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Resumen

Introduccion: El surgimiento de resistencia a oxazolidi-
nonas en Staphylococcus aureus resistentes a meticili-
na (SAMR) y Enterococcus spp con elevada resistencia
a aminoglucésidos (EERA), aln cuando no han sido ex-
puestos al antibidtico, es una de las principales razones
para el control en el uso clinico de estos antibiéticos.

Métodos: Se estudiaron 95 cepas de SAMR y EERA,
las cuales fueron aisladas de enero 2003 a diciembre
2007 en el Hospital Infantil de México Federico Gomez,
se identificaron por pruebas convencionales. Se evalu6
la susceptibilidad a diversos antimicrobianos incluyen-
do linezolid de acuerdo al Instituto de Estandares Clini-
cos y de Laboratorio (CLSI). Se comprobd la elevada
resistencia a aminoglucésidos al amplificar los genes
aac(6’)-le, aph(2")-la'y ant(6’) en enterococos y el tipo
de casete cromosomal estafilococico mec (SCCmec)
asociado a la resistencia a meticilina en S. aureus, por
técnicas moleculares previamente descritas.
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Abstract

Background: The emergence of resistance to the oxa-
zolidinones by methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) and high-level aminoglycoside-resistant
(HLRA) Enterococcus spp not exposed is one of the
main reasons for control of the clinical use of these
antibiotics.

Methods: We studied 95 strains of MRSA and HLAR,
which were isolated from January 2003 to December
2007 at the Hospital Infantil de México Federico Gomez.
The strains were identified by conventional tests. Anti-
microbial susceptibility was evaluated for several anti-
microbial agents including linezolid according to the Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (CLSI). The high
resistance to aminoglycosides was tested by amplifi-
cation of genes aac (6')-le, aph (2")-and ant (6") in en-
terococci. Staphylococcal cassette chromosomal mec
(SCCmec) associated with MRSA was identified by
molecular techniques described previously.
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Resultados: Todas las cepas de SAMR mostraron el
SCCmec tipo Il. El 100% de los enterococos con feno-
tipo EERA mostraron genes asociados con los niveles
elevados de resistencia a aminoglucoésidos. El 12% (6/50)
de EERA present6 valores intermedios a linezolid (con-
centracion inhibitoria minima (CIM) de 4 pg/mL) y sélo
una cepa fue resistente (CIM 128 pug/mL); un aislamien-
to fue resistente a vancomicina fenotipo y genotipo van
A, pero sensible a linezolid. El 2.2% (1/45) de los SAMR
fue resistente a linezolid (CIM 8 pg/mL).

Conclusion: Linezolid es una opcion terapéutica de gran
valor clinico. Sin embargo, son necesarios monitoreos
continuos para conocer el riesgo de surgimiento de ce-
pas resistentes y establecer lineamientos en el uso
apropiado del antibiotico.

Palabras clave: linezolid, Staphylococcus aureus re-
sistentes a meticilina, Enterococcus spp, resistencia
elevada a aminoglucésidos.

Results: All MRSA strains showed SCCmec type I,
and 100% of enterococci strains with phenotype HLAR
showed genes associated with high-level aminoglyco-
side resistance; 12% of HLAR enterococci strains
showed intermediate values to linezolid (MIC 4 pg/mL)
and only one strain was resistant (MIC 128 pg/mL). Of
the MRSA strains, 2.2% were resistant to linezolid (MIC
8 pg/mL).

Conclusion: Linezolid is a clinically valuable option as
a form of therapy. However, continuous surveillance is
necessary to determine the emergent risk of resistance
strains and to establish guidelines for appropriate use.
Key words: linezolid, methicillin-resistant Staphylococ-
cus aureus, high-level-resistant aminoglycosides.

Introduccion

La emergencia de bacterias Gram positivas con re-
sistencia a los antimicrobianos es un problema de
mdxima importancia a nivel mundial. S. aureus re-
sistente a meticilina (SAMR) y Enterococcus spp con
elevada resistencia aminoglucésidos (EERA) son
causa frecuente de infecciones nosocomiales, las
cuales deterioran mds la calidad de vida del paciente
al elevar sustancialmente los indices de morbilidad
y mortalidad, particularmente en las unidades de
cuidados intensivos.'? Los principales factores de
riesgo para adquirir este tipo de microorganismos
son las largas estancias hospitalarias, los tratamien-
tos prolongados y el inmunocompromiso.?

Enterococccus faecalis y E. faecium son las espe-
cies de mayor relevancia clinica.* En Estados Uni-
dos de Norte América constituyen la tercera causa
de infeccién hospitalaria y de bacteriemia.® Por su
parte, en América Latina, datos del programa SEN-
TRY de vigilancia de resistencia los ubican en el
octavo lugar como causa de bacteriemia y en el
cuarto como causa de infeccién urinaria y de sitio
quirdrgico.® Particularmente E. faecium presenta
resistencia intrinseca y/o adquirida a diversos anti-
bidticos clinicamente importantes, tales como S-lac-
tamicos (penicilinas y cefalosporinas), aminoglucé-
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sidos (gentamicina y estreptomicina), lincosamidas
(clindamicina) y glucopéptidos (vancomicina). El tra-
tamiento cominmente empleado en sepsis relacio-
nadas con enterococos, es la combinacién de un
inhibidor de la sintesis de pared celular como peni-
cilina, ampicilina o vancomicina con un aminoglu-
co6sido. Sin embargo, la presencia de EERA (con-
centracién inhibitoria minima (CIM) de > 2000 ug/
mL para estreptomicinay > 500 ug/mL para gen-
tamicina ) hace inefectivo el sinergismo.”

Por su parte, SAMR esta presente en 30 a 50 % de
los aislados intrahospitalarios alrededor del mundo; es
la causa principal de brotes nosocomiales, sobre todo
en adultos y en salas de cuidados intensivos.® La resis-
tencia a meticilina y otros B-lactamicos en los SAMR
se debe principalmente a la presencia del gen mecA,
el cual estd situado en un elemento genético movil
llamado casete cromosomal estafilocéecico (SCCmec
por sus siglas en inglés). A la fecha se han descrito 5
tipos de SCCmec (I-V), todos ellos portan genes que
regulan mec y en el caso del los tipo SCCmec Il y llI
contienen, ademds, genes de resistencia a otros anti-
bidticos no B-lactdmicos, por lo que se establece la
multiresistencia en este tipo de cepas.’

Existen hasta el momento pocas alternativas de
tratamiento para los SAMR multiresistentes, siendo
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vancomicina, linezolid y daptomicina algunos de
ellos.'® Sin embargo, el uso frecuente e inadecua-
do de vancomicina pone en alerta a la comunidad
médica por el dano que puede ocasionar el trata-
miento, asi como los eventos adversos frecuente-
mente reportados (diarrea, dolor de cabeza, nau-
seas y vomito).''"'2 Ademds, existe la posibilidad de
seleccionar clonas de enterococos y estafilococos
resistentes a vancomicina, las cuales podrian dise-
minarse alrededor del mundo, tal como sucedié con
el SAMR.'%"3 A nivel mundial son cada vez mds los
reportes de aislamientos de Enterococcus spp van-
comicina resistentes (EVR) y S. aureus con valores
intermedios o susceptibilidad disminuida a vanco-
micina. Lo anterior limita los antimicrobianos dis-
ponibles para el tratamiento de enfermedades re-
lacionadas a dichos microorganismos. '

Desde el arno 2000, linezolid fue el primer re-
presentante de un nuevo grupo de antimicrobianos
sintéticos llamadas oxazolidinonas. El linezolid reci-
bié la aprobacién de la Food and Drug Administra-
tion (FDA) para su uso en diversas patologias infec-
ciosas (neumonia nosocomial y comunitaria,
infecciones de piel y tejidos blandos, entre otras),
las cuales son causadas por diversos microorganis-
mos entre ellos el SAMR.'° Asimismo, en infecciones
por Enterococcus spp resistente a vancomicina. '°

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue iden-
tificar la frecuencia de SAMR y EERA resistentes a
linezolid.

Métodos
Material biologico

En el presente trabajo se estudiaron 45 aislamien-
tos de SAMR y 50 de EERA (40 E. faecalis, 9 E.
faeciumy 1 E. casseliflavus) de una coleccién origi-
nal de 750 aislamientos de diversos procesos in-
fecciosos (500 de enterococos y 250 de S. aureus).
Estos ocurrieron durante el periodo de enero 2003
a diciembre 2007 en el Hospital Infantil de México
Federico Gémez. Las cepas se conservaron a -76 °C
hasta su empleo.
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Durante el estudio fueron empleadas diversas
cepas de referencia ATCC:

e 51299. Enterococcus faecalis con elevada re-
sistencia a aminoglucosidos y resistente a van-
comicina con fenotipo y genotipo van B.

e 29212. E. faecadlis sensible a aminoglucésidos
y vancomicina.

e 25923. S. aureus sensible a meticilina para
CIM por el método de dilucién en agar.

e USA 300. S. aureus tipo Il de SCCmec.

Identificacion microbioldgica

Las cepas de S.aureus y Enterococcus spp fue-
ron identificadas por pruebas convencionales,
morfologia colonial y microscépica. Para el S.
aureus se empled la prueba de coagulasay en el
caso de los enterococos se realizé la prueba de
crecimiento en caldo cerebro-corazén (BHI) a
6.5% de NaCl e hidrélisis de bilis-esculina; ade-
mds, la identificacién de especie de los dos gé-
neros fue por su metabolismo a carbohidratos y
en enterococos se empleé la prueba diferencial
con telurito de potasio.'®

Susceptibilidad antimicrobiana

El perfil de susceptibilidad antimicrobiana se realizd
mediante la concentracién inhibitoria minima (CIM)
por el método de diluciéon en agar de acuerdo al
Instituto de Estdndares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI antes NCCLS, 2005);'"En S. aureus se pro-
bé oxacilina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), clinda-
micina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), eritromicina
(MP Biomedicals, Cleveland OH), vancomicina (MP
Biomedicals, Cleveland OH) y linezolid (Pfizer, Fran-
ce). En el caso de los EERA se realizé la prueba de
escrutinio a estreptomicina y gentamicina (2000 y
500 ug/ml en agar Mueller Hinton respectivamen-
te). Asimismo, en EERA se determiné susceptibili-
dad a ampiciling, ciprofloxacina, vancomicina y li-
nezolid.
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Extraccion DNA bacteriano

Los cultivos crecidos en 5 ml de caldo BHI durante
24 h a 37 °C, se concentraron y resuspendieron en
500 uL de Tris HCI pH8.0 50mM, EDTA 50mM.
Para la extraccién de DNA de las cepas de S. au-
reus y enterococcos fue necesario un tratamiento
enzimdtico previo: lisostafina 0.65 mg/mL (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) para SAMR, y mutanolisina
0.1 mg/mL (Sigma-Aldrich), proteinasa K 12.5 ug/
mL (Sigma-Aldrich) y lisozima 0.25 mg/mL (Sig-
ma-Aldrich) para enterococos. Después del trata-
miento enzimatico, en ambos microorganismos se
extrajo el DNA por el método de extracciéon comer-
cial Wizard (Promega, Madison WI).

Identificacion del SCCmec en SAMR

La amplificacion de SCCmec se llevé a cabo me-
diante una PCR multiple descrita previamente por
Zhangy col. en 2005, '8 con algunas modificacio-

nes. En general, la reaccién se realizé empleando
50 uL de una mezcla con 100 ng de DNA bacte-
riano, 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM dNTP, 1 U de
Tag DNA polimerasa, 1 uL de cada iniciador (Cua-
dro 1) y agua libre de nucleasas. Las amplificacio-
nes se realizaron en un termociclador bajo las si-
guientes condiciones: desnaturalizacién a 94°C por
5 minutos, 10 ciclos de 45 segundos de desnatura-
lizacién a 94°C; 45 segundos de alineamiento a
65°C, y 1.5 minutos de extension a 72°C y 25 ci-
clos de 45 segundos a 94°C; 45 segundos a 55°C,
y 1.5 minutos a 72°C, terminando con una exten-
sion final de 10 minutos a 72°C, para SCCmec.

Identificacion de los genes de resistencia a gentamicina
y estreptomicina [aac(6’)-le aph(2’’)-1a y ant(6’)
respectivamente] en EERA

Para la amplificacion de los genes de resisten-
cia a gentamicina y estreptomicina se realizé una

Cuadro 1. Oligonucleétidos tnicos y especificos paralos tipos y subtipos del SCCmec, resistenciaa

gentamicinay estreptomicina.

Oligos Secuencias de oligonucleotidos Tamafio del Amplicon (pb)  Especificidad
Tipo I-F GCTTTAAAG AGT GTCGTTACAGC
Tipo I-R GTT CTC TCATAG TATGACGTCC 613 SCCmecl|
Tipo II-F CGTTGAAGATGATGAAGCG
Tipo II-R CGAAATCAATGGTTAATGGACC 398 SCCmecll
Tipo llI-F 5-CCATAT TGT GTA CGA TGC G-3’
Tipo llI-R 5-CCT TAG TTG TCG TAA CAG ATC G-3’ 280 SCCmeclll
Tipo IVa-F 5-GCC TTATTC GAA GAA ACC G-3’
Tipo IVa-R 5-CTA CTC TTC TGA AAA GCG TCG-3’ 776 SCCmecVa
Tipo IVb-F 5-TCT GGA ATT ACT TCA GCT GC -3’
Tipo IVb-R 5- AAA CAA TAT TGC TCT CCC TC-3° 493 SCCmec Vb
Tipo IVc-F 5-ACAATATTT GTATTATCG GAG AGC-3’
Tipo IVe-R 5-TTG GTATGA GGT ATT GCT GG-3’ 200 SCCmec Ve
Tipo IVd-F 5-CTC AAA ATA CGG ACC CCA ATA CA-3°
Tipo IVd-R 5-TGC TCC AGT AAT TGC TAA AG-3’ 881 SCCmecIVd
Tipo V-F 5-GAA CAT TGT TAC TTA AAT GAG CG-3’
Tipo V-R 5-TGA AAG TTG TAC CCT TGA CAC C-3’ 325 SCCmecV
mecA 147-F 5-GTG AAG ATATAC CAAGTG ATT-3"
mecA 147-R 5-ATG CGC TATAGATTG AAAGGA T-3’ 147 mecA
aac(6’)-le aph(2”)-la 5-TGATGATTT TCC TTT GAT GT-3°
(Gm) 5-CAATCT TTATAAGTC CTT TT-3° 1,395 Gm
ant(6’) (Sm) 5-ACT GGC TTA ATC AATTTG GG-3’

5-GCC TTT CCG CCA CCT CAC CG-3’ 597 Sm
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mezcla de 50 uL con: 100 ng de DNA bacteriano,
2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM dNTP, 1 U de Taq
DNA polimerasa, 1 uL de cada iniciador (Cuadro
1) y agua libre de nucleasas. Las condiciones de
la amplificacion fueron las siguientes: desnaturali-
zacion a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 1 minuto
de desnaturalizacién a 94°C, 1 minuto de alinea-
miento a 57°C, y 1 minuto de extensién a 72°C.'%-20

Resultados

Del total de los aislamientos 62% provenian de he-
mocultivos, 19% de urocultivos y 19% de varios ori-
genes (liquido cefalorraquideo, bronco aspirado, li-
quido peritoneal y punta de catéter).

Mds del 50% de los aislamientos estudiados de
Enterococcus spp provenian de pacientes con sep-
sis con o sin foco identificado, seguidos de 23 casos
de bacteriemias (primaria y secundaria). El 100 %
de los pacientes con SAMR tuvieron un dispositivo
intravascular; a 40% se les retird por colonizacién y
15% de ellos tuvieron infeccién relacionada a caté-
ter venoso central.

En este trabajo se observo resistencia a linezolid
en los microorganismos de estudio en 2.1% (2/95).

A todas las cepas de SAMR se les identificé el
casete cromosomal SCCmec tipo Il (Fig. 1), 100%
de los aislamientos fueron sensibles a vancomicina
y se observo resistencia en 97.7, 82.2y 70% a eri-
tromicina, clindamicina y ciprofloxacina, respectiva-

500 pb
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mente. Del total de cepas de SAMR, 71.6 % mos-
traron resistencia a mds de tres grupos de antibioti-

cos. Una sola cepa mostré resistencia a linezolid
(=20 mmy CIM de 8 ug/ml) (Fig. 2).

A los EERA se les identificaron los genes asocia-
dos a elevada resistencia a aminoglucésidos: aac(6’)-
le aph(2")-la (Gm) y ant(6") (Sm) (Fig. 3). El 48%
de las cepas fue resistente ademds a ampicilina, 66%
a ciprofloxacina, una fue resistente a vancomicina con
fenotipo y genotipo de Van A (CIM de 128 ug/mL a
vancomicinay 64 ug/mL a teicoplanina). Sélo un ais-
lamiento fue resistente a linezolid por valor de CIM
de 128 ug/mLy seis cepas mostraron valores inter-
medios (21 mm por el método de Kirby-Bauery con

398 pb

500 pb "~ SCCmec tipo Il

__ 147pb
mec
100 pb

Figura 2. Amplificacion del casete cromosomal SCCmec. Carril 1.
Marcador de peso molecular (100 pb). Carril 2. S. aureus SCCmec
tipo II. Carriles 3-5: Aislados Clinicos de SAMR.

1,395 pb
aac(6)-le aph(2”)-la (Gm)

597 pb

ant(6’) (Sm) Figura 1. Amplificacion de los genes

de HLRA. Carril 1: Marcador de peso
molecular (100 pb). Carril 2: EERA
(ATCC 51299) gen. Carril 3: Sm
(ant(6’), EERA (ATCC 51299) gen Gm
(aac(6’)-le. Carriles 4-9 Aislados clini-
cos de EERA.
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CIM de 4 ug/mL). La cepa resistente a vancomicina

fue sensible a linezolid. La Figura 4 muestra el perfil
de susceptibilidad en EERA.

Discusion
La resistencia a multiples antibidticos especial-
mente en infecciones nosocomiales es un pro-
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Figura 3. Perfil de susceptibilidad de Enterococcus spp. con resisten-
cia elevada a aminoglucésidos en el Hospital Infantil de México Fede-
rico Gémez del periodo de enero de 2003 a diciembre de 2007.
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Figura 4. Perfil de susceptibilidad de Staphylococcus aureus resis-
tentes a meticilina en el Hospital Infantil de México Federico Gomez
del periodo de enero de 2003 a diciembre de 2007.
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blema de salud publica mundial. Staphylococcus
aureus y Enterococcus spp son microorganismos
que han mostrado un aumento en la resistencia
a los antibidticos de uso frecuente en infecciones
nosocomiales graves, en particular en pacientes
con cdncer.?' El surgimiento de resistencia o sus-
ceptibilidad disminuida a vancomicina por estos
microorganismos, ha condicionado el empleo de
antibidticos de nueva generacién, como linezolid
y daptomicina como opciones terapéuticas impor-
tantes.'022

Linezolid ejerce su accién por inhibicion de la sin-
tesis de proteinas en forma temprana, por unién al
sitio 23S del RNA ribosomal bacteriano de la subu-
nidad 50S, previniendo la formacién del complejo
70S funcional, que es un componente esencial en
el proceso de sintesis.Z Debido a este inico meca-
nismo, se consideraba hasta hace algunos anos que
linezolid no tenia resistencia cruzada con otros anti-
bidticos. A la fecha, se conoce que el desarrollo de
resistencia a linezolid en cocos Gram positivos se
debe a la mutacién puntual del gen 23S del RNA
(G2576T).24

En la mayoria de las bacterias, el gen 23S del
RNA estd en multiples copias, razén por la cual ini-
cialmente se considerd baja la posibilidad de repor-
tes de resistencia a linezolid. Ademds, Meka VG y
cols.? observaron que la ausencia de presién del
antibidtico podria restaurar la sensibilidad a linezo-
lid. Por su parte, Tsakris Ay cols.?* demostraron
que la mutacién tiene un impacto minimo cuando
estd en una sola copia, en el operén de rRNA, en
ausencia de presion selectiva del antibiético. Asi-
mismo, en el trabajo realizado por Pillai y cols.? se
observé que la cepa de S. aureus A7817 resistente
a linezolid, permanecia sin cambios después de 15
pases en medios sin antibiético; lo que sugiere que
la estabilidad del fenotipo de resistencia in vitro se
debe principalmente a que la cepa presenta la
mutacién en multiples copias del gen. En este tra-
bajo se aislaron dos cepas resistentes a linezolid:
EERA (128 ug/mL) y SAMR (8 ug/mL); sin embar-
go, en ningun caso se documentd el uso previo del
antibiético; el enterococo fue aislado de punta de
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catéter, mientras que el SAMR se asoci6 a bacte-
riemia primaria. Ciany cols.,?® en un estudio reciente,
reportaron el caso de un paciente colonizado por
una cepa de Enterococcus faecalis resistente a van-
comicinay linezolid. Lo anterior sugiere la necesi-
dad de un monitoreo continuo y cuidadoso de ce-
pas colonizantes, para evitar fallas en el tratamiento
y la diseminacién de estos microorganismos en pa-
cientes de riesgo.

La resistencia a linezolid de cepas, aun sin la ex-
posicion al fGrmaco, puede deberse al uso de anti-
bidticos como el cloranfenicol que probablemente
produce mutaciones en el gen 23S, lo que induce
resistencia cruzada a linezolid.?

El Hospital Infantil de México Federico Gémez que
es un hospital de tercer nivel, atiende en su mayoria
pacientes con algun tipo de cancer. Prolongadas es-
tadias en el nosocomio, el uso de antibidticos por
periodos largos y el uso de dispositivos intravascula-
res, son factores de riesgo para adquirir infecciones
nosocomiales causadas por el SAMRy EERA, situa-
cion que puede empeorar la condicién clinica del
paciente; por esta razén, el uso de antibidticos como
linezolid puede ayudar a estos pacientes.

En este trabajo, se observé baja frecuencia de re-
sistencia a linezolid en los SAMR en comparacién con
el trabajo realizado por Ashoury cols., en pacientes
con cdncer, donde se observé 15.4% de resistencia.?'
En el caso de enterococos, no hubo cepas resistentes;
s6lo 12% mostraron valores intermedios (4 ug/mL).
Sin embargo, un trabajo realizado por Gonzdlez y

cols.,? se reporta la disminucién de la susceptibilidad
a linezolid en EVR en uno de 45 pacientes tratados
con el antibidtico y un trabajo realizado en Korea por
7 anos, mostrd un aumento en la resistencia al anti-
biético de 0 a 71% en cepas de EVR, después de la
introduccion de linezolid. %

Los factores que pudieran condicionar el uso de
linezolid son: la emergencia de cepas multiresisten-
tes de SAMR y EERA, el surgimiento de resistencia
o susceptibilidad disminuida a vancomicina, auna-
do a que puede administrarse por via oral, lo que
permite tratamientos ambulatorios prolongados. Sin
embargo, es importante la vigilancia del empleo de
dicho antibidtico debido a la posible aparicién de
alteraciones hematoldgicas en los pacientes pedid-
tricos, aunado al surgimiento de cepas resisten-
tes.'?3%De la misma forma que surgié la resisten-
cia a otros antibidticos, la resistencia a linezolid
sucedié por el uso frecuente, por lo que es necesa-
rio el establecimiento de medidas paraevitar el uso
indiscriminado de antibiéticos de nueva generacién,
y no promover la seleccién de clonas resistentes.
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