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µg/ml:  Microgramos/mililitro  

µl:  Microlitro  

ACP:  proteína  transportadora  de  grupos  acilo  

AF:  Ácido  fosfatídico  

AGL:  Ácidos  grasos  libres  

ALT:  Ácidos  lipoteicoicos  

AT:  Ácidos  teicoicos  de  pared  

BORSA:   S.  aureus   
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CoA:  Coenzima  A  
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DHA:   +     

DNTPs:  Desoxinucleósido  trifosfato  

DPG:  Difosfatidilglicerol  

ERV:  Enterococcus  resistente  a  vancomicina  

ESI-‐TOF-‐ Electrospray  -‐Time  of  Flight  -‐       

EUCAST:   ntimicrobial     

FDA:     

Fnbp:   -‐     

G3P:  Gliceroltrifosfato  

GC-‐MS:        

GL:  Diglicosildiacilglicerol,  glicolípido  
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HPLC:   High  performance  liquid  chromatography    

hSAIV:  Staphylococcus  aureus  intermedio  heterogéneo  a  vancomicina    

IgG:  Inmunoglobulinas  G  

IN:  Intensidad  normalizada  
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MFM:  Microdominios  funcionales  de  membrana  

mL/min:  Mililitro/minuto  

mM:  Milimolar  

MSCRAMM:   Microbial  surface  components  recognizing  adhesive  matrix  molecules   

NAG:  N-‐acetilglucosamina  

NAM:  N-‐acetilmurámico  

NEAT:   Near  iron  transporter   
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ppm:  Partes  por  millón  

Q     TOF:  Cuadrupolo  de  tiempo  de  vuelo  

rpm:  Revoluciones  por  minuto  



ABREVIATURAS  

   11  

SAIV:  Staphylococcus  aureus  intermedio  a  vancomicina  

SARM:  Staphylococcus  aureus  resistente  a  meticilina  

SARP:  Staphylococcus  aureus  resistente  a  penicilina  

SARV:  Staphylococcus  aureus  resistente  a  vancomicina  

SASM:  Staphylococcus  aureus  sensible  a  meticilina  

SCCmec:   mec   

SCN:  Staphylococcus  coagulasa  negativos  

SCP:    Staphylococcus  coagulasa  positivos  
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UCIs:  Unidad  de  Cuidados  Intensivos  
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Resumen  

   Daptomicina   es   un   antibiótico   lipopeptídico   activo   frente   a   bacterias   Gram-‐

positivas   y   utilizado,   principalmente,   en   el   tratamiento   de   infecciones   complicadas  

producidas   por   Staphylococcus   aureus   y   Enterococcus   faecium   multirresistentes.   Su  

mecanismo  de  acción,  dependiente  de  iones  Ca2+,  no  es  del  todo  conocido,  aunque  está  

clara  la  interacción  del  antibiótico  con  fosfatidilglicerol,  lípido  mayoritario  de  membrana  

en  estos  microorganismos.  

   La   resistencia   a  daptomicina   es   un  hecho  poco   frecuente   y   se   ha   asociado   al  

tratamiento  con  este  antibiótico  de  infecciones  causadas  por  S.  aureus.  Los  mecanismos  

moleculares  de   resistencia  se  han  relacionado  con  genes   implicados  en   la  síntesis  de  

diversos   componentes   de   la   envoltura   celular   y   en   aquellos   relacionados   con   la  

homeostasis  de  la  misma,  como  mprF  (formación  de  lisilfosfatidilglicerol),  cls2  (síntesis  

de  cardiolipina),  yycFG  (síntesis  de  peptidoglicano),  vraSR  (regulación  de  la  síntesis  de  la  

pared),  graSR  (regulador  de  la  carga  neta  de  la  envoltura  celular),  etc.  

   En  el  presente  trabajo  se  ha  estudiado  la  influencia  de  la  composición  lipídica  en  

la   resistencia   a   daptomicina   y   en   los   mecanismos   moleculares   relacionados   con   la  

misma,  en  aislados  clínicos  seriados  de  S.  aureus  y  S.  capitis,  obtenidos  en  un  mismo  

paciente  que  durante  el  curso  de  un  proceso  infeccioso  modificaron  su  sensibilidad  al  

antibiótico   a   lo   largo   del   tratamiento.   S.   capitis,   considerado   tradicionalmente   como  

contaminante,   ha   surgido   en   los   últimos   años   como   un   patógeno   nosocomial  

importante,  sobre  todo  en  UCIs  neonatales.  La  composición  lipídica  se  estudió  mediante  

espectrometría  de  masas  

de   vuelo   (ESI-‐TOF)   y   se   secuenciaron   los   cromosomas   de   parejas   de   cepas  

sensible/resistente  de  ambas  especies  para  estimar  los  cambios  genéticos  (mutaciones)  

entre  ellas,  que  fueron  confirmados  por  PCR  y  secuenciación  de  Sanger.  En  las  parejas  

sensible/resistente   se   estudió   la   composición   lipídica   en   presencia   y   ausencia   de  

daptomicina   y   se   analizó   el   grosor   de   pared   mediante   microscopía   electrónica   de  

transmisión.  

   En  S.  aureus  se  demostró  que  la  cepa  resistente  difería  en  su  perfil   lipídico  del  

resto  de  aislados  estudiados  por  su  mayor  contenido  en  lisilfosfatidilglicerol  (LPG),  un  
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fosfolípido   catiónico.   Esta   característica   se   acompañó   de   la   mutación   P314L   en   la  

proteína   MprF,   implicada   en   la   síntesis   del   fosfolípido.   También   se   observaron  

mutaciones  en  el  gen  purR,  regulador  del  metabolismo  de  purinas  y  la  adhesina  Emb,  así  

como  una  deleción  en  una  proteína  hipotética.  La  pareja  de  cepas  sensible/resistente  

de  S.  aureus  no  adaptó  su  composición  lipídica  a  la  presencia  de  antibiótico  y  tampoco  

se  encontraron  variaciones  en  el  grosor  de  la  envoltura  celular,  por  lo  que  se  consideró  

que  la  resistencia  a  daptomicina  en  el  aislado  resistente  estudiado  podría  relacionarse  

con  la  mutación  P314L.  

   Las  cepas  resistentes  de  S.  capitis  mostraron  importantes  variaciones  lipídicas  en  

relación  con  la  cepa  sensible  de  esta  especie,  destacando  en  aquellas  su  bajo  contenido  

en   LPG   y   un   gran   incremento   de   diacilglicerol   (DAG)   y   ácidos   grasos   libres   (AGL).   El  

análisis  cromosómico  de  la  pareja  sensible/resistente  evidenció  hasta  ocho  mutaciones  

en  la  cepa  resistente,  destacando  las  relacionadas  con  rnJ2,  ribonucleasa  del  complejo  

degradosoma,  y  qacB,  gen  relacionado  con  el  transporte  de  iones  amonio,  pero  ninguna  

de  ellas  implicadas  de  manera  directa  en  la  síntesis  de  lípidos  ni  en  la  regulación  de  la  

homeostasis  de  la  envoltura  celular.  Además,  se  observó  que  la  cepa  resistente  mostró  

un  notable  incremento  del  grosor  de  la  envoltura  celular.  Se  comprobó  que  S.  capitis  no  

adapta  su  composición  lipídica  a  la  presencia  de  daptomicina  en  el  medio  de  cultivo  y  

que  la  cepa  tiene,  como  promedio,  dos  carbonos  más  en  los  grupos  acilo  de  sus  lípidos  

de  membrana,  cuando  se  compara  con   la  cepa  sensible.  En  S.  capitis,   la  resistencia  a  

daptomicina  tiene  un  reflejo  importante  en  los  lípidos  de  membrana  y  en  el  grosor  de  la  

pared,  sin  que  cambien  los  genes  implicados  en  la  síntesis  y  homeostasis  de  la  envoltura  

celular,   algo   que   puede   considerarse   inédito   en   el   ámbito   de   la   resistencia   a   este  

antibiótico.
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Abstract  

Daptomycin  is  a  lipopeptide  antibiotic  with  specific  activity  against  Gram-‐positive  

organism   and   used   in   treatment   of   complicated   infections   caused   by   Gram-‐positive  

bacteria,  particularly  multirresistant  Staphylococcus  aureus  and  Enterococcus  faecium.  

Its  mechanism  of  action,  depending  on  calcium  ions,   is  not   fully  understood,  but   it   is  

clear   its   interaction   with   phosphatidylglycerol,   majority   lipid   in   these   bacterial  

membranes.  

Daptomycin  resistance  is  a  rare  event,  associated  with  treatments  of  S.  aureus  

infections.   The  molecular  mechanism   of   this   resistance   has   been   related  with   genes  

involved   with   the   synthesis   and   homeostasis   of   the   cell   envelope,   such   us   mprF  

(synthesis  of  lisylphosphatidylglycerol),  cls2  (synthesis  of  cardiolipin),  yycFG  (synthesis  

of  peptidoglycan),  vraSR  (regulator  of  the  cell  wall  synthesis),  graSR  (regulator  of  the  cell  

envelope  charge),  etc.  

In   this   work   we   have   studied   the   influence   of   the   lipid   composition   in   the  

daptomycin  resistance  and  in  the  molecular  mechanisms  related  with  this  resistance  in  

serial  clinical  isolates  of  S.  aureus  and  S.  capitis,  got  each  one  of  the  same  patient,  that  

changed  their  antibiotic  susceptibility  during  the   infection.  S.  capitis,   considered  as  a  

contaminating  microorganism,  has  emerged  in  recent  years  as  an  important  nosocomial  

pathogen,   especially   in   neonatal   ICUs.   The   lipid   composition   was   studied   by   mass  

spectrometry  with  electrospray  ionization  and  it  was  analysed  by  time  of  fly  (ESI-‐TOF),  

and  we  sequenced  the  chromosome  of  couples  of  strains  susceptible/resistant  of  both  

species  to  estimate  the  genetic  changes  (mutations)  between  them,  checked  by  PCR  and  

Sanger   sequencing.   In   this   couples  we   studied   the   lipid   composition   in  presence  and  

absence  of  daptomycin  and  we  analysed  the  thickness  of  the  cell  wall  by  transmission  

electron  microscopy.  

In  S.  aureus  we  demonstrated  the  resistant  strain  differed  from  the  rest  of  the  

isolates   in  his  high  content  of   lisylphosphatidylglycerol  (LPG),  a  cationic  phospholipid.  

This  characteristic  was  accompanied  by  the  P314L  mutation  in  MprF,  protein  involved  in  

the  synthesis  of  this  phospholipid.  We  also  observed  mutations  in  purR,  regulator  of  the  

purine  metabolism,  in  the  Emb  adhesin,  and  a  deletion  in  an  hypothetical  protein.  The  
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susceptible/resistant  couple  didn´t  adapt  his   lipid  composition  to  the  presence  of  the  

antibiotic,  and  we  didn´t  observe  variation  into  the  thickness  cell  envelope,  which  is  why  

we   considered   that   the   resistance   observed   in   S.   aureus   could   be   related   con   the  

mutation  P314L.  

The  resistant  strains  of  S.  capitis  showed  important  lipid  variations  compared  to  

the   susceptible   strain,   standing   out   the   low   content   of   LPG   and   an   increase   of  

diacylglycerol   (DAG)   and   free   fatty   acids   (AGL).   The   chromosomic   analysis   of   the  

susceptible/resistant   couples   showed   eight   mutations   in   the   resistant   strain,  

highlighting  the  mutations  observed  in  rnJ2,  ribonuclease  of  the  degradosome  complex,  

and   qacB,   gen   related   with   the   transport   of   ammonium   ions,   but   neither   of   this  

mutations  have  been  related  directly  with  the  lipid  synthesis  or  the  homeostasis  of  the  

cell  envelope.  We  observed  as  well  that  the  resistant  strain  showed  an  increase  of  the  

thickness  cell  envelope.  We  checked  that  both  susceptible  and  resistant  strains  did  not    

adapt  his  lipid  composition  to  the  presence  of  the  antibiotic  in  the  culture,  and  

this   strain  had  two  more  carbons   in  his  acyl   groups   than  the   susceptible   strain.   In   S.  

capitis,   the   daptomycin   resistance   has   a   great   influence   by   the   lipid   membrane  

composition,   without   any   changes   in   the   genes   related   with   his   synthesis   or  

homeostasis,   something   that   we   could   consider   unique   in   the   resistance   to   this  

antibiotic.  
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1.  Género  Staphylococcus.  

Staphylococcus  es   un  género  de  bacterias   Gram-‐positivas,   anaerobias   facultativas,  

con  bajo  contenido  en  guanina  y  citosina  en  su  ADN  incluido  taxonómicamente  en  el    

linaje   Firmicutes,   clase   Bacilli,   orden   Bacillales,   familia   Staphylococcaceae.  

Microscópicamente  presentan  morfología  de  cocos  de  entre  0,5  y  1,5  

que  pueden  dividirse  en  tres  planos,  lo  que  hace  que  se  presenten  en  agrupaciones  con  

aspecto  de  racimos  de  uva,  aunque  también  pueden  asociarse  en  parejas,   tétradas  o  

cadenas   cortas.   Estos  microorganismos  producen   el   enzima   catalasa,   lo   que   permite  

distinguirlos   de   bacterias   del   género   Streptococcus.   En   general,   forman   colonias  

elevadas,  de  1-‐2mm  de  diámetro.  Algunas  especies  como  Staphylococcus  aureus  son   -‐

hemolíticos   y   producen   pigmentos   tras   varios   días   de   incubación,   lo   que   facilita   su  

identificación  en  cultivo  (Fig.  1)  (Madigan,  Martinko,  Bender,  Buckley,  &  Stahl,  2014).  

  

Figura  1.  Cultivo  de  Staphylococcus  aureus  en  medio  agar  sangre  (imagen  propia).  

En  este  género  se  incluyen  47  especies  y  23  subespecies,  aunque  la  mayoría  no  son  

patógenas  y  forman  parte  de  la  flora  comensal  de  piel  y  mucosas  de  mamíferos  y  aves  

(Becker,   Heilmann,   &   Peters,   2014),   ejerciendo   el   papel   de   barrera   defensiva  

fundamental,  ya  que  actúan  regulando  la  carga  de  patógenos  en  la  superficie  de  esta  

(Kumar,  Jangir,  Das,  Taneja,  &  Sharma,  2017).  

https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacterias
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Se   han   propuesto   diferentes   clasificaciones   para   categorizar   a   los   miembros   del  

género   Staphylococcus.   Una   de   las  más   utilizadas   desde   un   punto   de   vista   clínico   y  

epidemiológico   se   basa   en   la   producción   del   enzima   coagulasa,   activador   de  

protrombina,   que   interviene   en   el   proceso   de   coagulación   de   la   sangre   y   es   un  

importante   factor  de  virulencia.  Esta   característica  permite   separar  a   las  especies  de  

este   género   en   dos   grupos   (Fig.   2):   los   estafilococos   coagulasa   positivos   (SCP),  

representados  principalmente  por   la  especie  Staphylococcus  aureus,   el  patógeno  por  

excelencia  de  este  género,  y  los  estafilococos  coagulasa  negativos  (SCN),  que  incluyen  

especies  como  S.  epidermidis  o  S.  capitis,  entre  otros.    

Recientemente,  y  basada  en  datos  moleculares,  secuenciación  del  gen  del  ARNr  16S  

y   de   los   genes   dnaJ,   rpoB   y   tuf,   se   ha   redefinido   la   clasificación   del   género  

Staphylococcus  en  15  grupos.  Las  especies  clínicamente  relevantes  están  incluidas  en  6  

de   estos   grupos   (auricularis,   hyicus-‐Intermedius,   epidermidis-‐aureus,   saprophyticus,  

simulans  y  sciuri)  (Becker  et  al.,  2014).  

  

Figura  2.  Clasificación  clínica  y  epidemiológica  del  género  Staphylococcus  basada  en  la  

presencia  del  enzima  coagulasa.  Basado  en  (Becker  et  al.,  2014).  

La  patogenia  de  las  infecciones  por  S.  aureus  es  un  fenómeno  complejo  en  el  que  

intervienen  tanto  factores  de  virulencia  de  la  bacteria  como  la  situación  de  las  defensas  

del  huésped.  Entre  los  factores  de  patogenicidad  de  esta  especie  se  encuentran  tanto  

productos   estructurales   como   secretados,   exoenzimas   y   toxinas,   que   pueden   ser  
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expresados  por  este  microorganismo  y  favorecen  la  invasión  tisular  y  diseminación  en  

los  tejidos  del  huésped  (Tong,  Davis,  Eichenberger,  Holland,  &  Fowler,  2015).  

A   diferencia   de   S.   aureus,   los   SCN   se   han   caracterizado   por   su   escaso   poder  

patógeno  y,  prácticamente,  la  ausencia  de  factores  de  virulencia.  Su  capacidad  infectiva  

procede,  principalmente,  de  su  poder  de  formación  de  biopelículas  (Becker  et  al.,  2014).  

Durante  mucho  tiempo  se  han  considerado  microorganismos  comensales  no  patógenos,  

atribuyéndose  su  aislamiento  en  muestras  clínicas  a  la  contaminación  de  éstas  con  flora  

cutánea   (Pereira   et   al.,   2020).   Sin   embargo,   hace   aproximadamente   tres   décadas,  

comienza   a   plantearse   su   papel   como   patógenos   oportunistas,   especialmente   en  

pacientes  con  alteraciones  de  los  mecanismos  de  defensa,  llegando  a  ser  considerados  

en   la   actualidad   como   uno   de   los   principales   patógenos   nosocomiales,   produciendo  

infecciones  con  un  impacto  importante  en  la  salud  humana  (Fariña  et  al.,  2013;  Pfaller  

&  Herwaldt,  1988).    

Se   les   considera   los  principales   agentes   etiológicos   de   un   amplio   espectro   de  

infecciones   nosocomiales   tales   como   endocarditis,   osteomielitis,   endoftalmitis  

postquirúrgica   y   bacteriemias,   la   mayoría   de   ellas   asociadas   al   uso   de   dispositivos  

artificiales   sanitarios,   como   catéteres   intravenosos,   de   diálisis   peritoneal   y   válvulas  

cardiacas,   entre   otros,   indispensables   en   la   medicina   moderna   (Casey,   Lambert,   &  

Elliott,  2007;  Chu  et  al.,  2004;  Kloos,  1980).  La  colonización  de  estos  dispositivos  por  SCN  

procedentes   de   la   piel   y   mucosas   del   huésped   es   el   origen   de   estas   infecciones  

endógenas  y  lleva,  en  muchas  ocasiones,  a  la  necesidad  de  su  retirada,  lo  que  supone  

un  importante  problema  tanto  médico  como  económico.  El  principal  patógeno  de  este  

grupo  es  S.  epidermidis  (Becker  et  al.,  2014).  

Las  biopelículas  (o  biofilms)  bacterianas  son  comunidades  de  microorganismos  que  

crecen  embebidos  en  una  matriz  de  exopolisacáridos,  adheridos  a  una  superficie  inerte  

o  un  tejido  vivo  (Suresh,  Biswas,  &  Biswas,  2019).  La  formación  de  esta  estructura  sobre  

la   superficie   de   los   dispositivos   médicos   permite   que   las   bacterias   se   adhieran   de  

manera  irreversible,  además  de  que  las  protege  de  la  acción  de  los  antibióticos  y  de  la  

respuesta  inmune  del  huésped,  por  lo  que  la  erradicación  de  las  infecciones  causadas  

con  microorganismos  formadores  de  biopelículas  es  compleja  y  difícil  de  tratar,  y  suele  
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necesitar  el  reemplazo  del  dispositivo  infectado  (Moormeier  &  Bayles,  2017;  Oliveira  et  

al.,  2018).  

  
2.  Staphylococcus  aureus    

S.  aureus  es  la  especie  patógena  por  excelencia  del  género  Staphylococcus.  Es  un  

microorganismo   mesófilo,   anaerobio   facultativo,   capaz   de   fermentar   la   glucosa.   Su  

temperatura  óptima  de  crecimiento  oscila  entre  los  30  oC  y  los  37  oC    

Este  microorganismo  puede  existir  como  miembro  residente  o  transitorio  de  la  

flora  normal  de  piel  y  mucosas,  mostrando  preferencia  por  la  región  anterior  de  las  fosas  

nasales,  en  especial  en  adultos  (Kluytmans,  van  Belkum,  &  Verbrugh,  1997).  El  30%  de  

la   población   se   encuentra   colonizada   por   S.   aureus.   (Tong   et   al.,   2015).   La   tasa   de  

colonización   más   alta   se   produce   en   ciertas   poblaciones,   como   en   enfermos   con  

forunculosis   recurrente   o   pacientes   sometidos   a   procedimientos   médicos   como  

hemodiálisis   o   cirugía,   etc.   (Von   Eiff,   Becker,  Machka,   Stammer,  &   Peters,   2001).   La  

hospitalización  es  otro  factor  de  riesgo  en  la  colonización.  Según  algunos  estudios,  tras  

dos  semanas  de  ingreso  hospitalario  la  tasa  de  colonización  llega  a  aumentar  hasta  un  

50%  (Kluytmans  et  al.,  1997).  

S.  aureus  es  un  patógeno  importante  y  una  de  las  principales  causas  de  infección  

en  el  ser  humano.  Estas  infecciones  suelen  ocurrir  tras  lesiones  cutáneas,  traumáticas  o  

quirúrgicas  que   favorecen   la  penetración  del  microorganismo  desde   la  piel   hasta   los  

tejidos   profundos.   En   ocasiones,   aunque   inicialmente   son   cuadros   localizados  

(infecciones  de  piel   y   partes   blandas),   pueden  diseminar   y   ser   origen  de   infecciones  

graves   como   bacteriemias,   endocarditis,   infecciones   intravasculares,   osteomielitis   o  

neumonía,  además  de  producir  un  elevado  número  de  infecciones  relacionadas  con  la  

utilización   de   catéteres,   prótesis   y   otros   dispositivos   médicos.   Pueden   ser   tanto   de  

adquisición  comunitaria  como  nosocomial  (Klevens  et  al.,  2006).  

Otra  característica  importante  de  este  microorganismo  es  la  alta  capacidad  para  

desarrollar  y  acumular  mecanismos  de  resistencia  a  antibióticos.  S.  aureus,   junto  con  

Enterococcus   faecium,  Klebsiella  pneumoniae,  Acinetobacter  baumanii,  Pseudomonas  
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aeruginosa   y   Enterobacter,      por   su   alta  

capacidad  de  adquirir  resistencia  a  antibióticos,  generando  un  importante  problema  de  

salud  pública  (Rashid  &  Kline,  2017).  

Tan  solo  cuatro  años  después  del  descubrimiento  y  aplicación  terapéutica  de  las  

primeras  penicilinas  en  1940,  hasta  un  60%  de  las  cepas  de  S.  aureus  habían  adquirido  

resistencia  a  estos  fármacos   -‐lactamasas  (Cameron,  Howden,  &  

Peleg,  2011).    

Durante   la  década  de  1950   se   fueron   introduciendo  nuevos   antibióticos  en   la  

práctica  clínica  (tetraciclina,  estreptomicina,  cloranfenicol,  eritromicina),  notificándose  

los  primeros  aislamientos  clínicos  de  S.  aureus  multirresistentes  en  1957.  A  principios  de  

1960  los  estafilococos  habían  adquirido  resistencia  a  la  gran  mayoría  de  los  antibióticos  

disponibles.    En  1959  se  introduce  la  meticilina,  una  penicilina  semisintética  que  resiste  

la  acción   -‐lactamasa  que  degrada  la  penicilina.  En  1961  aparecieron  las  primeras  

resistencias   mediadas   por   adquisición   del   gen   mecA   implicado   en   la   resistencia   a  

meticilina  (Deurenberg  et  al.,  2007;  Hiramatsu,  Cui,  Kuroda,  &  Ito,  2001;  Rodriguez-‐Baño  

&  Paterson,  2006).  

Las  cepas  de  S.  aureus  resistente  a  meticilina  (SARM)  son  resistentes  a  todos  los  

antibióticos   -‐lactámicos,   excepto   a   las   cefalosporinas   de   última   generación.   Suelen  

están   implicadas   en   infecciones   y   brotes   nosocomiales   y   requieren   tratamientos  

prolongados  de  antibióticos,  con  gran  coste  y  mal  pronóstico.  

Durante  años,  el  tratamiento  contra  SARM  han  sido  los  antibióticos  de  naturaleza  

glucopeptídica,  como  vancomicina  o  teicoplanina,  pero  en  1997  se  describe  en  Japón  el  

primer   aislado   de   S.   aureus   con   sensibilidad   disminuida   a   la   vancomicina   (SAIV)  

(Hiramatsu  et  al.,  1997),  aunque  hasta  el  año  2002  no  se  describen  cepas  de  SARM  con  

resistencia  de  alto  nivel  (SARV)  provocada  por  la  transferencia   in  vivo   de  plásmidos.  A  

pesar  de  que  son  raros  los  aislamientos  de  SARV,  la  prevalencia  de  SAIV  y  la  de  cepas  

con   resistencia  heterogénea  a  este   antimicrobiano   (hSAIV)  han   seguido  aumentando  

(Cameron  et  al.,  2011).  Esta  situación  ha  llevado  a  la  necesidad  de  buscar  alternativas  

terapéuticas   para   el   tratamiento   de   las   infecciones   ocasionadas   por   estos  

microorganismos  multirresistentes  (Casanova,  Ruiz  &  Bellido.  2017).    
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Una   importante  aportación  al   tratamiento  de   las   infecciones  por  SARM  fue  el  

linezolid,  antibiótico  perteneciente  a  la  familia  de  las  oxazolidinonas  (Bi,  Qin,  Fan,  Ma,  &  

Gu,  2018).  Es  un  antibiótico  sintético  que  actúa  inhibiendo  la  síntesis  de  proteínas  por  

su  capacidad  de  unión  a  las  subunidades  ribosómicas  30S  y  50S.  La  FDA

  aprobó  en  el  año  2000  el  uso  clínico  de  linezolid  para  el  tratamiento  de  

neumonías   adquiridas   en   el   hospital,   así   como   infecciones   de   pie   diabético   sin  

osteomielitis  concomitante  causadas  tanto  por  SARM  como  por  Staphylococcus  aureus  

sensible  a  meticilina  (SASM)  (Belousoff  et  al.,  2017;  Hashemian,  Farhadi,  &  Ganjparvar,  

2018;  Tian  et  al.,  2014).  

La  creciente  resistencia  a  los  antimicrobianos  de  SARM  y  otros  patógenos  Gram-‐

positivos   llevó   a   la   necesidad   de   investigar   y   desarrollar   nuevos   antibióticos   con  

actividad   frente   a   estos   microorganismos   (Gómez   Casanova,   Siller   Ruiz,   &   Muñoz  

Bellido,   2017).   Entre   estos,   destaca   daptomicina,   que   interacciona   con   la  membrana  

celular  provocando  la  muerte  bacteriana  sin  lisis  (Baltz,  2009;  Heidary  et  al.,  2017;  Tran,  

Munita,   &   Arias,   2015).   En   pocos   años,   este   antibiótico   se   ha   convertido   en   un  

antimicrobiano  esencial  en  el   tratamiento  de   infecciones  causadas  por  SARM  (Miller,  

Bayer,  &  Arias,  2016),  aunque  en  la  actualidad  ya  se  han  descrito  clones  de  S.  aureus  

resistentes  (Stefani  et  al.,  2015).  

  
3.  Staphylococcus  capitis  

Esta  especie  de  SCN  está  incluida  en  el  grupo   S.  epidermidis   .  Forma  parte  

de  la  flora  normal  de  piel  y  mucosas  y  se  ha  considerado,  durante  mucho  tiempo,  un  

microorganismo   comensal   no   patógeno,   atribuyéndose   su   aislamiento   en   muestras  

clínicas  a  la  contaminación  de  éstas  con  flora  cutánea  (Becker  et  al.,  2014).  

Aunque  las  infecciones  ocasionadas  por  S.  capitis  son  menos  frecuentes  que  las  

originadas   por   otros   SCN,   se   ha   observado   un   incremento   en   los   últimos   años,  

emergiendo   como   un   patógeno   nosocomial   significativo,   causante   de   sepsis,  

endocarditis  sobre  válvula  protésica,  marcapasos  o  catéteres  y  sepsis  neonatal  tardía  

(Laurent  &  Butin,  2019).  Su  patogénesis  es  debida,  principalmente,  a   la  capacidad  de  

producir   biopelículas   (Al   Hennawi,  Mahdi,   &  Memish,   2019;   Fukuda,  Wada,   Yasuda,  
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Iwasa,   &   Yamaguchi,   2010;   Tevell,   Hellmark,   Nilsdotter-‐Augustinsson,   &   Söderquist,  

2017).    

Una   de   las   principales   características   de   los   SCN,   incluido   S.   capitis,   es   la  

resistencia  a  múltiples  antibióticos,  debido  a  la  utilización  indiscriminada  de  éstos  en  el  

tratamiento,   e   incluso   profilaxis   de   infecciones   nosocomiales   en   pacientes  

inmunodeprimidos  (Heilmann,  Ziebuhr,  &  Becker,  2018).  En  las  últimas  décadas  se  ha  

observado   una   pérdida   progresiva   de   sensibilidad   a   diferentes   antibióticos,   siendo  

especialmente  dramático  el  incremento  en  la  resistencia  a  meticilina.  El  porcentaje  de  

resistencia  a  meticilina  en  S.  epidermidis  es  del  75-‐90%  en  los  aislamientos  hospitalarios.  

Además  de  la  resistencia  a  la  meticilina,  las  cepas  de  S.  epidermidis  y  de  otros  SCN  han  

adquirido   resistencia   a   otros   antibióticos,   como   rifampicina,   fluoroquinonas,  

gentamicina,  tetraciclina,  cloranfenicol,  eritromicina,  clindamicina  y  sulfonamidas  (Otto,  

2009).  

El  incremento  de  SCN  resistentes  a  meticilina  (Malihe  et  al.,  2016),  llevó  al  uso  

de   vancomicina   como   principal   antibiótico   en   el   tratamiento   frente   a   infecciones  

causadas   por   estos   microorganismos   (Ehlersson,   Hellmark,   Svartström,   Stenmark,   &  

Söderquist,  2017).  Recientemente  ha  sido  aislado  un  clon  de  S.  capitis  multirresistente  

en  las  Unidades  de  Cuidados  Intensivos  Neonatales  (UCINs)  de  varios  países  alrededor  

del  mundo,  el  cua -‐lactámicos,  aminoglucósidos,  

vancomicina  y  linezolid  (Butin  et  al.,  2018;  Carter  et  al.,  2018;  Lemriss  et  al.,  2016;  Song  

et  al.,  2017).  Sin  embargo,  daptomicina  sí  es  activa  frente  a  este  clon.  

  

4.  Envoltura  celular  en  el  género  Staphylococcus.  

4.1  Peptidoglicano  

Como  en  todos  los  microorganismos  Gram-‐positivos,  la  envoltura  celular  de  estas  

bacterias   está   formada   por   una   gruesa   capa   de   peptidoglicano,   a   la   que   se   unen  

proteínas  y  otros  compuestos.    
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El   peptidoglicano   (Fig.   3)   es   un   polímero   compuesto   por   cadenas   de   N-‐

acetilglucosamina   (NAG)   y  N-‐acetilmurámico   (NAM)   entrecruzadas.   La   longitud   de   la  

cadena  de  peptidoglicano  puede  variar  según  la  especie.  Esta  molécula  aporta  rigidez  a  

la  envoltura  celular  y  define  la  forma  de  la  bacteria;  además,  sirve  de  anclaje  para  otros  

componentes   de   la   pared,   tales   como   proteínas   y   ácidos   teicoicos   (Santos-‐Beneit,  

Ordóñez-‐Robles,  &  Martín,  2017).  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  3.  Estructura  química  básica  del  peptidoglicano.  Imagen  de  elaboración  propia  basada  

en  (Vollmer,  Blanot,  &  De  Pedro,  2008).  

La   biosíntesis   del   peptidoglicano   (Fig.   4)   comienza   en   el   citoplasma   con   la  

formación  de  los  precursores  UDP-‐NAG  y  UDP-‐NAM.  El  primero  se  sintetiza  a  partir  de  

fructosa  6-‐fosfato,  reacción  catalizada  por   las  enzimas  GlmS,  GlmM  y  GlmU,  mientras  

que  el  segundo  se  sintetiza  por  la  adición  de  enolpiruvato  a  los  residuos  de  UDP-‐NAG,  

reacción  catalizada  por  la  enzima  MurA  (Lovering,  Safadi,  &  Strynadka,  2012;  Pazos  &  

Peters,   2019).   Tras   esto,  MurB   lleva   a   cabo   la   reducción   de   los   restos   de  UDP-‐NAM  

(Rajagopal  &  Walker,  2017).     A  continuación,   las  enzimas  MurC,  MurD,  MurE  y  MurF  

adicionan  el  pentapéptido  compuesto  por  L-‐alanina  (L-‐ala),  D-‐glutámico  (D-‐glu),  ácido  

mesodiaminopimélico  (meso),  D-‐alanina  y  D-‐alanina  (D-‐ala)  (Pazos  &  Peters,  2019).  La  

proteína   MraY,   integral   de   membrana,   transfiere   las   unidades   de   NAM-‐L-‐ala-‐D-‐glu-‐

meso-‐D-‐ala-‐D-‐ala  a  un  transportador  de  undecaprenil  fosfato,  generando  así  el  lípido  I  

(Lovering  et  al.,  2012).  Después,  la  enzima  MurG  transfiere  al  lípido  I  una  molécula  de  
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NAG  para  formar  el  lípido  II,  liberando  una  molécula  de  uridin  difosfato  (UDP)  (Pazos  &  

Peters,  2019).  

En   una   segunda   fase   se   produce   la   polimerización   del   lípido   II   y   su   posterior  

entrecruzamiento  o   -‐   

(Rajagopal   &   Walker,   2017).   La   polimerización   de   la   molécula   la   llevan   a   cabo   las  

peptidoglicano-‐glicosiltransferasas  (PGT).  En  primer  lugar,  se  produce  la  unión  de  dos  

monómeros  de  lípido  II,  formando  la  molécula  de  lípido  IV.  Tras  esto,  se  adicionan  de  

manera  sucesiva  moléculas  de  lípido  II  para  la  elongación  de  la  molécula  (Lovering  et  al.,  

2012).    

Por  otra  parte,  el  entrecruzamiento  de  las  moléculas  del  peptidoglicano  se  logra  

mediante   reacciones   llevadas   a   cabo   por   transpeptidasas   conocidas   como   PBPs  

,  llamadas  así  por  su  capacidad    para  unirse  a  los  antibióticos  

-‐lactámicos   (Pazos  &  Peters,  2019).  A  destacar   la  participación  de   la  pentaglicina  en  

estas  reacciones.  

  

Figura  4.  Esquema  de  biosíntesis  del  peptidoglicano.  Abreviaturas:  UDP-‐NAG:  Uridin-‐difosfato  

N-‐acetilglucosamina,  UDP-‐NAM:  Uridin-‐difosfato  N-‐acetilmurámico,  UDP-‐NAM-‐L-‐Ala:  Uridin-‐

difosfato  N-‐acetilmurámico-‐  L-‐alanina,  UDP-‐NAM-‐L-‐Ala-‐D-‐Glu:  Uridin-‐difosfato  N-‐

acetilmurámico-‐  L-‐alanina-‐D-‐glucosa,  UDP-‐NAM-‐L-‐Ala-‐D-‐Glu-‐meso:  Uridin-‐difosfato  N-‐

acetilmurámico-‐  L-‐alanina-‐D-‐glucosa-‐ácido  mesodiaminopimélico,  UDP-‐NAM-‐L-‐Ala-‐D-‐Glu-‐
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meso-‐D-‐ala-‐D-‐ala:  Uridin-‐difosfato  N-‐acetilmurámico-‐  L-‐alanina-‐D-‐glucosa-‐ácido  

mesodiaminopimélico-‐D-‐alanina-‐D-‐alanina.  Basado  en  (Rajagopal  &  Walker,  2017).  

4.2  Ácidos  teicoicos  y  lipoteicoicos  

Los   ácidos   lipoteicoicos   (ALT)   se   encuentran   anclados   a   la  membrana   celular,  

mientras  que  los  ácidos  teicoicos  de  pared  (AT)  se  unen,  mediante  enlaces  covalentes,  

al  peptidoglicano.  

Los  AT  (Fig.  5)  se  unen  a  la  pared  a  través  de  un  disacárido  mediante  un  enlace  

fosfodiéster,  y  a  partir  de  ahí  presentan  una  cadena  polimérica  de  composición  variable  

entre  las  distintas  especies.  En  S.  aureus  está  compuesta  por  restos  de  glicerol-‐fosfato  

y/o  ribitol-‐fosfato  (Rajagopal  &  Walker,  2017),  y  en  la  mayoría  de  cepa  de  S.  aureus  esta  

estructura  se  repite  entre  11  y  40  unidades  (Xia,  Kohler,  &  Peschel,  2010).  

  

Figura  5.  Estructura  básica  de  los  ácidos  teicoicos.  Imagen  de  elaboración  propia  obtenida  con  

el  programa  ChemSketch  basada  en  (Chapot-‐Chartier  &  Kulakauskas,  2014).  

La  biosíntesis  de  los  AT  comienza  de  manera  similar  a  la  del  peptidoglicano  con  

la   transferencia   al   transportador   UDP   de   la   molécula   de   N-‐acetilglucosamina.   Esta  

molécula  sirve  como  base  para  la  formación  de  la  molécula  completa  gracias  a  una  serie  

de  enzimas  intracelulares  (Rajagopal  &  Walker,  2017).  En  S.  aureus  su  síntesis  la  llevan  

a  cabo  los  genes  codificados  por  el  operón  tar  (Sewell  &  Brown,  2013).  Una  vez  que  se  
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ha  sintetizado  la  molécula  completa,  se  transporta  a  la  superficie  de  la  membrana  para  

ligarse  al  peptidoglicano  a  través  de  un  transportador  ABC  (Rajagopal  &  Walker,  2017).  

Por  otra  parte,  los  ácidos  lipoteicoicos  (Fig.  6)  poseen  otras  rutas  biosintéticas.  

La   estructura  más   común  de  estos   ácidos   consiste  en   cadenas  de  poliglicerol-‐fosfato  

unidas  a  un  glicolípido   situado  en   la  membrana  bacteriana.  Este  glicolípido   suele   ser  

diglicosil-‐diacilglicerol  en  S.  aureus  (Xia  et  al.,  2010).    

  

  

  

Figura  6.  Estructura  química  básica  de  los  ácidos  lipoteicoicos.  Imagen  de  elaboración  propia  

basada  en  (Chapot-‐Chartier  &  Kulakauskas,  2014)  

Su  síntesis  comienza  en  el  citoplasma,  donde  la  enzima  YpfP  une  dos  glucosas  al  

diacilglicerol  para  formar  el  glicolípido,  y,  posteriormente,  la  enzima  LtaA  lo  transporta  

a  través  de   la  membrana  (Rajagopal  &  Walker,  2017).  A  continuación,   la  enzima  LtaS  

transfiere   el   glicerol-‐fosfato   de   moléculas   de   fosfatidilglicerol   al   glicolípido  

anteriormente  sintetizado  para  formar  el  ALT  (Gründling  &  Schneewind,  2007).  

Finalmente,   tanto   los   ácidos   teicoicos   de   pared   como   los   ácidos   lipoteicoicos  

sufren  una  modificación  con  restos  de  alaninas,  proceso  conocido  como  D-‐alanización,  

que  aporta  una  carga  positiva  y  neutraliza   las   cargas  negativas  de   los  grupos   fosfato  

situados  en   la  cadena  polimérica   (Rajagopal  &  Walker,  2017).  Además,   los  grupos  de  

ribitol-‐fosfato   presentes   en   los   ácidos   teicoicos   de   S.   aureus   sufren   glicosilación   en  

posición  C4.  

En  el  género  Staphylococcus  se  ha  demostrado  que  los  procesos  de  D-‐alanización  

y  glicosilación  compiten  por   la  misma  posición  en   los  ácidos   lipoteicoicos;  además,  el  

70%   de   los   grupos   glicerol-‐fosfato   contienen   D-‐alanina,   y   el   15%   sufre   glicosilación  

(Schneewind  &  Missiakas,  2014).    

  



INTRODUCCIÓN    

   36  

  

Figura  7.  Esquema  de  la  biosíntesis  de  los  ácidos  teicoicos.  Abreviaturas:  UDPNAG:  

Uridinadifosfato  N-‐acetilglucosamina;  Undecaprenilfosfato-‐NAG:  Undecaprenilfosfato-‐N-‐

acetilglucosamina;  UTP-‐Man-‐Nac:  Uridinatrifosfato-‐Manosamina;  Undecaprenilfosfato-‐

ManNac:  undecaprenilfosfato-‐manosamina;  G3P:  Gliceroltrifosfato;  CTP:  citidinatrifosfato;  

CDP-‐Glicerol:  citidinadifosfato-‐Glicerol;  Undecaprenildifosfato-‐NAG-‐ManNac-‐P-‐Glicerol:  

Undecaprenildifosfato-‐N-‐acetilglucosamina-‐manosamina-‐glicerolfosfato  (Singh,  Chang,  

Coffman,  &  Kim,  2017)  

4.3  Proteínas  de  pared  

   Uno  de  los  factores  más  importantes  en  la  interacción  entre  Staphylococcus  y  el  

hospedador   son   las   proteínas   de   pared,   consideradas   como   uno   de   los   factores   de  

virulencia   de   S.   aureus   (Clarke  &   Foster,   2006;   Foster,   Geoghegan,   Ganesh,  &  Höök,  

2014).    

S.  aureus  es  capaz  de  expresar  24  proteínas  de  pared  diferentes,  sin  embargo,  

los  estafilococos  coagulasa-‐negativos  expresan  un  menor  número.  Además,  la  expresión  

de  estas  proteínas  varía  según  las  condiciones  de  cultivo  o  la  fase  de  crecimiento  en  la  

Undecaprenilfosfato  +    

UDPNAG  

Undecaprenildifosfato-‐NAG  

TagO  

Undecaprenildifosfato-‐ManNac  

Undecaprenildifosfato-‐NAG-‐ManNAc-‐P-‐Glicerol  

TagA  

TagB  

Undecaprenildifosfato-‐NAG-‐ManNAc-‐(P-‐Glicerol)X  

TagF  

UTP-‐ManNac   UDP-‐NAG  
MnaA  

CDP-‐Glicerol   G3P  +  CTP  
TagD  

CDP-‐Glicerol  
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que  se  encuentre  el  microorganismo,  y  su  secreción  depende  de  una  secuencia  señal  

común  (Foster,  2017).  Estas  secuencias  dirigen  a  las  proteínas  al  sistema  secretor  de  la  

bacteria   para   que   sean   ancladas   al   peptidoglicano   debido   a   la   acción   de   sortasas  

(Speziale,  Pietrocola,  Foster,  &  Geoghegan,  2014).  

Se   ha   propuesto   que   estas   proteínas   se   pueden   clasificar   en   cuatro   grupos,  

dependiendo  de   la  presencia  de  motivos  definidos  por  análisis  de  estructura-‐función  

(Foster  et  al.,  2014).  

En   primer   lugar,   encontramos   la   familia   de   proteínas  MSCRAMM

.   Estas   proteínas   son  

capaces   de   unirse   a   regiones   estructuralmente   similares   a   la   estructura   de   la  

inmunoglobulina  G  (IgG).  En  este  grupo  encontramos  las  proteína  SdrG,  ClfA,  ClfB  y  la  

proteína  A  (Speziale  et  al.,  2014).  Hay  que  destacar  la  importancia  de  la  proteína  A  en  S.  

aureus,  ya  que   -‐

basa  en  la  secuenciación  de  una  región  polimórfica  que  codifica  esta  proteína  (Foster  et  

al.,  2014).  

Otra   familia   de   estas   proteínas   importante   es   la   G5-‐E.   Las   proteínas  

pertenecientes  a  esta  familia  poseen  cinco  glicinas  conservadas  en  una  triple  hélice  beta  

(Foster,  2017).  En  ella  encontramos  a  las  proteínas  SasG,  presente  en  S.  aureus  y  Aap,  

proteína  necesaria  para  la  formación  de  biofilms  en  S.  epidermidis  (Foster  et  al.,  2014).  

También  están   incluidas   las  proteínas  de  unión  a   fibronectina,  FnbpA  y  FnbpB  

-‐ ,  aunque  FnbpA  posee,  además,  la  capacidad  de  unirse  a  

fibrinógeno,  y  ambas  son  capaces  de  unirse  a  elastina  (Clarke  &  Foster,  2006).    

Near  Iron  

T .   Estas   proteínas   están   implicadas   en   la   captura   del   grupo   hemo   de   la  

hemoglobina  y  ayudan  a  la  supervivencia  de  la  bacteria  dentro  del  hospedador  (Foster  

et  al.,  2014).  En  este  grupo  encontramos  las  proteínas  IsdA,  IsdB,  IsdC  e  IsdH.  IsdA  es  la  

proteína  más  estudiada  de  este  grupo  y  es  capaz  de  unirse  a  la  transferrina,  pero  no  es  

capaz   de   atrapar   el   hierro   por   sí   misma.   Sin   embargo,   la   proteína   IsdH   se   une   a   la  
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proteína   haptoglobina,   proteína   capaz   de   secuestrar   la   hemoglobina   libre   del   suero  

sanguíneo  (Clarke  &  Foster,  2006).  

También   se   conocen   otras   proteínas   en   la   superficie   de   Staphylococcus  

importantes  para   la   formación  de  biofilms  y   la   infección  del  hospedador,  pero  no   se  

pueden  enmarcar  dentro  de  ningún  grupo,  ya  que  su  mecanismo  de  acción  no  es  tan  

conocido  (Speziale  et  al.,  2014).  Un  ejemplo  es  la  proteína  Bap,  presente  en  S.  aureus,  

encargada   de   promover   la   adhesión   temprana   y   la   adhesión   intercelular   del  

microorganismo  para   la   formación  del   biofilm  bacteriano   (Arrizubieta,   Toledo-‐Arana,  

Amorena,  Penadés,  &  Lasa,  2004).  

Una   de   las   proteínas   más   importantes   Extracelular   matrix-‐binding  

,  codificada  por  uno  de  los  genes  más  largos  de  S.  aureus.  En  algunas  cepas  se  

expresan  dos  proteínas:  EbhA  y  EbhB.  Se  ha  propuesto  que  esta  proteína  puede  estar  

implicada  en  la  adhesión  bacteriana  a  las  células  endoteliales  por  su  capacidad  de  unión  

a  fibronectina  (Clarke  &  Foster,  2006).    

También  hay  que  destacar  la  proteína  Cna C   que  es  capaz  de  

  (Foster  et  al.,  

2014),  Las  proteínas  Pls,   Plasmin-‐

tanto   la   fibronectina   como   la   inmunoglobulina   IgG;   además,   actúan   como   factor   de  

virulencia   en   los   casos  de   artritis   causada   por   SARM

matrix  protein-‐bind

que  se  ha  asociado  con  el  reclutamiento  de  factores,  como  complementos  de  activación,  

implicados  en  homeostasis  y  remodelación  tisular  (Clarke  &  Foster,  2006).  

4.4  Membrana  celular  

La  membrana  celular  está  formada  por  una  bicapa   lipídica  y  distintos  tipos  de  

proteínas,   variables  entre   las  distintas  especies.  Los   componentes  principales   son   los  

fosfolípidos,   cuya   función   es   formar   una   barrera   semipermeable   que   permita   la  

acumulación   intracelular   de   moléculas   relevantes   para   el   desarrollo   y   crecimiento  

bacteriano,  así  como  proteger  a  la  bacteria  de  sustancias  perjudiciales.    Intervienen  en  
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algunos  procesos  metabólicos  esenciales,  como  la  generación  de  ATP  o  la  funcionalidad  

de  algunas  proteínas  integrales  de  membrana    (Rajagopal  &  Walker,  2017).  

Además,   los   fosfolípidos   juegan   un   papel   fundamental   en   la   patogenia   del  

proceso  infeccioso,  ya  que  actúan  de  barrera  protectora  y  son  objetivo  de  antibióticos  y  

del  sistema  inmune    (Kuhn,  Slavetinsky,  &  Peschel,  2015).  

Figura  8.  Estructura  química  de  los  componentes  principales  de  la  envoltura  celular  bacteriana  

a)  PG,  b)  LPG  y  c)  DPG.  Figuras  de  elaboración  propia  con  el  programa  ChemSketch  basado  en  

(Slavetinsky,  Kuhn,  &  Peschel,  2017).  

Entre   los   fosfolípidos  más   abundantes   de   la  membrana   de   Staphylococcus   se  

encuentran   fosfatidilglicerol   (PG)   (Fig.  8a),  difosfatidilglicerol   (DPG)   (Fig.  8c),   también  

conocido   como   cardiolipina,   y   lisil-‐fosfatidilglicerol   (LPG)   (Fig.   8b)   (Ernst   &   Peschel,  

2011),   además   de   glicolípidos   como   diglicosildiacilglicerol   (GL)   (Fig.   9a),   diacilglicerol  

(DAG)  (Fig.  9b)  y,  probablemente,  cierta  cantidad  de  ácidos  grasos  libres  (AGL)  (Fig.  10).  

Debido  a  la  gran  cantidad  de  PG  y  DPG  la  carga  neta  de  la  membrana  es  negativa.    

  

  

a)  

b)  

a)   b)   c)  
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Figura  9.  Estructura  química  de:  a)  Diglicosildiacilglicerol  (GL).  Imagen  propia  obtenida  con  el  

programa  ChemSketch  basada  en  (Hauksson,  Rilfors,  Lindblom,  &  Arvidson,  1995)  y  b)  

Diacilglicerol  (DAG).  Imagen  de  elaboración  propia  obtenida  con  el  programa  ChemSketch  

basada  en  (Eichmann  &  Lass,  2015).  

  

  

  

Figura  10.  Estructura  química  del  ácido  graso  pentadecanoico  (C15):  a)  lineal,  b)  iso-‐

ramificado,  c)  anteiso-‐ramificado.  Imágenes  de  elaboración  propia  obtenidas  con  el  programa  

ChemSketch  basadas  en  (Cronan  &  Thomas,  2009).  

La  ruta  de  biosíntesis  de  fosfolípidos  aparece  esquematizada  (productos  y  genes)  

en  la  Fig.  11.  Todos  los  lípidos  derivan  de  ácido  fosfatídico  (AF),  que  es  transformado  a  

PG  tras  la  acción  secuencial  de  CdsA,  PgsA  y  PgpP,  esta  última  aún  está  por  localizar  en  

el  genoma  de  Staphylococcus  (Kuhn  et  al.,  2015).    

A  partir  de  PG,  y  por  acción  de  Cls1/Cls2  se  forma  DPG:  en  estafilococos  la  enzima  

principal  en  la  síntesis  de  DPG  es  Cls2,  aunque  se  ha  observado  que  Cls1  se  expresa  bajo  

condiciones  de  estrés,  como  alta  salinidad  o  bajo  pH  (Ohniwa,  Kitabayashi,  &  Morikawa,  

2013).    

LPG  se  forma  por  adición  de  una  lisina  a  PG,  reacción  en  la  que  interviene  MprF  

Multiple  peptide  resistance  factor su  vez,  es  una  flipasa  (Ernst  et  al.,  

2009).  

PG  aporta  el  glicerol-‐fosfato  que  constituye  la  unidad  repetitiva  de  la  estructura  

del  LTA  en  Staphylococcus,  sintetizándose  el  glicolípido  de  unión  a  la  membrana  de  este  

a)  

b)  

c)  
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compuesto  a  partir  de  DAG  y  glucosa,  en  una  reacción  en  la  que  interviene  YpfP,  una  

glicosiltransferasa  reiterativa  (Kuhn  et  al.,  2015).  

El   exceso   de   DAG   de   esta   reacción   se   fosforila   por   la   enzima   DgkB,  

incorporándose  al  proceso  de  síntesis  de  estos  lípidos  en  forma  de  ácido  fosfatídico  (Fig.  

11).  

Figura  11.  Ruta  de  síntesis  de  los  componentes  de  la  envoltura  celular  bacteriana.  

Abreviaturas:  PtdOH:  Ácido  fosfatídico;  CDP-‐DAG:  citidindifosfato-‐diacilglicerol;  PG-‐P:  

fosfatidilglicerol-‐fosfato;  PG:  fosfatidilglicerol;  DPG:  difosfatidilglicerol;  LPG:  lisil-‐

fosfatidilglicerol;  LTA:  ácidos  lipoteicoicos;  GL:  glicolípido;  DAG:  diacilglicerol;  CTP:  

citidintrifosfato.  Basado  en  (Kuhn  et  al.,  2015)  

Los   ácidos   grasos   que   componen   los   fosfolípidos   determinan   la   fluidez   de   la  

membrana,   así   como   diversas   funciones   asociadas   a   esta,   como   la   permeabilidad   a  

moléculas  hidrofóbicas,  transporte  activo  de  solutos  o  interacciones  proteína     proteína  
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(Zhang  &  Rock,  2008).  La  composición  de  ácidos  grasos  (grupos  acilo)  de  los  lípidos  de  

membrana  puede  variar  según  las  condiciones  de  cultivo  y  la  fase  de  crecimiento  en  la  

que  se  encuentren  los  microorganismos.  De  manera  general,  en  Staphylococcus  se  ha  

observado  que  la  longitud  de  cadena  varía  entre  14  y  21  carbonos,  además,  las  cadenas  

impares,  mayoritarias  sobre  las  pares,  presentan  iso  y  anteiso-‐ramificaciones  (Fig.  10),  

predominando  el  ácido  anteiso-‐C15  (White  &  Frerman,  1968).  Estos  ácidos  grasos  son  

muy   comunes   en   bacterias   Gram-‐positivas   y   en   Gram-‐negativas,   y   derivan   de   los  

aminoácidos   valina,   leucina   e   isoleucina.   Tras   ser   desaminados   y   descarboxilados   se  

incorporan   como  acil-‐CoA   a   la   ruta   de   biosíntesis   del   complejo   FAS   II,   que   elonga   la  

cadena  introduciendo  dos  carbonos  por  ciclo  (Fig.  12)  (Kaneda,  1991).  FAS  II  libera  a  la  

Acyl   carrier   protein

enzima  a  enzima  en  este  proceso  (Beld,  Lee,  &  Burkart,  2015).    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  12.  Esquema  de  la  biosíntesis  de  ácidos  grasos.  Abreviaturas:  CoA:  coenzima  A;  ACP:  

proteína  transportadora  de  acilos.  Basado  en  (Freiberg  et  al.,  2004;  Morvan  et  al.,  2017).  
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La  proteína  FabH  introduce  el  ácido  graso  al  ciclo  de  elongación.    A  continuación  

las   enzimas   FabG,   FabA,   FabI   y   FabB   completan   el   ciclo   con   varias   reacciones   de  

condensación,  reducción  y  deshidratación  para  alargar  la  cadena  de  carbonos  (Payne,  

Warren,  Holmes,  Ji,  &  Lonsdale,  2001).  

La  enzima  PlsX,  una  acil-‐ACP  transacilasa  periférica  de  membrana,  activa  los  acil-‐

fosfatos   sintetizados   de   novo   para   que   la   enzima   integral   de   membrana   PlsY   los  

introduzca  en  la  posición  sn-‐1  del  glicerol-‐3-‐fosfato  (G3P).  La  proteína  PlsC  los  incluye  

en   la  posición  sn-‐2  (Kuhn  et  al.,  2015;  Parsons,  Frank,   Jackson,  Subramanian,  &  Rock,  

2014).  Además,  Staphylococcus  es  capaz  de  introducir  en  sus  fosfolípidos  ácidos  grasos  

procedentes  del    medio  de  cultivo,  gracias  a  una  acil-‐CoA  sintasa,  que  desvía  estos  ácidos  

grasos  a  la  ruta  de  PlsX/PlsY/PlsC  para  su  incorporación  a  los  fosfolípidos  (Yao  &  Rock,  

2017).    

La   biosíntesis   e   incorporación   de   los   ácidos   grasos   a   los   fosfolípidos   está  

controlada  por  FapR  y  FabT,  reguladores  transcripcionales  implicados  en  la  expresión  de  

los   genes   involucrados   en   el   metabolismo   de   fosfolípidos   (Albanesi   &   de  Mendoza,  

2016).  

La  organización  de   los   lípidos  que  componen   la  membrana  es  esencial  para   la  

integridad   bacteriana.   Se   ha   demostrado   que   las   bacterias   son   capaces   de  

compartimentalizar   sus   procesos   celulares   gracias   a   la   existencia   de   microdominios  

funcionales   de   membrana   (MFM)   (López   &   Koch,   2017).   La   formación   de   estos  

microdominios   se   ha   relacionado   con   la   síntesis   y   agregación   de   compuestos  

isoprenoides,  estafiloxantina  en  caso  de  Staphylococcus  aureus,  y  una  enzima  homóloga  

a  la  flotilina  de  eucariotas  (Pelz  et  al.,  2005).  Se  ha  propuesto  que  esta  enzima  se  encarga  

de  reclutar  proteínas  a  los  microdominios  para  facilitar  la  interacción  y  oligomerización  

proteica  (García-‐Fernández  et  al.,  2017).  
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5.   Evolución   de   la   resistencia   a   antibióticos   en   el   género  

Staphylococcus  spp.  

   Los   primeros   antibióticos   se   originan   a   partir   de   productos   secretados   por  

microorganismos  como  defensa  natural  contra  otros  patógenos.  Quizás,  por  esta  razón,  

cuando  se   introducen  en   la  práctica  clínica  y  se  empiezan  a  utilizar  en  el   tratamiento  

frente  a  infecciones  ya  había  cepas  resistentes.    

   Más  tarde,  se  desarrollaron  nuevos  antibióticos  semisintéticos  por  modificación  

química  de  la  estructura  de  algunos  de  los  antimicrobianos  originales.  Estos  cambios  se  

produjeron  en  la  zona  de  unión  del  antimicrobiano  con  su  diana,  o  en  el  centro  activo  

de   la   molécula   (Foster,   2017).   Además,   también   se   sintetizaron   de   novo   moléculas,  

basándose   estructuralmente   en   otras   moléculas   con   capacidad   antimicrobiana  

presentes  tanto  en  procariotas  como  eucariotas.  

   Durante   un   tiempo   estas   nuevas   moléculas   fueron   eficaces,   pero   debido,  

fundamentalmente,  a  su  uso   indiscriminado  han  aparecido  cepas  patógenas  que  han  

desarrollado  resistencia  a  muchos  de  ellos.  Un  ejemplo  es  el  clon  de  S.  capitis  NRCS-‐A,  

aislado   en   las   unidades   de   cuidados   intensivos   neonatales,   que   presenta   una  

sensibilidad   disminuida   a   todos   los   antibióticos   usados   habitualmente   para   su  

tratamiento  (Butin  et  al.,  2016).    

Pero  quizás,  el  ejemplo  más  típico  

hora   de   adquirir   resistencia   a   antibióticos   se   encuentra   en   S.   aureus.   Este  

microorganismo   tiene   una   gran   capacidad   para   adquirir   resistencia   a   antibióticos   de  

diferentes  familias  utilizados  en  su  tratamiento  (Fig.  13).    

En  la  actualidad  más  del  60%  de  las  infecciones  que  se  detectan  en  las  Unidades  

de  Cuidados  Intensivos  (UCIs)  en  Estados  Unidos  son  producidas  por  SARM  (Hiramatsu  

et  al.,  1997;  Kumar,  2016;  Lee  et  al.,  2017).  
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Figura  13.  Evolución  de  la  resistencia  a  distintos  antibióticos  en  Staphylococcus  aureus.  Basado  

en  (McGuinness,  Malachowa,  &  DeLeo,  2017).  

  

5.1  Resistencia  a   -‐lactámicos  

   Los   antibióticos   -‐lactámicos   fueron   descubiertos   por   Alexander   Fleming   en  

1928.  La  presencia  de  un  anillo   -‐lactámico,  estructuralmente  similar  al  dipéptido  D-‐Ala-‐

D-‐ala  del  peptidoglicano,  define  químicamente  a  esta  familia  de  antibióticos  y  es  el  que  

permite   la  unión  al  ce

situadas   en   la   membrana   bacteriana   y   responsables   de   la   transpeptidación   del  

peptidoglicano  durante  la  síntesis  de  la  pared  celular,  interfiriendo  así  en  la  construcción  

de   los   puentes   cruzados   entre   las   cadenas   de   peptidoglicano   (Guignard,   Entenza,  &  

Moreillon,   2005).   El   resultado   final   es   la   inhibición   del   crecimiento   bacteriano   por  

interferencia  en  la  síntesis  de  la  pared  bacteriana.  

La  unión  del  anillo   -‐lactámico  a  una  cadena  lateral  modifica  las  propiedades  del  

compuesto  resultante  y  da   lugar  a   los  diferentes  grupos  de  antibióticos   -‐lactámicos:  

penicilinas,   cefalosporinas,   carbapenémicos,   monobactamas   e   inhibidores   de   -‐

lactamasas  (Fig.  14).  

   En  el  género  Staphylococcus  se  han  descrito  dos  mecanismos  de  resistencia  a   -‐

lactámicos.  El  primero  se  debe  a  la  producción  de  la  enzima   -‐lactamasa,  codificada  por  

el   gen   blaZ.   Esta   enzima   inhibe   la   acción   de   la   penicilina   hidrolizando   el   anillo   -‐
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lactámico   de   su   estructura,   y   tiene   efecto   sobre   las   penicilinas   naturales   y   las  

semisintéticas,  siendo  inactiva  frente   -‐lactámicos  (McGuinness  et  al.,  2017).    

El   segundo   mecanismo   es   por   producción   de   una   PBP   adicional,   PBP2a,  

codificada  por  el  gen  mecA,  adquirido  en  S.  aureus  por  un  ADN  exógeno  denominado  

SCCmec Staphylococcal  Cassette  Chromosome  mec   (Lakhundi  &  Zhang,  2018).    

La   meticilina,   un   -‐lactámico   semisintético,   se   introdujo   en   1959   para   tratar  

infecciones   de   S.   aureus   resistentes   a   penicilinas.   Tras   dos   años   de   uso   clínico,  

aparecieron   las   primeras   cepas   resistentes   (SARM)   cuyo   mecanismo   de   resistencia,  

citado  anteriormente,  consistía  en  la  síntesis  de  una  PBP  adicional  (McGuinness  et  al.,  

2017).  

  

  

  

  

  

  

Figura  14.  Estructura  química  de:  a)  penicilina,  b)  cefalosporinas,  c)  carbapenems,  d)  

monobactámicos  y  e)  ácido  clavulánico.  Imágenes  de  elaboración  propia  realizada  con  el  

programa  ChemSketch  basada  en  (Suárez  &  Gudiol,  2009;  Vincent  &  Amar,  2002).  

El  centro  catalítico  de  esta  enzima  se  encuentra  distorsionado,  por  lo  que  los   -‐

lactámicos  no   tienen  suficiente  afinidad  por   esta  estructura,   y  en  presencia  de  estos  

antimicrobianos,  PBP2a  es  capaz  de  mantener  la  biosíntesis  de  la  pared  activa.  También  

se  han  descrito  aislados  clínicos  que  presentaban  resistencia  a  oxacilina,  pero  no  poseían  

el  gen  mecA.  La  resistencia  de  estos  aislados  se  debía  a  modificaciones  en  el  dominio  

transpeptidasa   de   la   enzima   PBP2   (McCallum,   Berger-‐Bächi,   &   Senn,   2010).   Se   ha  

observado  otro  mecanismo  alternativo  de  resistencia  a  oxacilina,  mediante  el  cual   las  

a)   b)   c)  

d)   e)  



INTRODUCCIÓN    

   47  

cepas   presentan   una   sensibilidad   intermedia   al   antibiótico Oxacillin  

Resistant  S.  aureus .  

5.2  Resistencia  a  glucopéptidos  

   Los  glucopéptidos   (Fig.  15)   son  antibióticos  producidos  por  actinomicetos  que  

poseen  un  núcleo  de  heptapéptidos  tricíclicos  o  tetracíclicos,  glicosilado  y,  en  ocasiones,  

presentan   un   ácido   graso   unido   a   su   estructura.   A   esta   familia   pertenecen   los  

antibióticos   vancomicina   y   teicoplanina,   entre   otros   (Yim,   Thaker,   Koteva,  &  Wright,  

2014).  

Este  grupo  de  antimicrobianos  afecta  la  síntesis  de  la  pared  celular  bacteriana,  

ya   que   es   capaz   de   unirse   al   dipéptido   D-‐Ala4-‐D-‐Ala5   del   lípido   II,   impidiendo   la  

transglicosilación  y  transpeptidación  del  peptidoglicano.  También  se  han  descrito  otros  

mecanismos   de   acción   secundarios,   como   la   inhibición   de   la   síntesis   de   ARN   y   la  

alteración  de  la  permeabilidad  de  la  pared,  en  algunos  miembros  de  este  grupo  (Foster,  

2017).  

La  vancomicina  es  el  antibiótico  más  relevante  de  esta  familia.  Fue  descubierto  

en  1950,  pero  su  uso  clínico  no  se  produjo  hasta  finales  de  los  años  80,  tras  la  creciente  

aparición  de  cepas  resistentes  a  meticilina.  En  ese  momento  la  vancomicina  pasó  a  ser  

el  antibiótico  de  elección  frente  a  infecciones  producidas  por  bacterias  Gram  positivas,  

sobre  todo  SARM  y  Clostridium  difficile  (Butler,  Hansford,  Blaskovich,  Halai,  &  Cooper,  

2014).  
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Figura  15.  Estructura  química  de:  a)  vancomicina  y  b)  teicoplanina,  dos  antibióticos  

glucopéptidos.  Fuente  Wikipedia.  

   A  los  pocos  años  de  su  introducción  en  la  clínica  aparecieron  aislados  de  S.  aureus  

con   sensibilidad   intermedia   a   vancomicina   (SAIV),   con   una   concentración   mínima  

inhibitoria  (CMI)  de  entre  4  y  16  mg/L,  y  cepas  resistentes  a  vancomicina  (SARV),  con  

CMI  mayor  de  16  mg/L  (Vestergaard,  Frees,  &  Ingmer,  2019).  

   La  resistencia  a  vancomicina  se  debe  al  operón  van,  procedente  de  un  plásmido  

de   enterococos   que   adquiere   S.   aureus   por   eventos   puntuales   de   conjugación.   Este  

operón   contiene   genes   inducibles   por   la   presencia   de   vancomicina   que  modifican   el  

dipéptido  D-‐Ala-‐D-‐Ala  del  lípido  II  por  D-‐Ala-‐D-‐Lactato;  el  antibiótico  muestra  una  menor  

afinidad   por   este   nuevo   compuesto,   por   lo   que   no   inhibe   la   síntesis   de   la   pared  

bacteriana  (Foster,  2017).    

Entre  2002  y  2012  solo  se  encontraron,  en  Estados  Unidos,  13  cepas  de  S.  aureus  

resistentes  a  vancomicina  que  poseían  el  operón  van,  por   lo  que  este  mecanismo  de  

resistencia  no  parece  que  se  haya  extendido  entre  aislados  de  esta  bacteria  (Butler  et  

al.,  2014).    

Por  otra  parte,  el  fenotipo  de  sensibilidad  reducido  que  han  mostrado  algunas  

aislados   se   ha   relacionado   con   infecciones   persistentes   tratadas   durante   un   largo  

periodo   con   vancomicina.   El   mecanismo   responsable   de   esta   disminución   de   la  

sensibilidad  no  es  del  todo  conocido,  pero  se  ha  visto  que  puede  desencadenarse  por  el  

tratamiento  con  otros  antibióticos  como  los   -‐lactámicos  (McGuinness  et  al.,  2017).    

a)   b)  
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Estas   cepas   presentan   un   mayor   grosor   de   la   pared   bacteriana   y   un   peor  

entrecruzamiento   del   peptidoglicano,   lo   que   impide   que   este   tipo   de   antibióticos  

actúen.  Este  fenotipo  se  ha  relacionado  con  una  acumulación  de  mutaciones  genéticas,  

especialmente   en   los   genes   reguladores   (McCallum   et   al.,   2010).   Otras   alteraciones,  

como  una  disminución  de   la  carga  negativa  en   la  envoltura  celular,  menor  autolisis  o  

aumento   de   la   síntesis   de   la   pared   celular,   también   se   han   relacionado   con   la  

sensibilidad  disminuida  a  vancomicina  (Vestergaard  et  al.,  2019).    

Los   mecanismos   por   los   que   se   desarrolla   este   fenotipo   no   son   del   todo  

conocidos,  pero  se  han  asociado  un  gran  número  de  mutaciones  en  diferentes  genes  

(Tabla  1).    

Tabla  1.  Genes  asociados  al  fenotipo  de  sensibilidad  reducida  a  vancomicina  

Fenotipo   Genes  asociados  a  SAIV  

Mayor  grosor  de  la  pared  y  menor  autolisis  

graSR  

walKR  

yycH  

pbp4  

sarA  

mgrA  

clpP  

stp1  

Aumento  de  la  síntesis  de  la  pared  celular  

vraSR  

vraFG  

mprF  

spoVG  

capA-‐capP  

prsA  

Desregulación  global  

agr  

rot  

rpoB  

rsbU  

yjbH  



INTRODUCCIÓN    

   50  

  
De  entre  estos  genes,  cabe  destacar  la  relevancia  de  las  mutaciones  en  graRS  y  

walKR,  relacionados  con  la  resistencia  a  glucopéptidos.  El  gen  rpoB,  relacionado  con  la  

ARN   polimerasa,   también   juega   un   papel   crucial   en   la   aparición   de   esta   falta   de  

sensibilidad  a  vancomicina  (McGuinness  et  al.,  2017).  

La   creciente   aparición   de   aislados   con   sensibilidad   disminuida   a   vancomicina  

supone  un  problema  muy  importante  para  el  tratamiento  de  estas  infecciones.  

5.3  Resistencia  a  lipoglucopéptidos  

La  aparición  de  aislados  resistentes  o  con  sensibilidad  reducida  a  vancomicina,  

llevó   a   la   necesidad   de   buscar   alternativas   de   tratamiento.   De   este   modo   se  

desarrollaron  los  lipoglucopéptidos  como  telavancina,  oritavancina  y  dalbavancina  (Fig.  

16).  Son  derivados  de  vancomicina  a  los  que  se  les  ha  añadido  una  cadena  lipofílica,  pero  

el  núcleo  heptapeptídico  se  mantiene.    

  

Figura  16.  Estructura  química  de  dalbavancina.  Fuente  Wikipedia.  

El  mecanismo  de  acción  que  presentan  es  multifactorial  y  depende  de  cada  uno.  

Dalbavancina  inhibe  la  síntesis  de  peptidoglicano;  sin  embargo,  otros,  como  telavancina,  

interaccionan  con  la  membrana  plasmática  de  la  bacteria  provocando  su  disrupción,  y,  

finalmente,  la  lisis  bacteriana  (Vestergaard  et  al.,  2019)  
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La  resistencia  a  este  grupo  de  antimicrobianos  es  muy  poco  común,  debido  a  la  

prolongada  acción  in  vivo.  Aunque  este  hecho  también  puede  contribuir  a  la  selección  

de   población   resistente   a   estos   antibióticos   a   concentraciones   sub-‐inhibitorias.   El  

desarrollo  de  esta  resistencia  se  ha  asociado  con  mutaciones  en  los  genes  implicados  en  

la  regulación  del  metabolismo  de  la  pared  celular  bacteriana,  implicados  también  en  la  

resistencia  a  vancomicina  (Werth  et  al.,  2018;  Yoo  et  al.,  2013).  

5.4  Resistencia  a  linezolid  

   Linezolid  (Fig.  17)  es  una  oxazolidionona  de  síntesis  química  aprobada  en  el  año  

2000  por  la  FDA  para  el  tratamiento  de  infecciones  nosocomiales  provocadas  por  SARM  

de  difícil  tratamiento.  Este  antibiótico  interactúa  con  el  ARNr  23S  bloqueando  la  síntesis  

de  proteínas  e  impidiendo  el  acople  del  ARNt  en  el  centro  peptidiltransferasa.  Además,  

interacciona  con  el  ARNt,  la  proteína  ribosomal  L27,  y  la  proteína  LepA   (Foster,  2017;  

Vestergaard  et  al.,  2019).  

  

Figura  17.  Estructura  química  de  linezolid.  Imagen  de  elaboración  propia  con  el  programa  

ChemSketch  basada  en  (Douros,  Grabowski,  &  Stahlmann,  2015).  

   La   aparición   de   resistencia   a   este   antibiótico   supone   un   grave   problema,  

especialmente  en  el  tratamiento  de  infecciones  complejas  por  SARM.  Se  ha  relacionado  

con   numerosas   mutaciones   en   el   ARNr   que   alteran   el   lugar   de   interacción   del  

antimicrobiano  con  la  proteínas  ribosomales  50S,  L3,  L4  o  L22,  y  con  la  adquisición  por  

transferencia  lateral  del  gen  cfr,  que  codifica  una  metiltransferasa  que  modifica  el  ARNr  

23S,  o  el  gen  optrA,  que  codifica  un  transportador  ABC  (Belousoff  et  al.,  2017;  Lazaris  et  

al.,  2017).  La  adquisición  de  estos  genes  no  es  frecuente,  pero  la  mayoría   infecciones  

clínicas  por  SARM  resistente  a   linezolid   se  han  asociado  a   su  presencia   (Sierra  et  al.,  

2013).  
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6.  Daptomicina  

La   daptomicina   es   un   antibiótico   de   naturaleza   lipopeptídica   producido   por  

Streptomyces  roseosporus  (Heidary  et  al.,  2017),  que  presenta  actividad  antimicrobiana  

frente   a   bacterias   Gram-‐positivas.   Fue   aprobado   en   2003   por   la   FDA   para   tratar  

infecciones   de   tejidos   blandos,   y   en   2006   para   el   tratamiento   de   bacteriemias  

producidas  por  S.  aureus  (Baltz,  2009).  

En  la  actualidad,  daptomicina  se  ha  convertido  en  un  recurso  imprescindible  para  

tratar  infecciones  complicadas  causadas  por  SARM  o  Enterococcus  faecium  resistente  a  

vancomicina  (ERV)  (Miller  et  al.,  2016).  Se  ha  demostrado  que  daptomicina  es  entre  4  y  

8  veces  más  activa  que  la  vancomicina  y  unos  30  veces  más  activa  que  linezolid  contra  

SARM  y  SASM  (Gómez  Casanova  et  al.,  2017).    

Estructuralmente  (Fig.  18),  daptomicina  es  un  lipopéptido  cíclico  formado  por  un  

depsipéptido   de   13   aminoácidos,   de   los   cuales,   diez   forman   un   núcleo   cíclico   que  

contiene  aminoácidos  no  canónicos,  como  kineurina,  ornitina  y  ácido  3-‐metilglutámico,  

además  de  D-‐enantiómeros.  Al  triptófano  terminal  de  los  otros  tres  aminoácidos  se  une  

un   ácido   graso   (Miller   et   al.,   2016),   crucial   para   la   actividad   antimicrobiana   de   la  

daptomicina  (Hernández  et  al.,  2007).  

  

Figura  18.  Estructura  química  de  daptomicina  (Casanova,  Ruiz  &  Bellido.  2017).  
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6.1  Mecanismo  de  acción  

La  estructura  de  la  daptomicina  es  muy  similar  a  la  de  otras  moléculas  producidas  

por   el   sistema   inmunitario   de   mamíferos,   conocidas   como   péptidos   catiónicos  

antimicrobianos   (PCAs),   y,  más   concretamente,   a   la   de   la   catelicidina   LL-‐37   humana.  

Estas   moléculas   son   capaces   de   actuar   frente   a   bacterias,   hongos   y   algunos   virus  

envueltos,  uniéndose  a  la  membrana  y  provocando  su  rotura  (Aisenbrey,  Marquette,  &  

Bechinger,   2019).   La   similitud   estructural   entre   daptomicina   y   PCAs,   ha   llevado   a  

postular  que  el  mecanismo  de  acción  de  daptomicina  también  sea  parecido  al  de  estas  

moléculas,  aunque  este  no  se  conoce  con  exactitud  (Fig.  18)   (Gómez  Casanova  et  al.,  

2017;  Miller  et  al.,  2016).  

La   actividad   bactericida  de   daptomicina  depende   de   su   interacción   con   iones  

calcio  (Ca2+),  en  una  relación  molar  1:1,  formándose  así  un  complejo  DAP-‐Ca2+.  La  carga  

positiva   que   aporta   el   calcio   a   este   complejo   le   proporciona   gran   afinidad   por   la  

membrana  plasmática  bacteriana,  cuya  carga  neta  suele  ser  negativa  en  Staphylococcus,  

al  presentar   como  componente  mayoritario  el   fosfolípido  aniónico  PG   (Kreutzberger,  

Pokorny,  &  Almeida,  2017).  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  19.  Mecanismo  de  acción  de  daptomicina  sobre  la  membrana  plasmática  bacteriana.  

Imagen  de  elaboración  propia  basada  en  (Miller  et  al.,  2016).  

Para  que  se  produzca  la  inserción  y  fijación  de  la  daptomicina  entre  las  moléculas  

de   PG   (Kreutzberger   et   al.,   2017),   es   necesario   que   se   produzca   un   cambio  
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conformacional  en  ésta  (Fig.19).  La  presencia  de  PG  provoca  una  oligomerización  de  las  

moléculas   de   daptomicina   y   su   posterior   translocación   desde   la   cara   externa   de   la  

membrana  hacia  la  cara  interna.  Estos  eventos  dan  lugar  a  la  formación  de  un  poro  en  

la   membrana   bacteriana   formado   por   dos   oligómeros   de   cuatro   unidades   de  

daptomicina  opuestos  entre  sí.  A  través  de  este  poro  se  produce  la  pérdida  de  iones  K+,  

lo   cual  provoca  una  disrupción  del  potencial  de  membrana  y,   como  consecuencia,   la  

despolarización   de   esta   (Heidary   et   al.,   2017),   lo   que   ocasiona   una   interrupción   de  

múltiples  procesos  vitales,  que   llevan  a   la  muerte   celular  de   la  bacteria   (Miller  et  al.,  

2016).  

No  obstante,  todas  las  observaciones  experimentales  que  llevaron  a  este  modelo  

se  realizaron  a  concentraciones  muy  elevadas  de  daptomicina,  por  lo  que  la  situación  in  

vivo   podría   ser  diferente   (Heidary  et  al.,  2017).  A   concentraciones  en   torno  a   la  CMI  

bacteriana  se  ha  visto  que  daptomicina  impide  la  regeneración  celular  desde  el  estado  

de   protoplasto   en   E.   faecium,   como   consecuencia   de   la   inhibición   de   la   síntesis   de  

diversas  macromoléculas,  sobre  todo  los  ácidos  lipoteicoicos  (Boaretti,  Canepari,  Lleò,  

&  Satta,  1993).  

Basándose   en   estudios   con   vesículas   unilamelares,   se   ha   propuesto   otro  

mecanismo  de  acción  para  daptomicina.  Se  postula  que  la  interacción  con  daptomicina  

altera  de  manera   importante  el   contenido  de   fosfolípidos  de   la  membrana  celular,   a  

través  de  lo  que  se  ha  llamado  

concentraciones   de   daptomicina,   la   interacción   de   la   vesícula   con   el   antibiótico  

provocaría  una  expansión  de  esta;  sin  embargo,  a  concentraciones  altas  de  daptomicina,  

tras  esta  expansión  inicial,  se  produciría  una  disminución  de  la  superficie  de  la  vesícula,  

provocada  por  la  expulsión  de  agregados  formados  por  lípidos  y  péptidos   (Chen,  Sun,  

Sun,  &  Huang,  2014).  

Utilizando  Bacillus  subtilis  como  modelo  de  estudio,  se  ha  comprobado  que   la  

interacción  de  la  daptomicina  con  la  membrana  celular  se  produce  preferencialmente  

en  los  septos  de  división,  e  induce  importantes  cambios  en  la  envoltura  celular.  A  bajas  

concentraciones  de  daptomicina  aparecen  zonas  irregulares  y  curvadas  en  las  zonas  de  

interacción  que  desencadenan  una  deslocalización  de  las  proteínas  de  división  celular  e  
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induce  la  síntesis  de  peptidoglicano  (Pogliano,  Pogliano,  &  Silverman,  2012).  De  acuerdo  

con  estas  observaciones  se  ha  propuesto  que  daptomicina  se  une  a   las  moléculas  de  

fosfatidilglicerol  presentes  en  la  membrana  celular  bacteriana,  provocando  alteraciones  

en   su   curvatura   y   haciendo   que   proteínas   esenciales   para   la   división   celular,   como  

DivIVA,  no   sean  capaces  de   reconocer   las   zonas  de  división,   inhibiendo   la   síntesis  de  

peptidoglicano.   A   concentraciones   altas   de   daptomicina,   estos   cambios   en   la  

homeostasis   de   la  membrana   celular   producen  una   fuga  de   iones   y  una   pérdida  del  

potencial  de  membrana  (Tran  et  al.,  2015).  

También  se  ha  observado  que  daptomicina  puede  provocar  la  deslocalización  de  

proteínas  periféricas  como  MurG,  involucrada  en  la  síntesis  del  peptidoglicano,  o  PlsX,  

implicada  en  la  síntesis  de  fosfolípidos  (Müller  et  al.,  2016).  

Otros  autores  han  propuesto  que  el  mecanismo  de  acción  de  daptomicina  puede  

estar   relacionado   con   la   inhibición   de   la   síntesis   del   peptidoglicano   o   los   ácidos  

lipoteicoicos   en   algunas   especies   bacterianas   (Heidary   et   al.,   2017),   aunque   este   no  

parece  ser  el  caso  de  S.  aureus  o  Enterococcus  faecium   (Laganas,  Alder,  &  Silverman,  

2003).  

6.2  Mecanismos  de  resistencia  a  daptomicina  

  Se   considera   que   la   resistencia   a   daptomicina   es   un   evento   raro   en   clínica,  

aunque  cada  vez  se  describen  con  más  frecuencia  cepas  resistentes  tras  el  tratamiento  

con   el   antibiótico   (Miller   et   al.,   2016).   Los   mecanismos   habituales   por   los   que   se  

desarrolla  resistencia  a  un  antibiótico  suelen  estar  relacionados  con  la  modificación  de  

la   diana   o   la   inactivación   del   antibiótico   (Hernández   Martí,   2007);   sin   embargo,   el  

mecanismo   exacto   por   el   que   se   produce   la   resistencia   a   daptomicina   no   se   ha  

determinado  aún,  pero  de  acuerdo  con  todos  los  estudios  realizados  en  este  campo  se  

cree   que   es   un   mecanismo   complejo   y   multifactorial   relacionado   con   diversas  

mutaciones  genéticas  (Tabla  2)  (Baltz,  2009;  Bayer  et  al.,  2015;  Bayer,  Mishra,  Cheung,  

Rubio,  &  Yang,  2016;  Bayer  et  al.,  2014;  Cui  et  al.,  2010;  Ernst  &  Peschel,  2019;  Gómez  

Casanova  et  al.,  2017;  Miller  et  al.,  2016).  Dado  que  la  daptomicina  parece  interaccionar  

de  manera  directa  con  la  membrana  celular  bacteriana,  los  cambios  que  se  produzcan  



INTRODUCCIÓN    

   56  

en   la   composición  de   fosfolípidos  y  en   su   carga  neta  pueden   llevar  a  un   fenotipo  de  

resistencia  (Heidary  et  al.,  2017).  

Tabla  2.  Genes  asociados  con  la  aparición  de  resistencia  a  daptomicina.  

Gen   Función   Fenotipo  asociado  a  la  resistencia  

mprF   Síntesis  de  LPG  
Aumenta  la  carga  positiva  presente  en  la  

membrana  

cls2   Síntesis  de  DPG  
Aumento  del  grosor  de  la  membrana  

celular  bacteriana  

rpoB     
Aumento  del  grosor  de  la  pared  y  

disminución  de  la  carga  negativa  

rpoC   ´  de  ARN  polimerasa  
Aumento  del  grosor  de  la  pared  y  

disminución  de  la  carga  negativa  

clpP   Degradación  de  proteínas  
Menor  expresión  de  agr  y  los  factores  de  

virulencia  

yycFG  
Control  de  la  síntesis  de  

peptidoglicano  
Aumento  del  grosor  de  la  pared  

pgsA   Síntesis  de  PG   Disminución  de  PG  en  la  membrana  

agr  
Sistema  regulador  mediante  

quorum  sensing   
Liberación  de  fosfolípidos  al  medio  externo  

prs   Fosforibosilprofosfato  sintetasa   Desregulación  de  la  síntesis  de  purinas  

pnpA  
Fosforilasa  necesaria  para  la  

expresión  de  genes  de  virulencia  
Problemas  de  transcripción  

dltABCD   Alanización  de  los  ácidos  teicoicos  
Aumenta  la  carga  positiva  presente  en  la  

envoltura  celular  

vraSR  
Sistema  regulador  de  la  biosíntesis  

de  la  pared  
Desregulación  de  biosíntesis  de  la  pared  

graSR  
Regulador  de  la  expresión  de  mprF  

y  dltABCD  

Menor  carga  neta  negativa  en  la  envoltura  

celular  bacteriana  

Uno   de   los   genes   más   frecuentemente   relacionado   con   la   resistencia   a  

daptomicina  en  el  género  Staphylococcus  es  mprF   F

(Ernst  &  Peschel,  2019).  Este  gen  codifica  una  enzima  bifuncional  integral  de  membrana  

del   mismo   nombre,   encargada   de   la   síntesis   de   LPG,   fosfolípido   con   carga   positiva,  
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componente  esencial  de  la  membrana  de  estas  bacterias.  Concretamente,  esta  enzima  

cataliza   la  transferencia  de  una  molécula  de  lisina,  procedente  de  un  lisil-‐ARNt,  a  una  

molécula  de  PG,  y  su  posterior  translocación  a  la  parte  externa  de  la  membrana  (Bæk  et  

al.,  2015;  Bayer  et  al.,  2014;  Ernst  &  Peschel,  2011).  

Estructuralmente  (Fig.  20)  se  pueden  distinguir  dos  partes  muy  bien  definidas  en  

MprF:  a)  un  extremo  C-‐terminal,  hidrofílico,    de  entre  6  y  14  hélices  transmembrana  y  

con  unos  300  aminoácidos  en  el  citosol,  responsable  de  la  unión  de  la  lisina  a  la  molécula  

de  PG,  y  b)  un  extremo  N-‐terminal  de  carácter  hidrofóbico,  responsable  del  anclaje  a  la  

membrana  y  con  función  flipasa,  que  transporta  las  moléculas  de  LPG  sintetizadas  en  la  

cara   interna   hacia   la   cara   externa   de   la   membrana   (Ernst   &   Peschel,   2011).   Se   ha  

propuesto  que   la  parte  hidrofóbica   es  necesaria   para  que   la   enzima   se  posicione  de  

manera  correcta  cerca  de  la  molécula  aceptora  (Roy  &  Ibba,  2009).  Para  la  síntesis  de  

LPG  in  vitro  solo  es  necesaria  la  parte  hidrofílica;  sin  embargo,  se  ha  observado  que  para  

la   síntesis   del   fosfolípido   in   vivo    son   necesarios   al   menos   6   de   los   14   dominios  

transmembrana    (Ernst  &  Peschel,  2011).    

  

Figura  20.  Esquema  de  la  estructura  enzimática  de  mprF.  Se  resaltan  en  color  naranja  las  

mutaciones  más  frecuentes  relacionadas  con  la  resistencia  a  daptomicina.  Imagen  de  

elaboración  propia  basada  en  (Ernst  &  Peschel,  2019).  

   Mediante  estudios  de  parejas  isogénicas  sensibles  y  resistentes  a  daptomicina,  

se  ha  sugerido  que  un  determinado  número  de  mutaciones  puntuales  (Fig.  20)  pueden  

estar   relacionadas   con   la   resistencia   a   este   antibiótico   (Bayer   et   al.,   2014;   Ernst   &  
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Peschel,  2019;  Ernst  et  al.,  2018).  Estas  mutaciones,  algunas  consideradas  suficientes  

para  la  aparición  del  fenotipo  de  resistencia,  aparecen  con  mayor  frecuencia  en  la  zona  

de  unión  de   los   dominios   flipasa   y   sintetasa,   así   como  en  el   dominio   sintetasa  de   la  

proteína.  Las  mutaciones  más  frecuentes  encontradas  en  MprF  que  parecen  suficientes  

para   conferir   un   fenotipo   de   resistencia   a   daptomicina   son   T345A   y   V351E   (Ernst  &  

Peschel,  2019;  Ernst  et  al.,  2018).  Se  pensó  que  estas  mutaciones,  y  otras  similares  en  la  

misma  región,  provocarían  un  aumento  en  la  síntesis  de  LPG  y  su  mayor  translocación  

hacia   la  cara  externa  de   la  membrana,  provocando  una  disminución  de   la  carga  neta  

negativa  de  la  membrana  celular,  lo  que   induciría  la  repulsión  del  complejo  DAP-‐Ca2+,  

impidiendo  su  unión  a  la  membrana  (Miller  et  al.,  2016).    

También  se  ha  observado  que  una  mayor  presencia  de  LPG  reduce  la  interacción  

de  daptomicina  de  manera  experimental  con  vesículas  unilamelares,  debido  a  la  menor  

carga  neta  negativa  de  esas  (Khatib,  Stevenson,  Yeaman,  Bayer,  &  Pokorny,  2016).  Sin  

embargo,  estudios  recientes  han  demostrado  que  las  mutaciones  surgidas  en  esta  zona  

no   producen   una   ganancia   de   función   de   la   enzima,   sino   que   podrían   provocar   un  

cambio  conformacional  en  ella,  que  impediría  una  correcta  interacción  de  esta  con  otro  

factor   de   la  membrana,   el   cual   interaccionaría   con   la   daptomcina.   Se   ha   observado  

también  que  cepas  de  S.  aureus  resistentes  a  daptomicina  pueden  presentar,  junto  con  

mutaciones  en  MprF,  variaciones  en  genes  como  yycFG,  rpoB,  rpoC,  vraS  y  dltA  (Ernst  &  

Peschel,  2019;  Ernst  et  al.,  2018).    

Otro  mecanismo  para  aumentar  la  carga  neta  positiva  de  la  envoltura  celular  es  

alterando  la  regulación  del  operón  dltABCD  (Bayer  et  al.,  2016).  Este  operón  codifica  el  

sistema   enzimático   encargado   de   la   alanilación   de   los   ácidos   teicoicos.   Debido   a   su  

actividad,  mutaciones   de   ganancia   de   función   en   este   operón   aumentarían   la   carga  

positiva  disponible  en   la  membrana,  y,  por  repulsión  de  cargas,  daptomicina  no  sería  

capaz   de   unirse   a   la   membrana   celular   bacteriana.   Además,   este   operón   tiene   una  

función  adicional  ya  que,  de  manera   indirecta,   regula   la   función  autolítica  bacteriana  

(Cafiso  et  al.,  2014).  También  se  han  encontrado  mutaciones  en  este  operón  que  se  han  

asociado  con  la  tolerancia  al  antibiótico  en  aislados  de  S.  aureus  (Mechler  et  al.,  2016).  

Las  cepas  tolerantes  difieren  en  las  resistentes  a  los  antibióticos  en  que  son  incapaces  
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de  crecer  en  presencia  del  antibiótico,  pero  su  viabilidad  no  se  ve  afectada  (Berti  et  al.,  

2018).  

Otro   de   los   genes   importantes   relacionado   con   la   aparición   de   resistencia   a  

daptomicina   es   cls2,   que   codifica   la   enzima   cardiolipina   sintasa   (Cls2),   encargada   de  

catalizar  la  condensación  de  dos  moléculas  de  PG  para  formar  DPG,  con  la  liberación  de  

glicerol  (Kuhn  et  al.,  2015).  Staphylococcus  aureus  posee  dos  Cls  distintas  (Cls1  y  Cls2)  

que  codifican   la  síntesis  de  DPG.  Sin  embargo,  Cls2  se  encarga  de  sintetizar   la  mayor  

parte  del  contenido  de  este   fosfolípido  en   la  membrana  en  condiciones  normales  de  

crecimiento;  bajo  condiciones  de  estrés,  sobre  todo  en  medios  con  un  alto  contenido  en  

sales,  Cls1  se  induce  y  sintetiza  DPG  (Ohniwa  et  al.,  2013).    

Cls  pertenece  a  la  clase  de  enzimas  fosfolipasa  D  (PLD)  y  consta  en  su  estructura  

de  dos  hélices  transmembrana  y  dos  dominios  fosfolipasa  relacionados  con  la  hidrólisis  

de   fosfatidilcolina   (PLD1   y   PLD2)   (Fig.   21)   (Ohniwa   et   al.,   2013).   Los  miembros   de   la  

superfamilia  PLD  comparten  los  mismos  residuos  clave  que  conforman  el  sitio  catalítico  

de  estas  enzimas  y  tienen  uno  o  dos  motivos  HKD  conservados  en  el  centro  activo,  con  

un   espaciado   canónico   de   HxK(x)4D.   Además,   debido   a   la   homología   de   Cls   con   la  

fosfolipasa   D,   es   probable   que   el   centro   activo   de   Cls   esté   constituido   por   grupos  

funcionales   aportados   tanto   por   PLD1   como   por   PLD2,   con   His217   como   supuesto  

nucleófilo  del  centro  activo  (Koprivnjak  et  al.,  2011).  

  
Figura  21.  Estructura  esquemática  de  la  enzima  cardiolipina  sintasa.  Imagen  de  elaboración  

propia  basada  en  (Koprivnjak  et  al.,  2011)  
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Es  importante  destacar  que  en  cepas  de  S.  aureus  en  crecimiento  activo,  PG  es  el  

fosfolípido   que   se   encuentra  mayoritariamente,   en   cambio,   cuando   dichas   bacterias  

entran  en  fase  estacionaria,  PG  se  convierte  en  DPG  llegando  a  suponer  hasta  el  30%  del  

total  de  fosfolípidos  en  la  membrana  (Jiang  et  al.,  2019b;  Kuhn  et  al.,  2015;  Ohniwa  et  

al.,  2013).  Por  ello,  la  progresión  de  S.  aureus  desde  fase  logarítmica  a  fase  estacionaria  

lleva  consigo  la  conversión  de  PG  a  DPG  (Koprivnjak  et  al.,  2011).  

Un  incremento  de  DPG  en  la  membrana  bacteriana  debido  a  mutaciones  en  el  

gen  cls2,  puede  contribuir  a  generar  resistencia  a  la  daptomicina  en  S.  aureus  (Zhang  et  

al.,  2014)  El  aumento  en  la  cantidad  de  DPG  en  la  membrana  no  altera  la  carga  neta  de  

la  membrana,  pero  sí  aumenta  su  grosor.  De  esta  manera,  daptomicina  no  es  capaz  de  

interaccionar   adecuadamente   con   las  moléculas  de  PG  presentes,   lo  que  previene   la  

translocación  de  la  daptomicina  a  la  membrana  interna  e  impide  la  formación  completa  

del  poro  octamérico,  protegiendo  las  membranas  lipídicas  de  la  permeabilización  (Jiang  

et  al.,  2019b;  Zhang  et  al.,  2014).    

En  E.  faecalis  se  ha  demostrado  un  predominio  de  los  fosfolípidos  PG  y  DPG  en  

los  septos  de  división,  principal  zona  de  interacción  con  la  daptomicina.  Sin  embargo,  se  

ha   observado   que   algunos   mutantes   resistentes   al   antibiótico   reorganizan   los  

fosfolípidos  de  membrana,  desplazando  PG  y  DPG  de  los  septos  de  división,  impidiendo  

la   interacción  con   la  daptomicina  sin  causar   la  repulsión  del  antibiótico   (Miller  et  al.,  

2016;  Tran  et  al.,  2015).  

Se   han   encontrado   casos   de   mutantes   resistentes   a   daptomicina   que  

presentaban  una  mutación  en  agr,     un  sistema  que  actúa  

mediante   quorum-‐sensing   que  regula  más  de  70  genes  en  S.  aureus,  algunos  de  ellos  

factores   de   virulencia.   Los   aislados   con   mutaciones   en   este   sistema   procedían   de  

bacteriemias  persistentes   con  mala   respuesta   al   tratamiento   (Paulander  et  al.,  2018;  

Thompson  &  Brown,  2017).   En  ellos   se  observó  una   liberación  de   los   fosfolípidos  de  

membrana  al  medio  externo,  donde  interaccionan  con  la  daptomicina,  impidiendo  que  

pueda  unirse  a  la  membrana  (Pader  et  al.,  2016;  Rose,  Rybak,  Tsuji,  Kaatz,  &  Sakoulas,  

2007).  
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Otro  gen  relacionado  con  la  resistencia  a  daptomicina  es  yycG,  que  codifica  un  

sensor  histidina  kinasa  y  es  parte  de  un  sistema  de  dos  componentes  conjuntamente  

con  el  gen  yycF.  Este  sistema  regula  el  metabolismo  de  la  pared  celular  y  la  formación  

de  biopelículas  y  es  esencial  para  la  viabilidad  bacteriana  (Baltz,  2009).  Las  mutaciones  

en  este  gen  se  han  asociado  con  una  desregulación  del  metabolismo  de  la  pared,  que  

conlleva  un  engrosamiento  de  esta,  impidiendo  que  la  daptomicina  interaccione  con  la  

membrana  bacteriana  (Foster,  2017).    

Los  genes  rpoB  y  rpoC  codi ´  de  la  

ARN  polimerasa.  Las  mutaciones  observadas  en  los  aislados  de  S.  aureus  resistentes  a  

daptomicina  se  han  relacionado  con  un  aumento  en  el  grosor  de  la  pared  bacteriana  y  

la   disminución   de   la   carga   neta   negativa   disponible   en   la   parte   externa   para   la  

interacción  con  el  antibiótico  (Bæk  et  al.,  2015;  Cui  et  al.,  2010;  Gómez  Casanova  et  al.,  

2017).  

Por  otra  parte,  en  S.  aureus,  el  regulador  de  dos  componentes  vraSR  controla  la  

transcripción   de   pbp2   y   la   de   diversos   genes   implicados   en   la   síntesis   de   la   pared.  

Algunos  investigadores  han  observado  que  los   -‐lactámicos  y  otros  agentes  que  afectan  

a   la   pared   celular  pueden   inducir   la   activación  de  este   sistema   (Yin,  Daum,  &  Boyle-‐

Vavra,  2006),  que  cuenta  con  un  ortólogo  en  la  bacteria  E.  faecium  llamado  LiaFSR,  al  

cual  también  se  le  ha  asignado  un  papel  en  la  resistencia  a  daptomicina  en  esta  especie  

(Miller  et  al.,  2016).  Se  ha  observado  que  las  mutaciones  que  aumentan  la  expresión  de  

este   sistema  están  directamente   relacionadas   con   la  baja   sensibilidad  a  daptomicina  

(Mehta  et  al.,  2012;  Taglialegna,  Varela,  Rosato,  &  Rosato,  2019).  

El  sistema  de  dos  componentes  GraSR,  regula  la  expresión  del  operón  dltABCD  y  

mprF   en   respuestas   a   péptidos   catiónicos,   para   reducir   la   carga   neta   negativa   de   la  

envoltura   celular   bacteriana.   Las   mutaciones   en   este   gen   disminuyen   de   manera  

permanente  la  carga  neta  negativa  de  la  envoltura  celular  bacteriana,  por  lo  que  pueden  

provocar  resistencia  a  daptomicina  (Müller  et  al.,  2018).  

También  se  han  descrito  mutaciones  en  otros  genes  que,  con  menor  frecuencia,  

producen   resistencia   a   daptomicina.   Estos   genes   son   prs,   que   codifica   la  

fosforibosilprofosfato   sintetasa;   clpP,   gen   implicado   en   la   degradación   de   proteínas  
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anómalas,  y  pnpA,  que  juega  un  papel  muy  importante  en  la  expresión  de  los  genes  de  

virulencia  (Song,  Rubio,  Jayaswal,  Silverman,  &  Wilkinson,  2013).  

6.3  Relación  entre  vancomicina  y  la  resistencia  a  daptomicina  

   Se  ha  descrito  que  hay  una  relación  estrecha  entre  la  resistencia  a  vancomicina  

y   a   daptomicina   en   aislados   de   S.   aureus,   pero   con  más   frecuencia   en   Enterococcus  

faecium  (Miller  et  al.,  2016).  Mutaciones  en  distintos  genes,  implicados  en  la  resistencia  

a   vancomicina,   se   han   asociado   con   la   aparición   de   resistencia   a   daptomicina   en  

pacientes  con  infecciones  causadas  por  S.  aureus  o  E.  faecium  que  habían  sido  tratados  

con  este  antibiótico  (Chow,  Win,  Ng,  Lee,  &  Win,  2016;  San-‐Juan  et  al.,  2016).  

   Los   genes  más   frecuentes   asociados   con   la   aparición   de   resistencia   a   los   dos  

antibióticos  son  genes  reguladores,  como  vraSR,  dlt  o  walKR,  además  de  rpoB  y  rpoC.  

Todos   estos   genes   causan   un   engrosamiento   de   la   pared   celular   bacteriana   o   un  

aumento  de  la  carga  positiva  en  la  envoltura  celular  bacteriana  (Foster,  2017).
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Dentro   del   género   Staphylococcus   se   encuentran   importantes   patógenos  

humanos.   Uno   de   los  microorganismos   más   relevantes   en   clínica   es   Staphylococcus  

aureus,  causante  de  un  gran  número  de  infecciones,  tanto  adquiridas  en  la  comunidad  

como  nosocomiales.  Sin  embargo,  en  los  últimos  años  también  se  ha  observado  que  los  

estafilococos   coagulasa   negativa   han   emergido   como   patógenos   oportunistas  

provocando  diversos  tipos  de   infecciones  asociados  con  dispositivos  médicos.  En  este  

grupo  cabe  destacar  Staphylococcus  capitis,  principal  causante  de  sepsis  tardía  neonatal  

en  las  unidades  de  cuidados  intensivos  hospitalarias.  

La  multirresistencia  en  este  género  se  ha  convertido  en  un  problema  clínico  de  

gran   relevancia,   sobre   todo   desde   la   aparición   de   resistencia   a   daptomicina,  

antimicrobiano   de   naturaleza   lipopeptídica   utilizado   como   último   recurso   frente   a  

infecciones  por  Staphylococcus  aureus  resistente  a   -‐lactámicos  y  glucopéptidos.  

El   mecanismo   de   acción   de   la   daptomicina   no   está   del   todo   claro,   pero   se  

contempla   la   interacción   de   esta   con   la   membrana   plasmática   de   la   bacteria,  

especialmente   con   PG,   el   fosfolípido   aniónico   más   abundante   en   la   membrana   de  

Staphylococcus.  Por  esta   razón,  cambios  en   los   lípidos  de  membrana  o  en   los  grupos  

acilo   que   los   componen   tendrían   un   papel   relevante   en   el  mecanismo  de   acción   de  

daptomicina,   por   lo   que,   de   una   manera   global,   hace   deducir   que   los   lípidos   se  

consideren  muy   relevantes  en  el   fenotipo  de   resistencia  a  este  antibiótico,   y  que   los  

diversos   genes   que   participan   en   la   síntesis   de   estos   compuestos   deben   jugar   un  

determinado  papel  en  la  misma.    

En  el  caso  específico  de  S.  aureus,  ejemplos  claros  se  hallan  en  cls  (cardiolipina  

sintetasa)   y  mprF   (implicado   en   la   formación   de   LPG);   sin   embargo,   los   datos   para  

especies  coagulasa  negativos  como  S.  capitis  son  muy  escasos  en  la  literatura  científica,  

y,  generalmente,  se  refieren  solo  a  mutantes  de  laboratorio.    

Trabajando  en   la   línea  marcada  en   la   literatura  científica   sobre  el   tema,  en   la  

presente  tesis  estudiamos  la  composición  lipídica  de  diversos  estafilococos  para  tratar  

de   definir   si   las   posibles   variaciones   en   esta   pueden   relacionarse   con   variaciones  

genéticas  en  genes  relacionados  con  la  síntesis  y  regulación  de  los  lípidos  de  membrana  

en   estos   microorganismos.   A   diferencia   de   la   mayoría   de   trabajos   publicados,   se  



OBJETIVOS  
  

   65  

estudian   aislados   clínicos,   obtenidos   en   un   mismo   paciente   durante   un   proceso  

infeccioso  y  que  modificaron  su  sensibilidad  a  daptomicina  a  lo  largo  del  tratamiento.  La  

aproximación  experimental  se  ha  basado,  esencialmente,  en  técnicas  de  espectrometría  

de  masas  y  de  secuenciación  del  cromosoma.    

El   objetivo   general   de   esta   tesis   es   relacionar   la   composición   lipídica   de  

Staphylococcus  aureus  y  de  S.  capitis  con  la  resistencia  a  daptomicina,  y  establecer  las  

bases   moleculares   (genéticas)   de   esa   resistencia   en   el   ámbito   de   aislados   clínicos  

obtenidos  en  un  mismo  paciente.  Los  objetivos  específicos  de  esta  tesis  son:  

 Determinar  la  relación  entre  la  composición  lipídica  general  de  diversos  aislados  

clínicos   de   S.   aureus,   por   un   lado,   y   S.   capitis,   por   otro,   y   su   fenotipo   de  

sensibilidad/resistencia  a  daptomicina.  

 Estudiar  la  influencia  de  daptomicina  en  la  composición  lipídica  de  S.  aureus  y  S.  

capitis   en   diversos   puntos   de   la   curva   de   crecimiento   y   relacionarla   con   el  

fenotipo  de  sensibilidad/resistencia  a  este  antibiótico.  

 Conocer   las   variaciones   genéticas   existentes   entre   aislados   sensibles   y  

resistentes  a  daptomicina  de  S.  aureus  y  S.  capitis,  a  través  de  la  secuenciación  y  

comparación   de   sus   genomas,   y   relacionar   estas   con   el   fenotipo   de  

sensibilidad/resistencia  al  antibiótico  y  con  la  composición  lipídica.
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1.  Ámbito  del  estudio,  identificación  y  antibiograma.  

Se  han  estudiado  cinco  cepas  de  S.  aureus  (SA1,  SA2,  SA3,  SA4  y  SA5)  y  cuatro  

cepas  de  S.  capitis  (SC32,  SC33,  SC34  y  SC35),  aisladas  de  dos  pacientes  ingresados  en  el  

  que  presentaron  diferente  grado  

de  sensibilidad  a  daptomicina.  

Las   cinco   cepas   de   S.   aureus   se   obtuvieron   de   hemocultivos   seriados   de   un  

paciente   con   endocarditis.   El   paciente   fue   tratado   inicialmente   con   daptomicina   y  

linezolid  y  tras  aislar  una  cepa  resistente  a  daptomicina,  se  le  cambió  el  tratamiento  a  

vancomicina,  fosfomicina  y  linezolid  (Fig.  22).  

  

Figura  22.  Secuencia  de  aislamientos  de  S.  aureus  en  el  paciente.  

Por  otra  parte,  las  cuatro  cepas  de  S.  capitis  se  aislaron  de  hemocultivos  seriados  

de  un  paciente  con  ventriculitis.  El  paciente  fue  tratado,  inicialmente,  con  vancomicina  

y   piperacilina/tazobactam   y,   más   tarde,   con   linezolid   (Fig.   23).   Daptomicina   no   se  

empleó  en  ningún  momento  a  lo  largo  del  proceso.  

02/05
Aislamiento de SA1, sensible a daptomicina
Tratamiento con daptomicina y linezolid

07/05
Aislamiento de SA2, resistente a daptomicina
Inicio tratamiento con clindamicina, y continuacion con linezolid

09/05
Aislamiento de SA3, sensible a daptomicina

09/05
Aislamiento de SA4, sensible a daptomicina

11/05
Aislamiento de SA5, sensible a daptomicina
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Figura  23.  Secuencia  de  aislamientos  de  S.  capitis  en  el  paciente  

La  identificación  y  la  sensibilidad  antibiótica  de  estos  microorganismos  se  realizó  

siguiendo   los   protocolos   habituales   del   servicio   de  Microbiología   del   citado   hospital  

mediante   el   sistema   automatizado   Vitek2®,   utilizando   las   tarjetas   GP   y   AST-‐626  

(bioMérieux),  respectivamente.  Este  sistema  lleva  a  cabo  la  identificación  bioquímica  y  

sensibilidad   microbiana   mediante   tarjetas   con   micropocillos   que   utilizan   sustratos  

enzimáticos  para  el  caso  de  la  identificación  y  un  sistema  de  microdilución  para  realizar  

la  sensibilidad  antibiótica.  La  tarjeta  GP  permite  la  identificación  de  una  amplia  gama  de  

patógenos  Gram-‐positivos  clínicamente  relevantes.  Los  antibióticos  testados  mediante  

la   tarjeta   AST-‐626   fueron:   bencilpenicilina,   oxacilina,   gentamicina,   tobramicina,  

levofloxacino,   clindamicina,   eritromicina,   linezolid,   daptomicina,   vancomicina,  

teicoplanina,   tigeciclina,   fosfomicina,   ácido   fusídico,   rifampicina   y  

trimetropima/sulfametoxazol.  

También   se   utilizó   el   Etest®   como   método   adicional   para   comprobar   la  

sensibilidad  de  S.  aureus  y  S.  capitis  a  daptomicina.  Las  tiras  de  Etest®  usadas  presentan  

un  gradiente  de   concentración  del   antimicrobiano  a   ensayar,   la  daptomicina  en  este  

caso,  y  permiten  conocer  la  CMI  para  cada  una  de  las  cepas.  Para  ello,  se  usaron  placas  

de  agar  Mueller-‐Hinton   (bioMérieux)   inoculadas   con  una   suspensión  bacteriológica  a  

una  concentración  del  0,5  McFarland,  sobre  las  que  se  colocó  una  tira  de  daptomicina.  

pse   de  

23/09
Aislamiento de SC32, sensible a daptomicina
Inicio de tratamiento con vancomicina y piperaciclina/tazobactam

25/09
Aislamiento  de  SC33,  resistente  a  daptomicina
Tratamiento  con  Linezolid

23/09
Aislamiento  de  SC34,  resistente  a  daptomicina

02/10
Aislamiento  de  SC35,  resistente  a  daptomicina
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que  el  crecimiento  bacteriano  corta  a  la  tira  de  daptomicina.  Ese  punto  de  corte  con  la  

tira  es  la  CMI  para  esa  cepa,  expresada  en  µg/ml.    

Los   criterios   utilizados,   tanto   para   el   sistema   Vitek2®   como  para   Etest®,   para  

realizar   la   categorización   clínica   a   daptomicina   fueron   los   del   EUCAST   (European  

Committee  on  Antimicrobial  Susceptibility  Testing,  2019),  que  define  el  punto  de  corte  

de  la  resistencia  a  daptomicina  en  concentraciones  mayores  a  1  µg/ml.  Cada  una  de  las  

cepas  estudiadas  se  clasificó  como  sensible  o  resistente  en  función  de  su  CMI  para  la  

daptomicina.    

A   los  aislados  de  S.  aureus   se   les  realizó   la  detección  rápida  de   la  proteína  de  

fijación   a   penicilina   21   (PBP2a)   mediante   inmunoensayo   cromatográfico   cualitativo  

(PBP2a  SA  Alere®),  siguiendo  las  indicaciones  del  fabricante.  Los  resultados  se  leyeron  

visualmente  al  cabo  de  5  minutos.  

  

2.  Extracción  y  análisis  de  lípidos.  

2.1  Análisis  preliminar  de  la  composición  de  lípidos  en  medio  Mueller-‐Hinton  
sólido  24h  

En  un  primer  análisis  se  estudió  la  composición  lipídica  de  las  cinco  cepas  de  S.  

aureus  y   las  cuatro  cepas  de  S.  capitis  tras  24  horas  de  cultivo  a  37  °C  en  medio  agar  

Mueller-‐Hinton  (bioMérieux).    

Se  realizaron  tres  cultivos  independientes  de  cada  una  de  ellas,  separados  entre  

sí  dos  semanas  y  un  mes.  Tras  recoger  las  bacterias  de  las  placas,  los  lípidos  se  extrajeron  

durante   24h   a   5   °C,   sucesivamente,   en   cloroformo/metanol   (1/2,   v/v),  

cloroformo/metanol  (1/1,  v/v)  y  cloroformo/metanol  (2/1,  v/v).  Se  emplearon  tubos  de  

vidrio   con   tapón   de   rosca   y   sello   de   teflón.   Tras   combinar   los   extractos   lipídicos,   la  

proporción  de  disolventes  se  ajustó  a  cloroformo/metanol/H2O  (4/2/1,  v/v/v)  y  la  fase  

clorofórmica   inferior   se   recuperó   en   un   nuevo   tubo,   evaporándose   a   sequedad   en  

atmósfera  de  N2  a  40  °C     50  °C.  El  extracto  se  disolvió  en  2  mL  de  cloroformo/metanol  

2/1   (v/v).   Un   1  mL   se   empleó   para   análisis  mediante   espectrometría   de  masas   con  
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-‐TOF-‐MS)   (fosfolípidos,  

glicolípidos,   diacilglicerol   y   ácidos   grasos   libres)   y   otra   para   análisis   mediante  

cromatografía  de  gases-‐espectrometría  de  masas  (ésteres  metílicos  de  ácidos  grasos).  

La  técnica  de  ESI-‐TOF-‐MS  se  realizó  en  un  espectrómetro  serie  6220  (Agilent),  

conectado  a  un  HPLC  serie  1200  (Agilent)  (ACTI,  Área  Científico  Técnica  de  Investigación,  

Universidad  de  Murcia),  utilizando  inserción  directa  y  modo  negativo  de  análisis;  como  

fase  móvil  (0,4  mL/min)  se  empleó  metanol/H2O  (75:25,  v/v),  conteniendo  0,1%  de  ácido  

fórmico  y  0,5  mM  de  formiato  amónico.  Los  espectros  se  adquirieron  en  condiciones  

estándar  y  método  centroide,  en  un  rango  de  masas  de  100-‐2000.  Los  distintos  lípidos  

se  identificaron  de  acuerdo  con  su  masa  monoisotópica  (Tablas  3  a  10)  calculada  en  la  

web  de  ChemCalc  (Patiny  &  Borel,  2013).  

PG,  DPG,  LPG,  glicerolfosfato-‐diglicosildiacilglicerol  (GP-‐GL)  y  AGL  se  observan  en  

los  espectros  como  iones  (M-‐H)-‐;  además,  DPG  también  dio  iones  (M-‐2H)-‐2.  Diacilglicerol  

(DAG)  y  diglicosildiacilglicerol  (GL)  se  detectaron  como  aductos  de  formiato  (M+45)-‐  y  

cloruro   (M+35)-‐.   La   cuantificación   de   cada   componente   se   realizó   con   ayuda   del  

Chromatogram

  5  ppm),  expresando   los  

datos  como  Intensidad  Normalizada   (IN)  =  suma  de  las   intensidades  de  los  diferentes  

iones  de  un  compuesto/TIC  correspondiente.    

Para  la  comparación  de  la  composición  lipídica  entre  cepas  se  empleó  la  fórmula  

IN  cepa  resistente/IN  cepa  sensible;  en  ciertos  casos  se  compararon  los  valores  de  IN  

para  una  misma  cepa  cultivada  en  distintas  condiciones   p.  ej.  ensayo/control,  a  las  4h  

y  a  las  24h  de  cultivo  en  presencia/ausencia  de  daptomicina-‐.  Los  análisis  comparativos  

mediante  ESI-‐TOF-‐MS  entre  cualesquiera  dos  cepas  se  realizaron  el  mismo  día,  en  un  

intervalo   de   10   minutos,   empleando   la   misma   calibración   del   sistema   y   las   mismas  

condiciones   experimentales.   Como   se   ha   indicado,   los   análisis   se   realizaron   por  

triplicado  (tres  cultivos  distintos,  realizados  a  lo  largo  de  aproximadamente  un  mes).  
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2.2  Estudio  de  la  influencia  de  daptomicina  en  la  composición  de  lípidos  

La   posible   influencia   de   daptomicina   en   la   composición   lipídica   de   los  

estafilococos  estudiados  se  analizó  en  las  cepas  de  S.  aureus  SA1  y  SA2  y  en  las  de  S.  

capitis  SC32  y  SC35.  Para  ello  se  partió  de  una  placa  de  cultivo  en  Mueller-‐Hinton  agar  

(bioMérieux)  de  24h/37  °C,  cuyo  contenido  total  se  incubó  seguidamente  en  30  mL  de  

Mueller-‐Hinton  caldo  (Conda/Pronadisa)   (suplementado  con  50  µg/mL  de  CaCl2)  a  37  

°C/4  h  o  24  horas,  sin  agitación.  La  daptomicina  se  adicionó  en  condiciones  estériles  a  la  

CMI   de   cada   una   de   las   cepas   estudiadas.   Para   los   cultivos   de   SA1   se   usó   una  

concentración  de  0,25  µg/ml;  para  SA2  se  usó  una  concentración  de  1,5  µg/mL.  Por  otra  

parte,  para  los  cultivos  de  SC32  y  SC35  se  emplearon  las  concentraciones  de  0,5  µg/mL  

y  1,5  µg/mL  respectivamente.  También  se  emplearon  como  control  cultivos  similares  sin  

el  antibiótico.    

Tras  los  cultivos,  las  bacterias  se  recogieron  por  centrifugación  (4000  rpm/20  min),  se  

lavaron   con   solución   salina   y   se   centrifugaron   de   nuevo.   Los   distintos   lípidos   se  

extrajeron  y  analizaron  como  se  ha  descrito  en  el  apartado  anterior.    

Tabla   3.   Fórmula   empírica   y   masa   monoisotópica   exacta-‐teórica   de   las   diferentes   especies  

moleculares  de  PG  presentes  en  S.  capitis  y  S.  aureus.  

Fosfatidilglicerol  (PG)   Masa  exacta  teórica   Combinación  de  ácidos  grasos  

C36H70010P   693,4706   C15  +  C15  

C37H72010P   707,4863   C16  +  C15  

C38H74010P   721,5019   C17  +  C15  

C39H76010P   735,5176   C18  +  C15  

C40H78010P   749,5332   C19  +  C15  

C41H80010P   763,5489   C20  +  C15  

C42H82010P   777,5645   C21  +  C15  

  

Tabla   4.   Fórmula   empírica   y   masa   monoisotópica   exacta-‐teórica   de   las   diferentes   especies  

moleculares  de  DPG  presentes  en  S.  capitis  y  S.  aureus.  

Difosfatidilglicerol  (DPG)   Masa  exacta  teórica   Combinación  de  ácidos  grasos  

C69H133017P2   1295,9018  /  647,9509   4xC15  
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C70H135017P2   1309,9175  /  654,9586   C15  +  C16  +  2xC15  

C71H137017P2   1323,9331  /  661,9666   2xC16  +  2xC15  

C72H139017P2   1337,9487  /  668,9744   C16  +  C17  +  2xC15  

C73H141017P2   1351,9666  /  675,9833   2xC17  +  2xC15  

C74H143017P2   1365,9800  /  682,9900   C18  +  C17  +  2xC15  

C75H145017P2   1379,9957  /  689,9979   2xC18  +  2xC15  

C76H147O17P2-‐   1394,0113/     C19  +  C18  +  2xC15  

C77H149O17P2-‐   1408,0270/     2xC19  +  2xC15  

  

Tabla   5.   Fórmula   empírica   y   masa   monoisotópica   exacta-‐teórica   de   las   diferentes   especies  

moleculares  de  LPG  presentes  en  S.  capitis  y  S.  aureus.  

Lisilfosfatidilglicerol  (LPG)   Masa  exacta  teórica   Combinación  de  ácidos  grasos  

C42H82O11PN2   821,5656   C15  +  C15  

C43H84O11PN2   835,5812   C16  +  C15  

C44H86O11PN2   849,5969   C17  +  C15  

C45H88O11PN2   863,6125   C18  +  C15  

C46H90O11PN2   877,6282   C19  +  C15  

  

Tabla   6.   Fórmula   empírica   y   masa   monoisotópica   exacta-‐teórica   de   las   diferentes   especies  

moleculares  de  GL  presentes  en  S.  capitis  y  S.  aureus.  

Diglicosildiacilglicerol  (GL)   Masa  exacta  teórica   Combinación  de  ácidos  grasos  

C45H84O15Cl  /  C45H84O15CO2H   899,5498  /  909,5786   C15  +  C15  

C46H86O15Cl  /  C46H86O15CO2H   913,5655  /  923,5943   C16  +  C15  

C47H88O15Cl  /  C47H88O15CO2H   927,5811  /  937,6099   C17  +  C15  

C48H90O15Cl  /  C48H90O15CO2H   941,5968  /  951,6256   C18  +  C15  

C49H92O15Cl  /  C49H92O15CO2H   955,6124  /  965,6412   C19  +  C15  

  

Tabla   7.   Fórmula   empírica   y   masa   monoisotópica   exacta-‐teórica   de   las   diferentes   especies  

moleculares  de  DAG  presentes  en  S.  capitis  y  S.  aureus.  

Diacilglicerol  (DAG)   Masa  exacta  teórica   Combinación  de  ácidos  grasos  

C35H68O5Cl/  C35H68O5CO2H   603,4755  /  613,5043   C17  +  C15  
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C36H70O5Cl/  C36H70O5CO2H   617,4911  /  627,5199   C18  +  C15  

C37H72O5Cl/  C37H72O5CO2H   631,5068  /  641,5356   C19  +  C15  

C38H74O5Cl/  C38H74O5CO2H   645,5224  /  655,5512   C20  +  C15  

  

Tabla   8.   Fórmula   empírica   y   masa   monoisotópica   exacta-‐teórica   de   las   diferentes   especies  

moleculares  de  GP-‐GL  presentes  en  S.  capitis  y  S.  aureus.  

diglicosildiacilglicerol  (GP-‐GL)   Masa  exacta  teórica   Combinación  de  ácidos  grasos  

C48H90O20P   1017,5763   C15  +  C15  

C49H92O20P-‐   1031,5919   C16  +  C15  

C50H94O20P-‐   1045,6076   C17  +  C15  

C51H96O20P-‐   1059,6232   C18  +  C15  

C52H98O20P-‐   1073,6389   C19  +  C15  

  

Tabla   9.   Fórmula   empírica   y   masa   monoisotópica   exacta-‐teórica   de   las   diferentes   especies  

moleculares  de  AGL  presentes  en  S.  capitis  y  S.  aureus.  

Ácidos  grasos  libres  (AGL)   Masa  exacta  teórica  

C14H27O2   227,2011  

C15H29O2   241,2167  

C16H31O2   255,2324  

C17H33O2   269,2481  

C18H35O2   283,2637  

C19H37O2   297,2794  

C20H39O2   311,2950  

C21H41O2   325,3107  

  
3.  Análisis  de  ácidos  grasos.  

Los  grupos  acilo  de   los   lípidos  se  estudiaron  como  ésteres  metílicos  de  ácidos  

grasos,   tras   ser   hidrolizados   por   metanólisis   ácida   en   metanol   seco/tolueno/ácido  

sulfúrico   (30:15:1,   v/v/v),   1h/75   °C.   La   extracción   se   llevó   a   cabo   con   hexano   y   los  
extractos   obtenidos   se   evaporaron   a   sequedad   bajo   atmósfera   de   N2/60   °C.   Las  
muestras  se  analizaron  mediante  cromatografía  de  gases-‐espectrometría  de  masas  (GC-‐
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MS)   en   un   sistema   7890/5973   GC/MS   (Agilent)   (ACTI,   Universidad   de   Murcia).   La  

temperatura  del  inyector  fue  de  250  °C  y  la  de  la  línea  de  transferencia  280  °C.  Se  usó  la  
columna  HP-‐5  MS  de  dimensiones  30  m  x  0.25  mm  x  0.25  µm,   cuya   temperatura   se  

programó  desde  60  °C  a  270  °C  (6  °C/min).  Los  distintos  compuestos  fueron  identificados  

de  acuerdo  con  sus  tiempos  de  retención  y  espectros  de  masas.    

La  cuantificación  se  da  en  porcentajes,  calculados  teniendo  en  cuenta  el  área  de  

cada   uno   de   ellos   con   respecto   al   área   total,   empleando   la   herramienta   Excel®.   Los  

análisis  se  realizaron  por  triplicado  (tres  cultivos  distintos).    

  

4.  Distribución  de  los  grupos  acilo  en  los  lípidos  de  membrana  

Se   estudió   mediante   espectrometría   de   masas/masas,   empleando   un  

espectrómetro   de   masas   6550   Q-‐TOF   (Agilent)   conectado   a   un   cromatógrafo   1290  

Infinity  II  Series  (Agilent)  (ACTI,  Universidad  de  Murcia).  Se  inyectaron  directamente  20  

Agua  MiliQ  -‐conteniendo  0,1%  de  ácido  fórmico-‐  y  acetonitrilo  -‐conteniendo  0,1%  de  

ácido  fórmico-‐  con  un  flujo  de  0,4  mL/min  a  40  °C  durante  2  min.    

Los   espectros   de   masas   se   obtuvieron   en   modos   negativo   y   positivo;   el  

fragmentador,   inyector   y   octopolo   trabajaron   a   3500V,   500V,   220V   y   750V  

respectivamente.  El  rango  de  masas  analizado  fue  de  100-‐2000  m/z  en  modo   scan .  El  

sistema   está   provisto   de   un   software   MassHunter   Workstation   Data   Acquisistion  

(Agilent)  y  otro  MassHunter  Qualitative  Analysis  Navigator   (Agilent)  para  el   análisis  y  

cuantificación  de  los  datos.  

  
5.  Análisis  estadístico  de  la  composición  lipídica  

Se   utilizó   el   paquete   estadístico   IBM   SPSS   v.   24   en   todos   los   casos.   La  

comparación  de  medias  en  los  análisis  lipídicos  de  las  5  cepas  de  S.  aureus,  por  un  lado,  

y   de   los   cuatro   aislados   de   S.   capitis,   por   otro,   se   realizó   mediante   un   ANOVA,  

empleando  la  corrección  de  Bonferroni  (tras  el  análisis  de  homogeneidad  de  varianzas);  
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en   el   resto   de   los   análisis   se   aplicó   la   prueba   t   de   Student.   Se   consideraron  

estadísticamente  significativas  las  diferencias  para  una  P  <  0.05.     

  

6.   Secuenciación   masiva   y   análisis   bioinformático   de   los  
cromosomas  de  algunos  aislados  

Se  secuenciaron  los  cromosomas  de  los  aislados  SA1  y  SA2  de  S.  aureus  y  de  los  

aislados  SC32  y  SC35  de  S.  capitis.  

La   extracción   de   ADN   se   realizó   a   partir   de   un   cultivo   de   16h   en  medio   agar  

Mueller-‐Hinton  (bioMérieux).  Para  ello,  se  preparó  una  suspensión  bacteriológica  a  una  

concentración  del  3-‐4  McFarland  en  buffer  TE  [10  mM  Tris-‐HCl  (pH  8),  0,1  mM  EDTA  (pH  

8)],  se  centrifugó  (3500  rpm/30  min)  y  el  pellet  bacteriano  se  resuspendió  en  400  µL  de  

TE.  Se  añadieron  25  µL  de  lisozima  (100  mg/mL)  y  se  incubó  2h/37°C.  Para  la  extracción  

de  ADN  se  utilizó  la  técnica  automatizada  Maxwell®  16  Promega,  basada  en  el  uso  de  

Maxwell®   16   blood   DNA  

.  

Los  ADNs  se  enviaron  al  Servicio  de  Secuenciación  Masiva  y  Bioinformática  del  

FISABIO   (Fundación   para   el   Fomento   de   la   Investigación   Sanitaria   y   Biomédica   de   la  

Comunidad  Valenciana),  donde  se   realizó  una   librería  de  ADN  siguiendo   el  protocolo  

Nextera  XT  de  illumina  (Nextera  XT  Library  Prep  kit  (FC-‐131-‐1024).  El  protocoló  se  inició  

con  0,2  ng/ l  de  ADN  purificado  y  las  etapas  de  la  secuenciación  masiva  se  realizaron  

mediante  el  kit  Nextera  XT  (FC-‐131-‐1096),  obteniendo  fragmentos  secuenciados  por  los  

dos  extremos  por  duplicado  de  300pb.  La  librería  se  obtuvo  utilizando  el  secuenciador  

MiSeq  de  acuerdo  con  el  protocolo  de  Illumina  (MiSeq  v3  reagent  kit,  MS-‐102-‐3003).    

Para  el  ensamblaje  y  mapeo  de  las  variantes  obtenidas  se  utilizó  la  herramienta  

bioinformática  Snippy,  versión  4.3.8,  usando  los  genomas  de  S.  aureus  CP001844  y  de  S.  

capitis   AYP   1020;   se   realizaron   5   rondas   de   mapeos   de   los   fragmentos   obtenidos  

reorganizados  a  partir  de  estos  genomas  de  referencia.  La  anotación  del  genoma  de  las  

cepas  se  consiguió  con  la  herramienta  Prokka,  versión  1.13.3.    
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El   genoma   completo   de   los   aislados   de   S.   capitis   se   depositaron   en   la   web  

figshare.   El   número   de   acceso   para   el   genoma   de   SC32  

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.9929198.v1.  Para  el  genoma  de  SC35,  el  número  

de   acceso   es   https://doi.org/10.6084/m9.figshare.10002479.v2.   Estos   genomas  

,  cuyos  números  de  

acceso  para   SC32   y   SC35   son   respectivamente  ERS3567517   y   ERS356718,   y  Genbank  

cuyos  números  de  acceso  para  SC32  y  SC35  son  respectivamente  CABHLU010000000  y  

CABHLT010000000.  

Por  otra  parte,  los  genomas  de  los  aislados  SA1  y  SA2  también  se  incluyeron  en  

la   web   figshare.   El   número   de   acceso   para   el   genoma   del   aislado   SA1   es  

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.11881194.v1,   y   el   número   de   acceso   para   el  

genoma  de  SA2  es    https://doi.org/10.6084/m9.figshare.11881209.v1.    

  
7.   Confirmación   de   las   variantes   (SNPs)   detectadas   en   la  
secuenciación   de   los   cromosomas:   extracción   de   ADN,  
amplificación  y  secuenciación  de  genes.  

   Las   confirmaciones   de   las   variantes   observadas   mediante   secuenciación   del  

genoma   se   realizaron   en   la   plataforma   de   Genómica   del   Instituto   Murciano   de  

Investigación   Biosanitaria   (IMIB).   Para   ello   se   realizó   la   extracción   del   ADN   de   los  

aislados   estudiados   siguiendo   el   protocolo   descrito   en   el   apartado   anterior   con   el  

sistema  automatizado  Maxwell®  16  Promega.  

La  amplificación  del  ADN  por  PCR  se  llevó  a  cabo  en  el  termociclador  SIMPLIAMP  

(Applied  Biosystems),  utilizando   los   primers   descritos  en   las  tablas  10  y  11,   con   las  

siguientes  condiciones:  

-‐  Para  los  genes  tlyC,  dhbC,  rnj2,  Cadena  1  ATP  sintasa  y  qacB  de  los  aislados  de  

S.  capitis  se  realizó  1  ciclo  de  desnaturalización  inicial  a  94°C/2min,  seguidos  de  30  ciclos  

de  30s/62°C,  y  posteriormente  1min/72°C.  Finalmente  se  enfriaron  a  4°C.  

-‐  Para  los  genes  purR  y  ebhB  estudiados  en  los  aislados  de  S.  aureus  se  realizó  en  

las  mismas  condiciones,  pero  la  temperatura  de  alineamiento  fue  de  65°C.  Aun  así,  el  

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.9929198.v1
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.10002479.v2
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.11881194.v1
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.11881209.v1
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gen  ebhB  aparecía  como  doble  banda,  por  lo  que  se  purificó  la  banda  adecuada,  de  482  

pb,  en  gel  de  agarosa  al  1%  (QIAquick  Gel  Extraction  Kit  (Qiagen)).  

-‐  Para  la  amplificación  del  gen  mprF  de  los  aislados  de  S.  aureus,  se  realizó  1  ciclo  

de  desnaturalización  inicial  a  94°C  /5min,  seguido  de  30  ciclos  de  30  segundos/94°C,  1  

minuto/50°C  y  1  minuto/72°C,  y  por  último  1  ciclo  de  elongación  final  a  72°C  /2min.    

La  PCR  se  realizó  con  un  volumen  final  de  25     

miliQ,  2,5      s,  0,1     de  Taq  polimerasa  (2U),  0,75  

MgCl2  (50  mM),  5  µl  de  ADN  extraído  y  0,5  µl  de  cada  primer.  

Los  productos  de  PCR  obtenidos  se  detectaron  mediante  electroforesis  en  gel  de  

agarosa  al  1%/  TAE  1X.  Al  gel  se  le  añadió,  además,  10   SYBR®  Safe  DNA  Gel  Stain  

(invitrogen)  a  una  concentración  1/1000000,  para  permitir  la  visualización  posterior  del  

ADN.  La  electroforesis  se  llevó  a  cabo  en  la  cubeta  Sub-‐Cell®  GT  (Bio  Rad).  Se  cargaron  2  

  de  cada  producto  de  PCR  amplificado  con  un  marcador  de  peso  molecular  de  1  kb.  La  

electroforesis   se   realizó   durante   30   min/140V/400A,   utilizando   la   fuente   de  

alimentación   PowerPac®   Basic.   La   visualización   del   gel   se   llevó   a   cabo   en   el  

transiluminador  Chemidoc  (Biorad).  

Los   productos   amplificados   se   purificaron   mediante   el   método   enzimático  

ExoSap-‐IT   (Qiagen).  Para  ello,  a  15  µL  de  producto  de  PCR  se   le  añadieron  26  µL  del  

reactivo  ExoStop,  y  la  mezcla  de  reacción  se  dejó  incubando  15  min/37  °C  y  15  min/80°C.  

El  producto  purificado  resultante  se  utilizó  para  la  secuenciación  de  los  fragmentos  de  

ADN  en  el  analizador  de  8  capilares  ABI  3500  (Applied  Biosystems).  

La   reacción   de   secuenciación   se   realizó   con   dideoxynucleótidos   BigDyes   v3.1  

(Applied  Biosystems)  usando  2  µl  de  Bigdyes,  1  µl  de   primers   F/R  (2,5  mM)  y  2  µl  de  

producto  de  PCR  purificado  a  94°C,  3  min,  25  ciclos  de  96°C,  10s,  50°C  5s  y  60°C,  4  min,  

enfriando  a  10°C.  A  continuación,  se  añadieron  5µl  de  agua  para   llevar  a  un  volumen  

final  de  10  µl  y  se  procedió  a  su  purificación  en  las  columnas  

  Seguidamente,  se  añadió  10  µl  de  formamida  desionizada  y  se  

secuenció.  
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Las   secuencias   obtenidas   se   visualizaron   con   el   programa   Chromas   y   se  

compararon  con  los  genes  de  referencia,  utilizando  la  herramienta  bioinformática  BLAST  

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  (Zhang,  Schwartz,  Wagner,  &  Miller,  2000).    

Tabla  10.   Primers   utilizados  para  comprobar   las  mutaciones  observadas  por   secuenciación  

masiva  en  los  aislados  de  S.  capitis.  

Gen   Primer   TM  

tlyC   F-‐TATTGCAGGACGAGAAGGTG   58,87  

dhbC   F  -‐TACAAAGACGATTGGCGAGA   59,42  

rnJ2   R-‐  GCACTTTTTCTTCGGCTTCA   60,50  

Cadena  I  ATP  sintasa   F-‐  TTGTGACAAAAATGCCGTAAA   59,11  

  

Tabla  11.   Primers   utilizados  para  comprobar   las  mutaciones  observadas  por   secuenciación  

masiva  en  los  aislados  de  S.  aureus.  

Gen   Primer   TM  

purR   F-‐  CGAAGCGAGAGAATTGTTTTT   58,64  

ebhB   F-‐  AGTTCAAACAGCAGGCAACC   60,30  

mprF   F     GTGGGGCATCGCTTGTTATTC     

  
  
8.  Estudio  del  grosor  de  la  envoltura  celular  

   Se  realizó  mediante  microscopía  electrónica  de  transmisión,  en  células  cultivadas  

en  Mueller-‐Hinton  líquido  (Conda,  Pronadisa),  16  h/  37  °C,  a  una  concentración  ajustada  

a   3-‐4   en   la   escala   McFarland.   El   protocolo   de   fijación   se   realizó   en   el   Servicio   de  

Microscopía  del  Área  Científica  y  Técnica  de  Investigación  (ACTI)  de  la  Universidad  de  

Murcia.  

   Las  muestras   se   centrifugaron   y  el   pellet  obtenido   se   trató   con   tetraóxido  de  

osmio   al   1   %/4   °C   durante   2-‐3h.   A   continuación,   se   realizó   un   lavado   en   tampón  

cacodilato  +  sacarosa  durante  12h.  Después  las  muestras  se  trataron  2h  con  acetato  de  

uranilo  y  posteriormente  se  hicieron  lavados  con  concentraciones  crecientes  de  alcohol  

(30%,  50%,  70%  y  90%),  a  temperatura  ambiente  cada  50  minutos.  A  continuación,  se  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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realizaron  dos   lavados  con  alcohol  absoluto  +  sulfato  de  cobre  durante  50  minutos  y  

otros  dos  lavados  con  óxido  de  propileno  15  minutos.  Tras  estos  lavados,  las  muestras  

se  trataron  tres  veces  con  resina  spur  y  óxido  de  propileno,  primero  en  proporción  1:2  

45  minutos,  1/1  2h  y  finalmente  2/1  2h.  Finalmente,  se  trataron  con  spur  puro  toda  la  

noche  y  las  cápsulas  se  realizaron  con  Epon  puro,  resina  epoxi,  y  se  mantuvieron  toda  la  

noche  a  70°C.  

   Las  secciones  finas  y  ultrafinas  fueron  cortadas  con  el  Ultramicrotomo  Leica  UC6.  

Los  cortes  semifinos  de  1  µm    fueron  teñidos  con  azul  de  toluidina,  mientras  que   los  

cortes  ultrafinos  de  70  nm    se  utilizaron    rejillas  de  cobre  de  200  mesh  y  después  fueron    

contrastados  con  acetato  de  uranilo  y  citrato  de  plomo  (Reynolds,  1963).  

Las   imágenes   realizadas   se   tomaron   con   el   microscopio   JEOL   1011   a   80KV,  

asociado  a  la  cámara  digital  Gatan  Orion.  

  
9.  Análisis  de  imagen  

Las   imágenes   obtenidas   por   microscopía   electrónica   fueron   tratadas   en   el  

servicio  de  análisis  de  imagen  de  la  ACTI,  Universidad  de  Murcia,  utilizando  el  equipo  

MIP4.5   Sony   dxc   151-‐ap.   La   video   cámara   conectada   al   microscopio   era   el   modelo  

Olympus   SZ11,   Software  MIP4  Advanced  (Microm   Image   Processing   Software,  Digital  

Image  Systems,  Barcelona,  España).  

En  primer  lugar,  se  realizó  una  calibración  morfométrica  para  poder  equiparar  

las   mediciones   realizadas   en   la   imagen   a   las   realizadas   sobre   el   objeto   real.   A  

continuación,  se  realizaron  15  medidas  de  la  pared  celular  en  cada  imagen  obtenida  y  

finalmente   se   calculó   la   media   de   las   longitudes   obtenidas   para   los   distintos  

tratamientos mediante   el   programa   Excel®.   Para   la   estadística   de   los   resultados   se  

empleó  la  t-‐Student  y  el  paquete  estadístico  anteriormente  indicado  para  lípidos.  
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Staphylococcus  aureus  

1  Sensibilidad  antibiótica    

Los  cinco  aislados  de  Staphylococcus  aureus  estudiados  en  este  ensayo,  SA1,  SA2,  

SA3,  SA4  y  SA5,  presentaron  el  mismo  perfil  de  sensibilidad  a  los  distintos  antibióticos  

testados   mediante   el   sistema   Vitek2®,   excepto   para   los   antibióticos   daptomicina   y  

oxacilina  (Tabla  12).    

Tabla  12.  Antibiograma  (Vitek2®)  de  las  diferentes  cepas  de  S.  aureus,  e  interpretación  de  los  

resultados  (S:  sensible  y  R:  resistente).  La  concentración  se  expresa  en  µg/mL.  Se  destaca  en  

negrita  la  CMI  obtenida  para  el  antibiótico  daptomicina  en  todos  los  aislados.  

Antibióticos   SA1   SA2   SA3   SA4   SA5  

Bencilpenicilina   >=0,5  R   >=  0,5  R   >=  0,5  R   >=  0,5  R   >=  0,5  R  

Oxacilina   >=  4  R   1  S   1S   >=  4  R   >=  4  R  

Gentamicina   <=0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S  

Tobramicina   <=1  S   <=1  S   <=1  S   <=1  S   <=1  S  

Levofloxacino   0,25  S   0,25  S   0,25  S   0,25  S   0,25  S  

Eritromicina   1  S   1  S   1  S   1  S   1  S  

Linezolid   2  S   2  S   2  S   2  S   2  S  

Daptomicina   0,25  S   4  R   1  S   0,25  S   0,25  S  

Vancomicina   1  S   1  S   1  S   1  S   1  S  

Teicoplanina   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S  

Tigeciclina   <=  0,12  S   <=  0,12  S   <=  0,12  S   <=  0,12  S   <=  0,12  S  

Fosfomicina   16  S   16  S   <=8  S   <=8  S   16  S  

Ácido  fusídico   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S  

Mupirocina   <=  2  S   <=  2  S   <=  2  S   <=  2  S   <=  2  S  

Rifampicina   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S   <=  0,5  S  

Trimetoprima/  

sulfametoxazol  
<=  10  S   <=  10  S   <=  10  S   <=  10  S   <=  10  S  

Los   aislados   S.   aureus   1   (SA1),   S.   aureus   4   (SA4)   y   S.   aureus   5   (SA5)   se  

consideraron,   de   acuerdo   con   la   normativa   de   EUCAST   (European   Committee   on  

Antimicrobial   Susceptibility   Testing,   2019),   sensibles   a   daptomicina   y   resistentes   a  

oxacilina.  El  aislado  S.  aureus  2  (SA2)  fue  resistente  a  daptomicina,  con  una  CMI  de  4  
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µg/ml,  y  sensible  a  oxacilina  (efecto   seesaw ).  El  aislado  S.  aureus  3  (SA3)  presentó  una  

CMI  a  daptomicina  de  1  µg/ml,  siendo  catalogado  como  sensible,  y  una  CMI  de  1  µg/ml  

a  oxacilina.    

Estos   resultados   se   comprobaron  mediante   E-‐test®   (Fig.   24).   Las   dos   técnicas  

mostraron   concordancia   en   cuanto  a   la   categorización  de   los   aislados  en   sensibles  o  

resistentes  a   los  dos  antibióticos,  aunque  con  ligeras  diferencias  en   los  valores  de   las  

CMI  (Tabla  13).  

  

Figura  24.  Ejemplo  de  E-‐test  realizado  a  SA2  de  daptomicina  y  oxacilina.  Imagen  propia.  

Tabla  13.  Comparación  entre  los  resultados  obtenidos  mediante  los  métodos  Vitek®  y  E-‐test®  

en  los  aislados  de  S.  aureus.  La  concentración  se  expresa  en  µg/mL.  

   Daptomicina   Oxacilina  

Vitek   E-‐test   Vitek   E-‐test  

SA1   0,25   0,25   4   4  

SA2   4   1,5   1   1  

SA3   1   1   1   1,5  

SA4   0,5   0,25   4   4  

SA5   0,5   0,25   4   16  
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Ante   la   pérdida   y   de   nuevo   la   adquisición   de   resistencia   a   oxacilina   en   estos  

aislados  se  realizó  el  test  rápido  de  expresión  de  PBP,  el  cual  dio  un  resultado  positivo  

incluso  en  aquellas  que  revirtieron  la  sensibilidad  a  oxacilina.    

  

2.  Composición  general  de   lípidos  en   los  cinco  aislados  de  Staphylococcus  

aureus  (24h  MH  agar)  

  
2.1  ESI-‐TOF-‐MS  

La  espectrometría  de  masas  en  modo  ESI-‐TOF  reveló  la  existencia  de  PG,  DPG,  

LPG  y  GL  en  todos  los  aislados  estudiados,  conjuntamente  con  AGL  y  DAG  (Fig.  25a).  Un  

detalle  más  completo  para  cada  uno  de  estos  compuestos  se  da  en  las  Figs.  25b-‐25f.  

  

a)   PG  

AGL   DAG   LPG  
GL  

DPG  
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b)  

c)  

PG  

GL  
LPG  
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d)  

e)  

DPG  

DAG  
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Figura  25.  Ejemplos  de  espectros  obtenidos  por  ESI-‐TOF-‐MS  en  la  cepa  SA2,  donde  se  

muestran:  a)  espectro  general,  b)  PG,  c)  LPG  y  GL  d)  DPG,  e)  DAG,  f)  AGL.  

Para  la  comparación  de  la  composición  lipídica  de  los  cinco  aislados  de  S.  aureus  

se  empleó  como  referencia  SA1  (Fig.  26):  como  puede  observarse,  el  contenido  en  PG  

fue  muy  similar  en  todos  ellos,  difiriendo,  en  general,  en  el  resto  de  lípidos,  por  lo  que  

puede   afirmarse   que   cada   uno   de   los   aislados   tiene   una   composición   lipídica   global  

específica.  El  mayor  contenido  en  LPG  se  encontró  en  SA2,  el  único  aislado  resistente  a  

daptomicina:   las   diferencias   fueron   estadísticamente   significativas   con   el   resto   de  

aislados   estudiados   (P   =   0,006).   Además,   se   observó   que   en   el   aislado   resistente   el  

contenido   del   resto   de   lípidos   fue   menor   que   en   SA1,   siendo   estadísticamente  

significativa  la  disminución  de  DPG  en  SA2  (P  =  0,047).  Las  diferencias  halladas  en  el  resto  

de  lípidos  de  SA2  no  fueron  estadísticamente  significativas.  

El   aislado   SA3   presentó   un   ligero   aumento   de   LPG,   aunque   menor   que   el  

observado   en   SA2,   y,   en   general,   una   disminución   del   resto   de   lípidos,   resultado   la  

disminución  de  DPG  estadísticamente  significativa  (P  =  0,016).  El  resto  de  las  variaciones  

observadas  en  este  aislado  no  fueron  estadísticamente  significativas.  

f)   AGL  
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En  la  composición  lipídica  de  los  aislados  SA4  y  SA5  se  observó  una  disminución  

general   de   todos   los   lípidos   estudiados,   siendo   estadísticamente   significativa   la  

disminución  de  DPG  en  SA4  (P  =  0,01).  

  

Figura  26.  Comparación,  relativa  a  SA1,  de  la  composición  de  lípidos  de  los  distintos  aislados  

de  S.  aureus  cultivados  en  MH  agar  24h  

2.2  GC-‐MS  

La  GC-‐MS  demostró  que   los  ácidos  grasos  de  S.  aureus  variaron  entre  14  y  21  

carbonos,   identificándose   (Fig.   27)   como   ácidos   iso-‐tetradecanoico   (iso-‐C14),  

tetradecanoico   (C14),   iso-‐pentadecanoico   (iso-‐C15),   anteiso-‐pentadecanoico   (ai-‐C15),  

iso-‐hexadecanoico   (iso-‐C16),   hexadecanoico   (C16),   iso-‐heptadecanoico   (iso-‐C17),  

anteiso-‐heptadeconoico   (ai-‐C17),   heptadecanoico   (C17),   iso-‐octadecanoico   (iso-‐C18),  

octadecanoico   (C18),   iso-‐nonadecanoico   (iso-‐C19),   anteiso-‐nonadecanoico   (ai-‐C19),  

nonadecanoico   (C19),   iso-‐eicosanoico   (iso-‐C20),   eicosanoico   (C20),   iso-‐uneicosanoico  

(iso-‐C21),  anteiso-‐uneicosanoico   (ai-‐C21)  y  uneicosanoico.  De  estos,   los  ácidos  grasos  

mayoritarios  fueron  ai-‐C15  y  ai-‐C17.  
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Figura  27.  Ejemplo  de  cromatograma  (ácidos  grasos)  obtenido  mediante  GC-‐MS  del  aislado  

SA2  en  medio  Mueller-‐Hinton  agar.  

Tal   y   como   se   refleja   en   la   Tabla  14,   la   composición  de   los   cinco  aislados   fue  

similar  y  no  se  encontraron  diferencias  estadísticamente  significativas  entre  ellos.  
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Tabla  14.  Composición  (%)  de  ácidos  grasos  de  los  cinco  aislados  de  S.  aureus  estudiados  a  las  

24h  de  cultivo  en  medio  sólido.  

Ácido  graso   SA1   SA2   SA3   SA4   SA5  

iso-‐C14   2,21  ±  0,42   1,91  ±  0,42   2,23  ±  0,16   2,11  ±  0,18   2,37  ±  0,23  

C14   0,25  ±  0,06   0,29  ±  0,07   0,36  ±  0,06   0,27  ±  0,041   0,25  ±  0,02  

iso-‐C15   9,66  ±  0,43   9,12  ±  0,49   9,86  ±  0,15   9,15  ±  0,36   9,70  ±  0,27  

ai-‐C15   23,15  ±  0,27   23,62  ±  1,74   22,64  ±  0,60   23,25  ±  0,87   23,14  ±  0,18  

C15   0,22  ±  0,02   0,31  ±  0,07   0,34  ±  0,06   0,48  ±  0,05   0,24  ±  0,02  

iso-‐C16   3,42  ±  0,32   3,07  ±  0,49   3,37  ±  0,31   3,22  ±  0,50   3,55  ±  0,26  

C16   1,79  ±  0,16   1,91  ±  0,22   2,19  ±  0,07   1,89  ±  0,13   1,76  ±  0,07  

iso-‐C17   7,77  ±  0,22   7,18  ±  0,20   7,51  ±  0,15   7,03  ±  0,38   7,71  ±  0,22  

ai-‐C17   13,88  ±  0,16   13,89  ±  0,26   13,57  ±  0,86   13,71  ±  1,71   14,13  ±  0,50  

C17   1,33  ±  0,06   1,21  ±  0,23   1,47  ±  0,12   2,14  ±  0,07   1,33  ±  0,07  

iso-‐C18   2,51  ±  0,17   2,16  ±  0,44   2,31  ±  0,17   2,11  ±  0,31   2,42  ±  0,16  

C18   6,65  ±  0,26   6,79  ±  0,27   7,12  ±  0,39   6,49  ±  0,53   6,56  ±  0,16  

iso-‐C19   5,42  ±  0,89   4,64  ±  0,22   4,55  ±  0,15   4,17  ±  0,14   4,59  ±  0,19  

ai-‐C19   6,60  ±  0,20   6,51  ±  0,49   6,14  ±  0,39   5,68  ±  0,56   6,47  ±  0,34  

C19   4,46  ±  0,59   4,82  ±  0,06   4,76  ±  0,43   6,51  ±  1,06   4,57  ±  0,13  

iso-‐C20   0,92  ±  0,09   0,84  ±  0,26   0,87  ±  0,04   0,67  ±  0,06   0,91  ±  0,08  

C20   7,81  ±  0,92   9,57  ±  1,74   8,63  ±  1,17   8,86  ±  1,81   8,23  ±  0,72  

iso-‐C21   0,55  ±  0,05   0,56  ±  0,14   0,56  ±  0,06   0,45  ±  0,05   0,57  ±  0,09  

ai-‐C21   0,67  ±  0,07   0,66  ±  0,20   0,60  ±  0,01   0,52  ±  0,01   0,64  ±  0,07  

C21   0,72  ±  0,08   0,92  ±  0,17   0,90  ±  0,08   0,52  ±  0,41   0,87  ±  0,07  

Además,   el   sumatorio   general   de   las   distintas   especies   de   ácidos   grasos  

encontradas   en   los   aislados   de   S.   aureus   (Tabla   15)   tampoco   mostró   diferencias  

significativas  entre  ellas.  En  general,  para  todos  los  aislados,  los  ácidos  grasos  anteiso-‐

ramificados   fueron   los  mayoritarios.   Por   otra   parte,   se   aprecia   que   hay  más   ácidos  

grasos  de  cadena  corta  (C  <  18  carbonos),  que  de  cadena  larga  (C  >  17  carbonos).  
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Tabla  15.  Porcentaje  de   los  diferentes   tipos  estructurales  de  ácidos   grasos  analizados   en   las  

cinco  cepas  de  S.  aureus  estudiadas.  

   SA1   SA2   SA3   SA4   SA5  

  ISO   32,46  ±  1,64   29,49  ±  2,5   31,26  ±  0,54   28,92  ±  0,74   31,81  ±  0,08  

  ANTEISO   44,29  ±  0,06   44,69  ±  1,36   42,95  ±  1,85   43,14  ±  3,14   44,37  ±  0,78  

  LINEALES   23,24  ±  1,61   25,83  ±  1,24   25,79  ±  2,34   27,93  ±  3,79   23,81  ±  0,82  

  C.  LARGA   36,32  ±  1,01   37,47  ±  0,46   36,45  ±  1,65   36,75  ±  3,05   35,81  ±  0,94  

  
3  Influencia  de  daptomicina  en  la  composición  lipídica  de  S.  aureus  
  
3.1  ESI-‐TOF-‐MS  

En  las  condiciones  experimentalmente  seguidas  se  demostró  que  la  daptomicina  

no  influye  significativamente  en  la  composición  lipídica  global  de  SA1  (Figs.  28a,  29a)  ni  

de  SA2  (Figs.  28b,  29b),  tanto  a  las  4h  de  cultivo,  como  a  las  24h  de  cultivo.  En  todos  los  

casos   las   variaciones   observadas   fueron   menores   del   20%,   resultando   ser  

estadísticamente  no  significativas.  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  28.  Composición  lipídica  de  los  aislados  SA1  en  medio  líquido,  en  ausencia  (control,  C)  y  

presencia  de  daptomicina  (D).  Para  la  comparación  de  cada  uno  de  los  lípidos  se  toman  como  

referencia  el  control  a  las  4h  (C4H)  versus  daptomicina  4h  (D4H)  y  el  control  a  las  24h  (C24H)  

versus  daptomicina  24H  (D24H).  
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Figura  29.  Composición  lipídica  de  SA2  en  medio  líquido,  en  ausencia  (control,  C)  y  presencia  

de  daptomicina  (D).  Para  la  comparación  de  cada  uno  de  los  lípidos  se  toman  como  referencia  

el  control  a  las  4h  (C4H)  versus  daptomicina  4h  (D4H)  y  el  control  a  las  24h  (C24H)  versus  

daptomicina  24H  (D24H).  

   Adicionalmente,   los   datos   revelaron   que,   al   igual   que   en   medio   sólido,   las  

composiciones  lipídicas  globales  de  ambos  aislados  son  diferentes  cuando  se  comparan  

a  las  4h  (Figs.  30a,  30b),  y  a  las  24h  (Figs.  31a,  31b),  tanto  en  ausencia  como  en  presencia  

de  daptomicina.    

Figura  30.  Composición  lipídica  de  SA2  versus  SA1  en  medio  Mueller-‐Hinton  caldo  a  las  4h  de  

cultivo:    a)  ausencia  de  daptomicina,  b)  presencia  de  daptomicina.  

A   las   4h   de   cultivo   tanto   en   presencia   como   en   ausencia   de   daptomicina,   y  

usando   como   referencia   SA1,   se   observó   que   el   aislado   SA2   contenía   una   mayor  

proporción  de   LPG,   así   como  una  menor   cantidad  del   resto  de   lípidos  estudiados.   El  
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análisis   estadístico   reveló   que,   a   las   cuatro   horas   sin   daptomicina,   las   diferencias  

observadas  entre  DPG,  GL,  DAG  y  AGL  fueron  estadísticamente  significativas.  

Figura  31.  Composición  lipídica  de  SA2  versus  SA1  en  medio  Mueller-‐Hinton  caldo  a  las  24h  de  

cultivo:    a)  ausencia  de  daptomicina,  b)  presencia  de  daptomicina.  

A   las  24h  de  cultivo,  tanto  en  ausencia  como  en  presencia  de  daptomicina,  se  

observó  que  SA2  presentó  mayor  proporción  de  PG,  LPG  y  DAG,  y  una  menor  proporción  

de  DPG,  GL  y  AGL.  El  análisis  estadístico  señaló  que  las  diferencias  observadas  en  LPG  y  

GL  en  ausencia  de  daptomicina   fueron  estadisticamente   significativas,   con  P  =   0,021  

para  LPG,  y  P  =  0  para  GL  (Fig.  31a).  Sin  embargo,  para  el  análisis  realizado  en  presencia  

de   daptomicina   (Fig.   31b),   las   diferencias   en   los   lípidos   DPG,   GL   y   DAG,   fueron  

estadisticamente  significativas  con  P  =  0,036,  P  =  0  y  P  =  0,039,  respectivamente.  

3.2  GC-‐MS     

El  análisis  de  la  composición  de  ácidos  grasos  en  medio  líquido  realizado  en  SA1,  

tanto   a   las   4h   de   cultivo   como   a   las   24h   de   cultivo,   en   ausencia   y   presencia   de  

daptomicina,  mostró  que,  al  igual  que  en  medio  sólido,  la  longitud  de  la  cadena  de  los  

ácidos   grasos   varió   entre   14   y   21   carbonos,   identificándose   de   forma   idéntica   a   la  

anterior,  siendo  los  ácidos  grasos  mayoritarios  ai-‐C15  y  ai-‐C17.  

     Con   respecto   a   SA1,   se   observó   que   tanto   en  medio   sólido   como   en  medio  

líquido,  e  independientemente  de  la  presencia/ausencia  de  daptomicina,  la  proporción  

de   ácidos   grasos   se   mantenía,   por   lo   que   daptomicina   no   tiene   influencia   sobre   la  

longitud  de  la  cadena  de  los  ácidos  grasos  de  este  aislado  (Tabla  16).  
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Tabla  16.  Composición  de  ácidos  grasos,  expresada  en  porcentaje,  del  aislado  SA1  en  ausencia  

(control)  y  presencia  de  daptomicina,  a  4h  y  24h  de  cultivo.  

Ácido  graso   SA1C4H   SA1D4H   SA1C24H   SA1D24H  

iso-‐C14   2,07  ±  0,61   1,93  ±  0,41   1,53  ±  0,93   1,62  ±  0,58    

C14   0,49  ±  0,15   0,44  ±  0,07   0,35  ±  0,21   0,37  ±  0,14  

iso-‐C15   10,17  ±  1,88   10,49  ±  2,08   8,99  ±  3,45   10,13  ±  2,42  

ai-‐C15   19,03  ±  4,93   19,62  ±  5,20   16,96  ±  1,45   19,22  ±  2,42  

C15   0,34  ±  0,16   0,29  ±  0,09   0,37  ±  0,22   0,32  ±  0,13  

iso-‐C16   2,92  ±  0,13   2,93  ±  0,23   2,79  ±  0,39   2,98  ±  0,27  

C16   8,39  ±  1,55   8,17  ±  1,49   6,27  ±  1,52   6,59  ±  1,85  

iso-‐C17   6,61  ±  0,24   7,02  ±  0,66   7,32  ±  0,05   7,37  ±  0,58  

ai-‐C17   11,41  ±  2,39   11,89  ±  2,46   13,35  ±  4,03   12,63  ±  2,91  

C17   1,24  ±  0,35   1,28  ±  0,37   1,37  ±  0,35   1,37  ±  0,41  

iso-‐C18   2,03  ±  0,40   2,11  ±  0,50   2,28  ±  0,31   2,29  ±  0,45  

C18   10,16  ±  0,61   10,18  ±  0,70   10,56  ±  2,26   9,84  ±  1,10  

iso-‐C19   3,97  ±  0,73   4,01  ±  0,89   4,50  ±  0,34   4,17  ±  0,81  

ai-‐C19   5,14  ±  0,19   5,07  ±  0,04   6,22  ±  0,78   5,48  ±  0,19  

C19   4,36  ±  1,38   4,16  ±  1,21   4,90  ±  1,06   4,49  ±  1,29  

iso-‐C20   1,06  ±  0,48   0,96  ±  0,46   1,13  ±  0,45   1,02  ±  0,46  

C20   8,09  ±  2,17   7,32  ±  1,73   8,52  ±  1,09   7,79  ±  1,78  

iso-‐C21   0,72  ±  0,38   0,67  ±  0,38   0,76  ±  0,38   0,70  ±  0,39  

ai-‐C21   0,69  ±  0,31   0,59  ±  0,27   0,75  ±  0,31   0,63  ±  0,28  

C21   1,11  ±  0,66   0,84  ±  0,47   1,05  ±  0,59   0,98  ±  0,57  

   Además,  la  proporción  global  de  los  distintos  tipos  estructurales  de  ácidos  grasos  

obtenida   en   este   aislado   también   se   mantuvo   en   todas   las   condiciones   descritas  

anteriormente,   y,  al   igual   que  en  medio   sólido,   se  observó   (Tabla  17)  que   los   ácidos  

grasos  mayoritarios  fueron  los  anteiso  ramificados.  Sin  embargo,  en  medio   líquido  se  

observó  un  aumento  en  la  cantidad  total  de  ácidos  grasos  lineales,  similar  en  todas  las  

condiciones  estudiadas.  
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Tabla  17.  Porcentaje  de  los  distintos  tipos  estructurales  de  ácidos  grasos  de  SA1  en  ausencia  (C)  

y  presencia  de  daptomicinca  (D),  a  4h  y  24h.  

   SA1C4H   SA1D4H   SA1C24H   SA1D24H  

  ISO   29,55  ±  4,41   30,15  ±  5,61     29,32  ±  6,23   30,29  ±  5,89  

  ANTEISO   36,27  ±  7,00   37,16  ±  7,38   37,28  ±  5,94   37,95  ±  7,28  

  LINEALES   34,18  ±  2,72   32,69  ±  1,80   33,39  ±  0,44   31,76  ±  1,47  

  C.  LARGA   37,33  ±  7,43   35,92  ±  6,41   40,68  ±  1,79   37,39  ±  5,98  

Tabla  18.  Composición  de  ácidos  grasos,  expresada  en  porcentaje,  de  SA2  en  ausencia  (control)  

y  presencia  de  daptomicina,  a  4h  y  24h  de  cultivo.  

Ácido  graso   SA2C4H   SA2D4H   SA2C24H   SA2D24H  

iso-‐C14   1,53  ±  0,29   1,15  ±  0,73     1,39  ±  0,31   1,54  ±  0,21  

C14   0,53  ±  0,13   0,41  ±  0,26   0,45  ±  0,13   0,50  ±  0,09  

iso-‐C15   7,18  ±  2,99   6,58  ±  3,58   6,82  ±  2,71   10,38  ±  1,72  

ai-‐C15   22,76  ±  4,54   18,88  ±  2,76   22,81  ±  3,59   20,29  ±  4,97  

C15   0,34  ±  0,08   0,30  ±  0,14   0,37  ±  0,10   0,38  ±  0,09  

iso-‐C16   2,79  ±  0,22   2,69  ±  0,44   2,86  ±  0,20   2,94  ±  0,25  

C16   9,13  ±  0,57   8,68  ±  0,12   6,56  ±  1,27   6,94  ±  1,36  

iso-‐C17   6,71  ±  0,55   7,27  ±  0,24   6,94  ±  0,35   7,56  ±  1,02  

ai-‐C17   12,67  ±  1,97   13,85  ±  2,84   13,58  ±  1,84   13,27  ±  1,29  

C17   1,19  ±  0,23   1,19  ±  0,20   1,24  ±  0,32   1,21  ±  0,32  

iso-‐C18   1,87  ±  0,43   2,06  ±  0,19   2,01  ±  0,41   2,00  ±  0,47  

C18   10,32  ±  0,29   11,17  ±  1,63   9,53  ±  0,69   9,34  ±  0,42  

iso-‐C19   3,72  ±  0,67   4,45  ±  0,27   4,00  ±  0,66   4,00  ±  0,82  

ai-‐C19   5,51  ±  0,34   6,39  ±  1,12   6,06  ±  0,42   5,72  ±  0,52  

C19   3,79  ±  0,80   4,09  ±  0,06   4,20  ±  1,07   3,82  ±  0,99  

iso-‐C20   0,79  ±  0,36   0,82  ±  0,22   0,89  ±  0,39   0,79  ±  0,32  

C20   7,27  ±  0,83   8,07  ±  0,86   8,06  ±  1,23   7,47  ±  0,62  

iso-‐C21   0,56  ±  0,31   0,58  ±  0,21   0,62  ±  0,32   0,54  ±  0,25  

ai-‐C21   0,63  ±  0,29   0,65  ±  0,17   0,75  ±  0,35   0,62  ±  0,25  

C21   0,71  ±  0,38   0,70  ±  0,25   0,84  ±  0,48   0,67  ±  0,33  
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En  SA2  también  se  observaron  en  las  distintas  condiciones  de  cultivo  (Tabla  18),  

ácidos   grasos   iso-‐ramificados,   anteiso-‐ramificados   y   lineales,   con   una   longitud   de  

cadena   que   varió   desde   los   14   hasta   los   21   carbonos,   los   mismos   mencionados  

anteriormente.   Los   ácidos   grasos   mayoritarios   fueron   el   anteiso-‐pentadecanoico,  

anteiso  -‐  C15,  y  el  ácido  graso  anteiso  heptadecanoico,  anteiso  -‐  C17.  

Tanto  a  las  4h  de  cultivo,  como  a  las  24h,  en  ausencia  y  presencia  de  daptomcina,  

el  porcentaje  de  los  distintos  ácidos  grasos  fue  el  mismo  y  no  se  encontraron  diferencias  

estasdísticamente  significativas.  

La  proporción  general  de   los  distintos  tipos  de  ácidos  grasos  observada  en   las  

diferentes  condiciones  de  cultivo  (Tabla  19)  se  mantuvo  sin  diferencias  estadísticamente  

significativas.  Al   igual  que  en  medio  sólido,  se  apreció  un  mayor  contenido  de  ácidos  

grasos   anteiso   ramificados,   sin   embargo,   al   igual   que   en   SA1,   se   aprecia   un   mayor  

contenido  de  ácidos  grasos  lineales  que  el  observado  en  el  cultivo  en  medio  sólido.  

Tabla  19.  Porcentaje  de  los  distintos  tipos  estructurales  de  ácidos  grasos  de  SA2  en  ausencia  (C)  

y  presencia  de  daptomicinca  (D),  a  4h  y  24h.  

   SA2C4H   SA2D4H   SA2C24H   SA2D24H  

  ISO   25,15  ±  3,48   25,59  ±  4,85     25,54  ±  3,34     29,78  ±  4,84  

  ANTEISO   41,58  ±  5,90   39,78  ±  3,31   43,19  ±  4,40   39,89  ±  5,49  

  LINEALES   33,27  ±  2,95   34,62  ±  1,69   31,27  ±  1,36   30,33  ±  0,66  

  C.  LARGA   36,50  ±  7,08   39,74  ±  3,48   37,61  ±  6,20   36,36  ±  6,58  

  

4  Estudio  del  grosor  de  la  envoltura  celular  de  SA1  y  SA2  

   La  microscopía  electrónica  de  transmisión  reveló  un  grosor  de  pared  de  37,21  ±  

4,28  nm  en   la  cepa  SA1  (Fig.  32a),  y  de  40,08  ±  4  nm  en  el  aislado  SA2   (Fig.  32b).  La  

diferencia  resultó  no  ser  estadísticamente  significativa.  
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Figura  32.  Microscopía  electrónica  de  transmisión  de:  a)  SA1  y  b)  SA2.  

  
5  Secuenciación  del  cromosoma  de  S.  aureus  y  análisis  bioinformático  

Los  cromosomas  de  SA1,  y  SA2  presentaron  un  total  de  2.8  Mpb,  equivalentes  a  

2648  genes  que  correspondían  con  2572  CDS,  63  ARNt,  12  ARNr  y  1  ARNtm.  

En   la   tabla   20   se  muestran   las  mutaciones   observadas,   que   se   establecieron  

como  cambios  en  el  genoma  del  aislado  SA2  (resistente  a  daptomicina),  con  respecto  a  

SA1  (sensible  a  daptomicina).  

Con  estos  criterios  se  observaron  mutaciones  en  los  genes  purR,  mprF,  ebhb_1  y  

en  un  gen  de  función  desconocida  (Tabla  20).  

   Tras   esto,   se   comprobó,   mediante   PCR,   si   las   mutaciones   observadas   en   la  

secuenciación  de  los  cromosomas  se  confirmaban  mediante  secuenciación  de  Sanger,  

de  acuerdo  con  el  protocolo  descrito  en  el  apartado  7  de  materiales  y  métodos.  Con  esta  

técnica  pudimos  confirmar  que  todas  las  mutaciones  observadas  en  la  secuenciación  del  

cromosoma  se  encontraban  presentes.    

  

  

  

a)   b)  
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Tabla  20.  Mutaciones  encontradas  en  la  secuenciación  del  cromosoma  de  SA2  con  respecto  a  

SA1.  

     

Gen   Cambio  de  nucleótidos   Función  proteica   Cambio  de  aminoácidos  

purR   CT87C  

Regulador  de  

transcripción  asociado  al  

metabolismo  de  purinas  

Deleción  del  aminoácido  

Phe  en  la  posición  29  de  

la  cadena  proteica  

mprF   C941T  

Enzima  responsable  de  la  

síntesis  de  LPG  y  su  

translocación  a  la  parte  

externa  de  la  membrana  

Pro314Leu  

ebhb_1   G10056A   Adhesina  emb   Ala3352Ala  

Desconocido   Deleción   Proteína  hipotética  

LeuGlnMetLeuSerTyrLeuA

snAsnHisGlnTrpLeuLeuLys

GlyArgAspGlnArgAspGlnA

rgLys69Gln  
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Staphylococcus  capitis  

1  Sensibilidad  antibiótica    

Los   cuatro   aislados   de   S.   capitis   estudiados   (SC32,   SC33,   SC34   y   SC35),  

presentaron   el   mismo   perfil   de   resistencia   a   los   antibióticos   testados   mediante   el  

sistema  Vitek  2®,  a  excepción  de  la  daptomicina  (Tabla  21).  

Tabla  21.  Antibiograma  (Vitek2®)  de  las  diferentes  cepas  de  S.  capitis,  e   interpretación  de  los  

resultados  (S:  sensible  y  R:  resistente).  La  concentración  se  expresa  en  µg/mL.  Se  destaca  en  

negrita  la  CMI  obtenida  para  el  antibiótico  daptomicina  en  todos  los  aislados.  

Antibióticos   SC32   SC33   SC34   SC35  

Bencilpenicilina   ,5  (R)   ,5  (R)   ,5  (R)   ,5  (R)  

Oxacilina              

Gentamicina   ,5  (S)   ,5  (S)   ,5  (S)   ,5  (S)  

Tobramicina              

Levofloxacino   0,25  (S)   0,25  (S)   0,25  (S)   0,25  (S)  

Clindamicina   ,25  (S)   ,25  (S)   ,25  (S)   ,25  (S)  

Eritromicina              

Linezolid   2  (S)   2  (S)   2  (S)   2  (S)  

Daptomicina   0,75  (S)   2  (R)   2  (R)   4  (R)  

Vancomicina   1  (S)   1  (S)   1  (S)   1  (S)  

Teicoplanina   1  (S)      1  (S)     

Tigeciclina   ,12  (S)   ,12  (S)   ,12  (S)   ,12  (S)  

Fosfomicina              

Ácido  fusídico              

Rifampicina   ,5  (S)   ,5  (S)   ,5  (S)   ,5  (S)  

Trimetoprima/  

sulfametoxazol  
           

   El   aislado   SC32   se   consideró,   de   acuerdo   con   los   criterios   establecidos  por   el  

EUCAST  (European  Committee  on  Antimicrobial  Susceptibility  Testing,  2019),  sensible  a  

daptomicina.  Los  aislados  SC33  y  SC34  presentaron  una  CMI  de  2  µg/mL  y  la  de  SC35  fue  

de  4  µg/mL,  por  lo  que  se  catalogaron  como  resistentes  a  daptomicina.  
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   Los  resultados  obtenidos  mediante  Vitek  2®  se  contrastaron  con  las  tiras  de  E-‐

test®  (Tabla  22).  Con  este  método  (Fig.  33)  se  obtuvieron  CMIs  más  bajas  a  daptomicina  

aunque,  excepto  para  el  aislado  SC33,  coincidieron  en  las  categorías  clínicas  de  sensible  

o   resistente,   de   acuerdo   con   los   criterios   del   EUCAST   (European   Committee   on  

Antimicrobial  Susceptibility  Testing,  2019).  

Tabla  22.  Comparación  entre  los  resultados  obtenidos  mediante  los  métodos  Vitek®  y  E-‐test®  

en  los  aislados  de  S.  capitis.  La  concentración  se  expresa  en  µg/mL.  

   E-‐test®  daptomicina   Vitek®  daptomicina  

SC32   0,5   0,75  

SC33   1   2  

SC34   1.5   2  

SC35   1.5   4  

  

  

Figura  33.  Ejemplo  de  E-‐test®  a  daptomicina  realizado  al  aislado  SC32.  
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2  Composición  general  de  lípidos  en  los  cuatro  aislados  de  Staphylococcus  

capitis  (24h  MH  agar)  

2.1  ESI-‐TOF-‐MS  

La  espectrometría  de  masas  en  modo  ESI-‐TOF  demostró  la  existencia  de  PG,  DPG,  

LPG  y  GL  en  todos  los  aislados  estudiados,  conjuntamente  con  AGL,  DAG  y  GP-‐GL  (Fig.  

34a).  También  se  observaron  señales  entre  m/z  1429  y  1640,  que  podrían  corresponder  

a   aductos   de   PG   (no   confirmado).  Un  detalle  más   completo  para   cada  uno  de  estos  

compuestos  se  da  en  las  Figs.  34b-‐34f.  

  

a)  

GL  

DPG  

PG  

LPG

  
DAG  

AGL  

GP-‐GL
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b)  

c)  

PG  

LPG  
DAG  

DPG  

POSIBLES  ADUCTOS  DE  PG    
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Figura  34.  Ejemplos  de  espectros  obtenidos  por  ESI-‐TOF-‐MS  en  la  cepa  SC32,  donde  se  

muestran:  a)  espectro  general,  b)  GL,  PG  y  LPG,  c)  DPG,  d)  GL  y  GP-‐GL,  e)  AGL.  

Para  la  comparación  de  la  composición  lipídica  de  los  cuatro  aislados  de  S.  capitis  

se  empleó  como  referencia  SC32  (Fig.  35):  como  puede  observarse,  el  contenido  en  PG  

fue  muy  similar  en  todos  ellos,  difiriendo,  en  general,  en  el  resto  de  lípidos,  por  lo  que  

d)  

e)  

GL  

GP-‐GL  

AGL  
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puede   afirmarse   que   cada   uno   de   los   aislados   tiene   una   composición   lipídica   global  

específica.  

En  general,  todos  los  aislados  presentaron  menor  abundancia  en  DPG,  LPG,  GL  Y  

GP-‐GL,  y  mayor  en  DAG  y  AGL  (especialmente  en  SC35).  El  análisis  estadístico  reveló  que  

las  diferencias  en  el  contenido  de  LPG,  GL,  GP-‐GL  y  AGL  fueron  significativas  en  todos  los  

aislados  (p  <  0,005).  

  

Figura  35.  Comparación  de  la  composición  de  lípidos  de  los  aislados  SC33,  SC34  y  SC35  con  

respecto  al  control  SC32.  

2.2  Distribución  de  los  grupos  acilo  entre  los  distintos  lípidos  de  membrana  

   Para   estudiar   cómo   se   distribuyen   los   grupos   acilos   de   los   diferentes   lípidos  

estudiados  mediante  ESI-‐TOF-‐MS,  se  compararon  las  especies  moleculares  que  poseen  

una  combinación  de  ácidos  grasos  de  15  y  17  carbonos  con  las  especies  moleculares  que  

poseían  una  combinación  de  ácidos  grasos  de  15  y  19  carbonos,  indicadas  en  las  Tablas  

3-‐9  en  el  apartado  2.2  de  materiales  y  métodos.  

La  espectrometría  de  masas  en  modo  ESI-‐TOF,  indicó,  sorprendentemente,  que  

los   grupos   acilo   de   los   distintos   lípidos   de   membrana   se   distribuyeron   de   manera  

desigual,   siguiendo   el   mismo   patrón   en   todos   los   aislados   (Fig.   36),   tendiendo   a  

acumularse  los  de  longitud  más  corta  en  PG,  LPG,  GL,  GP-‐GL  y  AGL,  mientras  que  en  DPG  
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y   DAG   lo   hacían   los   de   longitud   más   larga.   El   análisis   estadístico   reveló   que   estos  

resultados  solo  fueron  significativos  para  el  LPG  (P  =  0,012);  es  decir,  el  LPG  de  las  cepas  

resistentes  a  daptomicina  (SC33,  SC34  y  SC35)  tienden  a  tener  grupos  acilo  más  largos  

que  la  cepa  sensible  (SC32).  

  

Figura  36.  Relación  entre  las  intensidades  de  las  especies  moleculares  mayoritarias  de  los  

lípidos  de  los  distintos  aislados  de  S.  capitis  en  medio  MH  agar  a  las  24h  de  cultivo.  

     

2.3  GC-‐MS  

La  GC-‐MS  demostró  que   los   ácidos   grasos   de  S.   capitis,   al   igual   que   los   de  S.  

aureus  variaron  entre  14  y  21  carbonos  (Fig.  37).    

Todos   los   aislados   presentaron   como   ácido   graso   mayoritario   el   ai-‐C15,   sin  

embargo,  SC32  presentó  como  segundo  ácido  graso  mayoritario  ai-‐C17,  mientras  que  

para  los  aislados  SC33,  SC34  y  SC35  fue  el  iso-‐C19  (Tabla  23).  También  se  encontraron  

variaciones  en  el  porcentaje  de  otros  ácidos  grasos  entre  SC32  y  el  resto  de  aislados.  

Así,   los  ácidos  grasos   iso-‐C14,   iso-‐C16,  ai-‐C17,  C17,   iso-‐C18  e   iso-‐C20,  son  más  

abundantes  en  SC32  que  en  el  resto  de  aislados  estudiados.    
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Por  otra  parte,  los  ácidos  grasos  C14,  iso-‐C19,  iso-‐C21  y  ai-‐C21  presentaban  una  

mayor  concentración  en  los  aislados  SC33,  SC34  y  SC35  que  en  el  aislado  SC32.  

    

Figura  37.  Ejemplo  de  cromatograma  obtenido  mediante  GC-‐MS  del  aislado  SC32.  

El   sumatorio   de   los   distintos   tipos   estructurales   de   ácidos   grasos   (Tabla   24)  

reveló  que  las  diferencias  observadas  en  los  distintos  ácidos  grasos  no  tenían  relevancia  

en  la  composición  general,  ya  que  todos  los  aislados  presentaron  el  mismo  patrón  de  

ácidos  grasos,  en  el  que  los  ácidos  grasos  anteiso-‐ramificados  fueron  los  mayoritarios.  

iso-‐C14  

C14  

iso-‐C15  

ai-‐C15  

C15  

iso-‐C16  

C16  
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C17  
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También  se  observó  que  los  ácidos  grasos  considerados  de  cadena  larga  (C  >  17),  

que   suponen   entorno   a   un   35-‐38%   del   total   de   ácidos   grasos,   tienen   menor  

concentración  que  los  ácidos  grasos  de  cadena  corta  (C<18).  

Tabla  23.  Composición  (%)  de  ácidos  grasos  de  los  cuatro  aislados  de  S.  capitis  estudiados.  

Ácido  graso   SC32   SC33   SC34   SC35  

iso-‐C14   1,14  ±  0,19   0,38  ±  0,13   0,36  ±  0,004   0,29  ±  0,14  

C14   0,08  ±  0,02   0,21  ±  0,12   0,13  ±  0,06   0,11  ±  0,05  

iso-‐C15   6,58  ±  1,36   5,96  ±  1,58   6,05  ±  0,78   5,58  ±  1,55  

ai-‐C15   21,94  ±  2,72   20,13  ±  3,74   21,06  ±  2,12   19,87  ±  5,35  

C15   0,05  ±  0,02   0,07  ±  0,02   0,05  ±  0,01   0,05  ±  0,02  

iso-‐C16   2,23  ±  0,22   0,56  ±  0,17   0,53  ±  0,11   0,48  ±  0,04  

C16   1,03  ±  0,14   1,75  ±  0,67   1,07  ±  0,23   1,35  ±  0,56  

iso-‐C17   10,76  ±  0,82   11,52  ±  1,21   11,54  ±  1,61   11,31  ±  0,94  

ai-‐C17   15,92  ±  0,88   13,28  ±  1,01   13,41  ±  1,45   13,07  ±  0,99  

C17   0,46  ±  0,09   0,27  ±  0,03   0,20  ±  0,05   0,18  ±  0,06  

iso-‐C18   3,39  ±  0,64   1,35  ±  0,06   1,36  ±  0,22   1,31  ±  0,22  

C18   6,26  ±  0,39   5,63  ±  0,49   5,02  ±  0,44   5,56  ±  0,89  

iso-‐C19   9,49  ±  1,19   15,46  ±  1,80   15,47  ±  1,42   16,02  ±  2,26  

ai-‐C19   11,06  ±  1,02   13,19  ±  0,71   13,52  ±  0,53   13,77  ±  0,77  

C19   2,20  ±  0,66   1,71  ±  0,32   1,74  ±  0,26   1,88  ±  0,36  

iso-‐C20   0,77  ±  0,48   0,43  ±  0,25   0,46  ±  0,23   0,48  ±  0,29  

C20   5,44  ±  1,26   5,44  ±  1,17   5,54  ±  0,78   5,84  ±  1,25  

iso-‐C21   0,68  ±  0,051   1,99  ±  0,11   1,88  ±  0,26   2,19  ±  0,65  

ai-‐C21   0,76  ±  0,08   1,68  ±  0,06   1,55  ±  0,25   1,75  ±  0,47  

C21   0,33  ±  0,18   0,29  ±  0,03   0,29  ±  0,03   0,33  ±  0,09  

     

Tabla  24.  Porcentaje  de  los  distintos  tipos  estructurales  de  ácidos  grasos  de  S.  capitis.  

   SC32   SC33   SC34   SC35  

  ISO   35,72  ±  1,63   36,09  ±  1,04     37,03  ±  0,61   36,94  ±  1,52  

  ANTEISO   48,18  ±  3,47   48,98  ±  2,44   49,03  ±  1,91   47,88  ±  4,72  

  LINEALES   16,09  ±  2,59   14,93  ±  2,65   13,94  ±  1,31   15,18  ±  3,22  

  C.  LARGA   35,17  ±  8,95   34,35  ±  5,75   35,95  ±  4,63   38,14  ±  8,19  



RESULTADOS  

   107  

3  Influencia  de  daptomicina  en  la  composición  lipídica  de  S.  capitis  

3.1  ESI-‐TOF-‐MS  

   Al  cultivar  los  aislados  SC32  y  SC35  en  medio  líquido,  tanto  en  ausencia  como  en  

presencia  de  daptomcina,  se  observó  que  el  antibiótico  actuaba  de  manera  diferente  al  

estar  en  ambos.  

Figura  38.  Composición  lipídica  de  la  membrana  bacteriana  de  SC32  en  medio  líquido  en  

ausencia  (control)  y  presencia  de  daptomicina,  a)  4h  de  cultivo,  b)  24h  de  cultivo.  Los  

resultados  se  expresan  comparando  daptomicina  versus  control.  

   A  las  cuatro  horas  de  cultivo  con  antibiótico  SC32  mostró  ligeras  diferencias  en  

la  composición   lipídica  con  respecto  al  control   sin  daptomicina   (Fig.  38a).  Se  observó  

que,  en  presencia  del  antibiótico,  tenía  un  menor  contenido  en  PG,  LPG,  GL,  GP-‐GL  y  

AGL,  siendo  estadísticamente  significativas  las  diferencias  para  GP-‐GL  (P  =  0,004)  y  AGL  

(P  =  0,008).  A  las  24h  de  cultivo  (Fig.  38b),  se  observó  un  ligero  descenso  en  DPG,  LPG  y  

AGL,   y  un  aumento  de  DAG.  El   análisis   estadístico   señaló  que   solo  el  descenso  en   la  

concentración  de  DPG  fue  significativo  (P  =  0,004).    

  

Figura  39.  Composición  lipídica  de  SC35  en  medio  líquido  en  ausencia  (control)  y  presencia  de  

daptomicina,  a)  4h  de  cultivo,  b)  24h  de  cultivo.  Los  resultados  se  expresan  comparando  

daptomicina  versus  control.  

   En  SC35  a  las  4h  de  cultivo  en  presencia  de  daptomicina  (Fig.  39a)  se  constató  un  

pequeño   aumento   en   la   cantidad   de   LPG   y   DAG,   y   otro   más   pronunciado   de   AGL,  
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resultando  ser  este  último  estadísticamente  significativo  (P  =  0,014).  A  las  24h  de  cultivo  

con  el  antibiótico  (Fig.  39b)  se  observó  una  disminución  de  DPG  y  un  incremento  en  LPG,  

GL   y   DAG,   aunque   ninguno   de   los   cambios   observados   fue   estadísticamente  

significativo.  

   Adicionalmente,   los   datos   revelaron   que,   al   igual   que   en   medio   sólido,   las  

composiciones  lipídicas  globales  de  ambos  aislados  son  diferentes  cuando  se  comparan  

a  las  4h  (Figs.  40a,  40b)  y  a  las  24h  (Figs.  41a,  41b),  independientemente  del  antibiótico.  

Figura  40.  Composición  lipídica  de  SC35  versus  SC32  en  medio  Mueller-‐Hinton  caldo  a  las  4h  de  

cultivo  en:  a)  ausencia  de  daptomicina,  b)  presencia  de  daptomicina.  

     

  

  

  

  

  

Figura  41.  Composición  lipídica  de  SC35  versus  SC32  en  medio  Mueller-‐Hinton  caldo  a  las  24h  

de  cultivo  en:    a)  ausencia  de  daptomicina,  b)  presencia  de  daptomicina.  
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A  las  4h  de  cultivo  tanto  en  presencia  como  en  ausencia  de  daptomicina,  SC35  

presentó,  en   relación  con  SC32,   las  mismas  diferencias  en   la   composición   lipídica,   es  

decir,  una  mayor  cantidad  de  DPG,  DAG  y  AGL,  y  un  menor  contenido  de  PG,  LPG,  GL  y  

GP-‐GL.  El  análisis  estadístico  reveló  que  las  diferenias  observadas  en  LPG,  GL,  DAG  y  GP-‐

GL   fueron   significativas.   Además,   en   presencia   de   daptomicina   también   resultó   ser  

estadisticamente  significativa  el  aumento  de  AGL.  

   A  las  24h  de  cultivo  se  observó  un  patrón  de  lípidos  similar  al  observado  con  el  

cultivo  a  las  4h,  tanto  en  ausencia  como  en  presencia  del  antibiótico;  es  decir,  menor  

cantidad  de  PG,  DPG,  LPG,  GL  y  GP-‐GL,  y  mayor  de  AGL.  En  el  medio  con  daptomicina  se  

encontró   menor   cantidad   de   DAG   en   SC35   con   respecto   al   medio   control   sin  

daptomicina.  En  ausencia  de  daptomicina,  las  diferencias  en  PG,  DPG,  LPG,  GL,  GP-‐GL  y  

AGL  fueron  estadisticamente  significativas,  al  igual  que  -‐exceptuando  PG-‐  en  presencia  

del  antibiótico.    

3.2  Distribución  de  los  grupos  acilo  entre  los  distintos  lipidos  de  membrana  

   Al   realizar  este  análisis  también  se  estudió   la  distribución  de   los  ácidos  grasos  

mayoritarios   en   los   lípidos   de   SC32   y   SC35.   En   todas   las   condiciones   de   cultivo  

estudiadas,  se  observó  el  mismo  resultado  que  en  medio  sólido.  

Figura  42.  Relación  entre  las  especies  moleculares  mayoritarias  de  los  lípidos  de  SC32  y  SC35  a  

4h  de  cultivo  en:  a)  ausencia  de  daptomicina  (C),  b)  epresencia  de  daptomicina  (D).  

   En  ausencia  de  daptomicina  (Fig.  42a),  y  para  ambos  aislados,  se  apreció  que  los  

grupos  acilo  más  cortos  (combinaciones  de  C15  +  C17)  se  acumulaban  en  PG,  LPG,  GL,  y  
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GP-‐GL,  y  los  más  largos  (combinaciones  C15  +  C19)  en  DPG  y  DAG.  Al  comparar  SC32  y  

SC35,  los  resultados  fueron  estadísticamente  significativos  para  DPG,  LPG,  DAG  y  AGL.  

   A  las  cuatro  horas  de  cultivo  en  presencia  de  daptomicina  (Fig.  42b)  se  obsevó  

un   patrón   similar,   aunque   con   ligeras   variaciones   para   AGL;   es   decir,   SC35   tiende   a  

acumular,  por  igual  los  ácidos  grasos  de  cadena  larga  y  de  cadena  corta,  mientras  que  

SC32  tiende  a  acumular  los  de  cadena  corta.  Las  diferencias  entre  ambos  aislados  fueron  

estadísticamente  significativas  para  DPG,  DAG,  GP-‐GL  y  AGL.  

Figura  43.  Relación  entre  las  especies  moleculares  mayoritarias  de  los  lípidos  de  SC32  y  SC  35  a  

24h  de  cultivo  en:  a)  ausencia  de  daptomicina  (C),  b)  en  presencia  de  daptomicina  (D).  

   En  ambos  aislados,  y  tras  24h  de  cultivo,  tanto  en  ausencia  (Fig.  43a)  como  en  

presencia  del  antibiótico  (Fig.  43b),  los  grupos  acilo  más  cortos  se  sitúan  con  preferencia  

en  PG,  mientras  que  los  de  cadena  larga  lo  hacían  en  DPG  y  AGL.  Para  LPG  y  DAG  no  se  

pudo  medir  si  había  diferencias  entre  los  aislados  en  el  medio  control.  En  este  caso,  no  

se  dieron  diferencias  estadísticamente  significativas  entre  SC32  y  SC35.  

3.3  GC-‐MS     

   Al   igual   que   en  medio   sólido,   en   ambos   aislados   se   encontraron   cadenas   de  

ácidos  grasos  cuya  longitud  variaba  entre  14  y  21  carbonos.  

En  SC32,  y  en  contraposición  con  los  datos  obtenidos  en  medio  sólido,  los  ácidos  

grasos  mayoritarios  fueron  C16  y  C18  en  cualquiera  de  las  condiciones  estudiadas  (Tabla  

25),   no   siendo   estadísticamente   significativas   las   diferencias   encontradas,   incluso  

cuando  se  consideró  la  composición  entre  los  distintos  tipos  estructurales  (Tabla  26).    
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Tabla   25.   Composición   (%)   de   ácidos   grasos   de   SC32   en   ausencia   (control)   y   presencia   de  

daptomicina  tras  4h  y  24h  de  cultivo.  

Ácido  graso   SC32C4H   SC32D4H   SC32C24H   SC32D24H  

iso-‐C14   0,59  ±  0,11   0,39  ±  0,18   0,42  ±  0,10   0,52  ±  0,09  

C14   0,44  ±  0,04   0,35  ±  0,08   0,28  ±  0,09   0,36  ±  0,11  

iso-‐C15   3,86  ±  0,49   3,03  ±  0,87   3,96  ±  0,55   4,40  ±  0,74  

ai-‐C15   14,34  ±  0,55   11,97  ±  2,23   14,29  ±  1,45   15,52  ±  1,52  

C15   0,08  ±  0,01   0,07  ±  0,01   0,08  ±  0,02   0,08  ±  0,03  

iso-‐C16   1,38  ±  0,21   1,23  ±  0,37   1,32  ±  0,28   1,30  ±  0,34  

C16   20,95  ±  2,36   22,13  ±  3,48   16,67  ±  2,16   15,93  ±  2,09  

iso-‐C17   6,48  ±  0,82   6,21  ±  1,13   6,97  ±  0,94   6,97  ±  0,93  

ai-‐C17   10,71  ±  0,70   10,48  ±  1,01   11,43  ±  0,73   11,82  ±  0,54  

C17   0,43  ±  0,10   0,45  ±  0,14   0,45  ±  0,12   0,41  ±  0,12  

iso-‐C18   2,11  ±  0,21   2,12  ±  0,39   2,51  ±  0,59   2,18  ±  0,47  

C18   19,17  ±  2,03   21,47  ±  3,27   16,76  ±  1,46   15,50  ±  1,19  

iso-‐C19   5,77  ±  0,58   5,93  ±  0,84   7,39  ±  0,67   7,41  ±  0,59  

ai-‐C19   7,34  ±  0,18   7,56  ±  0,62   9,18  ±  0,58   9,57  ±  0,70  

C19   1,40  ±  0,23   1,49  ±  0,42   1,74  ±  0,44   1,66  ±  0,42  

iso-‐C20   0,44  ±  0,09   0,45  ±  0,12   0,52  ±  0,16   0,56  ±  0,14  

C20   3,75  ±  0,29   3,88  ±  0,55   4,84  ±  0,60   4,56  ±  0,69  

iso-‐C21   0,33  ±  0,14   0,31  ±  0,14   0,46  ±  0,19   0,48  ±  0,19  

ai-‐C21   0,32  ±  0,09   0,36  ±  0,11   0,57  ±  0,13   0,62  ±  0,16  

C21   0,10  ±  0,03   0,12  ±  0,06   0,16  ±  0,07   0,14  ±  0,07  

  

Tabla  26.  Porcentaje  de  los  distintos  tipos  estructurales  de  ácidos  grasos  de  SC32  en  ausencia  

(C)  y  en  presencia  de  daptomicina  (D)  a  4h  y  24h  de  cultivo.  

   SC32C4H   SC32D4H   SC32C24H   SC32D24H  

  ISO   20,96  ±  2,53     19,67  ±  3,36     23,55  ±  2,99   23,82  ±  3,08  

  ANTEISO   32,71  ±  1,26   30,38  ±  2,47   35,47  ±  0,88   37,53  ±  1,48  

  LINEALES   46,33  ±  3,73   49,95  ±  5,49   40,98  ±  2,42   38,64  ±  2,03  

  C.  LARGA   40,75  ±  0,54   43,69  ±  2,52   44,13  ±  1,88   42,69  ±  1,89  
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Resultados  similares  se  encontraron  para  SC35,  destacando  en  este  aislado  una  

mayor  abundancia,  por  comparación  con  SC32,  de  los  ácidos  grasos  lineales  (Tablas  27  

y  28).  

Tabla  27.  Composición  (%)  de  ácidos  grasos  de  SC35  en  ausencia  (C)  y  presencia  de  daptomicina  

(D)  a  4h  y  24h  de  cultivo.  

Ácido  graso   SC35C4H   SC35D4H   SC35C24H   SC35D24H  

iso-‐C14   0,07  ±  0,008     0,13  ±  0,02   0,14  ±  0,03   0,13  ±  0,04  

C14   0,48  ±  0,42   0,27  ±  0,17   0,30  ±  0,08   0,32  ±  0,09  

iso-‐C15   1,55  ±  1,12   2,19  ±  1,19   3,99  ±  0,48   3,65  ±  0,78  

ai-‐C15   5,33  ±  3,46   9,52  ±  6,21   13,30  ±  2,58   13,47  ±  3,27  

C15   0,05  ±  0,03   0,05  ±  0,02   0,09  ±  0,03   0,09  ±  0,03  

iso-‐C16   0,17  ±  0,14   0,21  ±  0,09   0,38  ±  0,09   0,33  ±  0,09  

C16   30,13  ±  8,53   25,12  ±  6,81   17,47  ±  1,72   18,29  ±  1,43  

iso-‐C17   3,73  ±  1,85   4,75  ±  1,09   6,58  ±  0,37   6,13  ±  0,75  

ai-‐C17   5,63  ±  1,99   8,28  ±  2,89   9,88  ±  0,81   10,36  ±  1,31  

C17   0,24  ±  0,08   0,24  ±  0,07   0,27  ±  0,09   0,28  ±  0,09  

iso-‐C18   0,47  ±  0,27   0,56  ±  0,13   0,97  ±  0,19   0,84  ±  0,23  

C18   34,85  ±  8,56   27,44  ±  9,87   17,22  ±  1,14   18,03  ±  1,54  

iso-‐C19   5,82  ±  1,97   6,81  ±  1,18   9,68  ±  0,13   8,87  ±  0,68  

ai-‐C19   6,58  ±  2,38   8,67  ±  3,26   10,96  ±  1,27   11,22  ±  1,49  

C19   0,65  ±  0,32   0,74  ±  0,15   1,35  ±  0,28   1,19  ±  0,25  

iso-‐C20   0,16  ±  0,09   0,21  ±  0,04   0,34  ±  0,06   0,29  ±  0,08  

C20   2,94  ±  1,15   3,44  ±  0,55   4,84  ±  0,33   4,54  ±  0,43  

iso-‐C21   0,51  ±  0,24   0,58  ±  0,13   0,94  ±  0,23   0,79  ±  0,20  

ai-‐C21   0,56  ±  0,24   0,71  ±  0,23   1,09  ±  0,13   1,03  ±  0,12  

C21   0,10  ±  0,007   0,10  ±  0,02   0,19  ±  0,08   0,14  ±  0,02  
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Tabla  28.  Porcentaje  de  los  distintos  tipos  estructurales  de  ácidos  grasos  de  SC32  en  ausencia  

(C)  y  en  presencia  de  daptomicina  (D)  a  4h  y  24h  de  cultivo.  

   SC35C4H   SC35D4H   SC35C24H   SC35D24H  

  ISO   12,46  ±  4,77   15,40  ±  3,63   23,02  ±  0,99   21,04  ±  2,58  

  ANTEISO   18,09  ±  5,47   27,19  ±  12,44   35,23  ±  4,47   36,08  ±  5,80  

  LINEALES   69,44  ±  10,22   57,41  ±  15,68   41,75  ±  3,52   42,87  ±  3,64  

  C.  LARGA   52,64  ±  11,19   49,27  ±  5,28   47,59  ±  1,26   46,96  ±  2,01  

  

3.4  ESI-‐TOF-‐MS/MS  

La  gran  abundancia  de  ácidos  grasos  lineales  en  S.  capitis,  esencialmente  C16  y  

C18,  en  caldo  MH,  nos  llevó  a  plantear  la  hipótesis  de  que  esta  bacteria  podría  cambiar  

la  composición  fina  de  sus  grupos  acilo  en  los  distintos  lípidos,  por  lo  que  recurrimos  a  

la   técnica   ESI-‐TOF-‐MS/MS   para   verificarlo.   Como   es   sabido,   PG   es   el   fosfolípido  

mayoritario  de  estafilococos,  y  de  él  derivan  LPG  y  DPG,  y,  por  extensión,  DAG  (Kuhn  et  

al.,  2015).  

   Un  espectro  MS/MS  de  PG   (m/z  721,   especie  molecular  mayoritaria)  de   SC32  

aparece  en  la  Fig.  44.  En  él  pueden  observarse  fragmentos  importantes  a  m/z  241  y  m/z  

269,  que  corresponden,  respectivamente,  a  la  liberación  de  grupos  acilo  C15  y  C17,  lo  

que  demuestra  que  este  compuesto  no  contiene  grupos  acilo  correspondientes  a  C16  y  

C18,  o  los  posee  en  muy  baja  cantidad,  como  cabría  esperar  de  la  composición  general  

de  ácidos  grasos  mostrada  en  la  Tabla  25.  

   Por  otro  lado,  la  mayor  abundancia  de  los  iones  m/z  479  y  m/z  497  sobre  las  de  

m/z  451  y  m/z  469,  indica  que  C15  ocupa  la  posición  sn-‐2,  y  C17  la  posición  sn-‐1  en  PG.  

Los  resultados  fueron  idénticos  para  LPG  y  GL  (datos  no  mostrados)  -‐también  en  el  caso  

de  SC35-‐  por  lo  que  se  concluyó  que  esta  bacteria  mantiene  el  perfil  característico  de  

lípidos  de  membrana  publicado  previamente  para  Staphylococcus  (Komaratat  &  Kates,  

1975).  
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Hasta  ahora,   la  presencia  mayoritaria  de  ácidos  grasos  C16  y  C18  en  S.  capitis  

cultivado  en   caldo  MH  está  por   aclarar,   pero  es  probable  que  abunden  en   forma  de  

triacilgliceroles  o  ácidos  grasos  libres.  

  

Figura  44.  Espectro  MS/MS  de  PG  (m/z  721)  de  SC32,  ilustrando  el  hecho  de  que  los  grupos  

acilo  (ácidos  grasos)  mayoritarios  de  los  lípidos  de  membrana  se  corresponden  con  los  ácidos  

grasos  de  cadena  impar  C15  y  C17.  

  
4  Estudio  del  grosor  de  la  envoltura  celular  de  SC32  y  SC35  

La  microscopía  electrónica  de  transmisión  reveló  un  grosor  de  pared  de  45,514  

±  6,28  nm  en  la  cepa  SC32  (Fig.  45a)  y  de  71,35  ±  10,56  nm  en  el  aislado  SC35  (Fig.  45b).  

La  diferencia  resultó  estadísticamente  significativa.  
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Figura  45.  Microscopía  electrónica  de:  a)  SC32,  b)  SC35  

  

5  Secuenciación  del  cromosoma  de  S.  capitis  y  análisis  bioinformático  

Los  cromosomas  de  SC32  y  SC35  presentaron  un  total  de  2,5  Mpb,  equivalentes  

a  2648  genes  que  correspondían  con  2450  CDS,  62  ARNt,  13  ARNr  y  1  ARNtm.  

Integrado  en  el   cromosoma  de  cada  aislado   se  detectó  un   fragmento  de  0,13  

Mpb,  posiblemente  de  origen  extracromosómico,  ya  que  en  él  se  localizaron  secuencias  

correspondientes  a  transposasas  y  genes  de  resistencia  a  los  antibióticos   -‐lactámicos,  

tales  como  blaZ,  mecA_2  y  mecR1.  También  se  encontraron  en  este  fragmento  los  genes  

qacA   y   qacB,   codificantes   de   bombas   de   extrusión   transportadoras   de   amonio  

cuaternario,   de   origen   plasmídico   (Hong   et   al.,   2019).   De   manera   sorprendente   se  

observó  que  la  posición  de  estos  genes  no  era  la  misma  en  los  dos  aislados,  ya  que  en  

SC35  se  encontraban  invertidos  con  respecto  a  la  posición  de  SC32.  

Las  mutaciones  se  establecieron  como  cambios  en  el  genoma  el  SC35,  (resistente  

a  daptomicina),   con   respecto  a   SC32   (sensible  a  daptomicina).   Con  estos   criterios   se  

observaron  mutaciones   en   los   genes   tlyC,   dhbC,   rnJ2,   ATP   sintasa,   qacB,   un   gen   de  

función   desconocida,   así   como   en   la   región   intergénica   del   gen   FapR   (Tabla   29).  

Mediante   secuenciación   de   Sanger   se   pudo   confirmar   que   todas   las   mutaciones  

observadas  en  la  secuenciación  del  cromosoma  se  encontraban  presentes.    

a)   b)  
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Tabla  29.  Mutaciones  detectadas  en  el  cromosoma  de  SC35.  

Gen  
Cambio  de  

nucleótidos  
Función  proteica  

Cambio  de  

aminoácidos  

tlyC   G709T   Hemolisina  C   Asp237Tyr  

dhbC   C810A   Isocromato  sintasa   Val270Val  

rnJ2   A1460G   Ribonucleasa  J2   Asp487Gly  

ATP  sintasa   T7C   Cadena  I  de  ATP  sintasa   Cys3Arg  

Gen  de  función  

desconocida  situado  

entre  los  genes  queH  

y  tetR  

G58C   Proteína  hipotética   Asp20His  

qacB   G317A   Transportador  de  amonio   Ser106Asn  

-‐   C/T   Región  intergénica  de  fapR   -‐  

-‐   T/A  
Región  intergénica  de  los  

genes  psf1  y  lipA_3  

-‐  
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   Desde  que  se  aprobó  el  uso  de  daptomicina  frente  a  infecciones  producidas  por  

microorganismos   Gram-‐positivos  multirresistentes,   este   antibiótico   se   ha   empleado,  

conjuntamente  con  vancomicina  y  linezolid,    como  último  recurso  en  el  tratamiento  de  

infecciones   ocasionadas,   principalmente,   S.   aureus   resistente   a   meticilina   (Gray   &  

Wenzel,  2020).  Su  mecanismo  de  acción  es  todavía  desconocido,  aunque  en  los  últimos  

años   han   surgido   nuevas   hipótesis   sobre   su   interacción,   bien   demostrada,   con   la  

membrana  plasmática  bacteriana  (Grein  et  al.,  2020;  Müller  et  al.,  2016).  La  aparición  

de  resistencia  (Gómez  Casanova  et  al.,  2017;  Hagiya  et  al.,  2018)  es  un  hecho  infrecuente  

en   la   actualidad,   pero   supone   un   fracaso   del   tratamiento,   que   puede   complicar   el  

pronóstico  de  determinados  pacientes  (Grein  et  al.,  2020;  Müller  et  al.,  2016).  

   Las  bases  moleculares  de  la  resistencia  a  daptomicina  se  han  estudiado  en  los  

patógenos   clínicos  más   relevantes,   como   S.   aureus   y  E.   faecium,   (Baltz,   2009;  Bayer,  

Schneider,  &  Sahl,  2013;  Heidary  et  al.,  2017;  Miller  et  al.,  2016),  sin  embargo,  faltan  

datos   para   otros  microorganismos   oportunistas,   tales   como   S.   capitis   (Rincon   et   al.,  

2014)  considerado  en  la  actualidad  un  patógeno  emergente.  A  día  de  hoy,  esas  bases  se  

relacionan,  en  general  con  varios  genes  reguladores  de  la  homeostasis  de  la  envoltura  

celular  (Baltz,  2009;  Cameron  et  al.,  2015b;  Gómez  Casanova  et  al.,  2017;  Müller  et  al.,  

2018),  y  notablemente,  con  genes  implicados  en  las  modificaciones  de  fosfatidilglicerol,  

diana  del  antibiótico,  destacando  mprF  (Khatib  et  al.,  2016)  y  cls2  (Davlieva,  Zhang,  Arias,  

&   Shamoo,   2013),   aunque   se   han   propuesto  mecanismos   de   resistencia   alternativos  

(Pader  et  al.,  2016;  Song  et  al.,  2013).  

   Los   estudios   señalan   que   cada   microorganismo   estudiado   lleva   una   huella  

genética   y   fenotípica   específica,   de   forma  que  es   fácil   admitir   la   idea   expresada  por  

varios  autores  de  que  la  resistencia  a  daptomicina  en  bacterias  Gram-‐positivas  es,  en  

esencia,  dependiente  de  cada  cepa,  aun  más  cuando  las  posibles  mutaciones  implicadas  

no  son  únicas  ni  en  un  solo  gen  (Baltz,  2009;  Bayer  et  al.,  2015;  Ernst  &  Peschel,  2019;  

Heidary  et  al.,  2017;  Jiang  et  al.,  2019a),  de  ahí  la  doble  aproximación  que  se  ha  realizado  

en  este  estudio,  cuya  discusión  separamos  a  continuación  para  cada  especie  estudiada.  
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Staphylococcus  aureus  

S.  aureus  es  un  microorganismo  comensal  que  se  encuentra  de  manera  natural  

colonizando   piel   y   mucosas,   capaz   de   actuar   como   patógeno   oportunista   causando  

infecciones  graves  en  estos  tejidos  (Mehraj  et  al.,  2016;  Mohammed  et  al.,  2018),  debido  

a  su  capacidad  de  formar  biopelículas,  estructura  que  le  permite  crecer  sobre  superficies  

formando   una   matriz   protectora,   y   que   ha   sido   ampliamente   relacionada   con   la  

adquisición  de  resistencia  a  distintos  antibióticos  (Lister  &  Horswill,  2014;  Mohammed  

et  al.,  2018),  ya  que  proporciona  un  ambiente  que  favorece  la  transferencia  horizontal  

de   genes   (Bowler,   2018).   Por   otra   parte,   la   baja   concentración   de   antibiótico   que  

penetra  dentro  de  un  biofilm   también   juega  un  papel   importante  en   la  aparición  de  

resistencia,  ya  que  la  exposición  a  concentraciones  subinhibitorias  actúa  como  señal  de  

estrés  bacteriano  capaz  de  activar  diversas  rutas  metabólicas  que  alteran  la  expresión  

de  algunos  genes  (Venkatesan,  Perumal,  &  Doble,  2015).  

La   resistencia  a  daptomicina  ha  sido  ampliamente  estudiada  en  aislados  de   S.  

aureus,  debido  a  su  gran  relevancia  clínica,  ya  que  se  considera  uno  de  los  principales  

microorganismos  causantes  de  infecciones  tanto  nosocomiales  como  comunitarias  (Lee  

et  al.,  2017).  Los  estos  estudios  con  varios  aislados  secuenciales  de  un  mismo  paciente  

son   escasos   en   la   bibliografía,   por   esta   razón   la   investigación   realizada   en   nuestro  

laboratorio   puede   aportar   importantes   hallazgos   sobre   la   adquisición   in   vivo   de   la  

resistencia  a  antibióticos  en  S.  aureus.  

Población  heterogénea  en  S.  aureus  

Las  diferencias  en   la   composición  de   lípidos   y  en  el   antibiograma,  observadas  

entre  los  cinco  aislados  de  S.  aureus,   indicaría  que  la  causa  de  la  endocarditis  en  este  

paciente  se  debe  a   la  formación  de  un  biofilm  por  este  microorganismo   (Hall  &  Mah,  

2017),   donde   es   común   encontrar   subpoblaciones   que   presentan   distintos   perfiles  

transcriptómicos   y   proteómicos,   lo   que   en   ocasiones   lleva   a   fenotipos   diferentes,  

pudiéndose  distinguir  una  población  heterogénea  del  mismo  microorganismo   (Hall  &  

Mah,  2017;  Yan  &  Bassler,  2019),  lo  que  justificaría  el  aislamiento  en  un  mismo  día  de  

los  aislados  SA3  y  SA4  con  variaciones  en  el  perfil  de  resistencia  a  antibióticos  y  en  el  

lipídico.  
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Composición  lipídica  y  resistencia  a  daptomicina  

   Los   datos   globales   de   la   composición   lipídica   obtenidos   coinciden   con   los  

existentes  en  la  bibliografía,  tanto  para  ácidos  totales  (O´Donnell,  Nahaie,  Goodfellow,  

Minnikin,  &  Hájek,  1985)  como  para  fosfolípidos  y  glicolípidos  (Kuhn  et  al.,  2015).  Los  

patrones   específicos   de   las   distintas   cepas   resultaron   ser   diferentes,   y,   muy  

notablemente,   destaca   el   de   SA2,   la   única   resistente   a   daptomicina,   por   su   alto  

contenido  en  LPG,  característica  que  parece  innata,  dado  que  se  expresa  en  todas  las  

condiciones  de  cultivo  estudiadas  (Figs.  26,  30  y  31).  

   Los   altos   niveles   de   LPG   en   la   membrana   plasmática   han   sido   ampliamente  

relacionados  con  la  resistencia  a  daptomicina,  facilitando  el  fenómeno  de  repulsión  del  

antibiótico  (Ernst  &  Peschel,  2019;  Khatib  et  al.,  2016),  por  lo  que  este  hallazgo  podría    

justificar  el  fenotipo  de  resistencia  a  daptomicina  que  observamos  en  SA2.  

   Se  puede  descartar  otro   factor   también   relevante   como  es   la   composición  en  

ácidos  grasos  (Boudjemaa  et  al.,  2018),  puesto  que  no  se  dan  variaciones  significativas  

entre  los  distintos  aislados  estudiados.  Por  otro  lado,  algunos  estudios  han  mostrado  la  

influencia  de  DPG  sobre  la  actividad  de  daptomicina;  donde  se  relaciona  un  incremento  

del   fosfolípido   con   la   resistencia   al   antibiótico,   al   provocar   un   engrosamiento   de   la  

membrana  celular  y  dificultar  la  interacción  de  la  membrana  bacteriana  con  el  complejo  

Ca2+-‐DAP   (Davlieva   et   al.,   2013;  Gómez  Casanova   et   al.,   2017;   Tran  et   al.,   2015).   Sin  

embargo,   la   disminución   generalizada   con   respecto   a   la   cepa   control,   SA1,   que  

muestran,  tanto  SA2  como  el  resto  de  las  cepas,  descartan  la  contribución  de  DPG  en  la  

resistencia  al  antibiótico.  

También  se  observaron  variaciones  significativas  en  el  contenido  de  GL  entre  SA1  

y  SA2  (Figs.  30  y  31).  Un  incremento  de  este  lípido  podría  asociarse,  a  una  menor  carga  

neta  negativa  en  la  membrana  (Cafiso  et  al.,  2014),  lo  que  no  concuerda  con  el  hecho  de  

que  los  niveles  de  GL  sean  menores  en  SA2  mientras  se  mantienen  los  de  PG,  por  lo  que  

es  probable  que  no  sea  la  causa  de  la  resistencia  al  antibiótico.  

Las   cepas   mencionadas   presentan   también   diferencias   estadísticamente  

significativas  en  los  niveles  de  AGL  a  las  4h  de  cultivo  (Fig.  30).  Sin  embargo,  la  posible  

influencia   de   estos   lípidos   sobre   la   actividad   de   daptomicina   es,   hasta   ahora,   una  
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incógnita.  Es  probable  que  parte  de  estos  AGL  se  localicen  en  la  membrana,  donde  se  ha  

comprobado   que   controlan,   indirectamente,   la   expresión   de   algunos   factores   de  

virulencia  de  S.  aureus,  como  la  producción  de  hemolisina  (Ericson,  Subramanian,  Frank,  

&  Rock,  2017).  

Desde   un   punto   de   vista   lipídico,   las   membranas   de   SA1   y   SA2   presentan  

diferencias  sutiles  que  pueden  influir  en  la  interacción  con  la  daptomicina,  destacando  

la   mayor   cantidad   de   LPG   en   SA2,   fosfolípido   catiónico   que   ha   sido   ampliamente  

relacionado  con  la  resistencia  a  daptomicina  (Bayer  et  al.,  2015;  Ernst  &  Peschel,  2019;  

Ernst  et  al.,  2018;  Soo-‐Jin  et  al.,  2018).    Este  aumento  parece  estar  relacionado  con  la  

mutación  observada  en  MprF  (comentado  más  adelante).  Sin  embargo,  los  cambios  en  

otros  lípidos  no  están  asociados  a  mutaciones  en  las  distintas  proteínas  implicadas  en  

su  síntesis  o  en  distintos  sistemas  reguladores  de  la  envoltura  celular,  tal  y  como  indica  

el   análisis   genómico   efectuado.   Debido   a   estos   resultados,   las   diferencias   lipídicas  

podrían   situarse   a   otros   niveles  metabólicos  más   complejos  que   no   se   revelan   en   la  

comparación  de  los  genomas  de  ambas  cepas.  

La  ausencia  de  mutaciones  en  los  genes  que  influyen  en  el  grosor  de  la  pared,  

como  rpoB,  rpoC  e  yycF  (Tabla  2),  justifica  el  hecho  de  que  las  envolturas  celulares  de  

SA1  y  SA2  sean  similares,  como  lo  demuestra  la  microscopía  electrónica  de  transmisión  

(Fig.  32).  Este  hallazgo,  unido  a  la  ausencia  de  mutaciones  en  dltABCD  y  graSR  (Tabla  2),  

que  controlan  la  carga  neta  de  la  envoltura  celular,  y  excluyendo  la  desregulación  de  su  

expresión   (Bayer  et  al.,  2016),   favorecen   la   idea  de  que  el   incremento  de  LPG  pueda  

considerarse  como  la  causa  principal  de  la  resistencia  a  daptomicina  en  SA2.  

Influencia  de  daptomicina  en  la  composición  lipídica  

   El  estudio  de  la  composición  de  fosfolípidos  y  glicolípidos  (Figs.  28  y  29)  de  los  

aislados  SA1  y  SA2  en  fase  exponencial  de  crecimiento,  4h,  y  en  fase  logarítmica,  24h,  

en  medio  líquido  y  presencia  de  daptomicina,  revelaron  que  su  composición  se  mantenía  

constante  para  todas  las  condiciones  de  cultivo  mencionadas,  por  lo  que  la  presencia  de  

daptomicina  no  parece  modificar  la  composición  de  la  membrana  bacteriana,  al  menos  

en  las  condiciones  experimentales  estudiadas.  
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   El  perfil  de  ácidos  grasos  presente  en  los  aislados  en  medio  líquido  en  las  distintas  

condiciones  de  cultivo  estudiadas  fue  similar  para  las  dos  cepas,  con  el  predominio  de  

los  ácidos  grasos  ai-‐C15  y  ai-‐C17,  por  lo  que  la  presencia  de  daptomicina  tampoco  parece  

alterar   la   composición   de   ácidos   grasos   de   los   aislados.   Sin   embargo,   en   todos   los  

cultivos  en  medio  líquido  se  apreció  un  aumento  de  los  ácidos  grasos  lineales  en  torno  

al  10%  con  respecto  de  los  resultados  observados  en  medio  sólido,  por  lo  que  el  medio  

de   cultivo   podría   influenciar   la   composición   de   ácidos   grasos,   aunque   no   se   han  

encontrado  datos  en  la  bibliografía  que  corroboren  esta  hipótesis.  

   El   análisis   de   la   posible   influencia   de   daptomicina   en   la   composición   lipídica  

puede   considerarse   original,   ya   que   no   se   han   encontrado   datos   similares   en   la  

bibliografía,  con  la  excepción  de  un  estudio  sobre  Dermabacter  hominis  (Valero-‐Guillén,  

Fernández-‐Natal,  Marrodán-‐Ciordia,  Tauch,  &  Soriano,  2016).  

Variaciones  genéticas  

La   secuenciación   del   genoma   de   los   dos   aislado   reveló   que   SA2   presenta  

mutaciones  en  varios  genes   con   respecto  a   la   cepa   sensible,   SA1:  purR,  ebhb_1,  una  

deleción  de  varios  nucleótidos  en  la  región  sar  y  mprF  (Tabla  20).  

El   gen   purR   pertenece   a   la   familia   de   reguladores   metabólicos   LacI,   y,   en  

concreto,  controla  el  metabolismo  de  purinas  y  actúa  como  un   factor  transcripcional  

que  coordina  la  expresión  de  genes  implicados  en  el  metabolismo  y  la  virulencia  de  la  

bacteria  (Sause  et  al.,  2019).  En  algunos  estudios  se  han  encontrado  cepas  de  S.  aureus  

resistentes   a   daptomicina   que   presentaban  mutaciones   en   este   gen,   pero   no   se   ha  

podido  establecer  una  relación  clara  con  la  resistencia  al  antibiótico  (Berti  et  al.,  2018;  

Renzoni  et  al.,  2017b);  sí  se  ha  establecido  que  las  mutaciones  que  inactivan  la  proteína  

aumentan  la  virulencia  en  S.  aureus,  favoreciendo  la  persistencia  de  la  infección  (Miller  

et  al.,  2020).  

La  adhesina  Emb  fue  descubierta  en  el  género  Streptococcus  y  se  relacionó  con  

la  adherencia  a  otras  células,  actuando  como  factor  de  virulencia,  por  lo  que  se  cree  que  

en  Staphylococcus  tiene  el  mismo  rol  (Wu  &  De  Lencastre,  1999).  Las  mutaciones  en  esta  

proteína  nunca  han  sido  relacionadas  con  la  aparición  de  la  resistencia  a  daptomicina  en  
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otros  estudios.  Además,  debido  a  que   la  mutación  no  produce  ningún  cambio  a  nivel  

proteico,  no  parece  tener  repercusión  con  el  fenotipo  de  resistencia  observado.  

También  se  ha  observado  una  deleción  de  69  nucleótidos  en  la  parte  inicial  de  la  

secuencia  de  un  gen  de  función  desconocida,  situado  en  la  región  sar  del  genoma  de  S.  

aureus,  donde  se  encuentran  los  genes  sarA,  sarB  y  sarC,  relacionados  con  la  producción  

de  hemolisina,  además  de  ejercer  como  regulador  de  agr  (Bayer,  Heinrichs,  &  Cheung,  

1996;  Cheung,  Bayer,  &  Heinrichs,  1997).  Hasta  ahora,  las  mutaciones  en  este  gen  no  

han  sido  relacionadas  con  la  aparición  de  resistencia  a  daptomicina.  

El  gen  mprF  codifica   la  enzima  del  mismo  nombre,   implicada  en  la  síntesis  del  

fosfolípido   LPG   y   su   posterior   translocación   a   la   cara   externa  de   la  membrana  de   la  

bacteria  (Davlieva  et  al.,  2013;  Ernst  &  Peschel,  2019;  Gómez  Casanova  et  al.,  2017;  Tran  

et  al.,  2015).  Las  mutaciones  en  este  gen  se  han  relacionado  en  numerosas  ocasiones  

con  la  aparición  de  resistencia  a  daptomicina,  sobre  todo  las  que  aparecen  en  el  dominio  

bifuncional,  sintasa  y  translocasa  (Ernst  &  Peschel,  2011,  2019;  Ernst  et  al.,  2018;  Soo-‐

Jin  et  al.,  2018).  

La  mutación  encontrada  en  SA2  se  debe  a  un  cambio  de  timina  por  citosina  en  la  

posición  941  del  gen,  que  provoca  la  sustitución  P314L  en  la  proteína.  Esta  mutación  se  

encuentra  en  el  dominio  bifuncional  de  MprF  y  ha  sido  descrita  en  otros  estudios  (Bayer  

et  al.,  2015;  Ernst  &  Peschel,  2019;  Kang  et  al.,  2017),  aunque  en  algunos  de  ellos  se  ha  

señalado   que   no   es   suficiente   para   provocar   la   resistencia   a   daptomicina   (Ernst   &  

Peschel,   2019;   Ernst   et   al.,   2018).   Sin   embargo,   para   SA2,   esta   mutación   puede  

considerarse   la   causa   de   la   resistencia   al   antibiótico,   al   relacionarse   con   un   mayor  

contenido  en  LPG  en  la  membrana  de  la  bacteria,  como  se  describe  en  la  bibliografía,  

tanto  para  cepas  sensibles  como  resistentes  a  meticilina  de  S.  aureus  (Bayer  et  al.,  2015;  

Kang  et  al.,  2017).  

Recientemente,  varios  estudios  han  propuesto  que  cuando  se  producen  SNPs  en  

mprF   suficientes   para   desarrollar   la   resistencia   a   daptomicina,   no   se   produce   un  

incremento  real  en  la  expresión  del  gen  ni  en  la  cantidad  de  LPG  de  la  membrana,  sino  

que  estas  mutaciones  provocarían  un  cambio  conformacional  en  MprF  que  afectaría  a  

su  interacción  con  daptomcina,  aunque  está  por  determinar  cuál  sería  esa  interacción  y  
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si   es   directa   o   indirecta   (Ernst   &   Peschel,   2019;   Ernst   et   al.,   2018).   A   raíz   de   estos  

hallazgos,   es   necesario   preguntarnos   cual   es   realmente   la   función   de   la   mutación  

detectada  en  SA2,  y  si  el  incremento  de  LPG  observado  está  relacionado  con  ella  o  con  

cambios   metabólicos   globales   que   no   pueden   detectarse   solo   por   el   estudio   de   los  

cambios  genéticos,  tal  y  como  describía  la  teoría  de  la  repulsión  (FIg.  46)  (Peleg  et  al.,  

2012)   aunque   con   respecto   a   nuestros   aislados   sea   la   hipótesis   más   plausible   para  

explicar  la  resistencia  a  daptomicina.  

  

  

  

  

  

  

Figura  46.  Esquema  de  la  teoría  de  repulsión.  En  rojo  se  muestran  las  moléculas  de  LPG  

y  en  azul  las  de  PG.  Imagen  de  elaboración  propia  basada  en  (Peleg  et  al.,  2012)  

  

Efecto   seesaw   y  mutación  en  mprF  

   Aunque   no   se   encuentra   entre   los   objetivos   de   esta   tesis,   se   ha   creído  

conveniente   discutir   el   hecho   de   que   la   cepa   SA2  presente   el   efecto      Este  

fenómeno   se   produce   cuando   se   da   una   disminución   de   la   CMI   a   antibióticos   -‐

lactámicos   a   la   vez   que   se   incrementa   la   de   antibióticos   como   daptomicina   o  

vancomicina  (Barber,  Ireland,  Bukavyn,  &  Rybak,  2014;  Hines  et  al.,  2020).  De  acuerdo  

con   la   Tabla   12,   SA2   aparece   como   sensible   a   oxacilina   y   resistente   a   daptomicina,  

fenotipo  contario  al  primer  aislado  SA1,  por  lo  que  interpretamos  que  se  ha  producido  

el  efecto  citado.  Destaca  el  hecho  de  que  en  SA2  no  existen  alteraciones  en  los  genes  

relacionados  con  la  resistencia  a  penicilinas  ni  a  otros   -‐lactámicos,  y  que  PBP2a  se  pudo  

detectar  con  el  test  de  inmunocromatografía  en  todos  los  aislados  estudiados.  
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la  proteína  PrsA,  implicada  en  el  plegamiento  post-‐translocacional  de  diversas  proteínas  

situadas  en   la  superficie  de   la  envoltura  celular,  tales  como   las  PBPs  (Jousselin  et  al.,  

2016;  Renzoni  et  al.,  2017a).  PrsA  es  modificada  a  una  acil-‐proteína  por  Lgt,  lipoproteína  

implicada  en  la  modificación  de  otras  proteínas  por  transferencia  de  una  molécula  de  

diacilglerol  y  requiere  PG  para  ejercer  su  función  (Mohammad  et  al.,  2019).  Un  exceso  

de  LPG,  relacionado  con  mutaciones  en  MprF,  inhibe  la  acción  de  Lgt,  y  la  inserción  de  

PrsA  en  la  membrana  (Fig.  47),  sin  la  cual  es  incapaz  de  activar  PBP2a,  necesaria  para  la  

síntesis  de  peptidoglicano  (Zhan  &  Zhu,  2018).  

     

  

  

  

  

Figura  47.     En  verde  se  

representa  el  LPG  y  en  azul  PG.  Imagen  de  elaboración  propia  basada  en  (Renzoni  et  al.,  

2017a).  

En  un  estudio  previo  (Renzoni  et  al.,  2017a)  se  había  descartado  la  influencia  de  

daptomicina  y  oxacilina  producía   la   inhibición  del  crecimiento  de   la  cepa  resistente  a  

ambos  antibióticos  estudiada  por  estos  autores  y  denominada  CB5036.  Este  trabajo  no  

incluye   datos   adicionales   de   lípidos   que   permitan   hacer   una   comparación   más  

exhaustiva  entre  SA2  y  CB5036,  pero  a  partir  de  nuestros  resultados  podemos  afirmar  

que  el  cambio  P314L  puede  situarse  en  el  contexto  del  modelo  representado  en  la  Fig.  
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Staphylococcus  capitis  

Staphylococcus  capitis  es  un  estafilococo  coagulasa  negativo  que  se  encuentra  

de  manera   natural   en   la   piel   (Natsis  &   Cohen,   2018)   que   durante  mucho   tiempo   se  

consideró  como  un  microorganismo  comensal  no  patógeno  (Kloos,  1980).  Sin  embargo,  

desde  hace  años,  se  ha  convertido  en  uno  de  los  principales  causantes  de  infecciones  

nosocomiales,  especialmente  en  neonatos,  debido  a  su  capacidad  para  formar  biofilms  

(Laurent  &  Butin,  2019;  Tevell  et  al.,  2017).  

La  resistencia  a  daptomicina  en  S.  capitis  no  es  tan  frecuente  como  en  otros  SCN,  

por  lo  que  no  ha  sido  tan  estudiada  como  en  otros  microorganismos  (Lourtet-‐Hascoët  

et  al.,  2018),  aunque  en  los  últimos  años  se  ha  observado  un  significativo  aumento  de  la  

aparición  de   resistencia   a   daptomicina   en   este  microorganismo   (Jiang   et   al.,   2019a),  

además   no   se   han   realizado   estudios   in   vivo   de   la   aparición   de   la   resistencia   a   este  

antibiótico    

Relación  entre  el  tratamiento  con  vancomicina  y  la  aparición  de  resistencia  

a  daptomcina  

Los  cuatro  aislados  de  S.  capitis  presentaron  un  perfil  de  sensibilidad  diferente  

para   la   daptomicina.   La   primera   cepa   aislada,   SC32,   resultó   ser   sensible,   y   tras   el  

tratamiento   del   paciente   con   vancomicina,   linezolid   y   piperaciclina-‐tazobactan,   los  

aislados   posteriores,   SC33,   SC34   y   SC35,   mostraron   un   fenotipo   de   resistencia   a  

daptomicina.   Se   ha   descrito   que   la   exposición   a   vancomicina   en   S.   aureus   puede  

provocar   la   aparición   de   resistencia   a   daptomicina   cuando   surgen   mutaciones   que  

provocan  el  engrosamiento  de  la  envoltura  bacteriana  (Bayer  et  al.,  2013;  Moise,  North,  

Steenbergen,   &   Sakoulas,   2009).      Las   mutaciones   más   habituales   asociadas   a   este  

fenómeno   se   producen   en   el   operón   agr,   encargado   de   regular   diferentes   rutas  

metabólicas   relacionadas   con   la   virulencia   de   la   bacteria   (Sakoulas,   Moellering,   &  

Eliopoulos,  2006),  y  en  rpoB,  gen  codificante  de  la  subunidad     de  la  ARN  polimerasa  

(Cui  et  al.,  2010).  Sin  embargo,  y  tal  y  como  se  deriva  de  la  secuenciación  de  los  genomas,  

no  se  dan  tales  mutaciones  en  SC35,  aun  cuando  posee  una  envoltura  celular  mucho  
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más  gruesa  que  SC32  (Fig.  45),  por  lo  que  el  engrosamiento  de  la  envoltura  celular  debe  

tener  otras  bases  moleculares  y/o  metabólicas.  

Composición  lipídica  y  resistencia  a  daptomicina    

El   estudio   de   la   composición   lipídica   en   medio   sólido   Mueller-‐Hinton   de   los  

cuatro  aislados  (Fig.  35)  indica  que  la  membrana  de  la  cepa  sensible  a  daptomicina,  SC32,  

es  esencialmente  distinta  a  la  de  las  cepas  resistentes  al  antibiótico,  SC33,  SC34  y  SC35,  

al  presentar  estas  últimas  un  descenso  generalizado  en  el  contenido  de  DPG,  LPG,  GL  y  

GP-‐GL,  junto  a  un  aumento  de  DAG  y  AGL.  Estas  diferencias  se  reflejan  también  en  el  

perfil  de  ácidos  grasos,  destacando  el  hecho  de  que   las   cepas   resistentes   tienen  una  

mayor   abundancia   de   iC19   (Tabla   23).   Los   datos   de   fosfolípidos   y   glicolípidos   están  

influenciados  por  el  tiempo  en  cultivo  y  el  medio,  como  demuestran  los  resultados  a  las  

4h  y  24,  tanto  en  presencia  como  en  ausencia  de  daptomicina,  en  caldo  Mueller-‐Hinton  

(Figs.  40,  41).  Sin  embargo,  las  diferencias  en  DAG  y  AGL  son  consistentes  en  cualquiera  

de   las   condiciones   experimentales   seguidas.   En   medio   líquido   vuelven   a   producirse  

diferencias  significativas  en  el  perfil  de  ácidos  grasos,  destacando   los  altos   niveles  de  

C16  y  C18  en  SC35.  

Contrariamente  a  lo  observado  en  S.  aureus,  los  aislados  resistentes  de  S.  capitis  

muestran  muy  bajos  niveles  de  LPG,  por  lo  que  es  descartable  la  influencia  de  este  lípido  

en   el   fenotipo   de   resistencia,   de   forma   similar   a   como   se   ha   descrito   en   E.   faecium  

(Rashid  et  al.,  2017).  

Tanto  a  las  4h  como  a  las  24h  de  cultivo  en  medio  líquido,  SC35  muestra  niveles  

medios   de   DPG   superiores   a   SC32.   La   alta   concentración   de   este   fosfolípido   se   ha  

relacionado   con   la   resistencia   a   daptomicina,   esencialmente   por   su   contribución   al  

engrosamiento  de  la  membrana  plasmática  (Davlieva  et  al.,  2013;  Zhang  et  al.,  2014),  

aunque   también  por   su  distribución  homogénea  en   la  misma   (Tran  et  al.,  2015).  Así,  

podría  afirmarse  que  DPG  contribuye  en  cierta  medida  a  la  resistencia  a  daptomicina  en  

SC35,   sobre   todo   cuando   los   lípidos   como   GL   parecen   ir   en   dirección   contraria   al  

fenotipo  de  resistencia,  tal  y  como  también  se  encontró  en  S.  aureus;  no  obstante,  las  

bajas  cantidades  de  GP-‐GL  contribuirían  a  reducir  la  carga  negativa  neta  de  la  membrana  

y  favorecería  la  resistencia  a  daptomicina  en  la  cepa  indicada.  
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Los  altos  niveles  de  DAG  en  SC35  contribuirían,  por  su  neutralidad,  al  fenotipo  de  

resistencia,  si  bien  el  significado  de  estos  lípidos  nunca  se  ha  estudiado  en  el  contexto  

de   la   resistencia   a   daptomicina.  DAG   es   común   en   el   lipidoma   de   estafilococos   y   su  

origen  se  halla,  en  gran  medida,  en  la  síntesis  de  LTA  (Kuhn  et  al.,  2015).  Es  necesario  

preguntarse  si  la  cantidad  de  DAG  en  SC35  se  relaciona  con  una  mayor  síntesis  de  LTA  

en   esta   cepa   y,   por   tanto,   un   mayor   grosor   de   la   pared   celular,   como   muestra   la  

microscopía  electrónica  (Fig.  45)  

Por  otra  parte,  no  está  claro  el  papel  que  puede  jugar  el  aumento  de  los  ácidos  

grasos  libres  presentes  en  la  membrana  en  las  cepas  resistentes  a  daptomicina.  El     

de  AGL  aporta  carga  negativa  y   regula   la  elasticidad  y  otras  propiedades   físicas  de   la  

membrana   (Ericson   et   al.,   2017),   pero   no   se   ha   relacionado   anteriormente   con   la  

aparición  de  resistencia  a  daptomicina.  

Podría  suponerse  que  la  resistencia  a  la  daptomicina  en  SC35  está  relacionada  

con   la   composición   lipídica   de   su   membrana,   donde   abundan   DPG,   DAG   y   AGL,   sin  

embargo,  hay  otro  dato  adicional  que  surge  de  la  distribución  concreta  de  los  grupos  

acilo   en   los   distintos   lípidos   de   membrana   y   que   diferencia   a   SC32   de   SC35.   Esa  

distribución  es  desigual  y  sigue  el  modelo  descrito  en  estafilococos  (Parsons  et  al.,  2014;  

Parsons,  Frank,  Subramanian,  Saenkham,  &  Rock,  2011),  pero  indica  que  SC35  tiende  a  

tener   una   longitud   de   cadena   dos   carbonos   superior   a   SC32,   lo   que   contribuiría   a  

incrementar  la  anchura  de  la  membrana  y  a  hacerla  más  impermeable  a  la  daptomicina,  

sobre  todo  porque  los  grupos  acilo  de  mayor  longitud  se  acumulan  en  los  lípidos  más  

abundantes  en  SC35,  DPG,  DAG  y  AGL  (Fig.  42).  Este  es  un  dato  inédito  en  la  bibliografía,  

pero   que   concuerda   con   lo   observado   en   experimentos   con   liposomas,   donde   se  

demuestra  que  a  mayor  longitud  de  cadena  en  los  grupos  acilo  de  los  lípidos,  se  produce  

una  menor  interacción  con  daptomicina  (Beriashvili  et  al.,  2018).  

Un   resultado   no   esperado,   tanto   en   S.   capitis   como   en   S.   aureus,   fue   la   alta  

proporción  de  ácidos  grasos  C16  y  C18  que  presentaban  ambos  microorganismos  en  

medio  líquido  (Tablas  25  y  27)  y  cuyo  origen  es  hasta  ahora  desconocido.  Podrían  ser  

producto  de  una  incorporación  de  los  existentes  en  el  cultivo  y  su  acumulación  posterior  

como  triacilglicéridos,  algo  que  queda  sin  corroborar.  Sí  se  pudo  establecer  al  estudiar  a  
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S.  capitis,  que  ese  exceso  de  C16  y  C18  no  se  incorpora  ni  a  fosfolípidos  ni  a  glicolípidos,  

como   tampoco   a   DAG,   aunque   sí,   en   parte,   a   los   AGL   -‐datos   no   expresados   en  

resultados-‐.  Al  analizar  mediante  MS/MS  ESI-‐TOF  el  tipo  y  disposición  de  grupos  acilo  en  

los   lípidos   característicos   de   membrana   se   encontró   que   seguían   la   composición   y  

distribución  típica  de  los  estafilococos  (Parsons  et  al.,  2014;  Parsons  et  al.,  2011)  donde  

aiC15  se  encontraba  predominantemente  en  posición  sn-‐2  del  glicerol  y  el  resto  en  la  

posición  sn-‐1,  sin  una  contribución  significativa  de  C16  o  C18  en  ningún  caso.  

Notablemente,  todos  los  cambios  descritos  en  los  lípidos  de  las  distintas  cepas  

de  S.  capitis   se  producen  sin  mutaciones  en   los  genes   implicados  directamente  en  su  

síntesis  o  regulación.  En  definitiva,  los  cambios  lipídicos  observados  entre  los  diferentes  

aislados  de  S.  capitis  indican  diferencias  significativas  en  sus  membranas,  lo  que  podría  

afectar  a   la   funcionalidad  de  enzimas   como  MprF  o  Cls2,   ya  que  muchas  enzimas  de  

membrana  necesitan  de  un  entorno  lipídico  idóneo  para  su  actividad  (Saita,  Albanesi,  &  

de  Mendoza,  2016).  

Influencia  de  daptomicina  en  la  composición  lipídica  

   Al  igual  que  para  S.  aureus,  daptomicina  no  mostró  influencia  general  sobre  la  

composición   lipídica  de  S.   capitis   en   las   condiciones  experimentales   seguidas,   lo  que  

implica   que   S.   capitis   no   adapta   sus   lípidos   de   manera   rápida   a   la   presencia   del  

antibiótico,  por  lo  que  la  resistencia  puede  considerarse  como  un  fenómeno  innato  de  

SC35.  

Variaciones  genéticas  

   Los   cambios   genéticos   encontrados   al   comparar   los   genomas  de   SC32   y   SC35  

afectaron  a  tlyC,  dhbC,  rnJ2,  el  gen  de  la  cadena  I  de  la  ATP  sintasa,  quacB,  una  proteína  

hipotética,  a  la  región  intergénica  de  FapR  y  a  la  zona  intergénica  de  psf1  y  lipA_3  (Tabla  

29).   Estas   variantes   nunca   han   sido   relacionadas   con   la   aparición   de   la   resistencia   a  

daptomicina   y   ninguno   de   ellos   está   implicado,   de  manera   directa,   con   la   síntesis   y  

regulación  de  la  envoltura  celular  de  la  bacteria.  

El  gen  tlyC  codifica  la  hemolisina  C,  importante  factor  de  virulencia  que  facilita  la  

evasión   del   sistema   inmune   del   hospedador   para   la   infección   y   proliferación   de   la  
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bacteria,  actuando  sobre   los  eritrocitos  del  hospedador  (Cameron  et  al.,  2015a;  Mak,  

Maszewska,  &  Rozalska,  2008).  A  bajas  concentraciones  es  capaz  de  formar  poros  en  su  

bicapa  lipídica,  sin  embargo,  a  altas  concentraciones  actúa  como  un  agente  surfactante,  

provocando  la  solubilización  de  la  membrana  de  los  eritrocitos  (

Maszewska,   2015).   La   mutación   encontrada   no   afecta   al   dominio   funcional   de   la  

proteína  y  se  encuentra  en  la  parte  C-‐terminal,  por  lo  que  no  se  puede  determinar  cómo  

afecta  esta  mutación  a  la  funcionalidad  de  la  proteína.    

   dhbC   codifica   la   enzima   isocromato   sintasa,   encargada   de   transformar   el  

corismato   en   isocorismato,   importante   precursor   para   la   producción   de   quinonas   y  

sideróforos   (Dosselaere  &   Vanderleyden,   2001).   La  mutación   genética   observada   no  

provoca  ningún  cambio  de  aminoácido  en  la  proteína.  

   El   gen   rnJ2   codifica   una   ribonucleasa   relacionada   con   el   metabolismo   y   la  

regulación  del  ARN  de  la  bacteria  al  formar  parte  del  complejo  degradosoma  (Fig.  49).  

El  papel  que  puede   jugar  en  S.  capitis  no  ha  sido  descrito,  pero  en  S.  aureus  algunas  

mutaciones  en  el  centro  activo  de  la  proteína  causan  grandes  defectos  en  la  viabilidad  y  

el  crecimiento  de  la  bacteria.  Sin  embargo,  otras  mutaciones  parecen  no  afectar  a  su  

función,  por  lo  que  se  cree  que  esta  proteína  no  posee  función  catalítica  (Redder,  2018).  

La  mutación  observada  en  SC35  es  particular  de  esta  cepa,  como  demostró  un  análisis  

BLAST,  pero  se  encuentra  en  el  extremo  C  terminal  de  la  enzima  y  no  afecta  al  centro  

activo  de  la  proteína,  por  lo  que  no  está  claro  que  papel  puede  jugar  en  la  resistencia  a  

daptomicina.  

   De   forma   especulativa   podría   decirse   que   la   mutación   Asp487Gly   en   RnJ2  

provocaría   cierta   desregulación   en   el   complejo   degradosoma,   lo   que   permitiría   que  

(Redder,  2018),  acabando  por  influir,  

por   ejemplo,   en  el   grosor  de   la   envoltura   celular   o   en   la   regulación  de   la   síntesis   de  

lípidos,  algo  que  obliga  a  volver  la  mirada  a  la  composición  lipídica  general  de  las  cepas  

de  S.  capitis  resistentes  a  daptomicina  y  a  su  perfil  de  ácidos  grasos,  así  como  al  hecho  

de  que,  en  general,  los  grupos  acilo  de  lípidos  como  DPG  o  DAG  de  SC35  tiendan  a  ser  

más  largos  que  los  de  SC32,  y  quizás  aún  más  allá,  a  la  diferencias  globales.  
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Figura  48.  Esquema  del  funcionamiento  del  complejo  degradosoma  en  S.  aureus.  Imagen  de  

elaboración  propia  basado  en  (Redder,  2018).  

   El  gen  de  la  cadena  I  de  la  ATP  sintasa  se  encuentra  en  el  operón  que  contiene  

todos  los  genes  relacionados  con  la  proteína  ATP  sintasa.  En  concreto,  este  gen  codifica  

una  proteína  de  membrana  con   función  chaperona  necesaria  para  el  ensamblaje  del  

complejo  ATP  sintasa  (Liu,  Hicks,  &  Krulwich,  2013).  No  se  sabe  con  exactitud  el  papel  

que  juega  esta  enzima  en  S.  capitis,  ya  que  no  se  han  realizado  estudios  sobre  ella.  La  

mutación  observada  en  SC35  se  produce  en  el  aminoácido  3,  por  lo  que  es  muy  probable  

que   no   afecte   a   la   funcionalidad   de   la   enzima   y   no   contribuya   a   la   aparición   de   la  

resistencia  a  daptomicina.  

   El  gen  qacB,  de  origen  plasmídico,  codifica  un  transportador  de  iones  amonio  que  

pertenece   a   +   A se   ha   relacionado   con   la  

resistencia  a  las  fluoroquinolonas  (Nakaminami,  Noguchi,  &  Sasatsu,  2010)  y  con  niveles  

de  baja  resistencia  a  cationes  divalentes  (Hassan,  Skurray,  &  Brown,  2007).  El  gen  qacA,  

que  pertenece  a  la  misma  familia  que  qacB,  sí  está  relacionado  con  la  resistencia  de  alto  

nivel  a  antimicrobianos  catiónicos  divalentes  y  monovalentes,  y  de  manera  muy  curiosa,  
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su   secuencia  proteica   solo  difiere  de   la  de  QacB  en  6   aminoácidos   (Kumar  &  Varela,  

2012).  El  centro  activo  de  estas  proteínas  se  encuentra  en  los  aminoácidos  322  o  323  de  

la   secuencia   (Hassan   et   al.,   2007),   mientras   que   la  mutación   observada   en   SC35   se  

encuentra   en   la   posición   106,   por   lo   que   parece   no   afectar   a   la   funcionalidad   del  

transportador.  Además,  la  mutación  observada  tampoco  se  produce  en  los  aminoácidos  

que   difieren   de   la   secuencia   de   qacA,   claves   para   la   resistencia   de   alto   nivel   a  

antimicrobianos  catiónicos  divalentes  (Hassan  et  al.,  2007;  Nakaminami  et  al.,  2010).  No  

sabemos  la  implicación  que  puede  tener  en  el  fenotipo  de  resistencia  de  este  aislado,  

pero  puede  ser  que  este  cambio  ayude  al   reconocimiento  de   los  cationes  divalentes,  

como  el  complejo  Ca2+-‐DAP,  y  favorezca  su  expulsión  de  la  membrana.  

   La  última  mutación  génica  observada  en  SC35  se  produce  en  un  gen  de  función  

desconocida   situado   tras   el   gen   queH,   relacionado   con   la   síntesis   de   queuosina,   un  

nucleótido  derivado  de   la  modificación  de   la  guanina  que  solo  se  expresa  en  algunas  

bacterias,  como  E.  coli   (Zallot  et  al.,  2017),  y  delante  del  gen  tetR,  perteneciente  a   la  

familia   de   importantes   reguladores   génicos   del   mismo   nombre,   capaz   de   conferir  

resistencia   a   tetraciclina   (Ramos   et   al.,   2005).   Se   desconoce   si   este   gen   de   función  

desconocida  tiene  alguna  relación  con  los  genes  de  su  entorno  ya  que  no  hay  ninguna  

información  acerca  de  él,  por  lo  que  tampoco  se  puede  determinar  si  está  implicado  en  

la  resistencia  a  daptomicina  en  SC35.  

   También  se  observó  una  mutación  en  la  región  intergénica  de  FapR,  regulador  

de   la  transcripción  de  FASII,  encargado  de   la  síntesis  de  ácidos  grasos   (Albanesi  &  de  

Mendoza,   2016).   La   mutación   observada   en   SC35   se   encuentra   lejos,   más   de   200  

nucleótidos,  de  la  región  reguladora  del  gen,  reconocida  por  la  propia  FapR  (Schujman,  

Paoletti,  Grossman,  &  de  Mendoza,  2003),  por  lo  que  es  probable  que  este  cambio  no  

afecte  a  su  regulación  y  no  sea  importante  para  la  resistencia  al  antibiótico.  Ocurre  lo  

mismo  con  la  mutación  en  la  zona  intergénica  psf1/lipA_3.  
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S.  aureus  

1.-‐  Los  altos  niveles  de  LPG  parecen  relacionarse  con  la  resistencia  a  daptomicina  en  S.  

aureus,  siendo  concomitante  con  la  mutación  P314L  en  MprF.  

2.-‐  La  mutación  P314L  no  es  única  en  el  cromosoma  del  aislado  resistente  estudiado,  

dado  que  también  se  observan  mutaciones  en  otros  genes  como  purR  o  la  adhesina  Emb.  

3.-‐  S.  aureus  no  parece  adaptar  de  manera  rápida  su  composición  lipídica  a  la  presencia  

de  daptomicina  en  el  medio  de   cultivo,  por   lo  que   se   considera  que   la   resistencia   al  

antibiótico  es  innata,  muy  probablemente  relacionada  con  la  existencia  de  altos  niveles  

de  LPG  en  la  membrana,  al  descartarse  la  contribución  de  otros  lípidos  y  variaciones  en  

el  grosor  de  la  pared  celular.  

S.  capitis  

1.-‐  La  resistencia  a  daptomicina  en  S.  capitis  no  está  ligada  a  los  niveles  de  LPG,  sino  a  

los  de  otros  lípidos,  notablemente,  DPG,  DAG  y  AGL,  aunque  estas  variaciones  no  vienen  

acompañadas   por   mutaciones   en   genes   relacionados   con   la   síntesis   de   lípidos   de  

membrana  ni  con  el  control  de  la  homeostasis  de  la  envoltura  celular.  

2.-‐  Las  variaciones  genéticas  entre  S.  capitis  sensible  a  daptomcina  y  S.  capitis  resistente  

a  este  antibiótico  son  varias  e  inéditas  hasta  ahora,  destacando  entre  ellas  la  encontrada  

en   RnJ2   -‐Asp487Gly-‐,   proteína   del   degradosoma   de   bacterias   Gram-‐positivas.   Otra  

interesante  mutación  afecta  al  gen  qacB,  que,  aunque  de  origen  plasmídico,  se  integra  

en  el  cromosoma  de  nuestros  aislados  de  S.  capitis.  

3.-‐  S.  capitis  parece  no  adaptar  rápidamente  su  composición  lipídica  a  la  presencia  de  

daptomicina   en   el   medio   de   cultivo,   por   lo   que   se   interpreta   que   la   resistencia   al  

antibiótico  es  innata,  quizás  dependiente  de  los  lípidos  de  membrana  y  del  grosor  de  la  

pared.
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Secuencias  de  aminoácidos  de  los  genes  mutados  en  SA2  

mprF  

MNQEVKNKIFSILKITFATALFIFVAITLYRELSGINFKDTLVEFSKINRMSLVLLFIGGGASLVILSMYDVILSRALKMDISLG

KVLRVSYIINALNAIVGFGGFIGAGVRAMVYKNYTHDKKKLVHFISLILISMLTGLSLLSLLIVFHVFDASLILDKITWVRWV

LYVVSFFLPLFIIYSMVRPPDKNNRFVGLYCTLVSCVEWLAAAVVLYFCGVIVDAHVSFMSFIAIFIIAALSGLVSFIPGGFG

AFDLVVLLGFKTLGVPEEKVLLMLLLYRFAYYFVPVIIALILSSFEFGTSAKKYIEGSKYFILAKDVTSFLMSYQKDIIAKIPSLSL

AILVFFTSMIFFVNNLTIVYDALYDGNHLTYYILLAIHTSACLLLLLNVVGIYKQSRRAIIFAMISILLITVATFFTYASYILITWL

AIIFVLLIVAFRRARRLKRPVRMRNIVAMLLFSLFILYVNHIFIAGTLYALDIYTIEMHTSVLRYYFWLTILIIAIIIGMIAWLFD

YQFSKVRISSKIEDCEEIINQYGGNYLSHLIYSGDKQFFTNENKTAFLMYRYKASSLVVLGDPLGDENAFDELLEAFYNYAE

YLGYDVIFYQVTDQHMPLYHNFGNQFFKLGEEAIIDLTQFSTSGKKRRGFRATLNKFDELNISFEIIEPPFSTEFINELQHVS

DLWLDNRQEMHFSVGQFNEEYLSKAPIGVMRNEENEVIAFCSLMPTYFNDAISVDLIRWLPELDLPLMDGLYLHMLL

WSKEQGYTKFNMGMATLSNVGQLHYSYLRERLAGRVFEHFNGLYRFQGLRRYKSKYNPNWEPRFLVYRKDNSLWESL

SKVMRVIRHK  

  

  

Figura  49.  Mutación  en  mprF  de  SA2  con  respecto  a  SA1  y  la  cepa  de  referencia  

purR  

MRYKRSERIVFMTQYLMNHPNKLIPLTFFVKKFKQAKSSISEDVQIIKNTFQKEKLGTVITTAGASGGVTYKPMMSKEEA

TEVVNEVITLLEEKERLLPGGYLFLSDLVGNPSLLNKVGKLIASIYMEEKLDAVVTIATKGISLANAVANILNLPVVVIRKDN

KVTEGSTVSINYVSGSSRKIETMVLSKRTLAENSNVLVVDDFMRAGGSINGVMNLMNEFKAHVKGVSVLVESKEVKQR

LIEDYTSLVKLSDVDEYNQEFNVEPGNSLSKFS  

Ebhb1  

MQRLESAIANKDQTKASENYIDADPTKKTAFDNAITQAESYLNKDHGTNKDKQAVEQAIQSVTSTENALNGDANLQCA

KTEATQAIDNLTQLNTPQKTALKQQVNAAQRVSGVTDLKNSATSLNNAMDQLKQAIGDHDTIVAGGNYTNASPDKQ

GAYTDAYNAAKNIVNGSPNVITNAADVTAATQRVNNAETSLNGDTNLATAKQQAKDALRQMTHLSDAQKQSITGQI

DSATQVTGVQSVKDNATNLDNAMNQLRNSIANKDEVKASQPYVDADTDKQNAYNTAVTSAENIINATSQPTLDPSAV

TQAANQVNTNKTALNGAQNLANKKQETTANINRLSHLNNAQKQDLNTQVTNAPNISTVNQVKTKAEQLDQAMERLI

NGIQDKDQVKQSVNFTDADPEKQTAYNNAVTAAENIINQANGTNANQSQVEAALSTVTTTKQALNGDRKVTDAKNN

ANQTLSTLDNLNNAQKGAVTGNINQAHTVAEVTQAIQTAQELNTAMGNLKNSLNDKDTTLGSQNFADADPEKKNAY

NEAVRNAENILNKSTGTNVPKDQVEAAMNQVNTTKAALNGTQNLEKAKQHANTAIDGLSHLTNAQKEALKQLVQQS

TTVAEAQGNEQKANNVDAAMDKLRQSIADNATTKQNQNYTDASPNKKDAYNNAVTTAQGIIDQTTNPSLDPTVINQ

AAGQVSTSKNALNGNENLEAAKQQATQSLGSLDNLNNAQKQAVTNQINGAHTVDEANQIKQNAQNLNTAMGNLK

SA2  
Referencia  

SA1  
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QAIADKDATKATVNFTDADQAKQQAYNTAVTNAENIISKANGGNATQTEVEQAIQQVNAAKQALNGNANVQHAKD

EATALINNSNDLNQAQKDALKQQVQNATTVAGVNNVKQTAQELNNAMTQLKQGIADKEQTKADGNFVNADSDKQ

NAYNQAVAKAEALISGTPDVVVTPSEITAALNKVTQAKNDLNGNTNLATAKQNVQHAIDQLPNLNQAQRDEYSKQIT

QATLVPNVNAIQQAATTLNDAMTQLKQGIANKAQIKGSENYHDADTDKQTAYDNAVTKAEELLKQTTNPTMDPNTI

QQALTKVNDTNQALNGNQKLADAKQDAKTTLGTLDHLNDAQKQALTTQVEQAPDIATVNNVKQNAQNLNNAMTN

LNNALQDKTETLNSINFTDADQAKKDDYTNAVSHAEGILSKANGSNASQTEVEQAMQRVNEAKQALNGNDNVQRAK

DAAKQVITNANDLNQAQKDALKQQVDAAQTVANVNTIKQTAQDLNQAMTQLKQGIADKDQTKANGNFVNAYTDK

QNAYNNAVAHAEQIISGTPNANVDPQQVAQALQQVNQAKGDLNGNHNLQVAKDNANTAIDQLPNLNQPQKTALK

DQVSHAELVTGVNAIKQNADALNNAMGTLKQQIQANSQVPQSVDFTQADQDKQQAYNNAANQAQQIANGTPTPV

LAPDTVTKAVTTMNQAKDALNGDEKLAQAKQDALANLDTLRDLNQPQRDALRNQINQAQALATVEQTKQNAQNVN

TAMGNLKQGIANKDAVKASENYHDADVDKQTAYTNAVSQAEGIINQTTNPTLNPDDITRALTQVTDAKNSLNGEAKL

ATEKQNAKDAVSGMTHLNDAQKQALKGQIDQSPEIATVNQVKQTATSLDQAMDQLSQAINDKDQILADGNYLNAD

PDKQNAYKQAVAKAEALLNKQSGTNEVQAQVESITNEVNAAKQALNGNDNLANAKQQAKQQLANLTHLNDAQKQS

FESQITQAPLVTDVTTINQKAQTLDHAMELLRNSVADNQTTLASEDYHDATAQRQNDYNKAVTAANNIINQTTSPTM

NPDDVNGATTQVNNTKVALDGDENLAAAKQQANNRLDQLDHLNNAQKQQLQSQITQSSDIAAVNGHKQTAESLNT

AMGNLINAIADHQAVEQRGNFINADTDKQTAYNTAVNEAAAMINKQTGQNANQTEVEQAITKVQTTLQALNGDHN

LQVAKTNATQAIDALTSLNDPQKTALKDQVTAATLVTAVHQIEQNANTLNQAMHGLRQSIQDNAATKANSKYINEDQ

PEQQNYDQAVQAANNIINEQTATLDNNAINQVAATVNTTKAALHGDVKLQNDKDHAKQTVSQLAHLNNAQKHME

DTLIDSETTRTAVKQDLTEVQALDQLMDALQQSIADKDATRASSAYVNAEPNKKQAYDEAVQNAESIIAGLNNPTINKG

NVSSATQAVISSKNALDGVERLAQDKQTAGNSLNHLDQLTPAQQQALENQINNATTRDKVAEIIAQAQALNEAMKAL

KESIKDQPQTEASSKFINEDQAQKDAYTQAVQHAKDLINKTTDPTLAKSIIDQATQAVTDAKNNLHGDQKLAQDKQRA

TETLNNLSNLNTPQRQALENQINNAATRGEVAQKLTEAQALNQAMEALRNSIQDQQQTESGSKFINEDKPQKDAYQA

AVQNAKDLINQTGNPTLDKAQVEQLTHAFKQAKDNLHGDQKLADDKQHAVTDLNQLNGLNNPQRQALESQINNAA

TRGEVAQKLAEAKALDQAMQALRNSIQDQQQTEAGSKFINEDKPQKDAYQAAVQNAKDLINQTGNPTLDKSQVEQL

TQAVTTAKDNLHGDQKLARDQQQAVTTVNALPNLNHAQQQTLTDAINAAPTRTEVAQHVQTATELDHAMETLKNK

VDQVNTDKAQPNYTEASTDKKEAVDQALQAAQSITDPTNGSNANKDAVEQALTKLQEKVNELNGNERVAEAKTQAK

QTIDQLTHLNADQIATAKQNIDQATKLQPIAELVDQATQLNQSMDQLQQAVNEHANVEQTIDYTQADSDKQKAYKQ

AIADAENVLKQNANKQQVDQALQNILNAKQALNGDERVALAKTNGKHDIDQLNALNNAQQDGFKGRIDQSNDLNQI

QQIVDEAKALNRAMDQLSQEITGNEGRTKGSTNYVNADTQVKQVYDEAVDKAKQALDKSSGQNLTAEQVIKLNDAV

TAAKKALNGEERLNNRKAEALQRLDQLTHLNNAQRQLAIQQINNAETLNKASRAINRATKLDNAMGAVQQYIDEQHL

GVISSTNYINADDNLKANYDNAIANAAHELDKVQGNAIAKAEAEQLKQNIIDAQNALNGDQNLANAKDKANAFVNSL

NGLNQQQQDLAHKAINNADTVSDVTDIVNNQIDLNDAMETLKHLVDNEIPNAEQTVNYQNADDNAKTNFDDAKRL

ANTLLNSDNTNVNDINGAIQAVNDAIHNLNGDQRLQDAKDKAIQSINQALANKLKEIEASNATDQDKLIAKNKAEELA

NSIINNINKATSNQAVSQVQTAGNHAIEQVHANEIPKAKIDANKDVDKQVQALIDEIDRNPNLTDKEKQALKDRINQIL

QQGHNDINNALTKEEIEQAKAQLAQALKEIKDLVKAKENAKQDVDKQVQALIDEIDQNPNLTDKEKQALKDRINQILQ

QGHNDINNAMTKEEIEQAKAQLAQALQDIKDLVKAKEDAKNAIKALANAKRDQINSNPDLTPEQKAKALKEIDEAEKR

ALQNVENAQTIDQLNRGLNLGLDDIRNTHVWEVDEQPAVNEIFEATPEQILVNGELIVHRDDIITEQDILAHINLIDQLSA

EVIDTPSTATISDSLTAKVEVTLLDGSKVIVNVPVKVVEKELSVVKQQAIESIENAAQQKIDEINNSVTLTLEQKEAAIAEVN
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KLKQQAIDHVNNAPDVHSVEEIQQQEQAYIEQFNPEQFTIEQAKSNAIKSIEDAIQHMIDEIKARTDLTDKEKQEAIAKL

NQLKEQAIQAIQRAQSISEITEQLEQFKAQMKAANPTAKELAKRKQEAISRIKDFSNEKINSIRNSEIGTADEKQAAMNQI

NEIVLETIRDINNAHTLQQVEAALNNGIARISAVQIVISDRAKQSSSTGNESNSHLTIGYGTANHPFNSSTIGHKKKLDED

DDIDPLHMRHFSNNFGNVIKNAIGVVGISGLLASFWFFIAKRRRKEDEEEELEIRDNNKDSIKETLDDTKHLPLLFAKRRR

KEDEEDVTVEEKDSLNNGESLDKVKHTPFFLPKRRRKEDEEDVEVTNENTDEKVLKDNEHSPLLFAKRRKDKEEDVETTT

SIESKDEDVPLLLAKKKNQKDNQSKDKKSASKNTSKKVAAKKKKKKSKKNKK  

  

Secuencias  de  aminoácidos  de  los  genes  mutados  en  SC35  
tlyC  

MIVSIIILFLVSFFFSGSETALTAANRTKFQTAAKNGDRKAKGLSKLLDKPNEFITTILIVNNVANIILPILVAILAIRKGVNIVV

ASVIIIILIILISEVIPKSIAATFPDQISRLVYPIINILVIILKPITFVLNKMTDGINHLFSRGKPVEKRFSKEEIRTLLNIAGREGAFN

EVENARLQNVMDFEKLKITDVDTTPRVKVVAFSKEVTYDEAYETVMNEPYTRYPVYDEDIYDIIGVFHSKYLLAWSKHKD

DKITNYASSPLFVNEHNRAEWVLRKMTVTRKHLAIVLDEYGGTDAIVSHEDLIEELLGMEIEDEMDQEEEEKLKNQRLP

QSMKGR  

dhbC  

MAVNVKEEDIVDKLYASTKDWVSVETELNRTIDPSTLFYLTEQDAGDRFYMRLNDNHSSYFGYHAVQRFKNNFENKQS

IFKEWENLKNEIELIHPNTSQHHLRLCGGFQFSSHKSDDEWREYGLNHFVLPKVLISIEGDRTFITYTTERQDFNIETFKEV

VSYFENTEVNETEDSLGDVTRVEDIYKDDWRELVEEAIETIDETKKIVLARRRLIKFNKDINIPYVLNQALKNEKNSYMFLL

ESNQSIFFSQTPEQLIKVQDGVLSTKAVAGTIKRSHNEVEDEANIKAFLKDKKNLGEHQFVVESILNDIKPFVQDVEYNET

PNILKNDHLYHLYTEIKGHLNEKSYIGLIDCLHPTPALGGYPKDEALEFIENKEFGTRGLYGSPVGFIDVYDDCEFIVAIRSM

LIKGDQATLFAGCGIVKNSDPDSEVAETAVKFSPMMNALGVDNYDKS  

Rnj2  

MDGSLFIGGNILSLIKKKNKDIRIIPLGGVGEIAKNMYIVEVDDEMFMLDAGLMFPEDEMLGVDIVIPDIQYVIENKDKLK

GIFLSHGHEHAIGAVSYILEQIDAPVYGSKLTIALIKENMKARNIKKKVRYYTVSHDSVMKFKNVNVSFFNTTHSIPDSLGI

CIHTSYGSIVYTGEFKFDQSLHGQYAPDMKRMAEIGDEGVFALISDSTEAEKPGYNTPENVIEHHMYDAFTKVKGRLIVS

CYASNFIRIQQVLNIASKLNRKVSFLGRSLESSFNIARKMGYFDIPKDLLIPINEVDNYPKNEVIIIATGMQGEPVEALSQM

AQKKHKIMNIEEGDSVFLAITASANMEVIIADTLNELVRAGAHIIPNNKKIHASSHGCMEELKMMLNIMKPEYFIPVQGE

FKMQIAHAKLAAESGVAPEKIFLVEKGDVINYNGKDMVLNEKVNSGNVLIDGIGVGDVGNIVLRDRHLLAEDGIFIAVV

TLGPKNRRIAAGPEIQSRGFVYVRESEELLNEAEEKVRTIVEAGLQEKRIEWSEIKQNMRDQISKLLFESTKRRPMIIPVISE

I  

  

Figura  50.  Mutación  de  rnj2  en  SC35  con  respecto  a  SC32  y  la  cepa  de  referencia  
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qacB  

MISFFTKTTDMMTSKKRWTALVVLAVSLFVVTMDMTILIMALPELVRELEPSGTQQLWIVDIYSLVLAGFIIPLSAFADK

WGRKKALLTGFALFGLVSLAIFFAENAEFVIAIRFLLGIAGALIMXTTLSMIRVIFENPKERATALAVWSIVSSIGAVFGPIIG

GALLDQFSWHSAFLINVPFTIIAVVAGLFLLPESKLSKEKSHSWDIPSTILSIAGMIGLVWSIKEFSKEGLADIIPWVVIVLAI

TMIVIFVKRNLSSSDPMLDVRLFKKRSFSAGTIAAFMTMFAMTSVLLLASQWLQVVEELSPFKAGLYLLPMAIGDMVFA

PIAPGLAARFGPXIVLPSGIGIAAIGMFIMYFFGHPLSYSTMALALILVGAGTASLAVASALIMLETPTSKAGNAAAVEES

MYDLGNVFGVAVLGSLSSMLYRVFLDISSFSSKGIVGDLAHVAEESVVGAVEVAKATGIKQLANEAVTSFNDAFVATAL

VGGIIMIIISIVVYLLIPKSLDITKQK  

  

Figura  51.  Mutación  de  qacB  en  SC35  con  respecto  a  SC32  y  la  cepa  de  referencia  

Cadena  I  de  ATP  sintasa  

MSRFYIIFKQYIQYYLYLLIVLGILYLIIPRPFILGLMIGTCGSLVNTYIFESYLAKAQQQDAIHISTGNIWRYLVAIIACLLWFF

FKDHINIIGVLIGLMISYIVIILRPLLKRE  

  

  


