrar la diseminacién de un plasmido en hospitales de diferentes
ciudades. Aunque la mayoria de los trabajos recomiendan la realizacién de estudios
epidemiol6gicos en enterococos resistentes mediante técnicas de electroforesis de geles
en campo pulsado {22, 38, 201) o ribotipia (261), nosotros consideramos que cuando
la resistencia es plasmidica es preciso conocer ademds la epidemiologla de esos

plasmidos y ello especialmente como, en nuestro caso, cuando son conjugativos.

La localizacién del gen vanA en un fragmento de 4,3 Kb en todos los
plasmidos estudiados, y el patrén de restriccién concuerda con el mapa del transposon
Tn1546 (Figura 4.1} que presenta 3 puntos de corte £coRl, produciéndose tras la

digestién dos fragmentos uno de 4,113 Kb y otro de 5,677 Kb. Consideramos que el
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Figura 4.1. Mapa del transposon Tn71546 en el que aparecen las posiciones de

las diferentes dianas para las enzimas de restriceidn {12).

fragmento de 4,113 Kb donde se sitiia vanA es equivalente al de 4,3 Kb calculado por
nosotros. En cuanto al fragmento de 5,677 Kb, todosios pldsmidos excepto pVR-1
presentan un fragmento de 5,4 0 5,6 Kb. La hibridacién con el oligonucleétido b'-
CAGCTGTACTCTCGCCGGAT-3'delos plasmidos digeridos con Hindlll revela que todos
excepto pVR-1 poseen el gen vanA en un fragmento de 7 Kb. El Tn1546 digerido con
Hindlll proporciona un fragmento de 7,116 Kb que alberga a vanA, y otros dos
fragmentos, uno de 1,163 kb vy otro mayor de 2,567 Kb. Todos los plasmidos de
nuestro estudio incluyendo a pVR-1 poseen un fragmento de 0,8 a 1,1 Kb ,
probablemente equivalente al de 1,163 Kb, El fragmento de 4,5 Kb de pVR-1 es el que
hibrida con el oligonucleétido 5’—CAGCTGTACTCTCGCCGGAT—B' y no posee ningdn
fragmento de 7 Kb, lo que nos induce a proponer la inclusién de un fragmento en el
transpason con al menos una diana Hindlll. Este tipo de inserciones ya han sido
demostradas previamente {12). Handwerger y cols. han demostrado la insercién de un
fragmento de 1.496 pb entre los genes vanS y vanA. Cuando digirieron el ADN de la
cepas con Hindlll encontraron que una sonda vanHAXY hibridaba con un fragmento de
4,0 Kb y otro de 1,2 Kb, y no hallaron ninguno de 7,2 Kb (11 1). Esto podrfa explicar la
ausencia del fragmento de 5,6 Kb en la digestién FcoRl, Dado que el grado de

resistencia de la cepa RYC37509y del transconjugante JVR-1 son equivalentes al resto
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de las aislados clinicos y sus transconjugantes, dicho fragmento no se habrfa insertado

en ninguno de los genes implicados en la resistencia,

En las escasas ocasiones que se han publicado aislamientos de £. avium
resistentes a vancomicina éstos han sido de genotipo VanA (89, 238, 198). La estirpe
E. avium SON144 presenta un nuevo tipo de resistencia a glicopéptidos, ya que la
resistencia a teicoplanina y vancomicina es de alto nivel, la resistencia no es inducible,
probablemente sea cromosémica {dado que no visualizamos ADN plasmidico), no hibrida
con el oligonucledtido especifico de vanA vy las proteina/s implicadas con la resistencia

no estan relacionadas inmunolégicamente con VanA.
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La evolucién de la sensibilidad de los enterococos en el periodo 1988-1223fue
variable, distinguimos tres grupos. A- Los antibiéticos que sufrieron ligeras
variaciones a lo largo del perfodo con escasa tendencia al incremento de aislados
resistentes, fueron: ampicilina, penicilina, fosfomicina, vancomicina, tetraciclina,
rifampicina, y nitrofurantoina. B- Otro grupo io integran antimicrobianos con una
evolucién imprecisa con picos y valles a lo largo del perfodo, compuesto por:
estreptomicina y cotrimoxazol. Y C- Antimicrobianos que presentaron una clara
tendencia al incremento de laresistencia: eritromicina, cloranfenicol, norfloxacina

y ciprofloxacina.

El porcentaje de aislados resistentes en el periodo 1988-1993 para ampicilina,
penicilina, fosfomicina, Y vancomicina fue 3,15, 5,16, 12,63, v 0,66%
respectivamente, similar al de otros astudios. Tan sélo el 0,18% de las cepas
presenté sensibilidad intermedia a vancomicina. La resistencia de alto nivel a

estreptomicina fue del 39,57% equivalente a la encontrada por otros autores

espafoles.

Los nueve enterococos resistentes a glicopéptidos presentaron resistencia de alto
nivel para vancomicina y teicoplanina. Todos fueron sensibles a ampiciling,
ampicilina/sulbactam, piperacilina, cioranfenicol, astreptomicina (2000 ug/ml},
norfloxacina, ciprofloxacina, nitrofurantoina, y daptomicina. Penicilina también

fue activa frente a todos los aislados excepto E. faecium RYC37508. Todas las

cepas excepto £. avium SON144 fueron resistentes a eritromicina.

La resistencia a vancomicina fue inducible en todos los aislados, excepto en £.

avium SON144 que fue resistente de forma constitutiva. En todos los extractos

proteicos de las cepas de E. faecium y E. faecalis se observé una protefna

inducible de aproximadamente 39,8 KDa cuandao se crecieron en presencia de

vancomicina. Esta proteina fue reconocida en los ocho aislados por el antisuerc
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anti-39KDa. En los extractos de £, aviurm SON144 crecido con ¥ §in vancomicina
no se apreciaron diferencias en los perfiles proteicos. Ninguna protsinag fue
reconocida por el antisuero anti 39-KDa, indicando que esta cepa poseers un

mecanismo de resistencia diferente a los otros aislados.

El ADN total de todas las estirpes, excepto £, avium SON144, hibridaba con el
oligonucleétido especifico de vanA. Basédndonos en los valores de sensibilidad
a vancomicina y teicoplanina, en la aparicién de una protefna inducible en
presencia de glicopéptidos, y en los resultados de ia hibridacién con el
cligonucledtida especifico vanA4 concluimos que todas ias cepas excepto

SON144 son de fenotipo y genotipo VanA,

La cepa E. avium SON144 presenta un fenotipo distinto a los definidos hasta la
fecha, ya que la resistencia es constitutiva como VanC pero de alto nivel como

VanA. No esta relacionada inmunoldgicamente con VanA.

E. avium fue la Unica cepa incapaz de transferir la resistencia a vancomicina por
conjugacién. La resistencia a eritromicina y vancomicina estaban asociadas en
siete de fos ocho aislados con resistencia a vancomicina transferible. Cuando
presentaran resistencia a tetraciclina, dsta se transfirid independientemente de

la de vancomicina. La resistencia fue plasmldica en todas las cepas excepto £

avium SON144,

La agrupacién de genes vand se halld en & pldsmidos diferentes. Un mismo
pladsmido se encontraba en aislados procedentes de hospitales de Madrid y
Tarrasa, el pVR-2 hallado en las cepas RYC44749, MT77628,y MT77693. Las
4 estirpes del Hospital Principes de Espafia de Barcelona poselan 3 plasmidos
diferentes, el pVR-3 poco relacionado con el resto y los plésmidos pVR-4y pVR-
5 relacionados entre si y con &l pVR-2. Los pldsmidos pVR-2 y pVR-5 respondlan

a una feromona distinta de cAD1, ¢PD1 y de cAM373.
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