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Evolucién de la resistencia en grampositivos

+ 1961 - Primera descripcion de SARM (gen mecA)

+ 1989 - R avancomicina Enterococcus spp.

+ 1996 - Emergencia de S. aureus GISA

* 1999 - Primera descripcion SARM-CO

* 2002 - Primera descripcion VRSA

+ 2001 - Resistencia a linezolid (mutacion ribosomica)
+ 2005 - “Resistencia” a daptomicina

+ 2007 - Resistencia a linezolid (plasmidica, gen cfr)

+ 2010 - E. faecium beta-lactamasa + policlonal

¢ 2011 - SARM: nuevo gen mecC

+ 2011 - Enterococos: 9 tipos de operones van

Enterococos: resistencia a glicopéptidos

Tabla 1
Caracterfsticas de Ja resistencia a los glucopéptidos en Enterococcus spp.

Resistencia Resistencia intrinseca
adquirida’

Fenatipo Vand VanB VanD VanE VanG  Vanl VanM  VanN VanC

CMivancomicina (mg/l) 16->1000  4->1000 16128 832 16 8 2256 16 23

CMIteicoplanina (mg/l) 16512 0252 24(64) 05 03 03 % 03 0122

Expresion de la resistencia Inducble  Inducble  Comstitutiva Inducible  nd Inducible  nd Constitutiva ~ Constitutiva o inducible

Resistencia transferible s s o No nd nd §f st 1]

Cen responsable vanA vanB vanD vanE vanG  vank varM vV vanC-l, vanC-2, vani-3

» Daptomicina: activa frente a todos los tipos
» Necesario determinar CMI (BHI mejor que MH)

+ CMI 8-16 pg/ml: identificar especies:
- pigmento
- movilidad

« Caracterizacion molecular

‘ Cercenado E. EIMC 2011; 29 (Supl 5): 59-65

Enterococos: resistencia adquirida a penicilinas

* R de alto nivel: hiperproduccion o alteraciones PBP5 (E. faecium)

- constitutiva

* R de bajo nivel: produccion de beta-lactamasa: 'L ﬁ
T8 |

- casos esporadicos (E. faecalis; E. faecium) -
- USA, Canada, Argentina, Libano, India

+ 2010 ltalia: 8 cepas E. faecium (distinto PFGE):

-CcCc17

- Operon blaZ-blal-blaR1 cromosémico

- Solo se detecta actividad beta-lactamasa con alto indculo o con
preincubacion con meticilina

‘ Sarti M, et al. J Clin Microbiol 2012; 50:169-72

S. aureus: adquisicion resistencia a meticilina

- S. aureus sensible a meticilina adquiere el gen mecA
- mecA situado en el elemento cromosémico SCCmec

- SCCmec integrado en el sitio especifico orfX

20 kb-60 kb

ccr (genes recombinasa)

S. aureus: adquisicion resistencia a meticilina

SCCmecl, I, lll, IV, V (5C2& 5), VI, VIl (V;), VIII, IX, X, XI

SASM
ccrAB, ccrC
[Lis, etal. AAC 2011; 55:3046 | SARM

Tipos I, I, lll: nosocomiales; Tipo IV: comunitario/nosocomial
Tipo V: asociado con ganado porcino
Tipo XI: asociado con ganado vacuno




SARM-CO (SCCmeclV). Evolucion de resistencia

* 826 cepas invasivas USA300:

- ermC: 7% (eritro/clinda)

- mupA: 3% (RAN a mupirocina)
- aac(6’)aph(2”): 0,8% (AG)

- dfrA: 1% (SXT)

* Plasmido pSK41-like: RAN mupi + Gm + Tp

[ McDougal LK. AAC 2010;54:3804 |

* SARM-CO (asociado a ganado) ST398: [
- R a tetraciclina w A
- Multi-resistente: gen cfr (transmisible) .-

| Kehrenberg C, et al. AAC 2009; 53:779 |

SARM con SCCmec tipo XI
Antibiograma: resistencia a la meticilina, oxacilina, cefoxitina
Deteccion de la PBP2a: negativo
Deteccion gen mecA por PCR (sistemas comerciales): NEGATIVO
SCCmec tipo XI:
- Incluye genes homdlogos pero muy divergentes del mecA
- mecA LGA251 (mecC)
- Aislados sensibles a antibiéticos no-beta-lactamicos
- Complejos clonales: CC130, CC1943, CC705, CC425 (bovino)

- Reino Unido, Dinamarca, Irlanda, Alemania (medio rural)

Shore AC, et al; AAC 2011; 55:3765

Garcia-Alvarez L, et al; Lancet Infect. Dis. 2011; 11:595
Cuny C, et al. PLoS ONE 2011; 6:€24360

Stegger M, et al. Clin Microbiol Infect 2012; 18:395

Deteccion de SARM con el gen mecC
« Variante divergente de mecA (<70% homologia)
* 63% similitud Aa con la PBP2a
« Sistemas automatizados: oxacilina-S, cefoxitina-R
« Mejor deteccion: disco de cefoxitina

 Deteccion PBP2a: SARM mecC SAS|

- Oxoid: negativo (con/sin induccién)

- Clearview: positivo (previa induccion con cefoxitina)

« Cepas sensibles al resto de grupos de antibiéticos

Stegger M, et al. Clin Microbiol Infect 2012; 18:395
Laurent F, et al, P-1272, 22nd ECCMID. Londres 2012
Larsen A, et al; P-1317, 22nd ECCMID. Londres 2012

Mecanismos de resistencia a vancomicina en

S. aureus
+VRSA ® fﬁ %
« GISA/VISA 5 1 Q
- hGISA

« Sensible, pero CMIs vancomicina elevadas

* Tolerancia a actividad bactericida de vancomicina

VRSA

» Adquisicion de genes vanA de enterococos (Tn1546)
» 11 casos (USA, India, Iran)

« Oxacillin + vancomycin: efecto sinérgico

« Bajo nivel de diseminacion (elevado fitness cost)

Step 1 Step2 Loss of enterococcal

AW . plasmid
(ORE doncrs A~
onor
S, aureus
(VRSA transconjugant)
Maintenance of
enterococcal
S. aureus plasmid

(MRSA recipicnt)

Périchon B, Courvalin P. AAC 2009; 53:4580
Thati V, et al. Indian J Med Res 2011; 134:704
Aligholi M, et al. Med Princ Pract 2008; 17:432

Caracteristicas de h-GISA y GISA

* Engrosamiento pared celular:
R o . Howden BP, et al; CMR 2010; 23:99-139
- previene la difusion de vancomicina | Charles et al. Clin Infect Dis 2004; 38:448

. hiperexpresién de PBP2 y PBP2 Howe et al. Emerging Infect Dis 2004; 10:855
- aumento produccion muropéptidos anormales

- reduccion expresion PBP4

- aumento niveles de D-Ala-D-Ala

- reduccion del entrecruzamiento del péptidoglicano | -
+ Reduccion actividad autolitica R q
« Lento crecimiento




Bases genéticas de la R a vancomicina en VISA

* VISA: se generan a partir de VSSA por multiples mutaciones
espontaneas

* Adquisicion secuencial de mutaciones en sistemas regulatorios

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, May 2009, p. 1735-1738 Vol. 53, No. 5

Tolerancia

Copyright © 2009, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.
Inhibitory and Bactericidal Activities of Daptomycin, Vancomycin, and
Teicoplanin against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Isolates
Collected from 1985 to 20077

Maria M. Traczewski,"* Bradley D. Katz.? Judith N. Steenbergen,? and Steven D. Brown'

* Mutaciones en reguladores alteran la expresion de >100 genes No. of isolates® e
involucrados en la sintesis de pared celular, procesos celulares y MIC (pzg/ml) p_ With the at MIC
metabolismo olerant indicated MIC
e e e e
. e~ =0.25 0 2 0.0
* 39 cepas VISA, mutaciones en: ‘ ¥ 05 1 120 0R
T ' Vancomicina 1 26 - 75
vrasR: 20, 2 2 7 286
° ‘2 3 0 2 0.0
graRS: 10,3% 8 0 0 0.0
=16 0 0 0.0
walRK: 61,5% Total 29 479 6.1
. “Tol s
clpP: 7,7% _— wiooi| + Relevancia clinica: desconocida [
* Engrosamiento de la pared celular  [snoji M, et al; AAC 2011; 55:3870 | guidelines.
Resistencia a linezolid en grampositivos Resistencia a linezolid
» Mecanismos de R:
- Diversas mutaciones 23S ARNr (en 1 o mas copias; rrn)
- R mediada por el gen cfr (metilasa, transferible)
- Mutaciones proteinas ribosémicas L3 y L4 (genes rpICy rpiD) aen
- Coexistencia de varios mecanismos %)
Lz 3
Adquisicion: [E,,j 1
g
« Pacientes tratados tiempo prolongado con linezolid 3
Sy
- Diseminacion de clones resistentes (pacientes-sanitarios) [ i AMet169-GIy178

- Diseminacion de transposones o plasmidos (cfr)
« Aumento de nivel de R seguin n? alelos mutados del gen 23S ARNr

* SCoN ¢reservorio del gen cfr en hospitales?

Locke JB, et al; AAC 2010; 54:5352

Schnitzler et al; EJCMID 2011; 30:121
Wong et al; AAC 2010; 54:742

Rahin et al; CID 2003; 36:e146

Shaw et al; Ann NY Acad Sci 2011; 1241:48

Long KS, Vester B. AAC 2012; 56:603

Resistencia a linezolid

* Programa LEADER 2009; 6.414 cepas, 56 centros, USA
s Linezolid-R (0,34%); G2576T, mutaciones en L3 y L4, cfr
*SCoN: 1,1%

+ S. aureus linezolid-R (2 cepas, cfr+)

TABLE 1. Cumulative percentages of inhibition results at each linezolid MIC with testing of six different groups of Gram-positive cocci
isolated from all U.S. Census regions (LEADER Program, 2009; 6,414 strains)

Cumulative % inhibited at linezolid MIC (ug/ml) of:

Otganism geoup (no. tested)

=012 05 05 1 2 4 H =8
Viridans group streptococei (264) Ll 2 3435
5. presmoniae (639) 0.6 38 84
Beta-hemolytic streptococei (401) 0.5 03 112
CoNS (816) 0.1 14 31 8.5 %9
Enterococci (1,017) 0.0 0.1 40 92 99,6
S, qureas (3,257) 0.1 02 0.9 99 =000

‘ Farrel DJ, et al. AAC 2011; 55:3684

Resistencia a linezolid

« Programa anual Zyvox 2009; 5754 cepas, 22 paises
« 8 cepas linezolid-R (0,14%); 5 paises; G2576T y cfr

* SCoN: 0,48%

* No S. aureus linezolid-R

Tabke 3
Cumubitive percentage inhibiton results at each linezolid MIC when testing 6 different groups of Gram-pasitive patbogens on § continents (ZAAPS, 2009)

Organism group (no, tested) Cumultive % inhibited at lincaolid MIC fug/mL)

<012 025 05 | 2 ] 28
Straptococcus preumoniae (636) 1l 25 388 987
Virdas group sreplocoeci (214) 00 19 304 963
f1-Hemolytc sreplocoeci (375) 00 00 12 ®4

Staphylococeus aureus (2958) 0.0 01 13 35
Enterococci (744) 00 00 43 515 9.5 9.5
CoNS (827) 00 09 259 u1 99.3 9.5

Biedenbach DJ et al . DMID 2010; 68: 459 ‘




Resistencia a linezolid en Espaiia

Descripcion de brotes por diferentes especies

* Trevifio et al; EJCMID 2009; 28:527. S. epidermidis
+ Goémez Gil et al; DMID 2009; 65:175. E. faecalis

» Rodriguez Aranda et al; DMID 2009; 63:398. S.
haemolyticus

* Morales et al; CID 2010;50:821. S. aureus P

-
« Cercenado et al; 51st ICAAC. Chicago 2011. S. aureus

 Multiples comunicaciones a congresos describen
casos esporadicos y brotes por diferentes especies

Resistencia adquirida a linezolid. Cepas clinicas

Microorganismos Mecanismo de resistencia R cruzada
Mutaciones 23S ARNr
S. aureus G2576T, T2500A, G2447T, otras Pleuromutilinas

S. epidermidis G2576T, G2603T,C2534T,T2504A,
G2474T, G2505A, otras

S. haemolyticus, SCoN | G2576T, otras

E. faecalis G2576T

E. faecium G2576T

S. oralis G2576T

S. aureus Adquisicién metiltransferasa Cfr Cloranfenicol

S. epidermidis Metila A2503 del 23S ARNr Lincosamidas
S. i F ipo PhLOPS Pleuromutilinas
E. faecalis Estreptogramina A
E. faecium Macrélidos 16-C
S. aureus Mutaciones riboproteinas L3y L4 Macrélidos
SCoN C i

S. pneumoniae Mutaciones riboproteina L4 Macrolidos

C. perfringens* Cloranfenicol

*(porcino)

Desarrollo de R mutacional a linezolid

« Mutacién puntual inicial en una copia del gen 23S ARNr
+ Recombinacion homadloga entre restantes copias
* Aumento n? mutaciones y aumento de CMI

« Resistencia heterogénea y homogénea

CMI= 2 mg/L
CMI= 64 mg/L

G2576T

g

Resistencia a linezolid por cfr

* 1997: cfr en estafilococos (veterinaria -vacas/cerdos-)
© 2005. SARM humanos (Colombia. CMI 16 mg/L)

* Mecanismo de R: metilacion en A2503 (23S ARNr)

* R cruzada: PhLOPS, y macrélidos 16-C

* cfr : plasmidos, transposones, elementos insercion: facilidad para
diseminar la R

* S. sciuri, S. lentus, S. epidermidis, S. aureus, S. simulans, E.
faecium, E. faecalis, Bacillus spp. ; Cfr-methylated
iB

* cfr cromosésmico en P. vulgaris (China)
* Amplio n® de microorganismos reservorio de cfr

* Resistencia reversible

Diaz L, et al; AAC 2012; Apr 9, Epub
Long KS, Vester B. AAC 2012; 56:603

Coste bioldgico de la R a linezolid (fitness cost)

* Resistencia mutacional:
- una sola mutacion: bajo coste biolégico
- acumulacién de mutaciones: pérdida de fitness
- uso prolongado de linezolid: aumento de mutaciones
- reversibilidad de la resistencia

* Resistencia por cfr:
- bajo coste biologico
- muchos reservorios (cepas colonizadoras, SCoN)
- presencia de genes erm aumenta el coste biologico

[ La Marre M, et al; AAC 2011; 55:3714

Resistencia a daptomicina
« Programa vigilancia US 2007-2008; 12.443 cepas
+ 55,9% SARM; 74% SCoN-MR; 75,4% ERV E. faecium
« Cepas NO-SENSIBLES

Table 2
Frequency of occurrence of daptomycin MIC valugs for the organisms tested

No. of isolates (%) mhibited at MIC (ug/mL) of

Organism (no. total) =0.06 0.12 025 05 1 2 4 5

. aureus

5(0.01) 207 (5.8) 2769 (77.7) 572(16.1) 10(0.3)
200.1) 123(6.5) 1440 (76.6) 305 (163) 6(0.3)

2008 (4514) 2(<0.1) 106 24) 3171(703) 1189 26.3) 38(0.8)

002-2003 (1598) 1.1y 202.0) 1043 (65.3) 512 (32.0) 10(0.6)
E. faccalis
2007-2008 (1401) 5(0.4) 9(0.6) 48 (3:4) 484 (34.6) 726 (51.8) 125(5.9) 4(03)
2002-2003 (981) 2(02) 10(1.0) 87 (89) 478 (48.7) 367 37.1) 383.9) 2(02)
E. faecium
Vencomyein-susceptible

2007-2008 (203) 00.0) 200) 10 705) 5708.1) 117 (57.6) 14(6.9)
2002-2003 (93) 00.0) 202) 1 1) 12(12.9) 52(55.9) 24258
Vancomyein-nonsusceptible

7-2008 (640) 2(03) 2(03) 10 (16) 1422) 204 (31.9) 376 (58.8) 304.7)
2003 (949) 10.1) 303) 5(05) 23.1) 153 (16.2) 535(56.4) 219 23.1)

= No isolates with this MIC valu

Sader HS et al; DMID 2009; 65:158




Resistencia a daptomicina
31 hospitales, 14 paises de Europa (2002-2009)

Organismos DAPTOMICINA CMI mg/L %
n MIC;, MIC,, Rango Sensibles
S. aureus OXA-S 3.550 0,25 0,5 <0,06-2 99
OXA-R 1.292 0,25 0,5 <0,06-2 99,9
SCoN OXA-S 447 0,25 0,5 <0,06-1 100
OXA-R 1.495 0,25 0,5 <0,06-1 100
E. faecalis VAN-S 1,113 0,5 1 <0,06-4 100
VAN-R 34 05 1 0,25-2
E. faecium VAN-S 322 2 4 <0,06-8
VAN-R 69 2 4 0,5-8 98,6
Estreptococos B-hemol 660 <0,06 0,25 <0,06-0,5 100
Streptococcus g. viridans 340 0,25 0,5 0,03-2

Sader HS, et al.; Clin Microbiol Infect 2006;12:844
Sader HS, et al.; J. Chemother 2011;23:200

« Cepas no-sensibles (<0,1%)

Resistencia a daptomicina

« Desarrollo de resistencia (aumento de CMI) durante
tratamientos prolongados y fracaso clinico:

SARM:

- Endocarditis, bacteriemia (tromboflebitis, osteomielitis,

artritis séptica)
- Focos sin drenar

Lee et al; AAC 2010; 54:4038
Mangili et al; CID 2005; 40:1058
Marty et al; JCM 2006; 44:595

E. faeciumy E. faecalis:
- Bacteriemia, endocarditis

Montero et al; AAC 2008; 52:1167
Mufioz-Price et al; CID 2005; 41:565
Sabol et al; AAC 2005;49:1664
Kanafani et al; SJID 2007;39:75

Corynebacterium jeikeium:
- Bacteriemia en neutropénico (CMI >256 mg/L)

[ schoen et al; JCM 2009; 47:2328

Resistencia a daptomicina: S. aureus

* “No-sensible”:
- CMI daptomicina < 1 mg/L: sensible
- CMI daptomicina >1 mg/L: no-sensible
- Dificultad para desarrollo de R (bajo fitness, <10-1%)!
- Escasos aislados clinicos R a daptomicina? 3
- Disminucion de sensibilidad en hVISA, VISA*

- Cepas aisladas de pacientes que recibieron vancomicina, que
nunca recibieron daptomicina, que recibieron un curso corto o
largo de daptomicina o que no recibieron ningun antibi6tico”

1Silverman et al. AAC 2004; 45:1799. 2Sader et al. J Chemother 2005;17:477.
3Sabol et al. AAC 2005; 49:1664-5; “Cui et al. AAC 2006; 50:1079-82; ° Boucher HW, et
al. CID 2007;45:601. SLee et al; AAC 2010; 54:4038; "Mangili et al; CID 2005; 40:1058

Resistencia a daptomicina: S. aureus

- Disminucion de actividad en VISA:
- engrosamiento de pared impide difusion de daptomicina

* Desarrollo de mutaciones durante el tratamiento:

- mutaciones mprFy pgsA (sintesis fosfolipidos membrana)
- mutaciones cls2 (cardiolipina-sintasa)

- aumenta la carga (+) de membrana

- otras mutaciones: yycG, rpoB, rpoC
- disminuyen la carga negativa de la membrana celular
- engrosamiento de la pared celular

* Alteran el contenido de fosfolipidos de membrana celular

Peleg AY, et al; PLoS ONE 2012; 7(1):e28316
Sass P, et al; J Bacteriol 2012; 194:2107
Cui et al; AAC 2010; 54:5222

Correlacion CMiIs vancomicina-daptomicina

Daptomycin MIC
120

80

P<0,0001

60

Percent

40

20 +

<=2 4 8,16 =32
Vancomycin MIC mgiL

Patel JB. CID 2006; 42:1652

Resistencia a daptomicina: S. aureus

SARM: la correlacion entre sensibilidad reducida a DAP y
VAN en VISA se debe al engrosamiento de la pared

Vancomycin (mg/L) Daptomycin (mg/L)

B Mu50 Mu50-P35 Mu50-P35R Mu3 H1 N315 FDA209P

862088

35.0214.01 é,;’.4517.80 3419£496 26174217 2599229 21.46£655 22721478
Cell-wall thickness (am)

‘ Cui et al. AAC 2006; 50:1079




Resistencia a daptomicina: enterococo

- Bases genéticas:
- alguna diferencia con estafilococos
- mutaciones genes metabolismo de fosfolipidos (c/s, gdpD)
- mutaciones en genes de proteinas de membrana (/iaF)

* Alteraciones:

» Cambios en estructura de pared celular

« Alteraciones permeabilidad de membrana

« Alteracion del potencial de membrana

- Emergencia de cepas R a daptomicina “de novo”

- Falsa resistencia con sistemas automatizados

Arias CA, et al. NEJM 2011; 365:892

Palmer KL, et al; AAC 2011; 55:3345

Kelesidis T, et al; Emerg Infect Dis 2012; 18: 674

Cercenado E, et al; Abstract P-1657; 22nd ECCMID. Londres 2012

Resistencia a daptomicina

+ Actinomicetos ambientales

* Inactivacion enzimatica de daptomicina

- Desacilacion mediada por proteasas

- Otras proteasas de mamiferos y humanas pueden
degradar daptomicina

¢futuro mecanismo de resistencia clinica?

D’Costa VM, et al; AAC 2012; 56:757

Deteccion de R a linezolid y a daptomicina

LINEZOLID:

« Falsa sensibilidad

Etest y disco-difusion

» Cepas cfr+: Etest: 3 mg/L (S);
difusion disco: 22 mm (S);
microdilucion: >4 mg/L (R)

DAPTOMICINA:
« Falsa resistencia en enterococos
con sistemas automatizados

"%

« No utilizar difusion con discos
« Discrepancias entre diferentes métodos
» Método estandar: microdilucién en caldo

Arias CA, et al; J Clin Microbiol 2008; 46:892

Cercenado E, et al; Abstract P-1657. 22nd ECCMID. Londres 2012




