Enferm Infecc Microbiol Clin. 2013;31(7):442-447

Enfermedades
Infecciosas

Enfermedades Infecciosas y
e ML Microbiologia Clinica =

D#(;)‘YM,,Z\ www.elsevier.es/eimc

Original
Staphylococcus coagulasa negativos resistentes al linezolid: caracteristicas
fenotipicas, genotipicas y sensibilidad a combinaciones de antibi6ticos

Fatima Lépez-Fabal®*, Federico Roman AlonsoP, Maria Almagro Molt6?, Nuria Sanz Rodriguez?
y José Luis Gémez-Garcés?

3 Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario de Mostoles, Mdstoles, Madrid, Espafia
b Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos I, Majadahonda, Madrid, Espafia

INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN
Hisﬁor_ia del articulo: ) Objetivo: Recuperamos 22 aislados de estafilococos coagulasa negativos resistentes al linezolid de nues-
Recibido el 13 de septiembre de 2012 tro hospital para su identificacién, sensibilidad, perfil epidemiolégico, mecanismos de la resistencia al

Aceptado el 30 de octubre de 2012

) -9 linezolid y posibles combinaciones antibiéticas sinérgicas.
On-line el 20 de diciembre de 2012

Meétodos: La identificacion de los aislados fue realizada mediante espectrometria de masas (Vitek-MS,
BioMérieux). La sensibilidad se realizé con el sistema Vitek-2 (bioMérieux) y el método de microdilucién
en caldo segin las recomendaciones del CLSI. Se realiz6 electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

: ; . para estudiar la relacién genética de los aislados. Los mecanismos de la resistencia al linezolid fueron
resistentes al linezolid C . . . .

Genes de resistencia evaluados por PCR/secuenciacion: presencia del gen cfr, mutaciones puntuales en el dominio V del ARN
Sensibilidad ribosomal 23S y mutaciones ribosomales adicionales (en los genes rplC, rpID y rplV).

Combinaciones de antibiéticos La actividad in vitro del linezolid fue estudiada por separado y en combinacién con otros 3 antibi6ticos
utilizando tiras de E-test.

Resultados: Veinte aislados fueron identificados como Staphylococcus epidermidis y 2 como Staphylococcus
hominis. La PFGE demostré que los aislados pertenecian a diferentes clones: 21 de los aislados presentaron
mutaciones en la regién del dominio V del ARNr 23S y en el 54,5% fue encontrado el gen cfr.

La administracién previa de linezolid fue documentada en la mayor parte de casos.

El linezolid en combinacién con gentamicina mostré una actividad sinérgica en el 45,5% de los aislados.
Conclusiones: Staphylococcus epidermidis fue la especie de estafilococos coagulasa negativos resistentes
al linezolid mas frecuentes. Los valores de CMI fueron ademads elevados para otros antiestafilocécicos.
Todas las cepas presentaron varios mecanismos de resistencia al linezolid. Nuestros datos sugieren que
linezolid mas gentamicina podria ser una combinacién sinérgica frente a los estafilococos coagulasa
negativos resistentes al linezolid.

Palabras clave:
Staphylococcus coagulasa negativos

© 2012 Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Linezolid resistant coagulase-negative Staphylococcus: Phenotypical
and genotypical characteristics and sensitivity to antibiotic combinations

ABSTRACT

Keywords: Objective: We recovered 22 coagulase-negative staphylococci isolates in our hospital to study their
Linezolid resistant coagulase-negative identity, susceptibility, epidemiological profile, linezolid resistance mechanisms, and the possibilities
Staphylococcus of different antibiotic combinations.

Resistance genes
Susceptibility
Antibiotic combinations

Methods: Isolate identification was performed using mass spectrometry (Vitek-MS, bioMérieux). Suscep-
tibility testing was carried out with the Vitek-2 system and the broth microdilution method according to
CLSI guidelines. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was performed to analyze the genetic relations-
hip between isolates. Linezolid resistance mechanisms were evaluated by PCR/sequencing: presence of
cfr gene, point mutations in domain V of 23S ribosomal RNA and additional ribosomal mutations (in the
rplC, rplD and rplV genes).
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The in vitro activity of linezolid was investigated alone and in combination with another three antibiotics
acting on different cellular targets, using E-test strips.

Results: Twenty isolates were identified as Staphylococcus epidermidis, and 2 as Staphylococcus hominis.
PFGE showed that isolates belonged to diverse clones, 21 of them presented mutations in the domain V
region of 23S rRNA and the cfr gene was found in 54.5%.

Prior administration of linezolid was documented in most of cases.

Linezolid in combination with gentamicin showed a synergistic activity in 45.5% of isolates.
Conclusions: Staphylococcus epidermidis was the most prevalent linezolid-resistant coagulase-negative
staphylococci. All isolates showed increased MIC values compared to other anti-staphylococcal drugs
and several linezolid resistance mechanisms. Our data suggest that linezolid plus gentamicin could be a
synergistic combination against linezolid-resistant coagulase-negative staphylococci.

© 2012 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El linezolid es un antimicrobiano perteneciente al grupo de
las oxazolidinonas, activo frente a un gran nimero de bacterias
grampositivas, incluyendo Staphylococcus aureus resistentes a la
meticilina, Enterococcus resistentes a los glucopéptidos y una gran
variedad de estreptococos. Su mecanismo de accién se efectia
mediante unién al dominio V del 23S ARN ribosomal correspon-
diente a la subunidad 50S, inhibiendo la sintesis de proteinas
bacterianas!.

Diferentes especies de Staphylococcus coagulasa negativos (SCN)
residentes habituales en piel y mucosas de sujetos sanos pueden,
en ocasiones, ser la causa de infecciones sistémicas, especialmente
entre portadores de prétesis, catéteres u otros dispositivos, convir-
tiéndose en una de las principales causas de bacteriemiaZ.

Aunque, hasta el momento, la mayoria de los aislados clini-
cos de SCN se muestran sensibles al linezolid, se describen cada
vez con mayor frecuencia cepas que presentan resistencia a este
antimicrobiano?. Teniendo en cuenta la naturaleza sintética de esta
molécula, originalmente no deberian existir reservorios naturales
que la explicaran, por lo que los mecanismos de resistencia pri-
marios deberian ser de naturaleza mutacional con baja frecuencia
de bacterias resistentes. Asi, el mecanismo mas frecuentemente
observado es el que conlleva mutaciones en el dominio V del
23S ribosomal, de una o mas copias del gen codificante, especial-
mente la denominada G2576T%. Otras mutaciones o sustituciones
en distintas proteinas ribosomales también han sido descritas
ultimamente®~7. Sin embargo, otro mecanismo no mutacional, la
adquisicién del gen cfr, puede estar implicado como causa de la
resistencia y ser el origen de brotes transmisibles a través del plas-
mido adquirido y, por tanto, con un poder de diseminacién mucho
mas elevado?.

En nuestro hospital hemos ido coleccionando en este tiltimo afio
diferentes aislamientos clinicos de SCN que mostraban resistencia
al linezolid cuando se realizaba una determinacién rutinaria de su
sensibilidad.

El objeto de este estudio ha sido la caracterizacién de estas
cepas resistentes al linezolid; conocer su patrén de resistencia a
otros antiestafilocécicos, como la vancomicina, la gentamicina, la
daptomicina y rifampicina; la determinacién de su mecanismo de
resistencia al linezolid, y la exploracién de diferentes combinacio-
nes de linezolid con otros antimicrobianos ante la posibilidad de
establecer asociaciones sinérgicas con ellos.

Material y métodos
Microorganismos

Se estudiaron 22 cepas de Staphylococcus coagulasa negativos
resistentes al linezolid (SCN-RL) aisladas a partir de octubre de 2010

en nuestro hospital, procedentes de muestras clinicas de diferen-
tes pacientes. La localizacion de los pacientes fue la siguiente: 10

de ellos estaban ingresados en la unidad de cuidados intensivos, 5
procedian de la unidad de reanimacion, otros 4 estaban ingresados
en el servicio de medicina interna y los 3 restantes en otras uni-
dades. Catorce cepas se aislaron de hemocultivos, 3 de cultivos de
catéteres y 5 de diferentes localizaciones.

Identificacién bacteriana

La identificacién se realizé inicialmente usando tarjetas GP
pertenecientes al sistema Vitek-2 (bioMérieux, Francia). La iden-
tificacion definitiva de cada aislado se llevd a cabo mediante
espectrometria de masas utilizando el sistema Vitek-MS (bioMé-
rieux, Francia).

Electroforesis en campo pulsado

La electroforesis en campo pulsado se realiz6 mediante una
modificacién del protocolo de Murchan et al.? digiriendo el ADN
incluido en bloques de agarosa con Smal y cargandolos en geles
de agarosa al 1% peso/volumen. La electroforesis se realizé en un
tampoén Tris-Borato 0,5X en el sistema CHEF-DRII (Bio-Rad Lab.,
Reino Unido) bajo las siguientes condiciones: pulsos de 0,1 a 30s,
6 V/cmdurante 24 haunatemperaturade 12-14°C. Los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio, visualizados con luz ultravioleta y
fotografiados. Los patrones de los fragmentos fueron interpretados
segtin la descripcién de Tenover et al.10,

Estudio de sensibilidad

El estudio de sensibilidad inicial se llev6 a cabo mediante tarjetas
AST-P588 del sistema Vitek-2 (bioMérieux, Francia), confirman-
dose posteriormente por microdilucion frente a los siguientes
antimicrobianos: linezolid, vancomicina, gentamicina, rifampicina
y daptomicina, siguiendo los criterios de actuacién e interpretacion
del CLSI'1,

Mecanismos de resistencia al linezolid

Deteccion del gen cfr

La presencia del gen cfr se comprob6 mediante PCR, segin las
condiciones descritas por Kehrenberg y Schwarz!2. Como control
positivo se us6 una cepa de S. epidermidis resistente a linezolid de
nuestra coleccién.

Deteccion de la mutacién G2576T en dominio V

Se amplificé la regién del dominio Schwarz V que incluye el
nucleétido en posiciéon 2576 segiin la numeracién empleada para
Escherichia coli utilizando los cebadores descritos por Pillai et al.13.
Las secuencias de nucleétidos se compararon con las de la cepa
patron S. aureus ATCC12600.
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Tabla 1
Identificacién, procedencia y clonalidad de las cepas estudiadas

Cepa Identificacién PFGE Smal Muestra Procedencia Tratamiento previo
con linezolid
1 S. epidermidis 1 HC uct Si
2 S. epidermidis 2A Pleural uclI Si
3 S. epidermidis 2A HC ucl St
4 S. epidermidis 2A HC uct Si
5 S. epidermidis 2A HC udl Si
6 S. epidermidis 2A BAS ucI St
7 S. epidermidis 2A Catéter uct Si
8 S. epidermidis 2B Catéter REA No
9 S. epidermidis 2B HC ucI Si
10 S. epidermidis 2B Catéter ucl No
11 S. epidermidis 2B Pus REA Si
12 S. epidermidis 2C Pus Endocrino Si
13 S. epidermidis 2D Pus REA St
14 S. epidermidis 2D HC MIN No
15 S. hominis HC REA Si
16 S. epidermidis 2C HC MIN St
17 S. epidermidis 2C HC Urgencias Si
18 S. epidermidis 2A HC MIN Si
19 S. hominis HC ucl Si
20 S. epidermidis 2A HC MIN St
21 S. epidermidis 3 HC (& Si
22 S. epidermidis 2B HC REA Si

BAS: broncoaspirado; CS: centro de salud; HC: hemocultivo; MIN: medicina interna; REA: unidad de reanimacién; UCI: unidad de cuidados intensivos.

Riboproteinas

Para la amplificacién de los genes rplC, rplD y rplV que codifi-
can las proteinas ribosomales L3, L4 y L22 utilizamos los cebadores
descritos por Mendes et al.'. Los amplicones fueron secuenciados
y las secuencias correspondientes se analizaron usando el sistema
DNASTAR (Madison, WI, EE.UU.). Las secuencias para L3 se com-
pararon con las de S. epidermidis ATCC 12228 y S. hominis SK119 y
para L4 y L22 con S. epidermidis RP62A y S. hominis C80.

Combinaciones de antimicrobianos

Se evalu6 la actividad de las siguientes combinaciones antibi6ti-
cas: linezolid mas vancomicina (LZ + VA), linezolid mas rifampicina
(LZ+RIF) y linezolid mas gentamicina (LZ+CN) mediante tiras
E-test (bioMérieux, Francia) siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

El indice fraccional de concentracién inhibitoria (FICI) se cal-
cul6 a partir de la suma de las fracciones de las concentraciones
inhibitorias de acuerdo con la férmula:

CMI antibi6 tico A combinado

FICI =
CMI antibi6 tico A solo

CMI antibié tico B combinado
CMI antibié tico B solo

Los resultados obtenidos se categorizaron segiin el siguiente
criterio: FICI < 0,5, sinérgico; 0,5 <FICI< 1, parcialmente sinérgico;
FICI=1, aditivo; 1 <FICI < 4 indiferente y FICI >4 antagdnico.

Resultados

De las 22 cepas seleccionadas para el estudio, 20 fueron iden-
tificadas mediante espectrometria como S. epidermidis y 2 como
S. hominis. En 15 casos los aislamientos procedian de unidades de
cuidados criticos. Catorce cepas se obtuvieron de hemocultivos,
3 aislamientos a partir del cultivo de catéteres y los 5 restantes
se recogieron de exudados purulentos. El 86,3% de los pacientes en
los que se aislé SCN-RL habian recibido previamente tratamiento
con linezolid (tabla 1).

Segtin el dendrograma (fig. 1) obtenido al analizar el gel de elec-
troforesis en campo pulsado de las 20 cepas de S. epidermidis, se
obtuvieron los siguientes resultados:

- El perfil de la cepa n.° 1 es completamente diferente del resto de
las cepas estudiadas.

- El perfil de la cepa n.° 21 también es diferente, pero mas cercano
(70% de similitud).

- El cluster formado por las cepas 2, 3, 4, 5, 6 y 7 presenta un alto
grado de similitud (92%).

Asimismo, también tienen alto grado de similitud (90%) las cepas
8,9,10,11,12,13, 14,16 y 17, cercanamente relacionadas (85%) al
grupo formado por las cepas nimeros 18, 20y 22.

Los 2 dltimos grupos estan posiblemente relacionados (80% de
similitud) con el primer cluster (tabla 1).

En el 54,5% de los aislados se detecté la presencia del gen cfr,
correspondiéndose en el 95,5% de los casos con las cepas que
presentaron un valor mas alto de concentracién minima inhibi-
toria (CMI) a linezolid. Veintiuno de los 22 aislados presentaron
la mutacién G2576T en el dominio V del gen ARNr 23S. En nin-
guna de las cepas se objetivé la mutaciéon en el gen rplV (L22)
(tabla 2).

Mediante microdilucidn, todos los aislados fueron resistentes a
la oxacilina, el levofloxacino y el cotrimoxazol. El 90,9% (20 cepas)
presentaron resistencia a la gentamicina y el 95,5% (21 cepas) a la
rifampicina. Veintiuna de las 22 cepas presentaron CMI > 2 pg/ml a
la vancomicina, y en 3 de ellas la CMI de este antimicrobiano fue de
4 wg/ml. Todos los aislados fueron sensibles a la daptomicina, con
valores de CMI entre 0,5y 1 pg/ml. El rango de CMI para el linezolid
fue de 8 a > 256 pwg/ml (tabla 3).

Entre las combinaciones antibiéticas ensayadas, la mas efec-
tiva fue linezolid mas gentamicina (LZ+CN), que presenté efecto
sinérgico en 10 de los 22 aislados (45,5%) y aditivo en 3 aislados
(13,6%).

Otras combinaciones, linezolid mas rifampicina (LZ + RIF) y line-
zolid mas vancomicina (LZ + VA), no presentaron efecto sinérgico en
ningn caso.

De los aislados en los que se observo efecto sinérgico, solamente
se objetivé la presencia del gen cfr en 2 casos (tabla 4).
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Figura 1. Dendrograma de las cepas de Staphylococcus epidermidis analizadas por electroforesis en campo pulsado (segtin el coeficiente de Dice).

Tabla 2
CMI de linezolid y mecanismos de resistencia asociados en las cepas estudiadas
Cepa Identificacién CMI linezolid cfr Dominio V rplC rplD rplvV
(pg/mL) (L3) (L4) (L22)
1 S. epidermidis 32 (=) G2576T L101V*, N1585*** Sin mutacién
V154L**

2 S. epidermidis > 256 (+) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

3 S. epidermidis 128 (=) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

4 S. epidermidis >256 (+) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacion
71G72

5 S. epidermidis > 256 (+) G2576T L101Vv* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

6 S. epidermidis 128 (+) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

7 S. epidermidis > 256 (+) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

8 S. epidermidis 256 (+) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

9 S. epidermidis >256 (+) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutaciéon
71G72

10 S. epidermidis 64 (=) G2576T L101Vv* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

11 S. epidermidis 128 (=) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

12 S. epidermidis 128 (=) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

13 S. epidermidis 128 (=) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

14 S. epidermidis 128 (=) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacion
71G72

15 S. hominis > 256 (+) G2576T Sin mutacién 1124T* Sin mutacién

16 S. epidermidis 128 (=) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

17 S. epidermidis 128 (=) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

18 S. epidermidis >256 (+) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacion
71G72

19 S. hominis 16 (=) G2576T Sin mutacién 1124T1* Sin mutacién

20 S. epidermidis >256 (+) G2576T L101V* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

21 S. epidermidis 8 (+) Sin mutacién L101V* Sin Sin mutacién
mutaciéon

22 S. epidermidis >256 (+) G2576T L101Vv* Inserc.*** Sin mutacién
71G72

* Mutacién observada en algunas cepas sensibles a linezolid®; 1a 1124T, en una cepa sensible de la coleccion del Centro Nacional de Microbiologia.

** *** Mutaciones asociadas a resistencia al linezolid”:8.
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Tabla 3
CMI del linezolid, la vancomicina, la gentamicina, la rifampicina y la daptomicina
mediante microdilucién

N.° VA CN RIF LZD DAP
1 2 4 >32 32 1
2 2 >256 >32 > 256 0,5
3 2 >256 >32 128 0,5
4 2 >256 >32 > 256 0,5
5 2 >256 >32 > 256 0,5
6 2 >256 >32 128 0,5
7 2 >256 >32 >256 0,5
8 2 >256 >32 256 0,5
9 2 >256 >32 > 256 0,5

10 2 >256 >32 64 0,5

11 2 >256 >32 128 0,5

12 2 >256 >32 128 0,5

13 2 >256 >32 128 0,5

14 4 >256 >32 128 1

15 2 >256 >32 > 256 0,5

16 2 >256 >32 128 1

17 4 >256 >32 128 1

18 2 >256 >32 > 256 0,5

19 1 0,125 0,004 16 0,5

20 2 >256 >32 > 256 0,5

21 4 >256 >32 8 1

22 2 >256 >32 > 256 0,5

CN: gentamicina; DAP: daptomicina; LZD: linezolid; RIF; rifampicina; VA: vancomi-
cina.

Tabla 4
Combinaciones de linezolid y gentamicina y efectos sinérgicos observados en las 22
cepas estudiadas

Cepa Identificacién cfr CMI linezolid Efecto

1 S. epidermidis (=) 32 Aditivo

2 S. epidermidis (+) > 256 Indiferente

3 S. epidermidis (=) 128 Sinérgico

4 S. epidermidis (+) > 256 Indiferente

5 S. epidermidis (+) > 256 Aditivo

6 S. epidermidis (+) 128 Sinérgico

7 S. epidermidis (+) > 256 Indiferente

8 S. epidermidis (+) 256 Indiferente

9 S. epidermidis (+) > 256 Indiferente
10 S. epidermidis (=) 64 Aditivo
11 S. epidermidis (=) 128 Sinérgico
12 S. epidermidis (=) 128 Sinérgico
13 S. epidermidis (=) 128 Sinérgico
14 S. epidermidis (=) 128 Sinérgico
15 S. hominis (+) > 256 Indiferente
16 S. epidermidis (=) 128 Sinérgico
17 S. epidermidis (=) 128 Sinérgico
18 S. epidermidis (+) > 256 Indiferente
19 S. hominis (=) 16 Sinérgico
20 S. epidermidis (+) > 256 Indiferente
21 S. epidermidis (+) 8 Sinérgico
22 S. epidermidis (+) > 256 Indiferente

Discusion

La resistencia al linezolid entre los aislados clinicos de estafi-
lococos, que en un principio aparecia puntualmente y de forma
anecddtica, haido aumentando tanto a nivel nacional como interna-
cional. Aunque la mayor atencién se ha dirigido fundamentalmente
a las cepas de S. aureus, la presencia de un nimero cada vez mayor
de SCN con estas caracteristicas nos obliga a tener en cuenta la
implicacién de estos Gltimos microorganismos, capaces de ocasio-
nar infecciones en pacientes inmunocomprometidos o con prétesis
u otros dispositivos.

El programa LEADER de vigilancia de resistencia al linezolid en
EE.UU. informa de un incremento en el nimero de aislamientos de
estafilococos coagulasa negativos desde el 0,2% en 2004 al 1,63%
en 20081, En nuestro pais, la emergencia de este tipo de cepas

resistentes en los centros sanitarios se esta convirtiendo en un pro-
blema importante, asociado, en algiin caso, a brotes epidémicos!6.

Entre nuestras cepas, S. epidermidis fue la especie de SCN mas
frecuentemente encontrada. De las 20 cepas estudiadas, 12 pre-
sentaban un alto grado de similitud, cercano al 90%, en su perfil
electroforético.

La mayoria de los aislamientos procedian de hemocultivos y cul-
tivos de catéteres obtenidos de pacientes ingresados en unidades
de cuidados intensivos. En algunos casos estos aislamientos se aso-
ciaron a bacteriemias e infecciones del catéter y en casi todos ellos
constaba el antecedente de tratamiento previo con linezolid.

El mecanismo de resistencia mas comun en las cepas estudiadas
fue la mutacién G2576T en el dominio V. Por el contrario, en nin-
guna cepa se observé la mutaciéon en el gen rplV (L22). En 12 cepas
se detect6 el gen cfr, asociado en la gran mayoria de los casos a los
valores mas altos de CMI de linezolid.

Las cepas de SCN-RL incluidas en este estudio presentan, en
el 95% de los casos, una CMI de vancomicina >2 pg/ml. La pre-
sencia de estos aislamientos con CMI elevadas, aunque dentro del
intervalo de sensibilidad, podria asociarse a una peor respuesta al
tratamiento con este antimicrobiano'?. La daptomicina se ha mos-
trado muy efectiva, y su actividad no se ha visto afectada por la
resistencia a otros antimicrobianos.

La valoracién de las combinaciones de linezolid con otros agen-
tes antiestafilocécicos es escasa y los resultados contradictorios,
dependiendo del tipo de antibiético asociado y del método utilizado
para su determinacién. Pero aun asi, empleando métodos iguales y
con la misma combinacién, los resultados no son ni mucho menos
uniformes'®. Ademas estos resultados in vitro no se corresponden,
en ocasiones, con los obtenidos a partir de modelos animales!®.
Todo ello produce una falta de criterio a la hora de valorar las com-
binaciones de linezolid con otras moléculas, generando numerosas
incégnitas al respecto.

Por otra parte, todos los estudios referidos anteriormente parten
de microorganismos sensibles al linezolid en un intento de opti-
mizar resultados con la asociacién con otros antimicrobianos. Sin
embargo, otro aspecto a explorar con las combinaciones antibi6ti-
cas consiste en el rescate de cepas resistentes mediante la accién
conjunta de la asociacién.

En nuestra serie y partiendo de cepas de Staphylococcus coa-
gulasa negativos resistentes al linezolid, observamos un efecto
sinérgico en buena parte de ellas con la combinacién de
linezolid + gentamicina, hecho que no se observaba con otras com-
binaciones como linezolid + rifampicina o linezolid + vancomicina.
Este efecto sinérgico se observé fundamentalmente en las cepas
que no presentaron el gen cfr.

Aunque el linezolid y la gentamicina tienen al ribosoma como
diana comin, cada uno de ellos actia en diferentes niveles del
ciclo ribosomal. Concretamente, mientras el linezolid se fija a la
fraccién 23S de la unidad 50S del ribosoma impidiendo la inicia-
cién del complejo 70S, la accién del aminoglucésido es mucho mas
rapida paraligarse de formairreversible al ribosoma e impide desde
sus inicios la sintesis proteica. El diferente estadio temporal en la
actividad de ambos compuestos podria explicar el antagonismo
descrito por otros autores'? en la combinacién frente a cepas sen-
sibles al linezolid, pero tal vez permitiria una accién secuencial
en cepas resistentes a la oxazolidinona, optimizando los resul-
tados. Estas valoraciones provisionales necesitarian confirmarse
empleando otras técnicas in vitro distintas al E-test, como la uti-
lizacién de curvas de muerte o la valoracién de concentraciones
tipo tablero de ajedrez, asi como el estudio de simulaciones farma-
cocinéticas y modelos experimentales.

Finalmente, podemos concluir que, aunque el nimero de cepas
estudiadas es pequefio, la mayoria de ellas se corresponden a
S. epidermidis con un alto grado de proximidad, aparecen en uni-
dades de pacientes criticos que han sido sometidos a tratamientos
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prolongados con linezolid y que suelen albergar un doble meca-
nismo de resistencia, mutacional y enzimatico. En cuanto a su
sensibilidad, suelen presentar valores elevados de CMI de otros
antiestafilocécicos como la vancomicina, la rifampicina o la genta-
micina. Por Gltimo, la asociacion de linezolid y gentamicina podria
actuar sinérgicamente en algunas de estas cepas.
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