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Resumen y Abstract

Resumen

Vancomicina es la principal opcién terapéutica para tratar infecciones severas por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA); por lo tanto, la emergencia de
aislamientos con susceptibilidad disminuida a este antibidtico es preocupante. Los aislamientos
con resistencia intermedia heterogénea a vancomicina (hVISA) son un reto clinico y
epidemiol6gico, pues estan asociados con fallas terapéuticas y largas estancias hospitalarias,
no es detectable por metodologias estandar, y el mecanismo genético de resistencia no esta
completamente elucidado. No obstante, numerosos genes y mutaciones han sido relacionados
con este fenotipo. Por esta razon, el objetivo de este estudio fue identificar caracteristicas
genéticas asociadas al fenotipo hVISA, en aislamientos de MRSA causantes de bacteriemia en
9 paises latinoamericanos. A partir de 538 aislamientos MRSA, 30 presentaron un resultado
positivo para el fenotipo hVISA por métodos basados en E-test, sin embargo, de estos, solo 3
fueron confirmados mediante perfil de andlisis poblacional/area bajo la curva (PAP/AUC). A los
30 aislamientos se les realizd6 secuenciacion de genoma completo, con el fin de identificar
sustituciones de aminoacidos en 46 proteinas que han sido asociadas a los fenotipos de
resistencia intermedia (VISA/hVISA) en estudios previos. En total se encontraron 98
sustituciones, la mayoria relacionadas a biogénesis de pared celular, procesamiento de
DNA/RNA, biosintesis de membrana y sistemas reguladores, de las cuales, las mas comunes
se presentaron en VraT (E156G), WalK (L14l) y Atl (Y38H). Adicionalmente, se exploraron
cambios en las subpoblaciones de los aislamientos hVISA que crecieron a concentraciones
>3ug/mL de vancomicina y mantuvieron el fenotipo hVISA (no hubo seleccion de colonias
VISA). De forma consistente, no se detectaron sustituciones de aminoacidos diferentes a las
de los aislamientos de donde se obtuvieron, excepto por el cambio Y121D en la proteina de
transporte PotD. Asi mismo, se detectd un nimero bajo de SNPs en las subpoblaciones cuando
se compararon con los genomas de los aislamientos hVISA de donde provenian. En este
estudio se realiz6 la caracterizacion genética de aislamientos hVISA causantes de bacteriemia
en pacientes de Sur América; se detectaron cambios previamente reportados y cambios no
reportados asociados a alteraciones en funciones de sistemas reguladores, biogénesis de
pared celular, procesamiento de DNA/RNA, y biosintesis de membrana, que potencialmente
explican las caracteristicas fenotipicas de hVISA. Por otro lado, el analisis de subpoblaciones
de hVISA demostré que los cambios detectados fueron consistentes con los genomas de los
aislamientos hVISA, lo cual sugiere que los mecanismos para el desarrollo y regulacion de la

resistencia heterogénea son adicionales a aquellos reportados en el fenotipo VISA.

Palabras clave: MRSA, hVISA, vancomicina, heterorresistencia, bacteriemia.
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Abstract

Vancomycin is the main therapeutic option to treat severe methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) infections; therefore, the emergence of isolates with decreased susceptibility to
this antibiotic is a concern. Isolates with heterogeneous intermediate resistance to vancomycin
(hVISA) are a clinical and epidemiological challenge, as they are associated with therapeutic
and long hospital stays, it is not detectable by standard methodologies, and the genetic
mechanism of resistance is not completely understood. However, numerous genes and
mutations have been related with this phenotype. For this reason, the aim of this study was to
identify genetic characteristics associated with the development of the hVISA phenotype, in
MRSA isolates causing bacteremia in 9 Latin American countries. From 538 MRSA isolates, 30
exhibited a positive result for the hVISA phenotype by E-test based methods, however, from
these, only 3 were confirmed by population analysis profile/area under the curve (PAP/AUC).
Whole genome sequencing was performed to the 30 isolates and amino acid substitutions were
identified in 46 proteins associated with intermediate resistance phenotypes (VISA/hVISA) in
previous studies. In total, 98 substitutions were found, most related to cell wall biogenesis,
DNA/RNA processing, membrane biosynthesis and regulatory systems, from which the most
frequent were in VraT (E156G), WalK (L14l), and Atl (Y38H). In addition, changes were also
explored in subpopulations of hVISA isolates that grew at concentrations =3ug/mL of
vancomycin and maintained the hVISA phenotype (no VISA subpopulations). Consistently, no
amino acid substitutions were detected other than those found in the isolates from which they
were obtained, except for the Y121D change in transport protein PotD. Likewise, a low number
of SNPs was detected in the subpopulations when compared with the genomes of the hVISA
isolates from which they belonged. In this study, the genetic characterization of hVISA isolates
causing bacteremia in patients in South America was performed; previously reported and
unreported changes associated with alterations in functions of regulatory systems, cell wall
biogenesis, DNA/RNA processing, and membrane biosynthesis were detected, potentially
explaining the phenotypic characteristics of hVISA. On another hand, the analysis of hVISA
subpopulations showed that the changes detected were consistent with the genomes of the
hVISA isolates, suggesting that the mechanisms for the development and regulation of

heterogeneous resistance are additional to those reported in the VISA phenotype.

Keywords: MRSA, hVISA, vancomycin, heteroresistance, bacteremia.
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Introduccién

Introduccidén

Staphylococcus aureus es un patégeno importante en humanos que causa un amplio rango
de infecciones, desde infecciones leves en piel hasta infecciones mas complicadas como
fascitis, endocarditis y neumonia necrotizante (Howden, Davies, Johnson, Stinear, &
Grayson, 2010). Se conoce que S. aureus ha causado enfermedades en humanos desde
hace méas de un siglo, no obstante, hoy en dia sigue siendo un desafio para clinicos y
cientificos debido a su alta versatilidad (Stryjewski & Corey, 2014). El uso de agentes
antimicrobianos es el principal medio para combatir infecciones serias causadas por S.
aureus, ya que el desarrollo de una vacuna efectiva no ha sido posible hasta el momento
(Howden, Peleg, & Stinear, 2014). Sin embargo, la adquisicibn de resistencia
antimicrobiana ha sido un evento evolutivo significativo para este patdgeno, pues
rapidamente se volvié resistente a la penicilina después de su introduccién a la practica
clinica en 1940, mas adelante, en 1961, se demostr6 resistencia a las penicilinas
semisintéticas generando aislamientos conocidos como S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA), asi como a la mayoria de los antibiéticos subsiguientes empleados como
tratamiento. Desde entonces, la propagacion de MRSA no se ha detenido y es una bacteria
endémica en la mayoria de paises del mundo (Howden et al., 2010; Howden et al., 2014)

La vancomicina es considerada la principal opcion terapéutica para el tratamiento de
infecciones severas causadas por aislamientos MRSA (Wijesekara, Kumbukgolla,
Jayaweera, & Rawat, 2017). Sin embargo, su efectividad ha disminuido desde hace
aproximadamente dos décadas, debido a su uso excesivo y a la emergencia de
aislamientos con susceptibilidad disminuida a este antibiotico, donde se encuentra S.
aureus con resistencia intermedia a vancomicina (VISA) y con fenotipo heterogéneo
(hVISA) (Hiramatsu, 1997; Howden et al., 2010). Los aislamientos VISA se caracterizan
por presentar una concentracion inhibitoria minima (CIM) de vancomicina de 4-8 ug/mL,

mientras que los hVISA son clasificados como susceptibles a vancomicina (CIM < 2ug/mL),



2 Exploracion de caracteristicas genéticas asociadas al desarrollo del fenotipo de resistencia
intermedia heterogénea a vancomicina (hVISA), en aislamientos de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) causantes de bacteriemia

pero contienen subpoblaciones con resistencia intermedia (CIM 4-8 ug/mL) en frecuencias
de aproximadamente 10° a 10° UFC/mL, que no se detectan por las pruebas de
susceptibilidad convencionales. Ademas, el fenotipo hVISA tiene un impacto importante a
nivel clinico, ya que se ha asociado con fallas terapéuticas y hospitalizaciones
prolongadas, especialmente en cuadros severos por MRSA tales como bacteriemia.
Estudios han encontrado que infecciones causadas por aislamientos hVISA llevan a
periodos bacterémicos significativamente mas largos con positividad de cultivo, tiempos
prolongados de tratamiento antibidtico, asi como de hospitalizaciones y permanencia en
cuidados intensivos, en comparacion con infecciones causadas por aislamientos
susceptibles a la vancomicina (VSSA) (Fong, Low, Koh, & Kurup, 2009; Lin et al., 2012;
Yang et al., 2018). Es por esto que la deteccién oportuna del fenotipo es necesaria, con el

objetivo de orientar el manejo terapéutico para los pacientes.

Diferentes metodologias han sido propuestas para el diagndstico de aislamientos hVISA,
como lo son los métodos de deteccién en agar suplementado con glicopéptidos, sin
embargo, estos presentan una especifidad muy baja (53-65%) (Howden et al., 2010).
También existen las pruebas basadas en E-test, que incluyen GRD (deteccion de
resistencia a glicopéptidos, por sus siglas en inglés) y el E-test macrométodo (MET) que,
a pesar de tener alta sensibilidad y especificidad para detectar el fenotipo, no son
recomendados por el CLSI e implican costos adicionales, por lo cual no estan disponibles
en muchos hospitales (CLSI, 2019; Satola, Farley, Anderson, & Patel, 2011). El método
considerado la prueba de oro para identificar el fenotipo hVISA es el perfil de analisis de la
poblacién/area bajo la curva (PAP/AUC), no obstante, es una técnica demasiado costosa
y requiere mucho tiempo, por lo que no es factible implementarla en un laboratorio clinico
como método de diagnoéstico de rutina (Howden et al., 2010; Wootton, 2001). Esta dificultad
en la deteccién hace que la prevalencia real del fenotipo pueda estar subestimada (Gomes,
Ward, & LaPlante, 2015; Howden et al., 2014).

Algunos estudios han reportado prevalencias de hVISA entre 0.2 y 19.5% en diferentes
paises (Campanile et al., 2012; Zhang, Sun, Chang, Dai, & Ma, 2015), y se ha registado
un aumento en los Ultimos afos: antes de 2006 se reportaba 4.68%, y entre 2010 y 2014
fue de 7.01% (Zhang et al., 2015). En América Latina, los datos relacionados con la

prevalencia de hVISA son limitados y se asocian principalmente con informes de casos
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esporéadicos, por ejemplo, en Argentina (Di Gregorio et al., 2015; Errecalde et al., 2013),
Chile (Vega et al., 2015) y Brasil (Da Costa et al., 2016; Silveira, da Cunha, Caierao, de
Cordova, & s’Azevedo, 2015). Un estudio realizado en cuatro paises de la regiéon
(Colombia, Ecuador, Peru y Venezuela) determiné que la prevalencia del fenotipo hVISA
en 651 aislamientos de MRSA entre 2006 y 2008, fue de 1.4% utilizando GRD y MET
(Reyes et al., 2009) y de 0.46% por PAP/AUC (Berrio, 2018). Lo anterior demuestra que el

fenotipo hVISA esta presente en la region.

El mecanismo de resistencia de los fenotipos VISA y hVISA no se encuentra
completamente elucidado. Diferentes caracteristicas fenotipicas, genéticas y metabdlicas
han sido asociadas a estos fenotipos, demostrando su complejidad y su caracter
multifactorial. A pesar de que el mecanismo genético que contribuye a la disminucién de
la susceptibilidad a la vancomicina en S. aureus no se ha identificado completamente, en
los ultimos afios se han logrado avances significativos debido al uso de tecnologias de alto
rendimiento que han permitido explorar cambios a nivel de genoma de aislamientos con
estos fenotipos, como el caso de la secuenciacion de genoma completo de las cepas de
referencia Mu3 (hVISA) y Mu50 (VISA), al comparar los genomas de aislamientos
isogénicos VSSA y VISA obtenidas in vivo o in vitro, o aislamientos clinicos con el fenotipo
en comparacion con aislamientos VSSA, como las cepas ATCC29213 o N315 (Howden et
al., 2014). Estos andlisis proporcionan informacion valiosa que permite asociar la presencia
de mutaciones espontaneas en mdltiples genes, que pueden estar asociadas con el
desarrollo de los fenotipos hVISA y VISA. No obstante, estos cambios no son conservados
en todas los aislamientos, lo que dificulta determinar un perfil genético especifico que

permita su facil identificacion (Howden et al., 2010).

A pesar de que se han postulado varios genes y mutaciones que contribuyen al desarrollo
de la resistencia intermedia, es claro que es un fenotipo complejo y multifactorial. Algunos
de los cambios mas frecuentes y mejor caracterizados son aquellos presentes en
diferentes sistemas reguladores (VraTSR, GraSR y WalKR), en la subunidad 3 de la RNA
polimerasa (RpoB), proteinas de pared celular (Atl, PBP4), proteinas de membrana (TcaA),
entre otros (Hafer, Lin, Kornblum, Lowy, & Uhlemann, 2012; Matsuo, Cui, Kim, &
Hiramatsu, 2013; Wang et al., 2017). Por ejemplo, variaciones en VraTSR como VraS-I5N,
VraS-S329L, VraT-Y220C, pueden modular la resistencia a vancomicina; y los cambios

GraR-N197S junto a RpoB-H481Y, han sido implicados en la generacion del fenotipo VISA
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(Boyle-Vavra, Yin, Jo, Montgomery, & Daum, 2013; Hu, Peng, & Rao, 2016; Kuroda et al.,
2003; Matsuo et al., 2013). Otros estudios han reportado sustituciones de aminoacidos en
el sistema WalKR en aislamientos VISA, como K208R y A96T en el regulador de respuesta
WalR, y G223D y AQ371 en el sensor WalK; los cambios G223D en WalK y K208R en
WalR parecen mediar la resistencia a la vancomicina (Howden et al., 2011; Howden et al.,
2014). Cambios también en la proteina transmembrana TcaA con funcion de respuesta a
antibidticos, tales como T262S, R283H y G312D, han sido detectados en aislamientos
VISA en comparacion con la cepa susceptible a vancomicina, N315 (Yoo et al., 2013).

Desafortunadamente, la deteccion de estas alteraciones genéticas causando cambios en
proteinas con funciones potencialmente asociadas al fenotipo, no se han presentado de
forma consistente en todos los aislamientos VISA y hVISA reportados, y mas adn, el papel
de cada uno de los cambios no ha sido demostrado experimentalmente, por lo cual, en la
mayoria de casos, los cambios presentan una asociacion al fenotipo mas no un efecto
confirmado. De esta forma, el desarrollo del fenotipo hVISA en MRSA se vincula a multiples
cambios genéticos (algunos mas frecuentes que otros) que implican la interaccion de
diferentes vias metabdlicas bacterianas, y que potencialmente podrian variar de acuerdo
al tipo de cepa o de linaje de MRSA, por lo cual, es posible que resultados de estudios en
aislamientos de otras partes del mundo, no se presenten necesariamente en los

aislamientos que circulan en América Latina.

Por lo anterior, el proposito de realizar este estudio es identificar variaciones y
caracteristicas genéticas que puedan estar implicadas en el desarrollo del fenotipo de
resistencia intermedia heterogénea a vancomicina (hVISA), en aislamientos de MRSA

causantes de bacteriemia en pacientes de 9 paises latinoamericanos.
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1. Capitulo 1. Marco teorico

1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva perteneciente a la familia
Micrococcaceae, anaerobia facultativa, no mévil y no esporo-formadora, que se agrupa
generalmente como cocos en racimos Yy sSe caracteriza por tener una particular
pigmentacion de colonias doradas, ser productora de coagulasa y catalasa, y ser
fermentadora de manitol (Lowy, 1998). Su genoma es de aproximadamente 2.8 Mpb y
consiste en un genoma nucleo (core), el cual contiene genes constitutivos y se encuentra
en todos los aislamientos de S. aureus, y un genoma accesorio que se compone de
secuencias de insercién, plasmidos, transposones, bacteriéfagos integrados, e islas
gendmicas o de patogenicidad que contribuyen a la virulencia de los aislamientos que lo
contengan. La transferencia de elementos moéviles que dan origen al genoma accesorio de
S. aureus, favorece también la adaptacion del microorganismo a un entorno particular, por
ejemplo, en presencia de antibiéticos, gracias a la adquisicion de genes de resistencia
(Chua, Stinear & Howden, 2013).

El éxito de S. aureus en causar infeccion se debe a multiples factores de virulencia que le
permiten llegar y establecerse en diferentes sitios blanco del hospedero; esto hace que S.
aureus sea reconocido como uno de los principales causantes de infecciones de piel y
tejidos blancos, neumonia, osteomielitis, bacteriemia, endocarditis, entre otras (Lowy,
1998). Inicialmente, S. aureus logra adherirse a los tejidos mediante proteinas de superficie
bacteriana (MSCRAMM por sus siglas en inglés, microbial surface components recognizing
adhesive matrix molecules) que se unen a moléculas de la matriz extracelular del
hospedero tales como el colageno, fibrinégeno y fibronectina (Foster, Geoghegan,

Ganesh, & Hook, 2014). Una vez se ha adherido al tejido o a dispositivos prostéticos, es
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capaz de crecer y persistir alli gracias a que puede evadir la respuesta inmune a través de
diferentes maneras: mediante la formacion de biopeliculas, por factores tales como la
microcapsula antifagocitica que promueve la formacion de abscesos, la proteina A que
impide la opsonizacion al unirse a la fraccion cristalizable de los anticuerpos, la produccion
de proteinas inhibitorias de quimiotaxis y de adherencia celular que interfieren con
extravasacion de neutrofilos al sitio de infeccion, de leucocidinas que forman poros en la
membrana de los leucocitos destruyéndolos y hemolisinas que ocasionan lisis de los
eritrocitos (Foster, 2005; Gordon & Lowy, 2008).

Otros componentes importantes en S. aureus que contribuyen al desarrollo de su
patogénesis son: el peptidoglicano y los &cidos teicoicos que conforman la pared celular
(Lowy, 1998); la secrecién de diferentes enzimas durante la infeccién tales como lipasas,
proteasas y elastasas, que promueven la evasion y el dafo tisular en el hospedero
(Vandenesch, Lina, & Henry, 2012); y la produccion de diversas toxinas que lesionan la
membrana celular y generan diferentes cuadros clinicos, que van desde intoxicaciones
alimentarias hasta sindromes téxicos sistémicos (sindrome de shock téxico) (Mccormick,
Yarwood, & Schlievert, 2001).

1.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA)

Los problemas que causa S. aureus no se deben exclusivamente a los factores de
virulencia ya mencionados, sino también a las limitaciones en el tratamiento de infecciones
debido a la emergencia de resistencia a los antibidticos disponibles y cominmente
empleados. En 1942 se reportd por primera vez resistencia a la penicilina, apenas un afio
después de la introduccion de la misma al uso clinico; este evento fue asociado con la
produccion de una B-lactamasa inducible. En 1959, la meticilina fue introducida con el
objetivo de superar esta problematica, pero desafortunadamente, apenas dos afios mas
tarde se present6 el primer caso de S. aureus resistente a meticilina (MRSA, por sus siglas
en inglés) (Jevons, 1961). El mecanismo de resistencia a este antibiético se encontr
asociado a la adquisicién del gen mecA que codifica para la proteina de unién a la penicilina

2a (PBP2a o PBP2’), la cual tiene baja afinidad no solo por este antibiético sino para casi
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todos los pertenecientes a la familia de los B-lactamicos, con excepcion de una nueva
cefalosporina de amplio espectro: ceftobiprol (Wielders et al., 2001; Dauner, Nelson, &
Taketa, 2010).

A finales de los afios 1960s, MRSA multirresistente emergié en Europa causando
infecciones esporadicas en humanos, pero una década después empezo6 a propagarse con
gran fuerza. Infecciones en Estados Unidos y Australia también se reportaron, y a finales
de la década de 1980 la tasa de MRSA asociado a hospitales (MRSA-AH) fue de 14%
(Turnidge et al., 1989) y de 22% (Wenzel et al., 1991), respectivamente. En 2003, en USA
cerca de 400.000 pacientes fueron internados por infecciones causadas por S. aureus, y
el aislamiento de MRSA correspondi6 a cerca del 60% de S. aureus aislados en unidades
de cuidados intensivos (UCI) (Boucher & Corey, 2008). En 2011, el Centro para el Control
y la Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) inform6 que alrededor
de 80.500 casos de infecciones invasivas por MRSA fueron registrados en los Estados
Unidos, y de estas, alrededor de 11.000 desencadenaron en muerte (CDC, 2013). En
América Latina, la prevalencia de MRSA en hospitales de varios paises en 2004 fue mayor
del 50%: Chile, 80%; Costa Rica, 58%; Guatemala, 64%; México, 52%; Peru, 80%; Yy
Uruguay, 59% (Guzman-Blanco et al., 2009); entre 2006 y 2008, fue de 26% a 62% en
Perl, Venezuela, Colombia y Ecuador (Reyes et al., 2009); y entre 2011 y 2014, la
prevalencia de aislamientos de MRSA causantes de bacteriemia oscilé entre 22% y 62%,
en 9 paises de la regién (Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Guatemala, México,
Pert y Venezuela) (Arias et al., 2017).

La epidemiologia de MRSA ha sido mayormente entendida mediante el uso de técnicas
moleculares como electroforesis en campo pulsado (PFGE), para determinar los clones de
MRSA circulantes, y técnicas complementarias como tipificaciébn por secuenciacion de
multiples locus (MLST) para determinar las secuencias tipo (ST) y agruparlos por
complejos clonales (CC), tipificacién de spa para clasificar variantes de S. aureus segun la
proteina A, y de SCCmec (casete estafilococico cromosomal mec), elemento genético
movil que contiene el gen mecA y sus reguladores (Stryjewski & Corey, 2014). Existen 5
linajes principales (CC) en los que se agrupan los clones de MRSA que ocasionan la
mayoria de las infecciones hospitalarias por MRSA a nivel mundial: 5, 8, 22, 45 y 30
(Rodriguez-Noriega et al., 2010; llezyszyn et al., 2016). Dentro de estos linajes, pocos han

sido los clones pandémicos que han causado la mayoria de las infecciones nosocomiales
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por MRSA (MRSA asociado al hospital, MRSA-AH): Brasilero (CC8), Ibérico (CC8),
Hungaro (CC8), pediatrico (CC5) y New York/Japon (CC5) (Rodriguez-Noriega et al.,
2010). En América Latina, el clon Chileno (CC5) ha sido el de mayor prevalencia después
de reemplazar al Brasilero (Reyes et al., 2009).

Otra categoria importante para considerar es la de MRSA asociado a la comunidad
(MRSA-AC), pues desde comienzos de los afos 1990s, infecciones no asociadas a
ambientes hospitalarios en individuos sin factores de riesgo fueron reportados. En 1993,
estos casos empezaron a reportarse en aborigenes australianos que nunca tuvieron
contacto con sistemas de salud, y entre 1997-1999 en Estados Unidos se presentaron 4
casos fatales de infecciones por MRSA en nifios. Posteriormente, mas de estos casos se
presentaron en USA en diferentes comunidades; durante el invierno de 2003-2004, se
registraron 4 casos en adultos con neumonia necrotizante sin factores de riesgo asociados
al hospital, siendo MRSA-AC perteneciente al clon USA300 (CC8) (Boucher & Corey,
2008). En Sur América, se han reportado dos principales clones asociados a la comunidad:
una variante del linaje USA300 que se ha reportado como el clon predominante y exclusivo

en Colombia, y el MRSA-ST30, presente principalmente en Argentina (Reyes et al., 2009).

La resistencia a diferentes familias de antibiéticos se encuentra asociada a MRSA-AH,
pues aislamientos MRSA-AC son susceptibles a casi todos los antibidticos excepto a los
B-lactamicos. Es por esto que las opciones de tratamiento contra infecciones causadas por
MRSA tienden a estar restringidas a antibiéticos como la vancomicina, la daptomicina y el

linezolid (Nannini, Murray, & Arias, 2010).

1.3 Vancomicina

La vancomicina es un antibiético del grupo de los glicopéptidos que posee actividad
bactericida inhibiendo la sintesis de la pared celular en bacterias Gram positivas (Yim,
Thaker, Koteva, & Wright, 2014). Los glicopéptidos son los antibiéticos mayormente
empleados contra infecciones severas causadas por MRSA, Clostridium difficile y

enterococos. La vancomicina, asi como la teicoplanina, son los glicopéptidos de primera
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generacion producidos naturalmente por Amycolatopsis orientalis y Actinoplanes
teichomyceticus, respectivamente (Kang & Park, 2015).

El uso de la vancomicina fue aprobado en 1958 por la Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos (FDA) de Estados Unidos, y esta indicada para infecciones estafilocécicas
severas que no responden a [-lactdmicos (osteomielitis, neumonia, septicemia,
infecciones de tejidos blandos), endocarditis bacteriana, infecciones estreptocécicas en
pacientes con hipersensibilidad a penicilinas, y enterocolitis y colitis asociada a Clostridium
diifficile. Su estructura quimica corresponde a un heptapéptido central glicosilado, con
aminodcidos proteinogénicos (Tyr, Leu, Asn, Ala, Glu) y no-proteinogénicos (3,5-
dihidroxifenilglicina, B-hidroxitirosina, 4-hidroxifenilglicina). Adicionalmente, contiene dos
atomos de cloro que estabilizan la unién a su sitio de accion (dipéptido D-Alanina-D-
Alanina) (Figura 1-1) (Binda, Marinelli, & Marcone, 2014; Kang & Park, 2015).

Figura 1-1 Estructura quimica de la vancomicina.

Imagen tomada de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Vancomycin.svg
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Los glicopéptidos ejercen su mecanismo de accion al unirse con alta afinidad (5 puentes

de hidrégeno) a los extremos D-Ala-D-Ala del pentapéptido del peptidoglicano,
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bloqueando la adicion de los precursores tardios a la cadena de peptidoglicano naciente
(transglicosilacién) e impidiendo el entrecruzamiento de éste por accién de las
transpeptidasas (transpeptidacion), dando como resultado el bloqueo fisico de la sintesis
de la pared celular que lleva a la muerte bacteriana (Courvalin, 2006; Binda et al., 2014).

La via de administracién de la vancomicina es intravenosa debido a que la absorcién por
via oral es escasa. Tiene de baja a moderada unidn a proteinas plasmaticas (10-50%), por
lo que su vida media es corta (6-12 h); tiene amplia distribucién en tejidos, incluso en
sistema nervioso central cuando el grado de inflamacion es alto (meningitis); y su
eliminacion es principalmente renal (80-90%). En cuanto a reacciones adversas, se han
reportado casos de nefrotoxicidad a altas dosis, baja incidencia de ototoxicidad,

inflamacién en el sitio de la inyeccion, e hipersensibilidad (Rybak, 2006).

1.4 Resistencia a vancomicina en Staphylococcus aureus

El aumento en el uso de la vancomicina para el tratamiento de infecciones causadas por
MRSA, ha llevado a la emergencia de aislamientos con susceptibilidad disminuida a este
antibiotico, dando como resultado fallas terapéuticas en los pacientes tratados (Pitz et al.,
2011). Segun el punto de corte de la concentracion inhibitoria minima (CIM) establecido
por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), un aislamiento de S. aureus
puede clasificarse como susceptible a la vancomicina o VSSA (< 2ug/mL), con resistencia
intermedia o aislamiento VISA (4-8ug/L), o resistente a la vancomicina 0 VRSA
(216ug/mL), como se observa en la figura 1-2 (CLSI, 2019). Segun el Comité Europeo de
Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST), no existe la clasificacion de
resistencia intermedia a la vancomicina: un aislamiento es susceptible cuando presenta
una CIM de < 2ug/mL, o resistente si es 24ug/mL (EUCAST, 2019).
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Figura 1-2 Niveles de resistencia a vancomicina e interpretacion de la CIM por el CLSI
(CLSI, 2019).

Niveles de resistencia

avancomicinaen S. | CIM VAN (CLS)) |
aureus

- |
Altos niveles VRSA —| 216ug/mL

Bajos niveles
(resistencia |«— VISA —| 4-8ug/mL
intermedia)

Susceptible |+—

VSSA 7 s2ug/mL

Existen dos tipos de resistencia a vancomicina que ademas de que difieren en la CIM,
también se diferencian por el mecanismo de resistencia. El primer tipo hace referencia a
aislamientos de S. aureus con altos niveles de resistencia a vancomicina (VRSA) (Périchon
& Courvalin, 2009), y el segundo a aislamientos con bajos niveles de resistencia a
vancomicina que se clasifican en dos fenotipos: S. aureus con resistencia intermedia a
vancomicina (VISA), y S. aureus con resistencia intermedia heterogénea a vancomicina
(hVISA) (Howden et al., 2010).

1.4.1 Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA)

El primer aislamiento de S. aureus con resistencia a altos niveles de vancomicina (=16
ug/mL) se report6é en Michigan en los Estados Unidos en el afio 2000 (Chang et al., 2003),
después de la emergencia de enterococos resistentes a vancomicina (VRE) en los afios
1980s; este evento se debié a la adquisicion por parte de S. aureus del cluster vanA
mediante el transposon Tn1546 proveniente de VRE (Sievert et al., 2008; Périchon &
Courvalin, 2009). Casos posteriores se presentaron en Pensilvania, Nueva York y Delware,

y hasta el afio 2015 se registraron 14 casos en total en el territorio estadounidense (Walters
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et al., 2015). Otros aislamientos se han reportado en India, Iran, Pakistan, Portugal, Brasil
y Guatemala, aunque no en todos confirman haber identificado el cluster vanA (Askari,
2013; Melo-Cristiano et al., 2013; Panesso et al., 2015; Rossi et al., 2014; Antony, 2014).

Este tipo de resistencia se debe a la produccion de precursores de peptidoglicano
modificados que terminan en D-Alanina-D-Lactato (D-Ala-D-Lac) por los cuales la
vancomicina tiene menor afinidad (Figura 1-3), y por la eliminacién de los precursores D-
Ala-D-Ala ya sintetizados (Depardieu, et al., 2007). El clister vanA, el cual confiere la
resistencia, esta constituido por 7 genes: vanS y vanR, que conforman el sistema de dos
componentes tipo VanS/VanR ,que sensa la presencia de vancomicina (sensor) y regula
la respuesta génica a ésta (regulador), respectivamente; vanH, que codifica para la
deshidrogenasa que lleva a la formacion de D-Lactato a partir de piruvato; vanA, que
codifica para la ligasa que une el residuo D-Ala con D-Lac del precursor de peptidoglicano;
vanX, para la dipeptidasa que hidroliza el dipéptido D-Ala-D-Ala previamente sintetizado;
vanY, para la carboxipeptidasa que remueve el residuo D-Ala del pentapéptido del
precursor ya sintetizado; y vanZ, que aun se desconoce su funcién especifica (Courvalin,
2005; Depardieu et al., 2007).

Figura 1-3 Mecanismo de resistencia a vancomicina en aislamientos VRSA.
D-Ala: D-Alanina; D-Lac: D-Lactato; NAG: N-acetilglucosamina; NAM: Acido N-acetilmuramico.
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1.4.2 Staphylococcus aureus con susceptibilidad disminuida a
vancomicina (VISA y hVISA)

El fenotipo de resistencia intermedia a vancomicina en S. aureus (VISA), corresponde a
aislamientos que presentan una CIM de vancomicina de 4-8 pg/mL (Howden et al., 2010;
CLSI, 2019). El primer caso de resistencia intermedia a vancomicina ocurrié en Japon en
1997, en un nifio con una infeccién quirdrgica que fue tratada por 29 dias con vancomicina
sin resultados satisfactorios. La CIM de vancomicina para la cepa aislada fue de 8ug/mL,
y es la cepa VISA denominada Mu50 (Hiramatsu, 1997; Hiramatsu et al., 2014a). Casos
posteriores se han presentado en diferentes paises como Estados Unidos, Japon,
Australia, Francia, Escocia, Brasil, Corea del Sur, Hong Kong, Sudéfrica, Tailandia, Israel
y otros (Howden et al., 2010).

El fenotipo de resistencia intermedia heterogénea a vancomicina (hVISA), corresponde a
aislamientos de S. aureus (hVISA) que mediante pruebas de susceptibilidad in vitro a
vancomicina se comportan como aislamientos susceptibles al antibiotico (< 2ug/mL), pero
contienen subpoblaciones con resistencia intermedia (CIM = 5-9ug/mL) que se encuentran
presentes a una baja frecuencia (10° a 108 UFC/mL) (Chaudhari et al., 2015; Gould, 2008).

El primer aislamiento hVISA fue reportado en Japon en 1997, en un paciente de 64 afos
con un cuadro de neumonia por MRSA que presentd falla al tratamiento con vancomicina
por 12 dias. La CIM del aislamiento fue de 3 ug/mL, pero contenia subpoblaciones que
crecian a mayores concentraciones de vancomicina (5-9 yg/mL); este aislamiento se llamo
Mu3 (Hiramatsu, 1997). Otros casos de hVISA han sido reportados en varios paises tales
como Australia, Nueva Zelanda, Estados Unidos, Israel, Francia, Bélgica, Corea del Sur,

Turquia, Peru, Ecuador, entre otros (Howden et al., 2010).

1.5 Mecanismo de resistencia de susceptibilidad
disminuida a vancomicina (VISA y hVISA)

El mecanismo de resistencia intermedia a vancomicina (VISA y hVISA) no se encuentra

completamente elucidado, no obstante, numerosos estudios han encontrado cambios
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fenotipicos, metabdlicos y genéticos que parecen estar involucrados en el desarrollo de
estos fenotipos (Howden et al., 2010; Howden et al., 2014).

Entre las caracteristicas fenotipicas presentes en los aislamientos VISA y hVISA, se
encuentran un engrosamiento de la pared celular consistente (Figura 1-4), que parece
deberse a una activacion de la sintesis de la pared; aumento de los residuos D-Ala-D-Ala
libres que lleva a un efecto de “atrapamiento” del antibiotico; menor entrecruzamiento de
peptidoglicano; una menor tasa de crecimiento y una actividad autolitica reducida (Reipert,
Ehlert, Kast, & Bierbaum, 2003; Howden et al., 2010; Boyle-Vavra, Carey, & Daum, 2001).

Figura 1-4 Engrosamiento de la pared celular de aislamientos de S. aureus con
resistencia intermedia a vancomicina (VISA), comparado con un aislamiento susceptible
(VSSA) (Howden et al., 2010).

VSSA VISA

31 +3 um
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Algunas de las caracteristicas metabdlicas que se han reportado en aislamientos VISA y
hVISA, se han relacionado con la sintesis de la pared celular y con vias metabdlicas
centrales (Howden et al.,, 2010; Howden et al., 2014). Entre éstas se encuentran: un
aumento en la expresion de genes de la sintesis de pared celular, aumento del
metabolismo de acidos grasos y del uso de fructosa, alteracion del catabolismo del acetato
y del ciclo del acido tricarboxilico, entre otros (Howden et al., 2010; Gardete & Tomasz,
2014).

Por otro lado, algunos estudios han sugerido que, a pesar de no entenderse
completamente el mecanismo por el cual se desarrollan estos fenotipos (VISA y hVISA),

mutaciones Unicas o acumuladas en diferentes genes pueden ser responsables de
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producir esta resistencia (Howden et al., 2014), asi como de llevar a la conversion de hVISA
a VISA (Saito et al., 2014). No obstante, las mutaciones que han sido descritas no son
consistentes para todos los aislamientos VISA y hVISA, ni siquiera para los aislamientos
de referencia Mu3 (hVISA) y Mu50 (VISA).

1.6 Genes y mutaciones asociadas a los fenotipos VISA y hVISA

Como se ha mencionado anteriormente, es razonable relacionar la resistencia de VISA 'y
hVISA con mutaciones en genes asociados con la biosintesis de la pared celular y sistemas
reguladores. Algunos de los genes que han sido reportados como posibles candidatos
involucrados en la resistencia intermedia a vancomicina en S. aureus son de sistemas
reguladores tales como walKR, graSR, vraTSR, y otros genes como rpoB, msrR, tcaA, atl,
agr, sarA, vraF, vraG, clpP, stpl, ccpA, prsA, agrA, arcC, arok, glpF, gmk, pta, tpi, yqiL,
entre otros, no obstante, no se ha definido un mecanismo Unico y especifico ya que este
fenotipo es complejo y multifactorial (Alam et al., 2014; Hafer et al., 2012; Hiramatsu et al.,
2014). A continuacién, se describen algunos de los cambios descritos en proteinas

asociadas a los fenotipos VISA y hVISA:

1.6.1 Sistema regulador de dos componentes WalKR

El sistema regulador de dos componentes WalKR, es vital para la supervivencia de S.
aureus ya que regula el metabolismo de la pared celular (Delauné et al., 2012) y por ende,
el crecimiento bacteriano (Haag & Bagnoli, 2015). Un sistema regulador de dos
componentes (TCRS, por sus siglas en inglés) actia como un sensor/transductor de sefial
gue le permite a la bacteria monitorear, responder y adaptarse a diversas condiciones
ambientales (Gao et al., 2019). Est4 conformado por el sensor histidina quinasa (WalK), y
su regulador de respuesta citoplasmatico afin (WalR) (Haag & Bagnoli, 2015). Una vez el
sensor detecta un estimulo en el medio, como la presencia del antibiético, ocurren tres
reacciones: se da la autofosforilacion del sensor en una histidina de una secuencia
altamente conservada de la caja H cerca al extremo N-terminal; después se da la
transferencia del grupo fosfato al aspartato central del regulador de respuesta, y luego
ocurre su defosforilacion. La lisina conservada en el regulador, puede estar involucrada en

efectuar cambios conformacionales inducidos por la fosforilacién, que regulan la actividad
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de salida y la respuesta efectora ante la sefial (Figura 1-5) (Depardieu et al., 2007; Jacob-
Dubuisson, Mechaly, Betton, & Antoine, 2018).

Figura 1-5 Sistema regulador de dos componentes en S. aureus.
VAN: vancomicina, His: histidina, Asp: Aspartato, Lys: lisina.
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El sistema WalKR lleva a un aumento en la expresion de genes asociados a la renovacion
de la pared celular, un aumento de la actividad autolitica de S. aureus y regula la expresion
de genes involucrados en la degradacion de la pared bacteriana (Haag & Bagnoli, 2017;
Howden et al., 2010). Variaciones en este sistema tales como G223D en WalK y K208R
en WalR, conducen a una disminucién significativa de autolisis con un aumento en el
grosor de la pared celular, y a un aumento en la resistencia a vancomicina (Alam et al.,
2014; Hiramatsu et al., 2014b; Howden et al., 2010).

1.6.2 Sistema regulador de dos componentes GraSR

Este sistema regulador se encuentra asociado con la resistencia a glicopéptidos y modula
positivamente la biosintesis de la pared celular (Cui, Neoh, Shoji, & Hiramatsu, 2009).

También se conoce que participa en la regulacion de la patogénesis de S. aureus al
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controlar la expresion de genes de virulencia que incluyen toxinas, adhesinas, y
exoproteinas (Falord, Mader, Hiron, Dbarbouillé, & Msadek, 2011). Mutaciones en este
sistema llevan a una mayor expresion capsular, alta alanilacion de &cidos teicoicos
(asociada con mayor repulsion de defensinas), sobreexpresion de vraSR y de mprF
(asociada con reconocimiento de péptidos antimicrobiales), y sub-expresién de walkR y
de agr (asociada con reduccion en la produccion de exotoxinas). Cambios en GraR como
N197S y en GraS como T136l, se han asociado con un aumento en la resistencia a
vancomicina y con el paso de VSSA a fenotipo hVISA, respectivamente (Hiramatsu et al.,
2013; Hiramatsu et al., 2014b; Howden et al., 2010).

1.6.3 Sistema regulador VraTSR

El sistema VraTSR, al igual qgue GraSR, se asocia con la resistencia a glicopéptidos y
regula positivamente la biosintesis de la pared celular. Este sistema de tres componentes,
es importante para la captacion de materiales necesarios para la sintesis de la pared
celular, y regula la expresion de enzimas involucradas en la via de sintesis de
peptidoglicano tales como PBPs, MurZ, y otras (Cui et al., 2009). Modula un grupo de mas
de 46 genes (estimuldn) asociados a la pared celular, para responder a sefiales de estrés

como la presencia de antibiéticos (Howden et al., 2010).

VraT parece ser un regulador negativo de VraSR que se encarga de controlar su
transcripcién; cambios en VraT pueden mediar la resistencia intermedia a vancomicina al
promover la continuidad de la sintesis de la pared bacteriana aun en presencia del
antibiético. El cambio E156G en VraT ha sido reportados en aislamientos VISA (Yoo et al.,
2013). Mutaciones en vraSR se relacionan con la activacion de mas de 40 genes asociados
con la sintesis de la pared; cambios en VraS tales como I5N y S329L se han reportado
como responsables de resistencia a vancomicina aumentada en Mu50 (VISA), y del paso
de VSSA a hVISA, respectivamente. Mutaciones en vraS llevan mediante la activacion de
vraR a un aumento en la expresién de genes tales como murZ, pbp2, sgtB, tarA, fmtA y
IcpC, los cuales estan involucrados en la biogénesis de la pared (Alam et al., 2014;
Hiramatsu et al., 2014b).
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1.6.4 Gen rpoB

El gen rpoB codifica para la subunidad 3 de la RNA polimerasa, enzima fundamental para
la transcripcién; mutaciones en este gen llevan a cambios drasticos en el peffil
transcripcional de aislamientos VISA incluso mas que por mutaciones en los genes
reguladores. Substituciones en RpoB tales como H481Y, N967l, y R644H, han sido
reportadas en aislamientos VISA y se consideran "variaciones regulatorias” que participan
en el desarrollo de resistencia intermedia mediante cambios metabdlicos y fisiol6gicos en
las células; se ha reportado que las subpoblaciones resistentes de aislamientos hVISA

presentan mutaciones en este gen (Matsuo et al., 2013; Hiramatsu et al., 2014b).

1.6.5 Gen atl

El gen atl codifica para la principal hidrolasa del peptidoglicano en S. aureus, la autolisina
bifuncional Atl, que posee un dominio amidasa y un dominio glucosaminidasa (Gotz,
Heilmann, & Stehle, 2014). Atl no solo participa en la division celular, sino que también
contribuye al recambio de la pared celular y a la lisis inducida por antibi6ticos (Grilo,
Ludovice, Tomasz, de Lencastre, & Sobral, 2014). La funcidn de Atl se encuentra regulada
por el TCRS WalKR (Haag & Bagnoli, 2015); mutaciones en este sistema se han asociado
con una menor expresion de atl y, por ende, una menor actividad autolitica en aislamientos
VISA 'y hVISA (Hu, Zhang, Liu, Chen, & Suna, 2015). Esta es una caracteristica comun en
aislamientos con estos fenotipos, que contribuye al aumento en el engrosamiento de la

pared celular bacteriana (Howden et al., 2011).

1.6.6 Gen tcaA

TcaA es una proteina transmembrana con funcién en respuesta a antibioticos. Deleciones
del operon tcaRAB se han asociado con un aumento en la resistencia a glicopéptidos en
S. aureus (Yoo et al., 2013), en especial por ausencia del gen tcaA. Este gen se expresa
débilmente durante el ciclo de crecimiento bacteriano, pero es fuertemente inducible por la
accion la teicoplanina. Las substituciones L218P, Y237H, T262S, R283H y G312D en la

proteina TcaA, se han asociados al desarrollo de resistencia a la vancomicina (Yoo et al.,
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2013), a si como la insercion 1S256 en tcaA (Maki, McCallum, Bischoff, Wada, & Berger-
bachi, 2004).

1.6.7 Gen msrR

El gen msrR (regulador de la metionina sulfoxido reductasa) participa en la sintesis de
factores de virulencia y también se ha asociado al metabolismo de la pared celular. Este
gen se ha relacionado con resistencia a altos niveles de B-lactamicos y a resistencia
intermedia a vancomicina en S. aureus (Hubscher et al., 2009), y también participa en la
Ultima etapa de la sintesis de los &cidos teicoicos que actian sobre la estabilidad de las
autolisinas. Mutaciones en este gen resultan en alteracion de la expresion de factores de
virulencia como la alfa-toxina y la proteina A, y alteran principalmente la unién de los acidos
teicoicos a la pared celular afectando el control de la autolisis (Howden et al., 2010;
Hiramatsu et al., 2014b). En MsrR, la substitucién E146K junto a la variacién I5N en VraS,
se han asociado con la conversion de VSSA en hVISA (Hiramatsu et al., 2013; Hiramatsu
et al., 2014b).

1.7 Deteccion de aislamientos hVISA

No existe una prueba Unica estandar para la confirmacion del fenotipo hVISA en
laboratorios clinicos, por lo cual es dificil realizar un diagnéstico oportuno que permita
instaurar el tratamiento apropiado (Khatib et al., 2015). Mientras que el fenotipo VISA
puede detectarse por su CIM a vancomicina mediante métodos como E-test o dilucién en
agar, la deteccion de aislamientos hVISA es mas compleja ya que su CIM se encuentra en
el rango de susceptibilidad, pero contiene las subpoblaciones VISA que no logran ser

detectadas por estos métodos convencionales (Liu & Chambers, 2003; Appelbaum, 2007).

Ya que en la practica clinica se emplean métodos de analisis microbiolégico que no tienen
la sensibilidad suficiente para detectar el fenotipo hVISA, pues utilizan inéculos bacterianos
-10* UFC/mL- més bajos de los necesarios para detectar las subpoblaciones resistentes
(Howden et al., 2010), se han usado diferentes técnicas como pruebas de tamizaje para
evaluar la susceptibilidad a vancomicina de aislamientos clinicos posiblemente hVISA
(Khatib et al., 2015).
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Por un lado, estan las pruebas que se realizan con medios de cultivo como agar infusion
cerebro corazon (BHIA, por sus siglas en inglés) o agar Mueller Hinton (MHA),
suplementados con el antibidtico (vancomicina, teicoplanina). La concentracion de
vancomicina recomendada por el CLSI es de 6 ug/mL en BHIA con un in6culo bacteriano
de 0.5 McFarland, sin embargo, esta prueba ha demostrado tener una baja sensibilidad
(11%) (Walsh et al., 2001). Otra concentracién de vancomicina empleada es de 4 ug/mL
en BHIA, y 5 ug/mL de teicoplanina en MHA con inéculos de 0.5 McFarland y 2.0
McFarland, respectivamente, los cuales tienen una mejor sensibilidad; todos las pruebas
anteriores con lectura a las 48 horas de incubaciéon (Howden et al., 2010; Khatib et al.,
2015).

Por otro lado, métodos basados en E-test también se utilizan como pruebas de tamizaje
para la identificacion de este fenotipo. E-test GRD (deteccibn de resistencia a
glicopéptidos, por sus siglas en inglés) consiste en utilizar una tirilla con diferentes
concentraciones tanto de vancomicina como de teicoplanina, frente a un indculo bacteriano
de 0.5 McFarland en MHA enriquecido con sangre de cordero o caballo al 5%; un resultado
de = 8 ug/mL después de 24 a 48 horas de incubacién a 35°C, se interpreta como positivo.
El E-test macrométodo (MET) emplea una tirilla con vancomicina o teicoplanina, con un
in6culo de 2.0 McFarland en BHIA, y la lectura se interpreta de la misma forma que el GRD
(Howden et al., 2010). Estos métodos han demostrado tener una mayor sensibilidad (=
77%) y especificidad (82-97%) que las pruebas con medio suplementado con antibidtico,
pero no se encuentran recomendados por el CLSI y sus costos son elevados para
emplearlos de rutina en laboratorios clinicos convencionales (Leonard, Rossi, Newton, &
Rybak, 2009; Riederer et al., 2011).

El método considerado la prueba de oro para confirmar el fenotipo hVISA, es el perfil de
andlisis poblacional/area bajo la curva (PAP/AUC), que consiste en exponer inéculos
bacterianos inicialmente altos (1x10® UFC/mL) a diferentes concentraciones de
vancomicina, para detectar las subpoblaciones que crecen a altas concentraciones del
antibidtico en los aislamientos hVISA. Posteriormente, estos resultados son graficados y
se calcula la relacion entre el AUC del aislamiento evaluada contra la de Mu3 que es la

cepa hVISA de referencia; asi se obtiene la relacion PAP/AUC, con la cual se define si un
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aislamiento es VSSA, VISA o hVISA (Figura 1-6). Sin embargo, esta metodologia es
costosa, dispendiosa, consume mucho tiempo y materiales, por lo cual no es posible
implementarla en la practica clinica (Howden et al., 2010; Chaudhari et al., 2015; Wootton,
2001).

Figura 1-6 Perfil de andlisis poblacional/area bajo la curva (PAP/AUC) e interpretacion de
la relacion PAP/AUC.
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1.8 Epidemiologia de los fenotipos VISA y hVISA

Los fenotipos de resistencia intermedia a vancomicina en S. aureus (hVISAy VISA), suelen
presentarse en pacientes con infecciones invasivas y que han sido tratados por un tiempo
prolongado con el antibiético (Munita, Bayer, & Arias, 2015). No obstante, la prevalencia
real y el impacto clinico del fenotipo hVISA es dificil de establecer, debido a la variabilidad
y dificultad metodologica para detectarlo de manera rutinaria (Gomes, Ward, & Laplante,
2015). Por esta razon, la prevalencia de hVISA podria estar subestimada, pero con el uso
de métodos especializados para la deteccién de las subpoblaciones resistentes, esta
podria alcanzar a ser de un 30% (Munita et al., 2015). Una de las principales
preocupaciones que trae este fenotipo, es que ha sido asociado con fallas terapéuticas y

hospitalizaciones prolongadas (Fong et al., 2009; Lin et al.,, 2012; Yang et al., 2018),
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demostrando la importancia de hacer un diagnostico oportuno del mismo que permita

optimizar el tratamiento y el manejo de los pacientes.

Los fenotipos hVISA y VISA han sido reportados en paises de todos los continentes.
Reportes han mostrado que la prevalencia de hVISA/VISA ha aumentado en los Ultimos
anos; Zhang et al. (2015) indicaron una prevalencia de hVISA de 4.68% antes de 2006, y
de 7.01% en el periodo 2010-2014. Para el caso de VISA, la prevalencia fue de 2.05% y
7.93%, respectivamente. (Zhang, Sun, Chang, Dai, & Ma, 2015).

Respecto a hVISA, se ha reportado una prevalencia general que varia entre 0.2 a 19.5%,
encontrando que en Asia es en promedio 6.81%, y en Europa y América es en promedio
5.6 % (Campanile et al., 2012; Hanaki et al., 2014; Zhang et al., 2015). Como se observa,
los datos de prevalencia de hVISA son muy variables, por ejemplo, en China se registré
una prevalencia de 10% entre 2007 y 2011 (Hu et al., 2013), en Taiwan de 0.7% en 2003
(Ho et al., 2010), y en Japo6n de 6.51% entre 2008 y 2011 (Hanaki et al., 2014). En Europa,
en Reino Unido se encontré una prevalencia de 2.5% entre 2004 y 2006 (Kirby et al., 2010),
mientras que en ltalia fue de 19.5% entre 2007 y 2009 (Campanile et al., 2012). En
Norteamérica, en Estados Unidos se reporté una prevalencia de hVISA de 1.2% entre 2000
y 2008 (Pitz et al., 2011), y en 2009 de 0.3% (Richter et al., 2011); y en Canada, la
prevalencia fue de 1.3% entre 1995 y 2006 (Adam et al., 2010).

En América Latina, los datos de prevalencia de hVISA son limitados y se asocian
principalmente a reporte de casos esporadicos. Por ejemplo, en Argentina se reporté una
prevalencia de 3.3% entre 2009 y 2010 (Di Gregorio et al., 2015; Errecalde et al., 2013),
en Brasil de 9.7% entre 2009 y 2012 (Da Costa et al., 2016; Silveira, da Cunha, Caieréo,
de Cordova, & d’Azevedo, 2015), en Venezuela de 2.8% de 2004 a 2007 (Mendes et al.,
2010), y Chile report6 apenas el primer caso de hVISA en el Hospital Clinico Regional de
Concepcion (Vega et al., 2015). Adicionalmente, a partir de un estudio multicéntrico
realizado en cuatro paises de la region (Colombia, Ecuador, Pera y Venezuela) entre 2006-
2008 (Reyes et al., 2009), a partir de 651 aislamientos MRSA, se detectaron 9 (1.4%)
aislamientos hVISA mediante métodos basados en E-test (GRD y MET), y se confirmaron
tres aislamientos (2 de Pert y 1 de Ecuador) mediante PAP/AUC, lo que corresponde a

una prevalencia de 0.46% (Berrio, 2018).
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La mayoria de infecciones causadas por hVISA 'y VISA se asocian al ambiente hospitalario
(Howden et al., 2014), y se han relacionado con diferentes clones pandémicos exitosos.
Teniendo en cuenta la tipificacion de secuencias multilocus (del inglés Multilocus sequence
typing, MLST), 11 tipos de secuencias (ST) se han identificado en aislamientos hVISA,
siendo los mas frecuentes los ST239 (58.62%), ST5 (14.45%) y ST72 (3.28%). Para VISA,
los ST239 y ST5 también son los més frecuentes, con 27.0% y 22.7%, respectivamente
(Zhang et al., 2015). No obstante, existen algunos reportes de aislamientos VISA con ST8
pertenecientes al clon USA300, el cual es un linaje altamente virulento asociado con
infecciones adquiridas en la comunidad y emergente en el hospital (Passalacqua, Satola,
Crispell, & Read, 2012).
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2. Capitulo 2. Objetivos

Objetivo General

Identificar las caracteristicas genéticas asociadas al fenotipo de resistencia intermedia
heterogénea a vancomicina (hVISA), en aislamientos de Staphylococcus aureus resistente

a meticilina (MRSA) causantes de bacteriemia, provenientes de 9 paises latinoamericanos.

Objetivos especificos

1. Determinar la prevalencia del fenotipo hVISA en aislamientos de MRSA causantes
de bacteriemia, provenientes de 9 paises latinoamericanos.

2. ldentificar la presencia de variaciones genéticas asociadas al fenotipo hVISA, en
aislamientos de MRSA causantes de bacteriemia.

3. Examinar las caracteristicas genéticas de las subpoblaciones resistentes en

aislamientos hVISA.
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3. Capitulo 3. Metodologia

3.1 Esquema metodologico general

En el presente estudio, se determiné la presencia del fenotipo hVISA en aislamientos de
MRSA causantes de bacteriemia, provenientes de instituciones hospitalarias de 9 paises
de América Latina: Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Guatemala, México, Peru
y Venezuela, entre 2011y 2014, los cuales fueron previamente caracterizados en la Unidad
de Genética y Resistencia Antimicrobiana (UGRA) de la Universidad El Bosque (Arias et
al., 2017).

Empleando pruebas de tamizaje con agar suplementado con glicopéptidos y métodos
basados en E-test (GRD y Macrométodo-MET), se obtuvieron 30 aislamientos clasificados
como hVISA mediante estas metodologias, los cuales fueron analizados y caracterizados
genéticamente en el presente estudio. La determinacion del fenotipo hVISA mediante la
prueba estandar de perfil de andlisis poblacional/area bajo la curva (PAP/AUC), se hizo
para los 30 aislamientos, y aquellos que fueron positivos se seleccionaron para aislar las
subpaoblaciones que crecieran a altas concentraciones de vancomina, con el objetivo de
caracterizarlas genéticamente y detectar cambios heterogéneos que puedan estar
involucrados en el desarrollo del fenotipo hVISA. A continuacion, se describe la

metodologia general del estudio (Figura 3-1).
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Figura 3-1 Esquema general metodoldgico del presente estudio.

Identificacion de
caracteristicas genéticas
asociadas al fenotipo hVISA
en aislamientos de MRSA

1. Determinacion de 2. ldentificacion de 3. Determinacion de
la prevalencia del variaciones genéticas caracteristicas genéticas
fenotipo hVISA asociadas a hVISA de subpoblaciones que
crecen a 23ug/mL de VAN

Aislamientos de MRSA
causantes de bacteriemia en
9 paises latinoamericanos

Secuenciaciony

caracterizacion Recuperaciony

(n=538) gendmica caracterizacion de
subpoblaciones
Aislamientos
positivos por N
GRD y MET Deteccion de Secuenc!acpr) y
(30 hVISA) Relacion cambios Determinacién caractelnz.aluon
filogenética asociados a del resistoma genomica
VISA/hVISA
Perfil de analisis
poblacional/area
bajo la curva Deteccion de .
(PAP/AUC) sl Dsel\tlicsc:e ?1”| :Se
asociados a :
VISA/hVISA subpoblaciones

3.2 Aislamientos bacterianos

Para la identificacion y caracterizacion genética de aislamientos con el fenotipo hVISA, se
evaluaron 538 aislamientos de MRSA recolectados y caracterizados en un estudio
prospectivo de bacteriemias por S. aureus en América Latina (Arias et al., 2017), realizado
en la Unidad de Genética y Resistencia Antimicrobiana de la Universidad El Bosque. Los
aislamientos fueron recuperados a partir de pacientes adultos de 24 hospitales en 9 paises
(Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Guatemala, México, Peru y Venezuela) entre
enero de 2011 y julio de 2014 (Figura 3-2). Todos los aislamientos fueron susceptibles a
la vancomicina (CIMgo =1 pg/mL) de acuerdo al punto de corte del CLSI (Arias et al., 2017;
CLSI, 2019).
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Figura 3-2 Total de aislamientos de MRSA por pais latinoamericano incluido en el
estudio (2011-2014).

MEXICO
1 hospital
Total de MRSA: 17

COLOMBIA
3 hospitales
Total de MRSA: 41

GUATEMALA
2 hospitales
Total de MRSA: 74

VENEZUELA
3 hospitales
Total de MRSA: 33

ECUADOR
3 hospitales
Total de MRSA: 29

PERU
3 hospitales BRASIL
Total de MRSA: 84 3 hospitales

Total de MRSA: 126

CHILE
3 hospitales ARGENTINA
Total de MRSA: 74 @ 3 hospitales
P\ Total de MRSA: 60

Inicialmente, se realizé un tamizaje de estos aislamientos con métodos que emplean agar

enriquecido suplementado con glicopéptidos (BHIA +6 pg/mL de VAN, BHIA +4 ug/mL

de

VAN y MHA +5 ug/mL de TEI). Como resultado, 230 aislamientos fueron positivos para

alguno de estos métodos de tamizaje, a los cuales se les realiz6 posteriormente las

pruebas de GRD y MET, pruebas basadas en E-test que han mostrado una mayor

especificidad para la deteccion del fenotipo hVISA (Howden et al., 2010). Empleando estas

metodologias, se identificaron 30 aislamientos positivos como potenciales hVISA, los

cuales fueron el objeto del presente estudio. Las cepas utilizadas como control para los

ensayos fueron la ATCC29213 como cepa MSSA susceptible a vancomicina, la N315 como

cepa MRSA susceptible a vancomicina, la Mu3 como cepa de referencia hVISA, y la Mu50

como cepa de referencia VISA.
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3.3 Perfil de analisis poblacional/area bajo la curva
(PAP/AUC)

Se realiz6 el perfil de analisis poblacional/area bajo la curva (PAP/AUC) (Wootton, 2001),
empleando la técnica de microdilucién (Nigo et al., 2017; Pfeltz, Schmidt, & Wilkinson,
2001). A partir de un in6culo bacteriano ajustado a 107 UFC/mL, se prepararon diluciones
seriadas en base 10 (101 a 107) y de cada una se sembraron cuatro gotas de 20 uL en
placas de agar BHI suplementadas, con concentraciones crecientes de vancomicina (0,
0.25,0.5,1, 15, 2, 3,4,5, 6,8y 10 ug/mL); estas fueron incubadas a 37°C por 48 h en
donde se hizo la lectura mediante el recuento de UFC, promediando el nimero de colonias
correspondientes a cada diluciéon. Se realizaron tres réplicas bioldgicas por aislamiento, se
determind el promedio de la relacién PAP/AUC y la desviacion estandar por aislamiento.
Los controles usados fueron las cepas ATCC 29213 (VSSA), Mu3 (hVISA) y Mu50 (VISA).

Posteriormente, se determiné el area bajo la curva (AUC) como lo describen Wootton et
al. (2001), empleando el software GraphPad Prims 7 (GraphPad Software, Inc), y se
calculé la relacion PAP/AUC de los aislamientos, dividiendo el valor obtenido del AUC para
cada aislamiento sobre el valor AUC del control hVISA Mu3. El valor de la relacion
PAP/AUC considerada en el estudio fue el promedio de las tres réplicas por aislamiento.
La interpretacion de resultados se realizé de acuerdo a lo reportado por Wootton et al.
(2001), como se describe a continuacion: una relacion PAP/AUC <0.9 corresponde a un
aislamiento VSSA, una relacion entre 0.9 y 1.3 corresponde al fenotipo hVISA, y una
relacion >1.3 corresponde al fenotipo VISA (Wootton, 2001).

3.4 Secuenciacidon gendémica

3.4.1 Extraccion de DNA, librerias genomicas y verificacion de
calidad

La extraccion del DNA se realiz6 a partir de cultivos de 24 horas en caldo BHI de los 30

aislamientos hVISA, y se utilizé el kit comercial DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen) segun
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las recomendaciones del fabricante, con un tratamiento previo con buffer lisis y lisostafina
(80 pg/mL). La verificacion de calidad del DNA se realiz6 por espectrofotometria
(NanoDrop) para evaluar la relacion 260/280 y 260/230, que indican pureza y deben ser
mayores de 1.8; la integridad del DNA se evalu6 por electroforesis en gel de agarosa al
1%, y la cuantificacion se hizo por fluorometria con el equipo Qubit 2.0 (Invitrogen),

empleando el estuche comercial Qubit dsDNA BR (Thermo Fisher Scientific Inc).

A partir del DNA extraido, se elaboraron las librerias genémicas empleando el kit comercial
Nextera XT DNA sample preparation (Illumina®, San Diego CA), segun las instrucciones
del fabricante. En resumen, se realiz6 el marcaje con adaptadores lllumina de secuencias
de DNA especificas fragmentadas (tagmentacion), que posteriormente fueron amplificadas
mediante PCR, y a los productos obtenidos se les hizo el proceso de limpieza con perlas
magnéticas Ampure XP (Angencourt Bioscience corporation, MA, USA). La cuantificacion
de las librerias se hizo por Qubit 2.0 (Invitrogen), utilizando el estuche comercial Qubit HS-
DNA (Thermo Fisher Scientific Inc), y se utiliz6 el bioanalizador de &cidos nucleicos agilent
2100 Bioanalyzer con el High sensitivity DNA chip para determinar la distribucion y tamafio
de los fragmentos de DNA.

Después, cada libreria fue ajustada a una concentracion de 4nM y se elaboraron grupos
(pools) de librerias a una concentracion de 12pM para realizar la secuenciacion. Para este
proceso se empled el kit V2 500 cycles (lllumina Inc. San Diego CA) compatible con el
secuenciador MiSeq™ System (lllumina Inc. San Diego CA), en donde se realizo la

secuenciacion para la obtencién de lecturas pareadas de 250 pb.

3.4.2 Ensamblaje y anotaciéon gendémica

A las secuencias pareadas obtenidas, se les hizo verificacién de calidad y un proceso de
limpieza (trimming) para eliminar secuencias contaminantes (adaptadores) o de baja
calidad, empleando un valor Phred de 30, mediante la herramienta Trimmomatic (Bolger,
Lohse & Usadel, 2014). A partir de estas secuencias (reads), se realizaron los ensamblajes
de novo descartando los contigs cortos (menores de 400pb), empleando el programa
Spades v3.13 (Bankevich et al., 2012). La calidad de los ensamblajes fue evaluada
empleando la herramienta Quast (Quality Assessment Tool for Genome Assemblies)

(Gurevich et al., 2013), teniendo como parametros minimos el tamafio del ensamblaje (2.5
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— 3.3 Mpb), el numero de contigs (< 400), la cobertura (> 80X), y el contenido de Guanina-
Citosina (32 - 34%). A partir de los genomas ensamblados, se realizé la anotacién
gendmica empleando la herramienta RAST version 2.0 (Rapid Annotation using
Subsystem Technology) (Overbeek et al., 2014). En el Anexo A se encuentran los
principales programas empleados para los andlisis bioinformaticos del estudio.

3.5 Caracterizacion genomica

3.5.1 Relacién filogenética de los aislamientos hVISA

Para elaborar la reconstruccion filogenética de los 30 aislamientos hVISA, se incluyeron
los 30 genomas de estos aislamientos y los genomas de las cepas N315 (GenBank:
NC_002745.2), Mu3 (GenBank: NC_009782.1) Mu50 (GenBank: NC_002758.2) y ATCC
29213 (GenBank: LHUS02), y se determiné el core genome para ellos por medio de Roary
3.0 (Page et al., 2015). Las secuencias de nucleétidos de cada uno de los ortogrupos
definidos en el core genome se alinearon con Muscle (Edgar, 2004), y posteriormente estos
alineamientos fueron concatenados para la elaboracién de una matriz filogenética. Esta
matriz fue utilizada en RAXML versién 8.2.9 para la reconstruccion de la filogenia de los
aislamientos (Stamatakis, 2014). El arbol fue editado y visualizado utilizando la herramienta
iTol - Interactive Tree of Life (https://itol.embl.de/).

3.5.2 Determinacion del resistoma

Para la determinacion del resistoma de los aislamientos, se detectaron los genes de
resistencia adquiridos utilizando Blast (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al.,
1990) contra la base de datos ResFinder 2.1 (Zankari et al., 2012), disponible en el servidor
del Centro de Epidemiologia Gendmica de Dinamarca

(http://www.genomicepidemiology.org/), y mutaciones asociadas a resistencia a

fluoroquinolonas (cambios de aminoacidos en las regiones determinantes de la resistencia
a quinolonas de GyrA, WP_000819088.1 y GrlA WP_000255586.1), rifampicina (cambios
en RpoB, CAG42275.1) y linezolid (mutacion G2576T en el DNA que codifica para el rRNA
23S, y cambios en RpIC YP_000979 y RpID YP_500978). Se evalud la asociacion de los

determinantes de resistencia detectados, con el perfil de resistencia de los aislamientos
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que fue establecido previamente -concentracion inhibitoria minima (CIM) por microdilucion
en caldo de oxacilina, gentamicina, rifampicina, eritromicina, ciprofloxacina, tetraciclina,
clindamicina, cloranfenicol, trimetoprim—sulfametoxazol, vancomicina y daptomicina-
(Arias et al., 2017).

3.5.3 Deteccidon de cambios en residuos de aminoacidos de
proteinas asociadas a los fenotipos VISA y hVISA

3.5.3.1 Seleccién de proteinas asociadas a los fenotipos VISA y
hVISA

Se realiz6 una busqueda de publicaciones cientificas que reportaran cambios genéticos o
de residuos de aminoacidos en aislamientos VISA y hVISA (aislamientos clinicos,
aislamientos isogénicos, o aislamientos obtenidos in vitro por presién continua con
vancomicina), que hayan sido detectados mediante secuenciacién o por comprobacion
experimental (mutagénesis), para elaborar una base de datos de proteinas distribuidas por
categorias funcionales, con el objetivo de detectar cambios en los 30 aislamientos del

estudio. Las proteinas evaluadas se encuentran en el Anexo B.

3.5.3.2 Identificacion de cambios asociados a los fenotipos VISA 'y
hVISA

Para detectar sustituciones de aminoacidos en las proteinas asociadas a los fenotipos
VISA/hVISA de los 30 aislamientos, se realizaron alineamientos mdltiples de las
secuencias de aminoacidos de cada aislamiento, comparandolas con las secuencias de
los genomas de referencia N315 (NC _002745.2), ATCC 29213 (LHUSO02), Mu3
(NC _009782.1) y Mu50 (NC_002758.2). Los alineamientos se efectuaron empleando el

software MultAlin (Corpet, 1988), disponible en http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/.

En el presente estudio, un cambio se definié como un amino&cido diferente en una posicion
de la secuencia, en el aislamiento hVISA respecto a las dos cepas susceptibles,
ATCC29213 y N315. De esta manera, se hizo una basqueda de cambios que hayan sido
previamente asociados a los fenotipos VISA y hVISA, asi como cambios nuevos
identificados en los aislamientos del estudio. Luego se consultaron las bases de datos
Interpro (Hunter et al., 2009), Uniprot (The UniProt Consortium, 2017) y Pfam (Finn et al.,
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2016), para identificar los dominios funcionales de las proteinas que presentaban los

cambios.

3.5.3.3 Deteccion de cambios en otros genomas de S. aureus
disponibles en NCBI

Para evaluar si cambios detectados en este estudio estan asociados con el linaje
bacteriano, se realizé una busqueda de los cambios mas frecuentes en otros genomas de
S. aureus disponibles en el servidor de NCBI (National Center for Biotechnology
Information). A estos se les hizo determinacién del tipo de secuencia (ST), empleando el
servidor del Centro de Epidemiologia Genlmica de Dinamarca
(http://www.genomicepidemiology.org/) mediante MLST 1.8 (MultiLocus Sequence Typing)

(Larsen et al., 2012). La tipificacion se hace con base en el polimorfismo de siete genes
constitutivos que en S. aureus son arcC, aroE, glp, gmk, pta, tpi y yqiL; de acuerdo con las
diferencias alélicas de estos genes, se estable la secuencia tipo. La basqueda de los
cambios se hizo mediante alineamientos multiples con el software MultAlin (Corpet, 1988),
con los genomas de referencia N315, ATCC 29213, Mu3 y Mu50.

3.6 Recuperacion y caracterizacion de subpoblaciones
obtenidas de aislamientos hVISA por PAP/AUC

La recuperacion de las subpoblaciones se realiz6 empleando la metodologia del perfil de
andlisis poblacional, recuperando aquellas subpoblaciones que crecieran a
concentraciones = 3 pg/mL de vancomicina de los aislamientos que fueran clasificados
como hVISA por el método de PAP/AUC. Cada subpoblacién recuperada fue resembrada
en agar BHI + 1 pg/mL de VAN, y se conservé en caldo TSB + 15% de glicerol con 1 pg/mL

de VAN, para su posterior caracterizacion molecular, microbioldgica y genética.

Para confirmar que las subpoblaciones recuperadas conservaban las mismas
caracteristicas de los aislamientos de donde se obtuvieron, se les hizo una caracterizacion
molecular y microbioldgica que incluyé: confirmacion de género y especie con tipificacion
de SCCmec (del inglés staphylococcal cassette chromosome mec) por PCR (reaccion en

cadena de la polimerasa), empleando secuencias de primers previamente reportadas
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(Oliveira & de Lencastre, 2002); determinacion de la relacion genética por electroforesis
en gel de campo pulsado (PFGE) (Tenover et al., 1995), y del perfil de resistencia por
determinacion de la CIM de vancomicina (CLSI, 2019) por dilucién en caldo, agar y por E-
test, y pruebas de GRD y MET (Leonard et al., 2009).

3.6.1 Secuenciaciébn y caracterizacibn gendmica de las
subpoblaciones

La secuenciacion y caracterizacion genémica de las subpoblaciones obtenidas, se realiz6
de la misma forma que para los aislamientos hVISA del estudio, como se describié
previamente. La determinacién del ST se hizo por MLST 1.8, disponible en el servidor del
centro de epidemiologia genémica de Dinamarca (http://www.genomicepidemiology.org/)

(Larsen et al., 2012), y la tipificacion de agr se hizo empleando secuencias de primers
previamente reportadas (Gilot, Lina, Cochard, & Poutrel, 2002; Strommenger, Cuny,
Werner, & Witte, 2004). También se elabor6 la reconstrucciéon filogenética de las
subpoblaciones, los aislamientos de donde se obtuvieron y las cepas de referencia N315,
Mu3, Mu50 y ATCC29213 (Page et al., 2015; Stamatakis, 2014), y se determiné el
resistoma de las subpoblaciones usando la base de datos ResFinder 2.1 (Zankari et al.,
2012).

3.6.2 Deteccion de cambios de aminoacidos y SNPs en las
subpoblaciones versus aislamientos hVISA

Se hizo una busqueda de cambios en residuos de amino&cidos de las proteinas evaluadas
en el estudio (Anexo B), en las subpoblaciones seleccionadas en comparaciéon con los
aislamientos hVISA de donde se obtuvieron. La basqueda de los cambios se hizo mediante

alineamientos mdltiples con el software MultAlin (Corpet, 1988).

Posteriormente, se evalud la presencia de otros cambios en las subpoblaciones evaluadas

empelando la herramienta Breseq version 0.24 disponible en http://barricklab.org/breseq,

gue permite detectar polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs, por sus siglas en inglés),
inserciones y deleciones en genomas bacterianos (Deatherage & Barrick, 2014). Para esto,
se analizaron los genomas de las subpoblaciones usando como referencia el genoma del
aislamiento correspondiente de donde se obtuvieron, y asi se determinaron las diferencias

genéticas entre ellos.
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4. Capitulo 4. Resultados

4.1 Resultados objetivo 1. Determinacion de la prevalencia
del fenotipo hVISA en aislamientos de MRSA causantes
de bacteriemia, en 9 paises de América Latina (2011-2014)

De los 538 aislamientos MRSA obtenidos en el estudio de bacteriemias por S. aureus, en
9 paises de Ameérica Latina (Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Guatemala,
México, Perl y Venezuela) entre 2011 y 2014, 230 (42.7%) fueron positivos por métodos
de tamizaje basados en agar enriquecido con antibiético, y de estos, 30 (5.6%) fueron
positivos por pruebas basadas en E-test (GRD y MET), métodos que han demostrado tener
alta sensibilidad y especificidad para detectar este fenotipo. De estos 30, solo 3 (0.56%)
presentaron una relacion PAP/AUC dentro del rango de clasificacién hVISA (0.9 - 1.3), por
lo cual fueron confirmados como aislamientos hVISA mediante esta metodologia (Figura
4-1 A), mientras que otros 6 (1.1%) positivos por GRD y MET, pero negativos por
PAP/AUC, presentaron una relacion PAP/AUC muy cercana al punto de corte hVISA, entre
0.75 a 0.89, con desviaciones estandar de 0.03 a 0.22 (Figura 4-1 B; Tabla 4-1).

Figura 4-1 Perfil de andlisis poblacional de aislamientos de MRSA.

A) Aislamientos confirmados como hVISA mediante PAP/AUC. B) Aislamientos con
relacién PAP/AUC cercana al punto de corte hVISA. Cepas control: ATCC29213 (VSSA),
Mu50 (VISA) y Mu3 (hVISA).
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En la tabla 4-1 se encuentran los valores de la relacion PAP/AUC para los 30 aislamientos
evaluados por perfil de andlisis poblacional. Ninguno de los aislamientos se clasificé como

VISA, y segun esta metodologia, 27 aislamientos se clasificaron como VSSA (Tabla 4-1).

Tabla 4-1 Resultados de PAP/AUC de los 30 aislamientos evaluados.

Aislamiento Pais Afio Pie;?gtjg* F%n:;i/&ou%or
UE1097 Ecuador 2013 1.07 hVISA
UAS851 Argentina 2013 1.04 hVISA
UCL420 Chile 2012 1.03 hVISA
UB466 Brasil 2012 0.892 VSSA
UP1052 Peru 2013 0.88° VSSA
UP1058 Peru 2012 0.88° VSSA
UAS873 Argentina 2013 0.87¢ VSSA
UP1085 Peru 2013 0.78¢ VSSA
UCL752 Chile 2012 0.75f VSSA
UP1013 Peru 2013 0.74 VSSA
UP89 Peru 2011 0.73 VSSA
UP686 Perd 2013 0.70 VSSA
UA859 Argentina 2013 0.70 VSSA
UP1014 Peru 2013 0.68 VSSA
uUCL381 Chile 2012 0.67 VSSA
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UP120 Peru 2011 0.67 VSSA
UP131 Peru 2011 0.66 VSSA
UP1161 Perd 2013 0.66 VSSA
upP977 Perd 2013 0.66 VSSA
UCL361 Chile 2012 0.65 VSSA
UCL395 Chile 2012 0.65 VSSA
UP106 Peru 2011 0.64 VSSA
UCL436 Chile 2012 0.61 VSSA
UP1049 Perd 2013 0.56 VSSA
UP1057 Peru 2013 0.55 VSSA
uCL412 Chile 2012 0.53 VSSA
uUP1081 Peru 2013 0.52 VSSA
UCL461 Chile 2012 0.52 VSSA
UCL432 Chile 2012 0.52 VSSA
UP1088 Peru 2013 0.46 VSSA

* Promedio de tres réplicas por aislamiento.

a-fDesviacion estandar: a = 0.04; b = 0.06; c = 0.04; d = 0.22; e = 0.04; f = 0.03.

Los resultados obtenidos indican una frecuencia del fenotipo hVISA de 5.6% mediante
métodos basados en E-test, y de 0.56% mediante PAP/AUC, en aislamientos de MRSA
causantes de bacteriemia en 9 paises de América Latina durante 2011 a 2014 (Tabla 4-2).
De acuerdo con la deteccion de hVISA por GRD y MET, la mayor prevalencia se presento
en Pert (19%) y en Chile (12%), mientras que en México, Guatemala, Venezuela y
Colombia no se detecto el fenotipo. Mediante PAP/AUC, los tres aislamientos (UE1097,
UA851 y UCL240) confirmados provinieron de instituciones hospitalarias de Ecuador,
Argentina y Chile, respectivamente.

Tabla 4-2 Prevalencia de hVISA por pais participante de América Latina (2011-2014).

Prevalencia por Prevalencia por

Pais Total de MRSA GRD y MET PAP/AUC
Chile 74 9 (12%) 1 (1.36%)
Argentina 60 3 (5%) 1(1.67%)
Ecuador 29 1 (3.45%) 1 (3.45%)
Perd 84 16 (19%) 0
Brasil 126 1 (0.8%) 0
México 17 0 0
Guatemala 74 0 0
Venezuela 33 0 0
Colombia 41 0 0
Total 538 30(5.6%) 3(0.56%)
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4.2 Resultados objetivo 2. Caracterizacion genética de los
aislamientos de MRSA con el fenotipo hVISA

A partir de la secuenciacion de genoma completo de los 30 aislamientos hVISA, se
utilizaron los reads crudos que cumplieron los pardmetros de calidad de tener un tamafio
superior a 50pb y un puntaje de calidad Phred de 30 (probabilidad de error de 0.001), para
hacer el ensamblaje de novo de los genomas. Como resultado se obtuvieron ensamblajes
con tamafos entre 2,778,947 a 3,075,890 pb, nimero de contigs entre 97 y 405, %GC
entre 32.7 y 33.4, una cobertura entre 115 y 390X, y un N50 entre 16,538 y 589,212. Las
caracteristicas de la secuenciacién y el ensamblaje para cada aislamiento se encuentran
en el Anexo C. Luego se hizo la anotacion funcional y estructural utilizando RAST
(Overbeek et al.,, 2014), y se obtuvieron los ensamblajes en formato fasta para sus

posteriores analisis in silico.

Dentro de las caracteristicas moleculares de estos aislamientos (Arias et al., 2017), se
observo que 28 (93.3%) pertenecen al clon chileno/cordobés segun el perfil caracteristico
de este clon por PFGE, con un tipo de secuencia 5 (ST5) y SCCmec tipo I. De los
aislamientos restantes, uno (3.3%) pertenece al clon brasilero, ST1341 (SLV, variante de
locus Unico de ST239) y SCCmec lll, y el otro (3.3%) se relaciona con el clon Nueva
York/Japoén, ST5y SCCmec Il. Todos los aislamientos fueron PVL (leucocidina de Panton-
Valentine) negativo, y segun la tipificacién de agr (gen regulador accesorio) que se hizo
empleando secuencias de primers previamente reportadas (Gilot, Lina, Cochard, & Poutrel,
2002; Strommenger, Cuny, Werner, & Witte, 2004), se observd que 20 (66.6%)
aislamientos poseen un agr tipo 1l y 10 (33.4%) agr tipo I. Estos resultados se encuentran

en la figura 4-2.

Posteriormente, se determind la relacion filogenética de los 30 aislamientos hVISA y se
observd que la mayoria de estos se agruparon por ubicacion geogréfica, donde los
aislamientos provenientes de Peru se distribuyeron principalmente en dos grupos, y los de
Chile se agruparon en uno. Los aislamientos pertenecientes al clon brasilero y al Nueva
York/Jap6n no mostraron asociaciones, mientras que los del clon chileno/cordobés
mostraron una relacion evidente, como se observa en la figura 4-2. Es importante

mencionar que los tres aislamientos confirmados como hVISA mediante PAP/AUC no se
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agruparon entre si, ni siquiera entre los dos aislamientos pertenecientes al clon
chileno/cordobés (UA851 y UCL420).

Figura 4-2 Caracteristicas moleculares y relacién filogenética de los aislamientos hVISA.
Los aislamientos en rojo son los confirmados por PAP/AUC. Clon brasilero: color azul;

clon Nueva York/Japon: rosado; clon chileno/cordobés: amarillo; cepa VSSA: naranja.

Aislamiento Clon Pais SCCmec agr ST
—ATCC29213 USA NA ] 5
L—UE1097 Ecuador m | 1341

UB466 Brasil Il ] 5
N315 Japoén Il ] 5
Mu50 Japoén I} 1l 5
L[Mua Japoén Il ] 5
—UCL395 Chile | ] 5
ucL3e1 Chile | ] 5
UcCL420 Chile 1 1 5
|—UA351 Argentina | ] 5
L—_uUAs859 Argentina 1 I 5
UP1058 Peru 1 1 5
UP1081 Peru 1 ] 5
uP977 Peru 1 1 5
UP1049 Peru 1 1 5
UP1013 Peru 1 ] 5
UP106 Peru I ] 5
UP131 Peru I ] 5
UP1161 Peru I ] 5
UP686 Peru | | 5
uUP120 Peru I ] 5
uUP1052 Peru I ] 5
UP1085 Peru | | 5
uUpPs89 Peru I ] 5
UP1014 Peru I | 5
UP1088 Peru I | 5
UP1057 Peru I | 5
UASBT3 Argentina | I 5
UcL412 Chile | ] 5
UCL381 Chile | ] 5
UCL432 Chile | ] 5
UCL436 Chile | ] 5
UCL752 Chile | ] 5
UCL461 Chile | ] 5

4.2.1 Resistoma de los aislamientos hVISA

Debido a la caracteristica de multirresistencia de los aislamientos MRSA del estudio (Arias
et al., 2017), se decidié determinar el resistoma de los 30 aislamientos hVISA, donde se
observd que todos presentan determinantes de resistencia a B-lactamicos,

aminoglicésidos, MLSg (macrélidos, lincosamidas y estreptogramina B) y fluoroquinolonas,
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lo que coincide con el perfil de resistencia que tienen a oxacilina, eritromicina, clindamicina,
ciprofloxacina y gentamicina (Figura 4-3). Este perfil es consistente para todos los
aislamientos del clon chileno/cordobés, con algunos aislamientos que ademas fueron
resistentes a rifampicina (UP1058), cloranfenicol (UP1081 y UP977), y tetraciclina
(UP106). El aislamiento asociado al clon brasilero (UE1097) fue el que mostré resistencia
a un mayor numero de antibidticos. A continuacion, se describen los determinantes de

resistencia identificados por familia de antibioticos:

B-lactamicos: 22 (73.3%) de los aislamientos portan el gen blaZ que codifica para la 8-
lactamasa tipo A, y todos los aislamientos portan el gen mecA, que confieren resistencia a
la mayoria de antibiéticos B-lactamicos excepto a las cefalosporinas anti-MRSA (ceftobiprol

y ceftarolina).

Aminoglicésidos: los genes mas prevalentes fueron ant(9)-la en 28 (93.3%) aislamientos,
y ant(6)-la y aph(3’)-1ll presentes en 26 (86.6%) aislamientos, simultaneamente; estos
genes codifican para las nucleotidiltransferasas ant(9)-la, ant(6)-la, y la fosfotransferasa
aph(3")-1ll, respectivamente. El gen que codifica para la enzima aac(6")-aph(2") que

confiere alto nivel de resistencia a gentamicina, se identific6 en 19 (63.3%) aislamientos.

MLSg: el gen erm(A) se encontré en todos los aislamientos evaluados, lo que sugiere que
es el principal mecanismo de resistencia presente en ellos. La proteina ermA produce una
dimetilacion en el sitio de union ribosomal en el rRNA-23S, lo que resulta en una
disminucion de la afinidad del antibiético por su sitio de accién ribosomal. EI gen erm(C)

estuvo presente solo en 2 (6.6%) de los aislamientos.

Fluoroquinolonas: en los aislamientos se identificé la presencia de las mutaciones S80F
y S84L en los genes parC y grlA, respectivamente, las cuales se asocian con resistencia a
esta familia de antibiéticos. Mutaciones en gen de la topoisomerasa IV (parC, parE), de la
DNA girasa (gyrA, gyrB) y sobreexpresion de la bomba de flujo norA, son mecanismos

asociados a la resistencia a quinolonas.

Respecto a los demés antibidticos, solo un (3.3%) aislamiento presenta resistencia a

tetraciclinas y fosfomicina, y dos (6.6%) a fenicoles y rifampicina.
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Figura 4-3 Resistoma y perfil de resistencia de los aislamientos hVISA.
Los aislamientos en rojo son los confirmados por PAP/AUC. Clon brasilero: color azul,

clon Nueva York/Japon: rosado; clon chileno/cordobés: amarillo; cepa VSSA: naranja.
Negro: presencia, blanco: ausencia. OXA: oxacilina, GEN: gentamicina, RIF: rifampicina, ERI:
eritromicina, CIP: ciprofloxacina, VAN: vancomicina, TET: tetraciclina, CLI: clindamicina, CHL:
cloranfenicol, y SXT: trimetoprim-sulfametoxazol.

. 8 g s |.|ele
& E S = gl
< i

a

£ 2 ‘“‘} '!? E-. T O o o
Aislamiento| Clon % E g % % F:; % % % % “qé % g % E %— % E E E‘ Perfil de resistencia

g L] L] [ E

L]
ﬁ;?::::rgm H B _ERI, CLI, CIP, GEN, TET, CHL, RIF, SXT.
UB466 B _ERI, CLI, CIP, GEN, CHL.
N315 CERI
Mus0 [ | _ERI, CLI, CIP, VAN®.
Mu3 [ _ERI CLI, CIP, TET.
uUCL395 B B B B _ER, CLI, CIP,GEN.
UCL361 B B B B _ERI CLI, CIP,GEN.
uCL420 [ | B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UAB51 B H B B | ERI, CLI, CIP,GEN.
UAB59 B B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UP1058 B B B _ERI, CLI, CIP,GEN,RIF.
UP1081 B B B _ERI, CLI, CIP,GEN,CHL.
uP977 [ | N B | _ERI, CLI, CIP,GEN,CHL.
UP1049 H B | ERI, CLI, CIP,GEN.
UP1013 [ [ | B B B | ERI, CLI, CIP,GEN.
UP108 B N B _ER, CLI, CIP,GEN,TET.
UP131 B B B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UP1161 [ ] N B | _ER, CLI, CIP,GEN.
UP686 HE H B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UP120 [ H B B | ER, CLI, CIP,GEN.
UP1052 [ | B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UP1085 [ | | H B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UP8s H B B | ER, CLI, CIP,GEN.
UP1014 H B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UP1088 B B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UP1057 B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UABT3 B H B B | ERI, CLI, CIP,GEN.
UCL412 B B B B | ERI, CLI, CIP,GEN.
ucL381 [ | B B B _ER, CLI, CIP,GEN.
UCL432 B B B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UCL436 [ ] N B | _ER, CLI, CIP,GEN.
ucL752 [ | | B B _ERI, CLI, CIP,GEN.
UCL461 B B B B _ERI CLI, CIP,GEN.

*Resistencia intermedia a VAN por CIM.
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4.2.2 Deteccion de cambios de residuos de aminoacidos en
proteinas asociadas al fenotipo hVISA

Se analizé un total de 46 proteinas que han sido previamente asociadas con el desarrollo
de la resistencia intermedia a vancomicina (VISA) y el fenotipo hVISA en S. aureus, las
cuales se agruparon en nueve categorias funcionales como se observa en el Anexo B. Se
evaluaron 11 proteinas asociadas a biogénesis de pared celular, 9 a procesamiento de
DNA/RNA, 4 a biosintesis de membrana, 7 a sistemas reguladores, 4 a metabolismo de
aminoacidos y carbohidratos, 4 a virulencia, 2 a transporte, 3 a otras enzimas, y 2 a
procesamiento de ATP. La lista de las proteinas evaluadas en el estudio se encuentra en

el Anexo B.

En total se encontraron 98 cambios de aminoacidos en las proteinas evaluadas en los 30
aislamientos hVISA del estudio. En la tabla 4-3 se muestra el nimero de aislamientos que
presentaron estos cambios, en qué proteinas se encontraron, y el total de cambios de
aminodcidos por cada categoria funcional. Todos los 30 aislamientos presentaron al
menos una variacion, y la mayoria de las variaciones detectadas estaban en proteinas
asociadas a biogénesis de pared celular, procesamiento de DNA/RNA, biosintesis de
membrana, y sistemas reguladores. En 13 de las proteinas evaluadas (DItD, TagA, RplL,
RpsU, RpoD, WalR, VraR, VraS, PykA, MsaB, Cmk, UreD, AtpA), no se observo ningin
cambio. Ninguno de los cambios encontrados en el estudio fue identificado en las cepas

de referencia Mu3 y Mu50.

Tabla 4-3 Total de cambios de aminoacidos en proteinas por categoria funcional.

Categoria funcional Proteinas con cambios N® de _hVISA_con N® tota_l de
cambios (n=30) cambios
C Atl, CapP, DIt (A, B, C), LytM,
1. Biogénesis de pared celular PBP4, SceD, TagO 28 29
2. Procesamiento de DNA/RNA |MutL, PurR, Rpo (A, B, C), SigB 3 16
3. Biosintesis de membrana GtaB, MprF, PgsA, TcaA 6 15
4. Sistemas reguladores GraS, GraR, WalK, VraT 29 11
5. Metabolismo (aa, CHO) ArcA, LeuB, TrpC 3 10
6. Virulencia Msa (A, C), MsrR 6 9
7. Transporte OpuD, PotD 3 5
8. Enzimas Ddh 1 2
9. Procesamiento de ATP RecA 1 1
TOTAL 98

aa: aminoacidos, CHO: carbohidratos.
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Del total de los 98 cambios de aminoacidos encontrados en los 30 aislamientos hVISA, 11
(11.2%) han sido asociados con los fenotipos de resistencia intermedia a vancomicina en
S. aureus (VISA y hVISA) en otros estudios (Tabla 4-4). Estos cambios se identificaron en
proteinas pertenecientes a diferentes categorias funcionales: un cambio en PBP4
(biogénesis de pared celular), uno en RpoB (procesamiento de DNA/RNA), tres en TcaA
(biosintesis de membrana), tres en GraS, dos en WalK y uno en VraT, estos ultimos
asociados a sistemas reguladores. Diez de estas variaciones no fueron frecuentes en los
aislamientos, pero se encontraron en al menos uno de los confirmados por PAP/AUC,
mientras que el cambio E156G en VraT se encontré en 29 (96.6%) de los aislamientos
hVISA. Como se muestra en la Tabla 4-4, algunos de estos cambios estan afectando
dominios funcionales de las proteinas, como es el caso del dominio de respuesta a

antibiéticos activos de pared celular en VraT (119-230aa), lo que puede conducir a una

alteracién en su funcion.

Tabla 4-4 Cambios de aminoacidos encontrados que han sido asociados con

VISA/hVISA.
0
Categoria . Cambio de n (%) hVISA Dominio funcional .
: Proteina L con el cambio Referencia
funcional aminoacido (n=30) afectado (aa)
Biogenesis de | - pppy S189T 1(3.3) Peptidasa (56-288) Lin et al. 2018
pared celular
Procesamiento RNA polimerasa Rpb2
de DNA/RNA RpoB H481N 1(3.3)2 (468-536) Hafer et al. 2012
Biosintesis de T262S 1(3.3)? - Yoo etal., 2013
membrana TcaA R283H 1(3.3)? - Yoo etal., 2013
G312D 1(3.3)? - Yoo etal., 2013
159L 1(3.3)2 - Lin et al. 2018
Gras T2241 1(3.3)2 H's“d'”a'gggasa (126- 1 vooetal, 2013
L26F 1(3.3)2 - Yoo et al., 2013
Sistemas L14F 1(3.3)2 HAMP (11 — 63) Howden et al., 2011
reguladores WalK R292K 1(3.3) H|st|d|na_-c11lgg§15a (189 Shoji et al. 2011
Dominio de respuesta
VraT E156G 29 (96.6)° a antibiéticos de pared Yoo et al., 2013
(119-230)

aa: aminod&cido; a: cambio presente en UE1097; b: cambio presente en todos los aislamientos,
excepto en UE1097.

Las 87 (88.7%) variaciones restantes no se encontraron en la literatura revisada, por lo

tanto, fueron consideradas como cambios nuevos asociados al fenotipo hVISA. En la figura
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4-4 se observa la distribucion de algunos de los cambios nuevos encontrados en los
aislamientos, donde es evidente la diversidad de ellos independientemente del linaje de
los aislamientos. No obstante, el aislamiento UE1097 es el que presenta la mayoria de
todos los cambios nuevos. Los cambios Y38H en Atl y L14l en WalK se encontraron
simultaneamente en 28 (93.3%) de los aislamientos, mientras que los demés cambios no

fueron consistentes.

Figura 4-4 Cambios de aminoacidos nuevos encontrados en los aislamientos hVISA.
Los aislamientos en rojo son los confirmados por PAP/AUC.

b= n o v
S| s |8E|sg|Be| S| & 3
8 x =5|ET| 5 S g | E =
3| £ |%5|23|E2| 2| & |&| ©
kS m £ o| £ E > =
Aislamiento Atl MutL MprF |WalK| ArcA | MsaC | OpuD | Ddh | RecA
Mu3
Mu50
UB466 Y38H L14l
Y347H;
UE1097 S379p A99G M2861 [L113F Y2C
UCL 395 Y38H L14l
UCL 361 Y38H L14l
UCL 420
UA851 Y38H L14l
UA859 Y38H L14l | A293V
UP1058 Y38H L14l
UP1081 Y38H L14l
UP977 Y38H L141 L113F| W49C G33A
Y347H;
UP1049 Y38H S379p L14l
UP1013 Y38H L141 L6V
UP106 Y38H L141
UP131 Y38H L14l
UP1161 Y38H L14l
UP686 Y38H [ R420S L14l
UP120 Y38H L14l
UP1052 Y38H L14l
UP1085 Y38H L14l
UP89 Y38H L14l
UP1014 Y38H N7I L14l
UP1088 Y38H L14l
UP1057 Y38H F343V| L14l L113F
UA873 Y38H L14l N548K
UCL412 Y38H L14l
UCL 381 Y38H L14l
UCL432 Y38H L14l
UCL 436 Y38H L14l
UCL 752 Y38H L14l
UCL461 Y38H L14l
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Es importante mencionar que en proteinas de todas las categorias funcionales se
detectaron cambios nuevos, la mayoria en proteinas relacionadas con biogénesis de pared
celular (28 cambios), seguido de procesamiento de DNA/RNA (15), biosintesis de
membrana (13), metabolismo de amino&cidos (9), virulencia (9), sistemas reguladores (5),
transporte (5), enzimas (2), y procesamiento de ATP (1). En el Anexo D se encuentran
todos los cambios nuevos detectados en el estudio, en qué aislamientos se presentaron, y
qué dominios funcionales de las proteinas estan afectando.

4.2.3 Relacion PAP/AUC respecto al numero de proteinas con
cambios

Con el interés de determinar si existe una asociacion entre el nimero de proteinas con
cambios y el valor de la relacion PAP/AUC de los 30 aislamientos analizados en el estudio,
se hizo un analisis donde se observo que solo uno de los aislamientos que fue clasificado
como hVISA mediante PAP/AUC (UE1097), present6é el mayor nimero de proteinas con
cambios de aminoacidos en seis de las categorias funcionales. No obstante, los 27
aislamientos que fueron negativos por esta metodologia, pero positivos por métodos
basados en E-test, también presentaron cambios en proteinas de las mismas categorias
gue aquellos confirmados como hVISA, principalmente en proteinas asociadas a sistemas
reguladores (Figura 4-5). Es evidente que cuatro (13.3%) de los aislamientos que
mostraron una variedad de proteinas con cambios, tuvieron una relacion PAP/AUC muy
cercana al limite del rango hVISA, entre 0.87 y 0.89. Estos resultados sugieren que los
aislamientos con subpoblaciones resistentes mas pequefias que no son detectadas por

PAP/AUC, también tienen cambios que pueden estar asociados al fenotipo hVISA.
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Figura 4-5 Relacién del valor PAP/AUC de los aislamientos hVISA, con el nUmero de
proteinas con cambios de aminoacidos por categoria funcional.
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4.2.4 Cambios mas frecuentes encontrados en los aislamientos
hVISA

El resumen de las variaciones mas frecuentes encontradas en los aislamientos hVISA se
muestra en la tabla 4-5. Del total de los 98 cambios detectados, tres fueron los mas
comunes: E156G (acido glutamico por glicina) en VraT presente en 29 (96.6%)
aislamientos, L14l (leucina por isoleucina) en WalK y Y38H (tirosina por histidina) en Atl,
en 28 (93.3%) aislamientos, respectivamente. VraT y WalK pertenecen a sistemas
reguladores que participan en el metabolismo de la pared celular; cambios en estas
proteinas han sido asociados con el fenotipo hVISA (Hu et al., 2015). Asi mismo, cambios
en Atl, autolisina que participa en el recambio de la pared bacteriana, conducen a una
actividad autolitica disminuida, la cual es una caracteristica tipica de aislamientos hVISA
(Howden et al., 2011).
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Tabla 4-5 Resumen de los cambios mas frecuentes en los aislamientos hVISA.

Cambio de | n (%) aislamientos | n (%) hVISA por

Categoriafuncional | Proteina | jminoacido |  hVISA (1=30) | PAP/AUC (n=3)
b,c
Sistemas reguladores VraT E156G 29 (96.6) 2°¢ (66.6)
WalK L14I2 28 (93.3) 1% (33.3)
Biogénesis de pared celular Atl Y38H 28 (93.3) 1° (33.3)

a: L14F: presente en UE1097.

b: presente en UA851.

c: presente en UCL420.

En la figura 4-6 se observan los cambios mas frecuentes encontrados y en qué posicion
de la proteina se localizan; los cambios E156G y L14l/F estan afectando dominios
funcionales de VraT y WalK, respectivamente, mientras que el cambio en Atl (Y38H) no se

encuentra en ninguno de los dominios funcionales de la proteina.

Figura 4-6 Representacion de los cambios mas frecuentes en VraT, WalK y Atl de los
aislamientos hVISA.

VraT halK
(233 aa) (608.22)
Histidina-
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(1255 aa)
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4.2.5 Busqueda de los cambios mas frecuentes en genomas de S.
aureus disponibles en la base de datos del NCBI

Con el objetivo de evaluar si los cambios més frecuentes encontrados en los aislamientos
hVISA pudieran estar asociados con el linaje bacteriano y no con el fenotipo de resistencia,
se hizo una busqueda de dichos cambios en otros genomas de S. aureus disponibles en
el NCBI, a los cuales se les determiné el ST mediante MLST. En total se examinaron
10,050 genomas de S. aureus, y se encontré que un bajo porcentaje de estos (<2%)
presentaba las variaciones encontradas en VraT (E156G), WalK (L14I/F) y Atl (Y38H),
como se observa en la tabla 4-6. Ademas, parece ser que estos cambios no estan
asociados al linaje, pues tan solo el 6% de los genomas evaluados con ST5 (que
corresponde al ST del 96.6% de nuestros aislamientos hVISA) los presentan, y para los

otros ST el porcentaje es mucho menor (<1%).

Tabla 4-6 Total de genomas de S. aureus disponibles en NCBI, con los cambios mas
frecuentes encontrados en el estudio segun el ST.

n (%) genomas de S. aureus (NCBI) con los cambios
ProteinalCambio ST5 ST8 ST105 ST239 Otros* Total
(n=2,307) | (n=1,872) (n=588) (n=204) (n=5,079) (n=10,050)

VraT  |E156G | 141 (6.11) | 6(0.3) 6 (1.02) 0 14 (0.27) 161 (1.6)

L14] 138 (6) 0 0 0 2 (0.03) 140 (1.4)
WalK

L14F 2 (0.09) 0 0 0 2 (0.03) 4 (0.04)
Atl Y38H 138 (6) 0 0 0 2 (0.03) 140 (1.4)

*Otros ST: 22, 36, 45, 182, 239, 1100, 1550.

Estos resultados demuestran que los aislamientos hVISA del estudio, presentan
variabilidad genética con pocas caracteristicas consistentes entre ellos, y no se observan
cambios conservados asociados a los linajes bacterianos; esto resalta la complejidad del

fenotipo heterogéneo y de su posible impacto a nivel del genotipo.
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4.3 Resultados objetivo 3. Exploracion de caracteristicas
genéticas de subpoblaciones obtenidas de Ilos
aislamientos confirmados como hVISA

De acuerdo con los resultados obtenidos que demuestran una variabilidad del fenotipo
heterogéneo, se decidi6 explorar caracteristicas genéticas directamente en las
subpoblaciones que crecieran a altas concentraciones de vancomicina a partir de
aislamientos hVISA, con el objetivo de determinar si existen cambios genéticos
heterogéneos que estén influyendo en el desarrollo de este fenotipo. Para ello, se
recuperaron aquellas subpoblaciones de los tres aislamientos confirmados como hVISA
por PAP/AUC (UE1097, UA851 y UCL420), que crecieron a concentraciones = 3ug/mL de
vancomicina, obtenidas de tres réplicas bioldgicas independientes del perfil de analisis
poblacional. Todas las subpoblaciones fueron caracterizadas molecular vy
microbiol6gicamente, con el objetivo de seleccionar aquellas que conservaran las

caracteristicas de los aislamientos de donde fueron obtenidas.

Inicialmente, se hizo la confirmacion del género y especie de las subpoblaciones mediante
PCR con tipificacion del SCCmec, y después se evalud la relacion genética por PFGE
encontrando en las subpoblaciones el mismo perfil electroforético que el del aislamiento
hVISA de donde provinieron. Después se les determiné el perfil de resistencia mediante la
CIM de vancomicina, GRD y MET, y se encontré que mantenian el fenotipo hVISA (excepto
la subpoblacion UE1097-12 que se clasific6 como VISA). Debido a la similitud con los
aislamientos de donde fueron obtenidas, se seleccionaron solo dos de las subpoblaciones
de cada aislamiento para hacer la secuenciacion y los analisis in silico, con los mismos
pardmetros establecidos para los aislamientos hVISA. En el caso del aislamiento UE1097
se seleccionaron las subpoblaciones designadas con los nimeros 2 y 12, para UA851 las
subpaoblaciones 1y 10, y para el UCL420 las subpoblaciones 3 y 4. Los resultados de la

caracterizacion de las subpoblaciones se encuentran en la tabla 4-7.
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Tabla 4-7 Caracterizacion de las subpoblaciones obtenidas de aislamientos hVISA.

Los aislamientos en rojo son los confirmados por PAP/AUC. CIM VAN?: CIM de vancomicina por
dilucién en caldo, CIM VANP: por dilucién en agar, CIM VANC: por E-test. S=susceptible,
I=intermedio. BR: clon brasilero, CH: clon chileno/cordobés.

Aislamiento Pais CIM | cIM ) CM GRD | MET Caracteristicas

VAN? | VANP | VANC
UE1097 1S 1S 1S + + | hVISA, SCCmec-lll, agr-1, ST1341, BR
UE1097-2 Ecuador | 1S 1S 1S + + | hVISA, SCCmec-lll, agr-1, ST1341, BR
UE1097-12 4] 4] 2S + + | VISA, SCCmec-lll, agr-1, ST1341, BR
UAS851 1S 1S 1S + + | hVISA, SCCmec-I, agr-1l, ST5, CH
UA851-1 Argentina| 2 S 2S 2S + + | hVISA, SCCmec-I, agr-1l, ST5, CH
UA851-10 2S 2S 2S + + | hVISA, SCCmec-I, agr-1l, ST5, CH
UCL420 1S 1S 2S + + | hVISA, SCCmec-l, agr-1l, ST5, CH
UCL420-3 Chile 2S 2S 2S + + | hVISA, SCCmec-l, agr-1l, ST5, CH
UCL420-4 2S 2S |15S| + + | hVISA, SCCmec-Il, agr-1l, ST5, CH

Posteriormente, se hizo secuenciacion de genoma completo de las seis subpoblaciones
seleccionadas, y se obtuvieron ensamblajes con tamarfios entre 2,794,782 a 2,928,061 pb,
namero de contigs entre 140y 237, %GC entre 32.8 y 32.9, una cobertura entre 96 y 170X,
y un N50 entre 23,452 y 58,864 (Anexo C). Luego se hizo la anotacién funcional y
estructural por RAST (Overbeek et al., 2014).

Con el objetivo de evaluar si las caracteristicas genéticas de los aislamientos hVISA se
mantenian en las subpoblaciones seleccionadas, inicialmente se les determiné el ST y el
tipo de agr encontrando consistencia entre ellos (ST1341 y agr-1 para las subpoblaciones
de UE1097, y ST5 con agr-ll para las de UA851 y UCL420), como se observa en la tabla
4-7. Después, se hizo un analisis filogenético entre las subpoblaciones y los aislamientos
de donde se obtuvieron, donde se observé una estrecha relacién entre ellos: el aislamiento
UE1097 y sus dos subpoblaciones pertenecientes al clon brasilero, y los aislamientos
UA851 y UCL420 con sus dos subpoblaciones respectivas, pertenecientes al clon
chileno/cordobés. Por otro lado, se hizo la determinacién del resistoma de las
subpoblaciones, y se encontr6 que todas presentaron los mismos determinantes de

resistencia que los aislamientos de donde provinieron.
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4.3.1 Deteccion de cambios de residuos de aminoacidos en las
subpoblaciones versus aislamientos hVISA

Con el propésito de determinar la presencia de cambios heterogéneos en las
subpoblaciones que crecen a altas concentraciones de vancomicina, los cuales pueden
estar relacionados con el desarrollo del fenotipo hVISA, se realiz6 una bldsqueda de
cambios en las subpoblaciones, en las 46 proteinas previamente evaluadas (Anexo B), en
comparacion con los cambios detectados en los aislamientos hVISA de donde se
obtuvieron. Como resultado, se observé que todos los cambios detectados en los
aislamientos UE1097, UA851 y UCL420, también se encontraban presentes en las
subpoblaciones seleccionadas, excepto por el cambio Y121D en la proteina PotD, que se
encontré en la subpoblacion UA851-1 y no en el aislamiento UA851. Este cambio se
encuentra en el dominio de unién a soluto extracelular bacteriano de la proteina, la cual
estd involucrada en el sistema de transporte periplasmico de espermidina/putrescina,
poliaminas necesarias para actividades biolégicas como la sintesis de acidos nucleicos y

de proteinas (Sugiyama, Matsu, Maenaka, & Vassylyev, 1996).

4.3.2 Detecciobn de SNPs en las subpoblaciones versus
aislamientos hVISA

Ademas de buscar cambios en las 46 proteinas evaluadas, se hizo una blsqueda de SNPs
(polimorfismos de nucle6tido Unico, por sus siglas en inglés) en el genoma de las
subpaoblaciones y se compardé con los de los aislamientos hVISA de donde se obtuvieron,
con el propésito de detectar otros cambios que puedan estar involucrados en el desarrollo
del fenotipo hVISA. Como resultado, se obtuvo que el nimero de SNPs detectados en las
subpoblaciones fue menor a 180 variando entre las de diferentes aislamientos (Tabla 4-8),
algunos de estos SNPs afectando regiones codificantes, y el mayor numero de SNPs lo
presentaron las subpoblaciones del aislamiento UE1097, siendo este el aislamiento que

mostré la mayor diversidad genética en este estudio.
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Tabla 4-8 Total de cambios encontrados en las subpoblaciones vs. aislamientos hVISA.

Subpoblacion| ool | SNPs | INDELs | i e | coaicante | afectadas
UCL420-3 7 6 1 6 1 6
UCL420-4 5 4 1 4 1 4
UAB51-1 104 104 0 49 55 29
UA851-10 64 63 1 36 28 25
UE1097-2 192 179 13 67 125 49
UE1097-12 126 118 8 50 76 40

SNP: polimorfismo de nucledtido Gnico, INDEL: insercién/delecion.

A partir del total de los SNPs encontrados, se decidi6é buscar cuales de estos eran comunes
entre las dos subpoblaciones de cada aislamiento hVISA, y cuales de estos eran comunes
entre subpoblaciones de diferentes aislamientos. En el Anexo E se muestra el total de
SNPs encontrados simultaneamente en las dos subpoblaciones obtenidas de los
aislamientos UCL420, UA851 y UE1097, mientras que ninguno de los SNPs fue comudn
entre subpoblaciones de diferentes aislamientos hVISA. En cuanto a los SNPs de las
subpoblaciones de UCL420, solo tres fueron comunes entre ellas; los tres cambios fueron
no sinénimos, uno afectando la proteina nuclear asociada al procesamiento de DNA/RNA,
y dos en proteinas con funciones asociadas a fagos.

Para las subpoblaciones del aislamiento UA851, se encontraron 25 SNPs comunes entre
ellas, de los cuales 20 (80%) fueron cambios no sinénimos; 7 (28%) en proteinas asociadas
a otras funciones (fagos, division celular, metabolismo celular, competencia con DNA
foraneo, resistencia a antibidticos), 5 (20%) SNPs presentes en enzimas, 4 (16%) en
proteinas asociadas a virulencia, 4 (16%) en proteinas con funciones desconocidas, 3
(12%) en proteinas relacionadas a transporte, 1 (4%) a biogénesis de pared celular, y 1
(4%) a procesamiento de DNA/RNA.

Para las subpoblaciones del aislamiento UE1097 se encontraron 36 SNPs comunes para
las dos, de los cuales 34 (87.2%) fueron no sindnimos; 9 (25%) de los SNPs se encontraron
en proteinas con funcién desconocida, 7 (19.5%) en enzimas, 5 (13.9%) en proteinas
asociadas a procesamiento de DNA/RNA, 5 (13.9%) a biogénesis de pared celular, 3
(8.3%) a transporte, 3 (8.3%) a virulencia, 3 (8.3%) a otras funciones (fagos, sistemas de

secrecion), y 1 (2.8%) a biosintesis de membrana.
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En la figura 4-7, se observa el resumen de la distribucion de los SNPs comunes para cada
pareja de subpoblaciones por categoria funcional, donde es evidente que se encuentran
afectando proteinas asociadas a diferentes funciones biologicas, de las cuales, las de
procesamiento de DNA/RNA fueron comunes para subpoblaciones de todos los
aislamientos. También se corrobora que las subpoblaciones del aislamiento UE1097
presentaron el mayor nimero de SNPs, y que cambios en proteinas asociadas a
biogénesis de pared celular, procesamiento de DNA/RNA y funciones enziméticas, siguen
siendo candidatos potenciales que se asocian con el desarrollo del fenotipo hVISA.

Figura 4-7 Distribucion de SNPs por categoria funcional presentes en las subpoblaciones
de UCL420, UA851 y UE1097.
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Supb: subpoblaciones.

En conclusién, fue posible detectar cambios genéticos entre las subpoblaciones y sus
aislamientos hVISA correspondientes, manifestando la complejidad que representa este
fenotipo heterogéneo y cémo puede influir este sobre el genotipo. No obstante, no se
encontraron patrones consistentes entre subpoblaciones de diferentes aislamientos
hVISA, lo que demuestra que a pesar de que existen cambios heterogéneos en estos
aislamientos, su identificacién es compleja y no son comunes para todos los aislamientos
con el fenotipo. Es posible que otros mecanismos estén involucrados en el desarrollo de
hVISA, como a nivel de expresion génica y comunicacion bacteriana, que estén influyendo

en el comportamiento de este fenotipo heterogéneo.



53
Capitulo 5. Discusion

5. Capitulo 5. Discusion

En la actualidad, uno de los mayores desafios a nivel mundial es el tratamiento efectivo de
enfermedades infecciosas, debido principalmente a la emergencia de la resistencia
antimicrobiana (AMR, por sus siglas en inglés) contra diversas familias de antibiéticos vy,
por otro lado, por la reduccion en el nimero de farmacos antimicrobianos que salen al
mercado como opciones terapéuticas disponibles (Holmes et al., 2016). Se estima que
para el afio 2050, si no se soluciona esta problematica, la principal causa de muerte en la
poblacion mundial serd la AMR por encima de enfermedades como el cancer, diabetes,
problemas cardiacos, entre otras (O’Neill, 2016).

En Estados Unidos, el CDC reporta que cada afio se infectan al menos 2.000.000 de
personas con bacterias resistentes a los antibiéticos, de las cuales alrededor de 23.000
resultan en muerte, y muchas otras mueren a causa de complicaciones ocasionadas por
la infeccidn; y en términos monetarios, se estima que la AMR genera pérdidas de entre
$20 billones a $35 billones de dolares al afio en el pais (CDC, 2013). La Sociedad
Americana de Infectologia ha resaltado la importancia de un grupo de bacterias resistentes

a los antibiéticos que corresponden a Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa Yy
Enterobacter spp., grupo denominado no-ESKAPE, las cuales son causas comunes de
infecciones intrahospitalarias, son potencialmente mortales en individuos enfermos e
inmunocomprometidos, y son capaces de escapar al tratamiento mediante mecanismos de
resistencia a los antibiéticos (Boucher et al., 2009; Pendleton, Gorman, & Gilmore, 2013;
Sirijan & Nitaya, 2016).

S. aureus ha desarrollado resistencia a diferentes antibidticos, como a B-lactamicos y
glicopéptidos, lo que limita las opciones terapéuticas para combatir estas infecciones
(Hiramatsu et al., 2014a). El perfil de multirresistencia de MRSA-AH esta asociado con alta

morbilidad y mortalidad, y ha sido considerado como uno de los patégenos mas
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prevalentes en infecciones asociadas a la atencion médica (Ragbetli, Parlak, Bayram,
Guducuoglu, & Ceylan, 2016). Por ejemplo, Bor et al. (2013) encontraron que MRSA fue
el patbgeno mas prevalente asociado a endocarditis infecciosa en USA en 2009, con una
prevalencia de 53.3% (Bor, Woolhandler, Nardin, Brusch, & Himmelstein, 2013).

En Estados Unidos, se calcula que alrededor de 80.500 infecciones invasivas son
causadas por MRSA al afio de las cuales, 11.000 terminan en desenlaces fatales (CDC,
2013). En este pais se estima que alrededor del 60% de los aislamientos de S. aureus en
cuidados intensivos corresponden a MRSA (Boucher & Corey, 2008); en Europa
corresponde a mas del 40% de las infecciones hospitalarias (Gould et al., 2012); en
América Latina la prevalencia en hospitales de varios paises es mayor al 50% (Guzman-
Blanco et al., 2009); y en Colombia se reporta como el patégeno que con mayor frecuencia
se recupera en centros hospitalarios (GREBO, 2015), a pesar de que se ha observado una
reduccién de la prevalencia pasando de 51% (2001-2002) (Arias et al., 2003), a 45% (2006-
2008) (Reyes et al., 2009), y a 22% (2011-2014) (Arias et al., 2017).

Por lo anterior, la principal alternativa terapéutica que se emplea para casos severos de
infeccién por MRSA es la vancomicina; es por esto que la emergencia de la resistencia a
glicopéptidos es muy preocupante. Desde los primeros casos de susceptibilidad
disminuida a vancomicina reportados en Japén en 1997 (VISA y hVISA), otros casos se
han presentado en varios paises de todos los continentes y han representado un gran
problema en el tratamiento de infecciones serias causadas por MRSA conllevando a fallas
terapéuticas (Hiramatsu, 1997; Howden et al., 2010). Cuando se presentan casos de
resistencia a vancomicina, las opciones terapéuticas que se pueden usar son linezolid,
daptomicina, entre otros (Banniettis et al., 2018), no obstante, en paises de América Latina
Su uso es restringido y en Colombia no se encuentran disponibles en muchas instituciones;
por esta razon, se hace necesario rescatar el uso de la vancomicina como tratamiento de

eleccion para infecciones serias causadas por MRSA en estos paises.

Particularmente, el fenotipo hVISA representa una amenaza para la practica clinica debido
a la falla en la deteccion de este fenotipo en laboratorios convencionales y la consecuente
falla terapéutica. Mientras que aislamientos VISA pueden asociarse con una CIM de 4 a 8

pg/mL, aislamientos hVISA se encuentran en el rango de susceptibilidad a vancomicina (<
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2 pg/mL), pero las subpoblaciones VISA que contienen hacen que se comporten como una
poblacion resistente y ocasionen falla en el tratamiento cuando este es instaurado basado
en la CIM obtenida para vancomicina (< 2 pg/mL) (Yang et al., 2018; Wang et al., 2013).
Estudios han demostrado que infecciones severas por aislamientos MRSA que presentan
el fenotipo hVISA, conllevan a bacteriemias persistentes que a pesar de instaurar
tratamientos con glicopéptidos por varios dias, no muestran resultados satisfactorios, y el
tiempo de permanencia intrahospitalaria se prolonga (Fong et al., 2009; Lin et al., 2012).
Por lo tanto, en casos de infeccion por MRSA donde el tratamiento con vancomicina se
prolongue, alternativas antibiéticas deberian considerarse para manejar apropiadamente
las infecciones por hVISA. Asi mismo, infecciones causadas por aislamientos MRSA donde
el fenotipo hVISA no pueda ser confirmado de manera rapida, pero que presenten CIMs
altas aun dentro del rango de susceptibilidad a vancomicina (1.5 ug/mL), deben tenerse

en cuenta para ser manejadas oportunamente (Jacob & Diaz Granados, 2013).

La falta de metodologias estandar que puedan emplearse en laboratorios clinicos para
detectar este fenotipo, hacen que posiblemente su prevalencia sea subestimada (Howden
et al., 2010). La prevalencia de hVISA varia ampliamente alrededor del mundo, entre 0.2 y
19.5% (Campanile et al., 2012; Zhang et al., 2015). En América Latina, pocos casos
esporadicos se han reportado. A partir del primer estudio multicéntrico realizado en cuatro
paises de la region (Colombia, Ecuador, Peri y Venezuela) entre 2006-2008, se
identificaron 651 aislamientos MRSA de los cuales se identificaron 9 (1.4%) hVISA
mediante métodos basados en E-test, y se confirmaron tan solo tres (0.46%) hVISA
mediante perfil de andlisis poblacional (2 de Pert y 1 de Ecuador) (Berrio, 2018; Reyes et
al., 2009). En el presente estudio se obtuvo una prevalencia de hVISA mayor, pues a partir
de 538 aislamientos MRSA provenientes de centros hospitalarios de 9 paises de la regiéon
(Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Guatemala, México, Perl y Venezuela) entre
2011 y 2014 (Arias et al., 2017), 30 (5.6%) aislamientos se clasificaron como hVISA
mediante métodos basados en E-test, mientras que solo tres (0.56%) fueron confirmados
por PAP/AUC (1 de Argentina, 1 de Ecuador y 1 de Chile). Y a pesar de que este estudio
no incluye todas las ciudades de cada pais, si incluye instituciones de gran importancia en
las principales ciudades, lo que expone la nocion del impacto y la difusion del fenotipo
hVISA en laregién. Por otro lado, la prevalencia reportada en el presente estudio se obtuvo
especificamente de bacteriemias causadas por MRSA, pero otros tipos de infecciones no

fueron considerados. No obstante, el fenotipo hVISA suele estar asociado con pacientes
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gue presentan infecciones invasivas (Munita et al., 2015) como el caso de bacteriemia, lo
gue demuestra la importancia de hacer estudios como el nuestro. Zhang et al. (2015)
reportaron un 9.81% de aislamientos hVISA recuperados de sangre, siendo un porcentaje
significativamente mayor comparado con otros tipos de muestras clinicas (Zhang et al.,
2015). No obstante, en el estudio previo realizado por Berrio (2018), dos de los tres
aislamientos confirmados como hVISA provenian de otros tipos de infecciones,
especificamente de una herida quirtrgica y otro de aspirado bronquial; el tercero también
provenia de bacteriemia (Berrio, 2018). Esto sugiere que las infecciones causadas por
aislamientos hVISA pueden ocurrir en diferentes tejidos y bajo cualquier condicion, por lo
cual es necesario realizar estudios a partir de aislamientos obtenidos de diferentes tipos

de infeccion.

Lo anterior demuestra la gran variabilidad de resultados que arrojan las diferentes pruebas
metodolégicas empleadas, lo que dificulta la obtencién de la prevalencia real del fenotipo.
Esta variacion en la prevalencia de hVISA dentro de un rango amplio, puede ser resultado
de la dificultad para la deteccion de estos aislamientos, asi como debido a los diferentes
criterios de seleccion de los aislamientos como el tipo de infeccién, el area geografica, y
los métodos de diagnéstico utilizados (Adam et al., 2010; Delgado et al., 2007; Hanaki et
al., 2014; Zhang et al., 2015). Adicionalmente, este fenotipo es inestable y el andlisis del
mismo a partir de aislamientos congelados y almacenados por tiempos prolongados en
una coleccion, puede llevar a la pérdida de caracteristicas propias del fenotipo, lo que
puede aumentar la falla en la determinacion de la prevalencia real de hVISA. Es por esto
gue es ideal continuar haciendo estudios prospectivos que identifiquen y evallen este

fenotipo.

A pesar de que el perfil de andlisis poblacional/area bajo la curva se considera la prueba
de oro para detectar este fenotipo, se pudo observar tanto en este estudio como en el
anterior (Berrio, 2018), asi como en otros estudios (Pitz et al., 2011), que este método
clasifica como hVISA solo a una pequefia proporcién de los aislamientos considerados
como potenciales hVISA mediante métodos basados en E-test. Esto se debe a que es una
técnica que clasifica a un aislamiento como hVISA, solo si las subpoblaciones resistentes
gue contiene son tan grandes como las de la cepa de referencia hVISA Mu3. Esto hace

gue posiblemente, aislamientos que puedan tener el fenotipo pero que presentan
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subpoblaciones resistentes mas pequefias, sean clasificados como VSSA. Es por esto que
pruebas como la de GRD y Macrométodo, que han demostrado tener una alta sensibilidad
(94-96%) y especificidad (82-97%) para detectar el fenotipo (Howden et al., 2010), podrian
considerarse para ser implementadas para el diagndstico del mismo, no obstante, también
implican costos adicionales y no estdn recomendadas por el CLSI con este propdsito
(CLSI, 2019). Estudios que permitan evaluar la costo-efectividad de la implementacion de
estas pruebas deberian desarrollarse. Ademas, en este estudio se observd que
aislamientos que fueron negativos por PAP/AUC pero positivos por GRD y MET,
presentaron cambios en proteinas asociadas a los fenotipos VISA y hVISA, principalmente
en sistemas reguladores, lo cual soporta la utilidad de estos métodos para la deteccién de

aislamiento con el fenotipo hVISA.

De los paises incluidos en este estudio, la mayor prevalencia de hVISA por GRD y MET
se encontrd en Perl 16 (19%) y en Chile 9 (12%), donde el linaje de MRSA mas frecuente
es el CC5y el clon chileno/cordobés, mientras que por PAP/AUC la prevalencia de hVISA
fue de 3.45% en Ecuador, 1.67% en Argentina, y 1.36% en Chile. Por otro lado, no se
detectaron aislamientos hVISA en paises como Venezuela y Colombia, donde el linaje de
MRSA prevalente es CC8 y el clon USA300-LV, o México y Guatemala, donde predomina
el clon Nueva York/Japén (Arias et al., 2017; Reyes et al., 2009). Estas observaciones
pueden sugerir que este fenotipo podria estar asociado, pero no restringido a linajes
especificos. Howden et al. (2014) mencionan que los complejos clonales 5y 8, y los tipos
de secuencia 5y 239, se asocian con frecuencia a aislamientos VISA y hVISA (Howden et
al., 2014). No obstante, se requieren mas estudios epidemiolégicos y genémicos que
permitan determinar la presencia de este fenotipo y su asociacion con los linajes
circulantes en la regién, ya que no se informa con frecuencia y generalmente se registran
casos esporadicos. En Colombia, a pesar de que no se reportaron aislamientos con el
fenotipo, deberian hacerse mas estudios que corroboren ese hallazgo, pues los reportes
de infecciones por MRSA en el pais son superiores al 20% y el uso de vancomicina es
frecuente (GREBO, 2015).

En cuanto a las caracteristicas moleculares de los aislamientos hVISA, el clon
predominante fue el chileno/cordobés (93.3%) y el ST5 (96.6%). Un hallazgo interesante
fue que solo un aislamiento procedente de Ecuador, el cual fue confirmado mediante

PAP/AUC, estaba relacionado con el clon brasilero y el ST1341, que es una variante de
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locus Unico (SLV por sus siglas en inglés) del ST239, siendo este el segundo clon mas
frecuente en ese pais después de USA300-LV (Arias et al.,, 2017). Los otros dos
aislamientos confirmados como hVISA por PAP/AUC se relacionaron con el clon
chileno/cordobés. El predominio de 28 (93.3%) aislamientos asociados a este clon, son
consistentes con la epidemiologia de la region, ya que este clon ha sido uno de los méas
frecuentes asociados a infecciones hospitalarias (Reyes et al., 2009). En Pera y Chile,
donde se reportd la mayor prevalencia de hVISA por pruebas basadas en E-test, el clon
predominante fue también el chileno/cordobés, y se evidencid una relacion filogenética
entre aislamientos asociados a este clon en estos dos paises. El Unico aislamiento
proveniente de Brasil estuvo relacionado con el clon Nueva York/Japon, clon al cual
también pertenecen las cepas de referencia Mu3 (hVISA) y Mu50 (VISA). Berrio (2018)
encontré que los tres aislamientos confirmados como hVISA también se relacionaron con
el clon chileno/cordobés (CC5) (Berrio, 2018).

Respecto al tipo de secuencia, el ST5 fue el predominante en los aislamientos hVISA de
este estudio, y éste junto al ST239 son dos linajes internacionales de MRSA-AH que
prevalecen en Asia, América del Sur y Europa del Este, y han sido considerados los
genotipos mas epidémicos de los fenotipos VISA y hVISA (Zhang et al., 2015). En cuanto
a la tipificacién agr, el mas frecuente en los aislamientos hVISA del estudio fue agr Il
seguido del agr |, y aunque anteriormente se consideraba que agr |l estaba asociado con
el fenotipo hVISA, diversos estudios han diferido en el predominio del tipo agr y
aparentemente no hay relacion entre este y el fenotipo (Ho et al., 2010; Moise-Broder et
al., 2004; Verdier et al., 2004).

En cuanto al resistoma y al perfil de resistencia de los 30 aislamientos, todos los
aislamientos mostraron ser resistentes a mas de cuatro diferentes familias de antibidticos
(B-lactamicos, aminoglicésidos, fluoroquinolonas y antibidticos del grupo MLSg). Esto
corrobora el perfil de multirresistencia caracteristico de aislamientos MRSA-AH (Ragbetli
et al.,, 2016), y resalta el impacto clinico que tienen asi como la importancia del uso
apropiado de antibiéticos en la region, como la vancomicina. Ninguno de los aislamientos
presento resistencia a daptomicina, a pesar de que la no susceptibilidad a este antibi6tico

ha sido asociada con la susceptibilidad disminuida a vancomicina (Howden et al., 2011).
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Debido a la dificultad en la identificacién fenotipica de hVISA, y al ser un fenotipo asociado
con fallas terapéuticas y hospitalizaciones prolongadas (Fong et al., 2009; Lin et al., 2012;
Yang et al., 2018), el interés por caracterizar genéticamente aislamientos hVISA ha crecido
y se ha visto favorecido por la amplia disponibilidad de tecnologias de secuenciacién de
DNA de alto rendimiento en la actualidad. Diferentes estudios han propuesto genes
candidatos y variaciones genéticas potencialmente involucrados en el desarrollo de los
fenotipos VISA y hVISA, mediante la comparacion de genomas (Howden et al., 2014), y
solo unos pocos han sido comprobados mediante estudios de mutagénesis (Hu et al.,
2016). Esta informacion podria ser utilizada para disefiar métodos y estrategias
moleculares que lleven a la deteccidén de estos fenotipos de manera eficiente, y asi poder
instaurar terapias efectivas y oportunas que eviten hospitalizaciones prolongadas y

proporcionen buenos resultados a los pacientes afectados (Bae et al., 2009).

En el presente estudio, mediante secuenciacidon de genoma completo se detectaron 98
sustituciones de aminoacidos en proteinas asociadas con los fenotipos VISA y hVISA, de
los cuales tan solo 11 han sido reportados en otros estudios de secuenciacion. Ninguno
de estos cambios ha sido comprobado por mutagénesis, ni tampoco fueron encontrados
en las cepas de referencia Mu3 (hVISA) ni Mu50 (VISA), lo que demuestra que estos
fenotipos son altamente complejos y tienen impacto sobre el genotipo, el cual también es
heterogéneo. Ademas, se hizo la asociacion entre estas variaciones y la relacion PAP/AUC
de los 30 aislamientos evaluados, y se observé que a pesar de que uno de los aislamientos
confirmados como hVISA por esta metodologia (UE1097) presentd el mayor nimero de
proteinas con variaciones, aquellos que fueron negativos por PAP/AUC también exhibieron
cambios en las mismas proteinas, consistentemente en aquellas pertenecientes a
sistemas reguladores. Esto sugiere que aquellos aislamientos negativos por PAP/AUC,
pero positivos por GRD y MET, también tienen variaciones relevantes que pueden estar
asociadas con los fenotipos VISA y hVISA, por lo cual no deben ser excluidos de andlisis
gendmicos como este, y el método PAP/AUC considerado como la prueba de oro deberia
ser reconsiderada, o al menos el valor de clasificacion de la categoria hVISA que se basa

especificamente en el valor de la cepa de referencia hVISA, Mu3.

A nivel genémico, varios estudios han encontrado mutaciones en sistemas reguladores
como WalKR, GraSR y VraTSR, asociados con los fenotipos VISA y hVISA. En nuestro

estudio, sustituciones en proteinas que pertenecen a sistemas reguladores fueron
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consistentes en casi todos los aislamientos hVISA, incluidas L14l en WalK y E156G en
VraT, en 28 (93.3%) y 29 (96.6%) aislamientos, respectivamente. VraTSR es un sistema
regulador asociado a la resistencia a vancomicina, que modula la respuesta al estrés de la
pared celular y regula positivamente la via de biosintesis de la pared celular en S. aureus
(Hu et al., 2016). Estudios de transcriptdmica han demostrado que este sistema esta
significativamente sobrerregulado en aislamientos VISA y hVISA (Gao et al., 2019). VraT
parece ser un regulador negativo de VraSR, y mutaciones en el gen vraT pueden mediar
el fenotipo de resistencia intermedia a vancomicina (Hu et al., 2016). En el presente
estudio, E156G (acido glutdmico por glicina) en VraT fue la substitucion méas frecuente
encontrada en 96.6% de los aislamientos hVISA, la cual lleva a un cambio de un
aminoacido polar por uno apolar, llevando a un cambio significativo en la proteina. Este
cambio también fue reportado por Yoo et al. (2013) en casi el 10% de aislamientos VISA
(Yoo et al., 2013), lo que sugiere gue esta mutacion especifica puede estar involucrada en
el desarrollo de estos fenotipos. Este cambio esta presente en el dominio de respuesta a
los antibiéticos activos contra la pared celular de VraT, lo que podria afectar la regulaciéon
de VraSRy, por lo tanto, influir en un aumento de la resistencia a la vancomicina, pero esta

hipétesis debe ser comprobada mediante mutagénesis.

WalKR es un sistema de dos componentes que controla el metabolismo de la pared celular
y es esencial para la viabilidad de S. aureus (Delauné et al., 2012). Howden et al.
encontraron sustituciones de aminoacidos como K208R y A96T en el regulador de
respuesta WalR; y G223D y AQ371 en el sensor WalK en aislamientos VISA (Howden et
al., 2011; Howden et al., 2014). Las sustituciones de aminoacidos como G223D en WalK
y K208R en WalR parecen mediar la resistencia a la vancomicina y se verificaron
experimentalmente en aislamientos VISA (Hu et al., 2016). En el presente estudio, el
aislamiento UE1097, confirmado como hVISA mediante PAP/AUC, exhibio la sustitucién
R222K (arginina por lisina) en WalK, la cual se encuentra en el dominio histidina quinasa,
afectando posiblemente la funcién de sensor adecuada y, por lo tanto, la respuesta ante el
estrés de la pared celular. La sustitucibn R222K también se identific6 mediante la
secuenciacion del genoma completo de aislamientos VISA en otro estudio (Shoji et al.,
2011). La sustitucion L14I (leucina por isoleucina) se encontré en 28 (93.3%) aislamientos
y L14F (leucina por fenilalanina) en UE1097, las cuales se encuentran en el dominio HAMP

(por encontrarse en histidina quinasas, adenil ciclasas, proteinas que aceptan metilos, y
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fosfatasas, por sus siglas en inglés) que funciona como un transmisor que convierte las
sefales de entrada en respuestas de salida (Jacob-Dubuisson et al., 2018). Howden et al.
(2011) también reportaron la sustitucion L14F en WalK en un aislamiento hVISA en
comparacion con un VSSA (Howden et al., 2011).

GraSR es otro sistema regulador de dos componentes, llamado asi por su asociacién de
resistencia a glicopéptidos, que modula positivamente la biosintesis de la pared celular y
regula la respuesta al estrés de la misma (Howden et al., 2010). En nuestro aislamiento
UE1097, se encontraron las sustituciones I59L, T224l y L26F en GraS, sustituciones que
fueron previamente reportadas en aislamientos VISA y hVISA (Lin, Chang, Ge, Liu, & Lu,
2018; Yoo et al., 2013). En UP977 se encontrd otra sustitucion, D85V en GraS. Howden et
al. (2008), mediante WSG reportaron que una Unica mutacién puntual en el gen gras, lleva
a una reduccién significativa de susceptibilidad a vancomicina en la cepa VISA JKD6008,
al llevar a un cambio de un aminodcido polar (treonina) a uno no polar (isoleucina) (T136l)
en la region histidina conservada de la proteina predicha (Howden et al., 2008). Neoh et
al. (2008) reportaron 16 mutaciones puntuales en el regulador de respuesta graR en
aislamientos VISA, y también encontraron que una Unica mutacién en graR o en el sistema
vraSR, especificamente en el sensor vraS, puede alterar la expresion de mdltiples genes
gue favorecen el desarrollo del fenotipo VISA (Neoh et al., 2008).

El engrosamiento de la pared celular y la actividad autolitica reducida, son caracteristicas
comunes y consistentes de los aislamientos VISA y hVISA (Howden et al., 2010). Las
alteraciones en la envoltura celular bacteriana, incluyendo la pared celular, la membranay
los acidos teicoicos, contribuyen al desarrollo de resistencia a los antibiéticos que se
dirigen a este sitio, como la vancomicina y la daptomicina (Howden et al., 2014; Mishra et
al., 2014). Algunos de nuestros aislamientos hVISA exhibieron varios cambios en proteinas
asociadas con la biogénesis de la pared celular. La sustitucion S189T en PBP4 se encontré
en UE1097, y fue previamente reportada en aislamientos VISA y hVISA (Lin et al., 2018).
Esta sustitucidbn se encuentra en el dominio carboxipeptidasa de la proteina, lo que
posiblemente podria reducir su actividad. La variacion Y38H (tirosina por histidina) en la
autolisina bifuncional Atl, la cual participa en la remodelacion de la pared bacteriana, fue
exhibida por 28 (93.3%) de los aislamientos, siendo otra de las sustituciones mas
frecuentes junto a E156G en VraT y L14l en WalK; Atl es regulada por el sistema WalKR,

por lo que variaciones en este sistema pueden afectar la funcién autolitica de esta proteina
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(Haag & Bagnoli, 2015). Sustituciones en la otra autolisina de pared importante en S.
aureus, LytM, también se reportaron en UE1097 (L37Q, T88K, P111Q, T5I), lo que
demuestra que una actividad autolitica alterada también es consistente en nuestros
aislamientos de hVISA. TcaA es una proteina transmembrana con funcion en respuesta a
los antibidticos. La delecion de tcaA se ha asociado con un aumento en la resistencia a
glicopéptidos en S. aureus (Yoo et al., 2013). Las variaciones T262S, R283H y G312D
fueron exhibidas por UE1097, asi como en aislamientos VISA versus la cepa susceptible
N315, analizados por Yoo et al. (2013) (Yoo et al., 2013).

Entre otras caracteristicas fenotipicas identificadas en aislamientos VISA y hVISA, se
conoce un aumento de la expresion capsular (Howden et al., 2010). Las sustituciones
D80G, L81l, R176S, 1276L y H390R fueron encontradas en la epimerasa CapP en UE1097,
afectando posiblemente la biosintesis de la cdpsula en S. aureus. El operén ditABCD es
responsable de la D-alanilacion de los &cidos teicoicos de la pared celular en muchas
bacterias Gram-positivas, y las mutaciones en él, conducen a un aumento en la carga
positiva de la superficie celular que esta relacionada con susceptibilidad reducida a
vancomicina en S. aureus, asi como a daptomicina (Howden et al., 2010; Sabat et al.,
2018). En UE1097, tres sustituciones (K177E, S275N y L318P) en DItA estan presentes
en su dominio de adenilacion de aminoacidos, lo que posiblemente puede afectar su
funcién. Cambios en DItB (W114R) y DItC (V7L) también fueron encontrados en UE1097 y
UCL361, respectivamente.

Respecto a las tres sustituciones mas comunes en los 30 aislamientos del estudio, dos
asociadas con sistemas reguladores (E156G en VraT y L141 en WalK) y una a biogénesis
de pared (Y38H en Atl), son de gran interés ya que pueden estar implicadas en el desarrollo
del fenotipo hVISA. Para evaluar si dichos cambios se encuentran relacionados al linaje
bacteriano mas que al propio fenotipo, se decidi6 hacer la busqueda de dichas
sustituciones en otros genomas de S. aureus con diferentes tipos de secuencia. Los
resultados sugieren que no parece haber asociacion entre el linaje de los aislamientos y
las sustituciones, pues menos del 2% de los aislamientos analizados provenientes del
NCBI (10,050) presentaron dichos cambios, y solo alrededor del 6% de todos los genomas
con ST5 (2,307) los exhibieron. Ademas, es importante mencionar que, de los genomas

del NCBI incluidos en este andlisis, no se conoce si presentan el fenotipo de susceptibilidad
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disminuida a vancomicina, por lo cual es posible que algunos de estos sean hVISA y esto
pueda sobreestimar los porcentajes obtenidos. Andlisis adicionales deberian hacerse,
identificando si son genomas provenientes de aislamientos hVISA, no obstante, esta
informacion es limitada debido a la dificultad en la deteccién de este fenotipo y a la

subestimacion de la prevalencia.

Otros estudios han postulados variaciones en genes reguladores como rpoB, que pueden
contribuir en la conversioén del fenotipo hVISA a VISA (Matsuo et al., 2013). Mutaciones en
este gen parecen modular la expresion de estos fenotipos, sin embargo, las mutaciones
detectadas en este son muy variables (Howden et al.,, 2014). Matsuo et al. (2011)
demostraron que la sustitucién H481Y encontrada en la cepa de referencia VISA, Mu50
contribuy6 en la resistencia a vancomicina por intercambio alélico (Matsuo et al., 2011). La
sustitucién similar H481N, que fue encontrada previamente por Hafer et al. (2012) en
aislamientos VISA y hVISA (Hafer et al., 2012), también fue detectada en el aislamiento
UE1097 de nuestro estudio, variacion que se encuentra en el dominio RNA polimerasa y
gue por ende, es posible que altere su funcién polimerasa. Estas mutaciones también se
han asociado con la resistencia a la rifampicina cuando RpoB contiene una doble
sustitucién, como H481N + L466S (Hafer et al., 2012; Wang et al., 2017). Consistente con
esto, UE1097 exhibe una doble sustitucion en RpoB: H481N + I527M, y es resistente a la

rifampicina como se observé en la determinacion del resistoma y perfil de resistencia.

En las demas categorias funcionales evaluadas también se encontraron cambios; se
detect6 un total de 10 variaciones asociadas al metabolismo de aminoécidos, 9 variaciones
en proteinas relacionadas con la virulencia, 5 relacionadas con el transporte, 2 en enzimas
con otras funciones, y 1 asociada con el procesamiento de ATP. Con respecto al
metabolismo de aminoacidos, TrpC es una proteina que participa en la via de biosintesis
de triptéfano, y mutaciones en el gen trpC se han asociado con un aumento en la
resistencia a vancomicina en S. aureus (Hiramatsu et al., 2014b). A5S, K78Q, P207T vy

H210Y se identificaron en el aislamiento UE1097.

Respecto a la virulencia, se ha descrito que los aislamientos de S. aureus con
susceptibilidad disminuida a vancomicina, presentan una reduccién en su perfil de
virulencia que lleva a evadir la respuesta inmunoldgica del individuo, y de esta manera

logran establecer infecciones crénicas o persistentes (Dai et al., 2019; Gao et al., 2019).
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El oper6bn msaABCR regula positivamente la expresion de sarA (regulador global que
controla la expresion de factores de virulencia en S. aureus), la formacion de biopeliculas
y la virulencia, y contribuye a la resistencia a vancomicina y a la sintesis de pared celular
en S. aureus. Las mutaciones en este operon parecen reducir la capacidad de union de
vancomicina en aislamientos VISA (Samanta & Elasri, 2014). En MsaA, encontramos en el
aislamiento UP686 las sustituciones Y62C, A63L y F64L, y en MsaC, se detectaron las
sustituciones L6V en UP1013, K53T en UP1088 y Y66N y T49N en UP1052.

OpuD es un transportador de glicina betaina y es considerado osmoprotector. S. aureus
acumula prolina y glicina betaina en respuesta al estrés osmético; la glicina betaina tiene
efectos beneficiosos sobre la estructura de la proteina en las células estresadas, y su
acumulacion puede permitir que las bacterias estén listas para resistir el estrés del desafio
antibiético como la daptomicina. En aislamientos VISA, opuD se encuentra
sobreexpresado (Song, Rubio, Jayaswal, Silverman, & Wilkinson, 2013). En UA873,
detectamos la sustitucion N548K, y en UP977, detectamos tres sustituciones (W49C, K53N
y N472K) que estan afectando el dominio transportador de betaina/carnitina/colina, lo que

posiblemente podria alterar la funcién de la proteina.

Ddh, enzima D-lactato deshidrogenasa, participa en diferentes vias metabdlicas y
mantiene el equilibrio entre las rutas anabdlicas y catabdlicas de los carbohidratos. En
aislamientos VISA se ha encontrado una sobreexpresion del gen ddh (Boyle-Vavra, De
Jonge, Ebert, & Daum, 1997; Cui et al., 2006). En UE1097 se detectaron los cambios Y2C
y T151A. RecA cataliza la hidrélisis de ATP en el proceso de reparacion del DNA cuando
hay dafio en este, generalmente debido al estrés oxidativo (Grinholc et al., 2015).
Mutaciones en recA han sido reportadas en aislamientos VISA (Matsuo et al., 2013), y en
nuestro estudio, se encontré6 G33A en el aislamiento UP977.

En el estudio realizado por Berrio (2018) en América Latina, los hallazgos genémicos de
los tres aislamientos confirmados como hVISA, indicaron cinco sustituciones de residuos
de aminoé&cidos en cuatro proteinas asociadas a los fenotipos de resistencia intermedia a
vancomicina, proteinas que nosotros también evaluamos (WalK, RpoB, Atly TcA): L14ly
G233D en WalK; H481N en RpoB; Y814H en Atl; y la sustitucion L218P en TcaA (Berrio,

2018). H481N en RpoB y L14l en WalK son hallazgos comunes con los encontrados en
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nuestro estudio, demostrando que pueden ser cambios potencialmente asociados al
desarrollo del fenotipo hVISA.

Otros estudios de mutagénesis (Katayama, Sekine, Hishinuma, Aiba, & Hiramatsu, 2016;
Matsuo et al., 2013), han demostrado que variaciones en genes involucrados en regulacion
de la fisiologia celular, son necesarias para el desarrollo de los fenotipos de resistencia
intermedia a vancomicina. Por ejemplo, Katamaya et al. (2016) construyeron mutantes de
la cepa de S. aureus susceptible a vancomicina (VSSA) N315AIP, mediante la introduccién
de las siguientes mutaciones secuenciales: S329L en vraS y E146K en msrR, llevando a
un aumento en los niveles de resistencia a vancomicina igual que a los de la cepa hVISA
Mug3; la introduccion de N197S en graR y de H481Y en rpoB llevé a la conversion de la
cepa hVISA a una VISA con el mismo nivel de resistencia a vancomicina que el de la cepa
Mu50 (Katayama et al., 2016). Estudios de este tipo han contribuido a un mayor
entendimiento sobre estos fenotipos, por lo cual es necesario continuar explorando

caracteristicas gendmicas que puedan estar implicadas en el desarrollo de los mismos.

En este estudio encontramos que todos los aislamientos hVISA, independientemente de
su linaje, exhibieron sustituciones de aminoacidos en las proteinas asociadas con el
fenotipo. La mayoria de los cambios se encontraron en el aislamiento UE1097, el cual est4
asociado al clon brasilero, no obstante, aquellas variaciones que se buscaron en otros
genomas de S. aureus no tuvieron asociacion con este linaje. Curiosamente, las tres
variaciones mas comunes encontradas en el estudio no fueron exhibidas por este
aislamiento, sin embargo, UE1097 tuvo otros 55 cambios en las proteinas evaluadas. Seria
apropiado buscar todas las variaciones encontradas en UE1097, en genomas asociados
exclusivamente a este linaje y si es posible en genomas que presenten el fenotipo hVISA,
no obstante, no es facil obtener esta informacién como ya se habia discutido previamente.
Con respecto a las tres variaciones mas comunes, estos fueron exhibidos por la mayoria
de los aislamientos asociados al clon chileno/cordobés, asi como por el aislamiento UB466
asociado al clon Nueva York/Japon. Otro hallazgo sorprendente es que no todos los
aislamientos confirmados mediante PAP/AUC tuvieron las variaciones mas comunes: 2
(66.6%) aislamientos exhibieron E156G en VraT (UA851 y UCL420), 1 (33.3%) presento
Y38H en Atl (UA851), y 1 (33.3%) L14l en WalK (UA851); UE1097 presentd el cambio
L14F en WalK. Estos hallazgos sugieren que este fenotipo es muy variable, y soportan que

no todos los cambios genéticos son consistentes en todos los aislamientos hVISA.
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Debido a dicha variabilidad genética encontrada en los 30 aislamientos, decidimos buscar
cambios heterogéneos que estuvieran especificamente en las subpoblaciones que
crecieran a concentraciones = 3ug/mL de vancomicina, y que pudiesen diferir de sus
aislamientos de donde se obtuvieron. Las subpoblaciones se seleccionaron a partir de los
aislamientos clasificados como hVISA por PAP/AUC (UA851, UE1097 y UCL420), ya que
fueron los aislamientos con las subpoblaciones resistentes mas grandes comparables con
las de la cepa Mu3. En principio, se observo que las subpoblaciones obtenidas, a pesar de
la presion del antibiotico a la cual fueron sometidas, mantuvieron el fenotipo hVISA igual
gue sus aislamientos originarios, excepto la subpoblacion UE1097-12 que se clasificd
como VISA. Esto sugiere que este fenotipo puede mantenerse en poblaciones celulares
cony sin presion selectiva de vancomicina; mas estudios deben realizarse para corroborar
este hallazgo, pues Matsuo et al. (2013) encontraron que las subpoblaciones resistentes
obtenidas de Mu3 si presentaron el fenotipo VISA (Matsuo et al., 2013), como observamos
en la subpoblacion UE1097-12.

Respecto a las sustituciones de aminoacidos en las subpoblaciones, se encontré que todas
las variaciones detectadas en las 46 proteinas evaluadas en los aislamientos hVISA,
también fueron exhibidas por las subpoblaciones seleccionadas. Esto podria sugerir que
no hay cambios genéticos especificos en subpoblaciones resistentes que difieran de la
poblaciéon de donde provinieron, y que otros mecanismos pueden estar implicados en el
desarrollo del fenotipo hVISA, por ejemplo, a nivel de expresion génica o de comunicacion
bacteriana; se requieren mas estudios que soporten esta hipétesis. La Unica variacion que
se encontrd en la subpoblacion UA851-1 y no en el aislamiento UA851, fue la sustitucion
Y121D en la proteina PotD (categoria de transporte) que, al encontrarse en el dominio de
union a soluto extracelular bacteriano de la proteina, podria estar afectando la funcién de
la misma. Ya que el fenotipo hVISA se asocia no solo con cambios fenotipicos y
genotipicos sino también metabdlicos, es posible que cambios en esta proteina de unién
a espermidina/putrescina, lleven a una alteracion en el transporte de estas poliaminas las
cuales estan involucradas en el metabolismo celular, estimulan la actividad de la RNA
polimerasa, y son esenciales para la sintesis de acidos nucleicos y proteinas (Sugiyama
et al., 1996). Mutaciones en potD han sido reportadas en aislamientos VISA (Matsuo et al.,

2013). Estudios genéticos de las subpoblaciones resistentes de aislamientos hVISA, han



67
Capitulo 5. Discusion

encontrado mutaciones en rpoB, vraS y graR, que participan en la conversion de hVISA a
VISA (Hiramatsu et al., 2014b; Matsuo et al., 2011), asi como en cmk (Matsuo et al., 2013),
gen que codifica para la citidilato quinasa, aunque en nuestros estudio no se encontraron

variaciones en esta proteina.

No obstante, se decidié realizar una nueva blsqueda de cambios genéticos en estas
subpoblaciones para detectar variaciones adicionales a las encontradas en las 46
proteinas evaluadas. Respecto al nimero de cambios genéticos detectados, vario
notoriamente entre las subpoblaciones de los diferentes aislamientos hVISA, desde 5a 7
mutaciones en las subpoblaciones del aislamiento UCL420, hasta 126 a 192 cambios en
las subpoblaciones de UE1097; tanto el aislamiento UE1097 como sus subpoblaciones,
fueron los que mas variaciones presentaron en este estudio. Al buscar los SNPs que fueran
comunes entre las dos subpoblaciones de cada aislamiento hVISA, se encontrdé que un
bajo nimero de cambios fueron consistentes para las dos subpoblaciones (3 SNPs
comunes para las subpoblaciones de UCL420, 25 comunes para las subpoblaciones de
UAB851, y 36 para las subpoblaciones de UE1097), pero ninguno de estos cambios fue
comun entre subpoblaciones de diferentes aislamientos hVISA. Esto sigue demostrando
qgue el fenotipo hVISA implica variabilidad genética, y que los cambios genéticos
encontrados no son consistentes entre aislamientos hVISA. Es recomendable realizar mas
estudios que incluyan un mayor niumero de aislamientos y de subpoblaciones que soporten

estos hallazgos.

Los SNPs comunes entre subpoblaciones del mismo aislamiento hVISA, estuvieron
presentes en proteinas asociadas a diferentes funciones, siendo frecuentes las
relacionadas al procesamiento de DNA/RNA, biogénesis de la pared celular, biosintesis de
membrana, virulencia, transporte, otras enzimas, al igual que varias con funcién
desconocida y algunas asociadas a otras funciones, como a proteinas de fagos (Groth &
Calos, 2004) y de competencia con material genético foraneo (Lindsay, 2014). Ademas,
mas del 70% de estos cambios fueron contrasentido (missense), lo que puede implicar una

alteracion en la funcion de las proteinas afectadas.

Es importante mencionar que estos hallazgos, son resultado de la exploracion genética de
genomas ensamblados de los aislamientos hVISA incluidos en este estudio. Este es el

método empleado para detectar mecanismos de resistencia a partir del proceso de
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secuenciacién, pero en el caso de querer identificar mecanismos de resistencia
heterogénea como es el caso de hVISA, estrategias adicionales podrian ser consideradas
para tener mayor probabilidad de detectar cambios heterogéneos, que posiblemente no
sean detectados en un genoma ensamblado. Es por esto que adaptaciones bioinforméticas
podrian implementarse, tal como lo es el andlisis de datos crudos (reads) que, obtenidos
de una secuenciacién con alta cobertura, sean objeto de busqueda de posibles mutaciones
heterogéneas que estén implicadas en el desarrollo del fenotipo hVISA. No obstante, cabe
aclarar que todos nuestros aislamientos tuvieron al menos un cambio detectable en

proteinas asociadas a este fenotipo, a partir del andlisis de genomas ensamblados.

Estudios adicionales que evallen la presencia no solo de cambios a nivel genémico, sino
también a nivel de expresion genética y alteraciones metabélicas en aislamientos hVISA,
serian ideales para fortalecer el entendimiento del mecanismo de resistencia intermedia a
vancomicina en S. aureus, con el objetivo de poder detectar oportunamente este fenotipo
y de reducir fallas terapéuticas en pacientes que presenten infecciones severas causadas

por MRSA, como el caso de bacteriemia (Howden et al., 2014).
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6. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

En este estudio se determind una prevalencia del fenotipo hVISA de 5.6% por métodos
basados en E-test, y de 0.56% mediante PAP/AUC, en aislamientos de MRSA causantes
de bacteriemia provenientes de 9 paises latinoamericanos, entre 2011 y 2014. El 96.6%
de los 30 aislamientos hVISA pertenecieron al complejo clonal 5 con ST5, de los cuales 28
(93.3%) se asociaron con el clon chileno/cordobés, y 1 (3.3%) con el clon Nueva
York/Japon. Solo uno (3.3%) de los 30 aislamientos se asoci6 al complejo clonal 8, ST1341
(SLV de ST239), y clon brasilero. De los tres aislamientos confirmados como hVISA
mediante PAP/AUC, dos se asociaron con el clon chileno/cordobés y ST5, uno proveniente
de Argentina y el otro de Chile. El aislamiento restante se asocié con el clon brasilero,
ST1341, proveniente de Ecuador. Por otro lado, todos los aislamientos mostraron ser
resistentes a mas de cuatro diferentes familias de antibidticos (B-lactamicos,
aminoglicésidos, fluoroquinolonas y antibiéticos del grupo MLSg), lo que limita las opciones

terapéuticas para manejar estas infecciones.

Un total de 98 sustituciones de aminoacidos se encontraron en los aislamientos hVISA, en
46 proteinas predichas asociadas a los fenotipos VISA y hVISA, de las cuales 11 han sido
reportadas en otros estudios, y 87 fueron cambios nuevos detectados en el estudio. La
mayoria de las sustituciones detectadas en este estudio, se encontraron en proteinas
relacionadas con biogénesis de la pared celular, procesamiento de DNA/RNA, biosintesis
de membrana y sistemas reguladores, funciones frecuentemente asociadas con los
fenotipos VISA y hVISA. Tres de las sustituciones encontradas fueron las mas frecuentes
en al menos 93.3% de los aislamientos. E156G en VraT, L14l en WalK, y Y38H en Atl,

podrian estar potencialmente asociadas al desarrollo del fenotipo hVISA.

Sustituciones de aminoacidos en las subpoblaciones no difirieron de los aislamientos de

donde se obtuvieron. Otros mecanismos pueden estar implicados en el desarrollo del
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fenotipo hVISA, como a nivel de expresidn génica y comunicacion bacteriana, que lleven
al comportamiento heterogéneo de este fenotipo. Ademas, no se encontraron mutaciones
comunes entre subpoblaciones de diferentes aislamientos hVISA, estos hallazgos resaltan
la complejidad y variabilidad genética que implica este fenotipo heterogéneo.

Este es el primer estudio que incluye 9 paises de América Latina para la deteccion y
caracterizacion genética de aislamientos de MRSA causantes de bacteriemia, con el

fenotipo de resistencia intermedia heterogénea a vancomicina.
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6.2 Recomendaciones

A pesar de que el perfil de analisis poblacional/area bajo la curva es la prueba de oro para
detectar el fenotipo hVISA, los métodos basados en E-test deberian ser considerados
como opciones diagndsticas, ya que son menos dispendiosos y no excluyen aislamientos
gue contienen subpoblaciones resistentes mas pequefias que las encontradas en Mu3.
Estudios para determinar hVISA de foma prospectiva para establecer su prevalencia, y
estudios que determinen el impacto clinico de la deteccidén de hVISA por métodos basados
en E-test deberian realizarse, con el objetivo de orientar mejor el manejo de infecciones

causadas por MRSA.

Se sugiere continuar realizando estudios gendémicos del fenotipo hVISA, para identificar
caracteristicas genéticas que permitan a futuro detectar de manera rapida aislamientos
con este fenotipo, y asi instaurar el tratamiento apropiado para los pacientes. Seria ideal
comprobar mediante mutagénesis, si las tres sustituciones mas frecuentes encontradas en
este estudio conllevan a la susceptibilidad disminuida a vancomicina en S. aureus.
Ademas, se sugiere realizar estudios adicionales que evallen cambios transcriptémicos y
metabolémicos que puedan estar involucrados en el desarrollo del fenotipo hVISA, para

ampliar el panorama y el entendimiento de este fenotipo complejo y multifactorial.

Se recomienda continuar con la vigilancia epidemioldgica de resistencia antimicrobiana y
de infecciones causadas por aislamientos de MRSA en la regidn, y se sugiere que paises
de América Latina establezcan normativas estrictas para el uso apropiado de antibidticos,
para evitar o reducir la aparicién de aislamientos resistentes a multiples antimicrobianos,

entre ellos la vancomicina.
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ANEXOS

ANEXO A. Programas usados para los anélisis

bioinformaticos del estudio.

Programa

Uso en el estudio

Referencia

Trimmomatic

Se empleo para remover secuencias de adaptadores y de baja
calidad (valor Phred de 30) provenientes del proceso de
secuenciacion por Miseq.

(Bolger et al., 2014)

SPAdes v3.13

Se empleo para ensamblar las lecturas de Miseq.

(Bankevich et al.,
2012)

Quast

Se empled para evaluar la calidad de los genomas
ensamblados del estudio, con parametros minimos de calidad:
tamafio del ensamblaje, nimero de contigs, cobertura,
contenido de GC, N50.

(Gurevich et al.,
2013)

RAST 2.0

Se empleod para realizar la anotacién genémica de los genomas
ensamblados.

(Overbeek et al.,
2014)

MLST 1.8

Se empled para determinar el tipo de secuencia de los
genomas, con base en el polimorfismo de siete genes
constitutivos de S. aureus que son arcC, aroE, glp, gmk, pta, tpi

y yqiL.

(Larsen et al.,
2012)

Roary 3.0

Se emple6 para determinar el core genome de los ensamblajes
de los genomas del estudio.

(Page et al., 2015)

Muscle

Se empled para realizar el alineamiento de las secuencias de
nucledtidos de cada uno de los ortogrupos definidos en el core
genome.

(Edgar, 2004)

RAXML v8.2.9

Se empled para construir el arbol filogenético de maxima
verosimilitud a partir del concatenado de los alineamientos del
core genome (matriz filogenética).

(Stamatakis, 2014)

Blast

Se us6 la base de datos ResFinder 2.1 (Zankari et al., 2012)
para determinar el resistoma de los aislamientos, la cual utiliza
Blast para realizar comparaciones pareadas de las secuencias
de los genomas del estudio, con las secuencias de genes de
resistencia adquiridos reportados en esta base de datos
(http://www.genomicepidemiology.org/). También se emple6
Blast para detectar mutaciones asociadas a resistencia a
fluoroquinolonas (en gyrA, grlA), rifampicina (en rpoB) y
linezolid (en DNA gque codifica para rRNA 23S, rpIC, rpID).

(Altschul et al.,
1990)

MultAlin

Se empleo para realizar alineamientos multiples de las
secuencias de aminoacidos de cada aislamiento del estudio,
con las secuencias de los genomas de referencia (N315, ATCC
29213, Mu3 y Mu50), para detectar sustituciones de
aminoacidos asociadas al fenotipo hVISA. MultAlin se
encuentra disponible en http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/.

(Corpet, 1988)

Breseq v0.24

Se empleo para detectar polimorfismos de nucleétido Unico,
inserciones y deleciones en los genomas de las
subpoblaciones, en comparacion con los aislamientos hVISA
originales. Breseq version 0.24 se encuentra disponible en
http://barricklab.org/breseq.

(Deatherage &
Barrick, 2014)
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ANEXO B. Lista de proteinas evaluadas en el estudio por

categoria funcional.

Categoria

Biogénesis de

acidos lipoteicoicos

; Proteina Nombre/Descripcion Referencias
funcional
At (Wootton, Bennett,
Autolisina bifuncional MacGowan, & Walsh, 2005)
CapP Enzima de sintesis de polisacarido capsular (Matsuo et al., 2013)
DItA D-alanil-D-alanina ligasa (Cafiso et al., 2012)
DItB Proteina de membrana DItB/ D-alanilacién (Cui et al., 2010)

Procesamiento

subunidad alfa

pared DItC Proteina portadora de D-alanina (Cui et al., 2010)
DItD Proteina portadora de poli-D-alanina (Cui et al., 2010)
LytM Hidrolasa de peptidoglicano (Cafiso et al., 2012)
SceD Transglicosilasa SceD (Cafiso et al., 2012)
TagA/TarA |Proteina de biosintesis de acidos teicoicos (Matsuo et al., 2013)
TagO/TarO |Glicosil-transferasa putativa (Matsuo et al., 2013)
Pbp4 Proteina de unién a la penicilina 4 (Matsuo et al., 2013)
MutL Proteina de reparacion de DNA MutL (Matsuo et al., 2013)
PurR Represor homologo de operén pur (Matsuo et al., 2013)
RplL Proteina ribosomal 50S L7/L12 (Matsuo et al., 2013)
rpsyU Proteina ribosomal 30S S21 (Matsuo et al., 2013)
RpoA RNA polimerasa dependiente de DNA - (Matsuo et al., 2013)

RNA polimerasa dependiente de DNA -

(Wang et al., 2017)

Biosintesis de
membrana

Fosfatidilglicerol lisiltransferasa

de DNA/RNA RpoB subunidad beta (Matsuo et al., 2011)
(Matsuo et al., 2013; Matsuo,
RpoC Hishinuma, Katayama, &
RNA polimerasa - subunidad beta Hiramatsu, 2015)
SigA/RpoD |RNA polimerasa - factor sigma (Matsuo et al., 2013)
SigB (Singh, Schmidt, Jayaswal, &
RNA polimerasa - factor sigma SigB Wilkinson, 2003)
GtaB UTP-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa (Matsuo et al., 2013)
MprF (Cafiso et al., 2012; Wootton,

Macgowan, & Walsh, 2005)

PgsA

Fosfatidilglicerofosfato sintasa

(Sabat et al., 2018)

TcaA

Proteina asociada a membrana TcaA

(Maki et al., 2004; Wootton et
al., 2005)

Sistemas reguladores

GraR Proteina reguladora de respuesta GraR (Lin et al., 2018)

GraS Proteina sensor quinasa GraS (Ishii et al., 2015)

\raR (Hafer et al., 2012; Lin et al.,
Proteina reguladora de respuesta VraR 2018)

VraS Proteina sensor quinasa VraS (Hafer et al., 2012)
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Walk Proteina sensor quinasa WalK 2017)

WalR Proteina reguladora transcripcional WalR (Hafer et al., 2012)

VraT Proteina reguladora accesoria VraT (Hafer et al., 2012)
Metabolismo |ArcA Arginina deiminasa (Matsuo et al., 2013)
de LeuB 3-isopropilmalato deshidrogenasa

(Matsuo et al., 2013)

aminoacidos y trpC

Indol-3-glicerol-fosfato sintasa

(Matsuo et al., 2013)

Otras enzimas

carbohidratos |PykA Piruvato quinasa (Matsuo et al., 2013)
MsaA Proteina msa A (Samanta & Elasri, 2014)
. . MsaB Proteina msa B (Samanta & Elasri, 2014)
Virulencia v -
MsaC Proteina msa C (Samanta & Elasri, 2014)
MsrR Regulador de metionina sulféxido reductasa  |(Hiramatsu et al., 2014b)
OpuD Transportador de glicina betaina (Matsuo et al., 2013)
Transporte Homol i6
P PotD omo o'g(.) de precur§or de union a (Matsuo et al., 2013)
espermidina/putrescina
Cmk Citidilato quinasa

(Matsuo et al., 2013)

Ddh

Deshidrogenasa D-2-hidroxiacido-D-especifica

(Samanta & Elasri, 2014)

UreD

Proteina accesoria ureasa UreD

(Matsuo et al., 2013)

de ATP

ProcesamientolAtpA

ATP sintasa - subunidad alfa

(Matsuo et al., 2013)

RecA

Recombinasa RecA

(Matsuo et al., 2013)

(Hu et al., 2015; Peng et al.,
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ANEXO C. Resultados generales de la secuenciacion y

ensamblaje de los genomas de los aislamientos hVISA y

las subpoblaciones.

Aislamiento Longitud d.el Nﬂmer.o de Cobertura N50 %GC
ensamblaje contigs

UP89 2,978,292 137 228X 60,460 33
UP106 2,893,014 161 117X 43,062 33
UP120 2,931,120 168 232X 55,464 32.8
UP131 2,915,550 165 193X 58,207 32.8
UCL361 2,835,855 237 115X 589,212 32.9
UCL381 2,918,546 232 253X 68,942 32.8
UCL395 2,872,699 113 253X 73,969 32.7
UCL412 2,863,055 133 257X 58,959 32.8
UCL420 2,935,530 147 201X 48,098 32.8
UCL432 2,916,109 122 252X 67,158 32.8
UCL436 2,877,987 148 247X 44,466 32.9
UCL461 2,899,987 116 288X 69,123 32.8
UP686 2,848,964 97 315X 76,880 32.7
UCL752 2,927,747 115 336X 87,316 32.7
UA851 2,890,778 128 323X 52,389 33
UA859 2,938,793 136 346X 71,970 32.8
UA873 2,903,683 134 121X 48,011 32.8
upP977 2,962,177 155 200X 61,461 33
UP1013 2,917,372 152 156X 50,148 32.8
UP1014 2,815,711 402 116X 21,237 334
UP1049 3,019,521 402 186X 17,016 33.1
UP1052 2,780,702 299 179X 17,466 32.9
UP1057 2,962,694 164 390X 51,320 33.1
UP1058 2,853,769 405 154X 17,670 33.3
UP1081 2,904,407 292 159X 21,102 32.9
UP1085 2,778,947 408 173X 16,538 334
UP1088 2,788,818 403 177X 18,367 33.3
UE1097 2,991,331 158 188X 43,902 33
UP1161 2,958,253 118 139X 120,805 33.1
UB466 3,075,890 309 220X 85,150 32.7
Subpoblaciones seleccionadas
UE1097-2 2,921,300 161 128X 40,726 32.8
UE1097-12 2,896,781 237 96X 23,452 32.9
UA851-1 2,821,513 140 147X 43,018 32.8
UA851-10 2,794,782 202 141X 29,551 32.8
UCL420-3 2,928,061 152 170X 58,864 32.8
UCL420-4 2,902,966 165 150X 35,928 32.8
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ANEXO D. Total de cambios de aminoacidos nuevos
encontrados en los aislamientos hVISA.

n (%)
Categoria p . Cambio de thSAl Alslamlerlltos Dominio funcional afectado
funcional roteina aminoacido | <°" € con e (aminoacidos)
cambio cambio
(n=30)
Atl Y38H 28(93.3) a -
D80G 1(3.3) UE1097
L81l 1(3.3) UE1097 .
CapP R1765 | 1(3.3) UE1097 | EPimerasa (32-372)
1276L 1(3.3) UE1097
H390R 1(3.3) UE1097 -
K177E 1(3.3) UE1097 Dominio de adenilacién de
DItA S275N 1(3.3) UE1097 aminoécidos (9-411)
L318P 1(3.3) UE1097
DItB W114R 1(3.3) UE1097 MBOAT (51-401)
Dominio ACP de unién a
DItC V7L 1(3.3) uUCL361 fosfopanteteina (1-78)
L37Q 1(3.3) UE1097 -
T88K 1(3.3) UE1097 -
Biogénesis de |LytM P111Q 1(3.3) UE1097 -
pared celular UP1057 -
TSI 2(6.6) UP1058 .
A409T 1(3.3) UE1097 -
L4l 1(3.3) UP1058 -
PBP4 17S 1(3.3) UP1058 -
I8N 1(3.3) UP1058 -
A191V 1(3.3) UCL436 Peptidasa (56-288)
E103A 1(3.3) UE1097 -
SceD A87T 1(3.3) UE1097 -
A147S 1(3.3) UE1097 -
D351E 1(3.3) UE1097 -
S296G 2(6.6) UP977 -
TagO G84wW 1(3.3) UP686 Glicosil-transferasa (71-226)
V325F 1(3.3) UCL752 -
R336L 1(3.3) UCL752 -
UE1097 -
Y347H 2(6.6) UP1049 .
UE1097 -
S379P 2(6.6) UP1049 .
UE1097 -
| - A382E 2(6.6) UP1049 .
Procesamiento T409A 1(3.3) UE1097 -
de DNA/RNA D446G 1(3.3) UE1097 -
A447T 1(3.3) UE1097 -
S448T 1(3.3) UE1097 -
N361S 1(3.3) UP1049 -
R420S 1(3.3) UP686 -
PUIR L232F 1(3.3) UE1097 E()ZSgg;ribosiI-transferasa (108
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RpoA L136l 1(3.3) UE1097 RPOLD (20-227)
RpoB 1527M 1(3.3) UE1097 RNA polimerasa Rpb2 (468-
S529L 1(3.3) UP1058 536)
RpoC H8N 1(3.3) UP686 RNA polimerasa Rpb1 (6-331)
SigB K256Q 1(3.3) UE1097 -
GtaB G82S 1(3.3) UCL432 Nucleotidll-transferasa (6-259)
A99G 1(3.3) UE1097 I(_lisli!g)gséf;ltidilgIicerol-sintasa
MprF F343v | 1(33) | UP1057 |-
N7I 1(3.3) UP1014 -
P4R 1(3.3) UE1097
Biosintesis de N5D 1(3.3) UE1097 CDP-alcohol fosfatidil-
membrana PgsA Q6R 1(3.3) UE1097 transferasa (2-82)
I7S 1(3.3) UE1097
Q191K 1(3.3) UP686 -
V171C 1(3.3) UP1088 -
Al1l1S 1(3.3) UE1097 -
TcaA Y237H 1(3.3) UE1097 -
Q16R 1(3.3) UP1014 |-
GraS D85V 1(3.3) UP977 -
Dominio de unién a DNA de
Sistemas Grar L2031 | 133) | UABSY [ OmpR/PhoB (126-224)
reguladores L14l 28(93.3) a HAMP (11 — 63)
WalK V154F 1(3.3) UP686 PAS (68 — 175)
G25C 1(3.3) UP1014 HAMP (11 - 63)
M286I 1(3.3) UE1097 -
ArcA A312S 1(3.3) UE1097 -
A293V 1(3.3) UA859 -
Metabolismo LeuE A101V 1(3.3) UE1097 (Ij)on;]i_gio similar a(lj
eu eshidrogenasa de
griinoécidos G45C 1(3.3) UCL361 isopropilmalato (4-342)
A5S 1(3.3) UE1097
TrpC K78Q 1(3.3) UE1097 Indol-3-glicerol fosfato sintasa
P207T 1(3.3) UE1097 (2-255)
H210Y 1(3.3) UE1097
Y62C 1(3.3) UP686 -
MsaA AB3L 1(3.3) UP686 -
F64L 1(3.3) UP686 -
UE1097 -
L113F 3(9.9) UP977 -
Virulencia UP1057 -
MsaC L6V 1(3.3) UP1013 -
T49N 1(3.3) UP1052 -
Y66N 1(3.3) UP1052 -
K53T 1(3.3) UP1088 -
MsrR Q13K 1(3.3) UCL361 -
K53N 1(3.3) up977 Transportador de
OpuD W49C 1(3.3) upP977 Betaina/Carnitina/Colina (17-
N472K 1(3.3) UP977 503)
Transporte N548K 1(3.3) UA873 -
Dominio de union a soluto
PotD K128R 1(3.3) UE1097 extracelular bacteriano (49-
323)
Enzimas Ddh Y2C 1(3.3) UE1097 -
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T151A

1(3.3)

UE1097

Hacid-dhC (133-319)

Procesamiento
de ATP

RecA

G33A

1(3.3)

upP977

a: cambio presente en todos los aislamientos, excepto en UE1097 y UCL420.
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ANEXO E. Total de SNPs comunes para las

subpoblaciones de UCL420, UA851 y UE1097.

Subpoblaciones de UCL420

Funcién asociada

SNP encontrado

represor lambda

Categorla Proteina/dominio Posicién Ref Subp
funcional
Procesamiento Proteina nuclear (SAF-A/B, Acinus, PIAS), 3365 G A2
de DNA/RNA dominio SAP
Fago integrasa, proteina de elemento movil 55637 A ca
Otros (fagos) Proteina con dominio de unién a DNA de tipo | 68097 G Ta

Subpoblaciones de UA851

Funcién asociada

SNP encontrado

Proteina de union a GTP, Obg

%ar':ﬁigoonr;? Proteina/Descripcion Posicion Ref Subp
PP 19799 T A2
Biogenesis de Proteina de unién a penicilina PBP1
pared celular
Citocromo d ubiquinol oxidasa-subunidad I 4250 A Te
Monooxigenasa productora de estafilobilina 77333 T G?
Enzimas Permeasa de aminoé&cidos 12132 A ca
Proteina similar a NfeD 15894 C AP
Aminopeptidasa YpdF 8101 A ca
Procesamiento Antiterminador sensible a glicerol-3-fosfato de 12231 T A?
de DNA/RNA union a MRNA
Proteina C determinante de superficie 6189 T A
regulada por hierro IsdC
Transporte Proteina transportadora facilitadora 89935 T G?
Proteina de unién a sustrato de transportador 9109 A Cca
ABC-metionina
845 G Aa
859 A (ol
Virulencia Probable proteina antitoxina YezG 865 c To
871 A GP
L o, 1 T Az
Proteina de competencia-internalizacion de 336
DNA 1362 C Aa
Proteina Fic/DOC 2719 A ca
Otros 5
Proteina de divisién celular FtsA 9709 T A
Proteina de iniciacién de replicacion de fagos 3995 T G?
7994 A ca
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Proteina FmtA 10715 A ce
Proteina hipotética 487 G T
23131 G A2
Desconocido Proteina hipotética 53141 C A
Proteina hipotética 25157 C A?
Subpoblaciones de UE1097
Funcién asociada SNP encontrado
?ategoria Proteina/dominio Posicién Ref Subp
uncional
7501 C A2
Alanina racemasa 7545 A ca
Biogénesis de Undecaprenil-difosfatasa 9272 C A?
pared celular Poli (glicerol-fosfato) alfa-glucosiltransferasa 821 T G2
Autolisina 306 A ca
Cardiolipina sintasa, CIsA 504 C A?
Hidrolasa de tipo halohalogenasa haloidea 8138 A ca
Deshidrogenasa de cadena corta 2305 C G?
Oxido nitrico reductasa, dependiente de 12755 A T2
quinol
Enzimas Hidrolasa de nucleosido trifosfato con bucle P 562 A %
Fosfoserina fosfatasa 12028 A ce
Sistema de restriccibn-modificacion tipo |, 8 G T2
subunidad de especificidad S
Gluconato permeasa, homélogo de Bsu4004 5345 A ca
DNA topoisomerasa |l 2056 T Ge
DNA helicasa dependiente de ATP, RecG 3186 C A
g;ogﬁie;gll\ﬁor\\to 12555 G T
Exonucleasa ShcD 12558 A Sh
12560 T G2
Sistema de fosfotransferasa, proteina 3746 A Cca
fosfoportadora HPr
Transporte Transportador ECF regulado por metionina 1589 A ca
Exportador ABC no caracterizado 4039 G T
Glicosiltransferasa de biosintesis de 4161 A ca
exopolisacarido EpsF
Virulencia Regulador transcripcional SarA/Rot 2895 G T
Proteina de la familia enterotoxina 223 A T
Otros Proteina de fago 4196 A Te
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Transportador ECF regulado por metionina 4609 A Ta
Proteina putativa de membrana TralL 819 C AP
Proteina hipotética 4176 A ca
Proteina hipotética 14154 C A2
Proteina hipotética 6023 A Ta
Proteina hipotética 764 T Ga
Desconocido Proteina hipotética 4787 T Ga
Proteina hipotética 1444 G Ta
Proteina hipotética 9051 A ca
Proteina de la familia YibE/F 11916 T Ga
Proteina transmembrana, homologa distante 11896 A o)

con ydbS

Ref: aislamiento hVISA, Subp: subpoblacion.

a: cambio no sinénimo.
b: cambio sinénimo.
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ANEXO F. Presentaciones en eventos y reconocimientos.

1. Vargas ML, Castro B, Reyes J, Carvajal LP, Millan LV, Herndndez AK, Cubides P,
Forero EP, Seas C, Munita JM, Arias CA and Diaz L. 29th European Congress of Clinical
Microbiology & Infectious Diseases, ECCMID 2019. Amsterdam, Holanda, 13-16 de abril

2019. P4ster.

Detection of MRSA with heterogeneous intermediate resistance to vancomycin (hVISA) in
patients with bacteremia in Latin America

Vargas ML12, Castro BY, Reyes J15, Carvajal LPL, Millan LV!, H

Cubides P!, Forero EP., Seas C*, Munita JM 45

P2389

Arias CA S and Diaz L1

"Molecular Genetics and Antimicrobial Resistance Unit, International Center for Microbial Genomics, Universidad E] Bosque, Bogot, Colombia; ? Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombiz *Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Peru, * Genomics and Resistant Microbes Group GeRM,

Facultad de Medicina Clinica Alemana, Universidad del Desarrollo, Santiago, Chile;

Background: Vancomycin (VAN) is an important option for the treatment of complicated MRSA
infections particularly in Latin American countries, where other options are more expensive
Although, high-level VAN resistance remains rare in S. aureus, intermediate resistance (VISA)
appears to be more frequent, but the actual prevalence of the hetero-VIsA (hVISA] phenotype
remains unknown. Detection of hVISA is important since it has been associated with therapeutic
failure and longer hospital stay. We sought to assess the prevalence of hVISA amang MASA
recovered from bloodstream infections in 8 Latin American countries,

Materials/methods: We evaluated a total of 537 MRSA isolates from bloed, collected in a
prospective study of bacteremia in nine countries of Latin America (2010-2015): Argentina
(n=60), Brazil {n=126) Chile (n=74), Colombia (n=41), Ecuador (n=23), Guatemala (n=74), Mexico
(n=17), Peru (n=84) and Venezuela (n=33). Al isolates were VAN susceptible by agar dilution
(MICso = 1 pg/mL) and negative by agar screening (BHI supplemented with VAN 6 ug/mL, as
recommended by CLsi). All isolates were also sereened using MH agar supplemented with
teicoplanin (5 ug/mL) and BHI agar supplemented with VAN {4 ug/mL). Positive isolates were
subjected to GRD and E-test Macromethod. Finally, we performed PAP-AUC analysis to those
isolates that were positive for the E-test based methods

Results: A total of 230 isolates (43%) were positive to at least one of the agar-based screenings.
A total of 30 isolates were positive for hVISA by GRD and E-test macromethod. The highest
hVISA prevalence was observed in isolates from Peru (19%) and Chile (12%). hVISA phenotype
was no detected in Colombia, Mexico, Guatemala or Venezuela. A total of 29 out of the 30
isolates belonged to the CCS and one to CC239. Using the reference strain Mu3, only 3 isolates
were confirmed as hVISA by PAP-AUC (0.56%}

Conelusions: Based on GAD and Macremethod tests, we determined a VISA prevalence of 5.6%
in MRSA isolates causing bacteremia in Latin American countries. However, by PAP-AUC, only a
minority of such isolates (n=3, 0.56%) were confirmed. Further studies are required to
determine the clinical impact of this hVISA phenotype to evaluate the implementation of
diagnostic strategies to improve the use of vancomycin as a therapy for MRSA infections in Latin
America.

Background

The treatment of MRSA infections is a challenge for public health, mainly due to the
antimicrobial multi-resistance profile that MRSA strains present. Vancomycin (VAN) is a relevant
therapeutic option to use in cases of severe infections caused by MRSA, especially in Latin
American countries where other options are limited. Unfortunately, the emergence of
resistance and decreased susceptibility te this antibiotic has occurred. While the appearance of
high-level VAN resistance in . gureus is well-known to be infrequent, the real prevalence of the
intermediate resistance (VISA) and particularly of the hetera-VISA (hVISA) phenotype is still
unknown®3. hVISA strains correspond to S. aurews isolates with a VAN MIC within the
susceptible range (£ 2ug/mL)* but that contain subopulations of cells which exhibit higher
VAN MICs (5-9 pg/mL)25. This phenotype has been related to therapeutic failure, longer
hospital stays and high costs associated to health care, thus it is necessary to detect it
efficiently and timely to estimate its real prevalence and select the best therapeutic option.

We aimed to assess the prevalence of hVISA among MRSA recovered from bloodstream
infections in 9 Latin American countries.

Prospctive Cohort Multicantar Study of 5.
aures bacteremia:
{20100 2015)

24 hospitalsin 9 countris of Latin America.
(Mo colonisa. e,
.

|
1185
S.oureusisoates
|
338 amsa
———————
Mironiigcn arsctsrinton Molecuiar characarizaton
[ i | r t ]
VANMIC,  Agar-tased scrceningtests:  E-testsi sccmec  proE st
broth. BHIA® 6 pg/ml VAN GRO
1A+ 4/ VA mer
S Tel
Fig 1 Methodological strategy ¢
Table 1. Population Analysis Profile/Area Under the Curve
Tnoc 10" CFUfmL. -overnight in BHI brath
Dilutions_10-old serial dilutions: 1107
20 ul-droplets fdilution
Culture~~ BHIA + [VAN]
0,02505,1,152,3,4,56310
Incubation  35°Cx48h
Results__ Wlanual colony countin
Analysis  Logl0 CFU/mL vs VAN [] + PAP/ALC
VSSA hvIsA VisA
. 73486789 00
AUC ratio “09 09-13 >13 Concentration of vancomycin, ugml.
[strain/Mu3)

Detection of hvISA in MRsA isolates

Screening
* BHIA 6 ug/mLVAN: 0% E-test GRD MET PAP/AUC
538 MRSA —
Wity | ¢ BHIATALG/MLUANG T gg (ggg) 30 (5,6%) 3(0,56%)
MHA + Sug/mLTEI:
230 (43%)
Fig 2. Percentage of MRSA postive isolates by microbiological tests
Table 2. hvIsA prevalence by countries
Prevalenceby  Prevalence
Country S.oureus  MRSA% o AL

Chile 163(14%)  74(45%) 9 (12%) 1(1,36%)

Argentina 1W9(12%)  6040%) 3(5%) 1(1,67%)

Ecuador 01 2908%) 1(3%) 1(3,45%)

Peru 15413%)  S454%)  16(19%) 0

Brazil M) 1620 107 0

Mexico 30(2%) 17(57%) 0 0

Venezuela Seisw)  33(57) 0 0

Guatemala 136(12%)  74(54%) [ 0

Colombia 188(16%)  4102%) ] ]

Total 1185 538 (45,4%) 30(5,6%) 3(0,56%)

lenium Initiative for Collaborative Research On Bacterial Resistance (MICROB-R) and * Center for Antimicrobial Resistance and Microbial Genonaics, University of Texas McGovem School of Medicine, Houston, Texas, USA.

Table 3. Molecular characteristics of hVISA isolates by E-test

Clone hvisA %
Chilean/Cordabes clone (SCCmec-l, ST-5, CC5) 28(93,35)
NewYork/Japan clone (SCCmec-Il, ST-5, CCS) 1(3,3%)
Brazilian clone (SCCmec-Ill, ST-1341- SLV 5T239) 1(3,3%)
Total of isolates 30

Table 4. MRSA molecular characteristics of hVISA by PAP/AUC

Result uaazo  uasst UE1097

Country Chile  Argentina  Ecuador
scemec 1 [ n

" Brazilian-

Clone-sT Chilean-5T5  Chilean-5T5 §T1341
L Neg Neg Neg
BHI VAN 4 ug/mL Pos Pos pos
MHTEI Pos Pos Pos
2 GRD Pos Pos Pos
R H WET Pos Pos Pos
Ve ——— ) PAR/AUC 1,03 104 1,07

ig 3. Population analyss of isolates confirmed as hvisa. The cellular population fceu) for esch strein t the diferent van concentretions
isshown. i ed, - visa (usal, b Jinblc, from this

+ Based on GRD and MET, we determined a hVISA prevalence of 5 6% in MRSA isolates
causing bacteremia in Latin American countries:
- The highest prevalence of hVISA was observed in Peru (19%) and Chile (12%).
- hVISA phenotype was not detected in MRSA isolates from Colombia, Mexice, Guatemala or
Venezuela

+ By PAPJAUC, we confirmed a hVISA p of 0.56% (n=3)
positive isolates, each belonging to Chile, Argentina and Ecuador

+ Further studies are required to determine the clinical impact of the hVISA phenotype to
evaluate the implementation of diagnostic strategies to improve the use of vancomycin as a
therapy for MRSA infections in Latin America
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Background Results
Vancomycin {VAN) is a first-line therapeutic option for the Prevalence of hWISA in MRSA isolates by Number of changes detected in 46 proteins

; i 3 ) -~ PAPJAUC associated with VISA/hVISA
treatment of severe MRSA infections, particularly in Latin
American countries where alternative options are limited.

Number of Number of

Func tlanal category proteins changes

While it is known that high-level VAN resistance in S. aureus L cell wall blogenesis 12 28
remains rare, the real prevalence of intermediate resistance Il DNARN A processing E] 22
(VISA) and especially of heterogenous-WISA [hVISA) remains L Resulatory systems 5 17
unknown?. hVISA strains are S. gureus isolates with a VAN . Transpart, cofactarsand 8 15
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bacteremia in 9 Latin American countries, and explore
genetic sighatures potentially associated with this phenotype
that might be considered to further develop a gemomic
platform to identify these isolates.

Methodology

Prospective Cohort Multicenter Study of 5.
arews bacteremia (2011 to 2014)%
24 hospitalsin 9 countriesof Latin America

GRO & MET FAP/AUIC ratin
WGs
[Wisey, Mumina)
[
Assembly |SPAdes] * Changs: previously reparted; blus box reprezents the Brazilian clone (SCCmeclll, ST1341, 5LV239), the yallow the
; Chilean clane {SCCmed, STS). the arangs thae MSSA strain, and the pink the New Yark/Japan clone (SCCmecll, STS).
I ]
Gensmic characterization of BVISA isalates’: Search of genetic changes Conclusmns
- Cosfimmation of species and SCCmec type Imvolved in VISA/hVISA Based on PAR/AUC, the prevelence of hVISA was 0.56% [n=3] in MRSA isolates causing
in sifica, development 4% bactersmia in Latin America (2011-14).
= Cosfirmetion of 5T [MLSTL ' = changes in g=nes associated with cell wall bizgenssis, DMA/RMA processing, and regulatory
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‘with VAN intermediate resistance. = These changes might be used to further develop 3 platform for possible identification of
i hvisa isolates.
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Genetic Characterization of Methicillin-Resistant Staphyiococcus aurens (MESA) Isolates
Associated with the Development of Reduced Susceptibility to Vancomycin from Latin America
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Background: Vancomycin (VAN) 1s a first-line therapeutic option for severe MRSA infections, especially
in Latin America where other options are limited However, reduced susceptibility to VAN may lead
therapeutic failures frequently. The molecular mechamsm leading the development of VISA and
heterogeneous VISA (hVISA) phenotypes is still unclear We explored the genetic signatures associated
with hWISA phenotype in MRSA isolates from bacteremic patients in 9 Latin American (2011-14) countries
1n order to develop a genomic platform to identify these 1solates.

Methods: From 538 VAN susceptible MRSA (MICyy = 1 ug/mL) we identified 30 hVISA isolates using
GED and macromethod E-tests, and 3 were confirmed by PAP-AUC. Whole genome sequencing was
performed 1n all 30 isolates using Illumina platform. Based on previous studies, we selected 46 genes
involved in the development of hWWISA Multiple Blast alignments were performed using the genomes of
ATCC29213 and N315 (VSSA). Mu3 (hVISA) and Mus0 (VISA) as references strains.

Results: A total of 130 changes in 46 predicted proteins belonging to different functional categories were
determined: 48 changes were related to cell wall biogenesis, 22 to DNA/RNA processing, 17 to regulatory
systems, 12 to cofactors and enzymes, 11 to membrane biosynthesis, 9 to virulence, 6 to amino acid
metabolism, and 5 to transport of nitrogen and putrescine/spermidime. The most common varations
wdentified 1n all the h'VISA were: £) Y38H mn Atl, i) N165S i PBP4, #if) S160A i RpoB, iv) L141 in Walk
and v) E156G mn YvgF, compared to VSSA strains. The protemns with the highest number of changes
detected in the isolates confirmed by PAP-AUC were: CapP, DItA, Pbp4, Tcad, Lythd (Cell wall
biogenesis); Mutl, EpoB (DNA/RNA processing); GraS (Regulatory systems); and PgsA (Membrane
biosynthesis).

Conclusions: Changes in genes associated with cell wall biogenesis, DNARNA processing, regulatory
systems and membrane biosynthesis were the most prevalent in Latin American hVISA strains. Genetic
signatures in genes encoding GraR (N1975), RpoB (H481Y, H481N), VraS (I5SN), WalK (L14F, R222K)
and MrsR (E148K) are potentially associated with this phenotype. These changes could be used to develop
a platform for possible identification of hWISA 1solates.
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