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Articulo de revision

Evolucion de la resistencia en el Staphylococcus aureus.

Evolution of resistance in Staphylococcus aureus
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Introduccion

En el siglo XIX Pasteur dijo: C’est les microbes qui aurant le dernier mot?
(éSeran los microbios los que tendran la ultima palabra?) (1).

Debido a su gran velocidad de reproduccién, facilidad de analisis en laboratorio
y la amplia diversidad que se puede obtener de mutantes generados en
laboratorio, las bacterias se han descrito como un excelente modelo para
estudiar el proceso de la evoluciéon (1).

Con frecuencia la evolucion se describe meramente como “cambio” o “cambio
en frecuencia de los genes a lo largo del tiempo” (2-4), y los evolucionistas
han mantenido casi universalmente que cualquier cambio en el genotipo (o
incluso en el fenotipo) es un “cambio evolutivo”. Como tal, cualquier cambio
biolégico en un organismo, incluyendo la resistencia a los antibidticos,
concordaria con esta definicién (5).

La historia evolutiva de los cambios en la resistencia del S. aureus se inicia en
la década del 40 donde se reportan tasas de mortalidad por bacteremia
causadas por este germen del 82% en USA (5) y la introduccién de
enzilpenicilina en el tratamiento de las infecciones estafilocécicas con gran
éxito hasta mediados de los afios 50 donde el niumero de muestras de S.
aureus aislados de hemocultivos en hospitales mostraban altos niveles de
resistencia a la penicilina. Este mecanismo de resistencia involucra la
adquisicion de un plasmido capaz de degradar el antibidtico antes de que sea
capaz de llegar a la célula blanco. Asi en 1959 con la introduccion de la
meticilina para el tratamiento de infecciones causadas por S. aureus
resistentes a la penicilina perecia dar un respiro en cuando al fracaso en el
tratamiento hasta la década del 60 en donde se reportan los primeros casos de
S. aureus resistentes a la meticilina (SAMR) en Europa (6).
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Las bases de la meticilino resistencia estan dadas por el gen mec A que
codifica la PBP (proteina ligadora de penicilina) 2-a, la cual confiere resistencia
a todos los B-lactamicos.

En la actualidad se conocen aproximadamente cinco mil antibioticos, de los
cuales mil se estudiaron en profundidad, llegando sdlo cien al uso clinico para
el tratamiento de infecciones (7).

El propdsito de este reporte no es detallar los mecanismos moleculares de
resistencia del S. aureus sino revisar su rol como comensal y patdgeno
humano, revisar los factores que contribuyen a la patogénesis y al incremento
de la resistencia en esta bacteria y revisar los avances en estudios de
epidemiologia molecular del SAMR.

Desafios al cual nos enfrentamos

En el amplio espectro de accién del S. aureus en importante considerar el
numero creciente de pacientes inmunocomprometidos en los cuales la terapia
antibidtica pierde efectividad, la aparicidon de nuevos patdgenos y la reaparicion
con mayor virulencia de otros ya conocidos y la incrementada resistencia
bacteriana a los antibidticos en contexto global.

Las enfermedades infecciosas constituyen por su frecuencia uno de los
apartados mas importantes en Pediatria y, dentro de este campo, la
antibioterapia es el avance mas importante (8) y el Staphylococcus aureus el
patdgeno mas importante causante de enfermedades dentro del ambito
hospitalario y cada vez con mas frecuencia en el dambito comunitario.

La resistencia bacteriana

La aparicién de resistencia se produce por dos factores fundamentales: a.- La
existencia de genes determinantes de la aparicidon de un mecanismo de
resistencia, que pueden ser transferidos entre células bacterianas de una
misma cepa o cepas diferentes, convirtiendo la resistencia en un fenémeno
transferible, y b.- El uso amplio de antibidticos que ejercen una presion de
seleccién que favorece la supervivencia de cepas que portan y expresan genes
determinantes de resistencia.

La resistencia puede, en consecuencia originarse en mutaciones al azar de
genes localizados en los cromosomas o en sitios extracromosdmicos como los
plasmidos, que confieren resistencia (es decir un fendmeno primario no
relacionado con el uso previo de un antibidtico), o como consecuencia del uso
repetitivo y extendido de un determinado compuesto (9).

Las mutaciones pueden ser sdélo cambios microevolutivos, es decir que
comprometen un par de nucléotidos en la estructura del DNA, mientras que los
macroevolutivos involucran grandes segmentos del mismo incluyendo
inversiones, duplicaciones, inserciones, deleciones y transposiciones. Es decir
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gue pueden existir mutaciones de genes preexistentes o adquisicion de nuevos
genes. Cuadro 1.

Cuadro 1. Principales antibioticos a los que se ha encontrado resistencia en cepas de S. aureus
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Bustos-Martinez, J4., Hamdan-Partida A, Gutierrez-Cardenas, M.
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Transferencia horizontal de genes

En muchas bacterias, esta transferencia de genes de resistencia es frecuente
(10, 11), y da cuenta de muchos casos de resistencia en las bacterias. Sin
embargo, la transferencia horizontal involucra meramente la transferencia de
genes de resistencia que ya existen en el mundo de las bacterias.

La transferencia horizontal en el S. aureus es posible gracias a los genes ccr.
Estos se encuentran en SCCmec y codifican proteinas que catalizan la escisién
precisa y la integracion sitio especifica del gen mec en el cromosoma de S.
aureus. En el caso particular del S. aureus, algunos autores piensan que esta
transferencia ocurre poco, por lo que las cepas de S. aureus meticilino
resistente adquirido en la comunidad (CA-MRSA) son consecuencia de uno de
estos raros eventos de transferencia del gen mec, de un donador a un receptor
susceptible (12, 13)

Mutaciones

Las mutaciones, que se definen como cualquier cambio en la secuencia del
ADN (14, proporcionan el Unico mecanismo genético conocido para la
produccién de nuevas actividades y funciones genéticas en el mundo bioldgico.
En presencia de un antibidtico determinado (o de otros microbicidas), cualquier
mutacidon que proteja a la bacteria de la cualidad letal de dicho compuesto
presenta evidentemente un fenotipo «beneficioso». La seleccion natural
seleccionard de manera enérgica y bastante precisa aquellos mutantes
resistentes, lo que se ajusta al marco de una respuesta adaptiva. Pero el
analisis molecular de dichas mutaciones revela una gran incongruencia entre la
verdadera naturaleza de la mutacion y las demandas de la teoria de la
evolucidn.

Mecanismos de resistencia

El elemento central de la resistencia a la meticilina en S. aureus es la
adquisicion horizontal del gen mecA, el cual se encuentra en un elemento
genético movil grande, conocido como casete cromosomal estafilococico mec
("staphylococcal cassette chromosome mec", SCCmec). Este casete no es
enddgeno de esta bacteria y se encuentra integrado en el cromosoma. El gen
mecA codifica para una proteina de uniéon a la penicilina (PBP) de 78 kDa,
llamada PBP2a, la cual presenta baja afinidad para la meticilina y todos los
antibidticos B- lactdmicos que se han desarrollado, incluyendo las isoxazoil
penicilinas (por ejemplo, la oxacilina). La proteina PBP2a continla sintetizando
peptidoglicano para la pared celular aun cuando las PBP normales estén
inhibidas por los antibioticos (15-18) SCCmec es una isla gendmica (Gisland),
que se inserta al final del extremo 3’ de un marco de lectura abierta ("open
reading frame", ORF), denominado orfX, en un sitio Unico (attBscc), cerca del
origen de replicacién de S. aureus. SCCmec contiene el conjunto de genes mec
(el gen mecA y sus reguladores) y el conjunto de genes ccr (19)
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Existen cuatro clases genéticas del complejo del gene mec (A-D). En S. aureus
sOlo se han encontrado las clases A y B. La C se encuentra en S. haemolyticus
y la D en S. hominis. La clase original, clase A, contiene dos genes intactos
mecl y mecR1, asi como el gen mecA. El gen mecl codifica una proteina
represora de la transcripcion: Mecl. El gen mecR1 codifica una proteina de
transduccién de sefial: MecR1l. Las proteinas Mecl y MecR1 regulan la
transcripcion inducible de meca (20) Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas de los diferentes tipos de casete cromosomal SCCmmec,
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Busros-Marimez, J4., Hamdan-Parfida A, Guriérrez-Cardenas, M

Si analizamos los mecanismos de resistencia a otros antimicrobianos
encontramos que en el caso de la vancomicina la resistencia se debe a la
adquisicion del gen van, el cual se transfiere a través de un plasmido.

La rifampina inhibe la transcripcién bacteriana interfiriendo con la actividad
normal de la ARNpolimerasa (21, 22). Esta mutacién altera de forma suficiente
la estructura de la subunidad B de modo que pierde especificidad para la
molécula de la rifampina. Como resultado, la ARN-polimerasa deja de tener
afinidad por la rifampina, y ya no queda afectada por el efecto inhibidor del
antibidtico.

La resistencia espontanea a las fluoroquinolonas (como la ciprofloxacina o la
norfloxacina) es también una mutacién frecuente en algunas bacterias. La
diana primaria del antibiotico es el enzima ADN-girasa, que esta formado por
dos proteinas codificadas por los genes gyrA y gyrB (23).

También la resistencia a la estreptomicina puede proceder de mutaciones
bacterianas espontdneas. En este caso, la estreptomicina bloquea la sintesis de
proteina de la bacteria aparentemente uniéndose con el segmento del ARNr
16S del ribosoma e interfiriendo con la actividad del ribosoma (24, 25). La
resistencia al antibidtico puede surgir por mutaciones en el gen ARNr 16S, que
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reduce la afinidad de la estreptomicina para la molécula 16S (26). La reduccion
de unas actividades de transporte especificas de oligopéptidos lleva también a
una resistencia espontanea frente a diversos antibidticos, incluyendo la
estreptomicina (27).

En otros ejemplos, la resistencia a la eritromicina puede también originarse
debido a la pérdida de un segmento de once pares de bases del gen ARNr 23S
(28), o por una mutaciéon que altera la conformacion del ARNr 23S—lo que
reduce la afinidad del ribosoma hacia el antibiético (29, 30). La resistencia al
cloranfenicol se obtuvo por delecién de una regién de 12 pares de bases en el
dominio II del gen de la peptidiltransferasa (31). La resistencia a las
cefalosporinas se ha vinculado con una gran alteracion de la cinética del
transporte en membranas que es semejante a las estirpes deficientes en
porinas (32). La resistencia a la actinonina en el Staphylococcus aureus resulta
de mutaciones que eliminan la expresién del gen fmt (33).

Un aumento en la resistencia al meropenem y a la cefepima va también
asociado a la pérdida de OmpF y de otra porina, OmpC (34).

La adquisicidon espontanea de resistencia a los antibidticos es designada con
frecuencia como una «ganancia» de resistencia, pero es mas apropiado
identificarlo como una pérdida de sensibilidad.

Los mecanismos de accién de los antimicrobianos se resume como sigue: (35)

« Betalactdmicos y glucopéptidos: inhiben la sintesis de la pared celular.

« Aminoglicdésidos, macrdlidos, lincosamidas, tetraciclinas: inhiben la sintesis
proteica al alterar la funcion de los ribosomas.

« Fluoroquinolonas: inhiben la sintesis del ADN

« Trimetoprima/sulfametoxazol (TMPSMZ): actian en el citoplasma e
interfieren, entre otras con la sintesis del acido tetrahidrofélico.

« Polimixinas: Interfieren con la membrana citoplasmatica
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Cuadro 3. Mecanismos de resistencia idenrificados en 5. anrens
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Factores de Virulencia

Veidzguees-Meza ME

Casi todas las cepas de S. aureus producen un grupo de enzimas y citotoxinas.

Dentro de estas hay cuatro hemolisinas (alfa,

beta, gamma vy delta),

nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasa y colagenasa.

Algunas cepas producen proteinas adicionales como la toxina 1 del sindrome
del shock toxico (TSST-1), las enterotoxinas estafilocdcicas (SE), las toxinas

exfoliativas (ETA y ETB) y la leucocidina (36).
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Los factores de virulencia de S. aureus nutrientes para el microorganismo y
sirven también para evadir la respuesta inmune del huésped. En base a esto
los factores se han clasificado en tres categorias:

1) los involucrados en la adherencia a la célula huésped o matriz extracelular,
como las proteinas de unién a fibrindgeno, fibronectina, colageno y coagulasa;

2) aquellos que estan involucrados en la evasidon de las defensas del huésped,
como las enterotoxinas estafilocécicas; la TSST-1, la leucocidina de Panton-
Valentine (PVL), proteina A, lipasas, y polisacaridos capsulares;

3) los involucrados en la invasién de la célula huésped y penetracion de los
tejidos, como la toxina a, hemolisinas B, y y 6 (37, 38). Cuadro 4.

Las enterotoxinas estafilocdcicas, forman parte del grupo de toxinas conocidas

como superantigenos toxina pirogénicos (PTSAgs), SEA a SEE, de SEG a J,
SEK, SEL, SEP, SEM y SEO (39).

Cuadro 4. Principales factores de virulencia de S. aureus

Estruciurales Enzimas Toxinas
Peptidoglicano Catalasa Toxina @ (Hemolisina «)
Proteina A Hialuromidasa Hemolisina P

Hemolisina 7
Factores de Adhesion  |Lipasas Hemolisina ©
Acidos teicoicos Coagulasa Leucocidina de
Pantone-Valentine (PVL)
Polisacandos Nucleasas Enterotoxinas
capsulares estafiloccocicas (SE)
Proteasas
Toxina 1 del 5x. de shock
Estafilocinasa toxico (TSST-1)
Toxinas exfoliativas
Colagenasa (ETA vETB)

Bustos-Martinez, J4., Hamdan-Partida A, Gutierrez-Cardenas, M.

La toxina 1 del sindrome del shock téxico de S. aureus suprime la quimiotaxis
de neutroéfilos, induce la funcidon supresora de los linfocitos T y bloquea el
sistema reticuloendotelial.

La leucocidina de Panton-Valentine (PVL) ocurre en menos del 5% de las cepas
de S. aureus. La leucocidina es citotoxica para los monocitos, macrofagos y
leucocitos polimorfonucleares del humano. forma poros en la membrana
plasmatica de los leucocitos, lo cual provoca un aumento en la permeabilidad y
eventualmente produce la lisis de la célula (40).
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La toxina a o hemolisina a, es considerada como el prototipo de las citotoxinas
formadoras de poros, los monocitos, linfocitos, eritrocitos, plaquetas y células
endoteliales capaces de lisar las calulas eucariontes.

El efecto final en el hospedero es el edemapulmonar o sindrome de dificultad
respiratoria. La toxina a es dermonecrética y neurotdxica y puede ser letal
para ciertos animales (41, 42).

La hemolisina B tiene actividad de fosfolipasa c, la cual es especifica para la
esfingomielina y liso-fosfatidilcolina.

La hemolisina y afecta a neutrofilos, macrofagos y a una gran variedad de
eritrocitos de mamiferos. La hemolisina & es capaz de causar dafo en la
membrana de un gran numero de células de mamiferos. El 97% de las cepas
de S. aureus produce hemolisina d capaz de hidrolizar eritrocitos, ademas tiene
actividad dermonecrdtica.

Otros genes como los de la PVL, se localizan en bacteriofagos lisogénicos.
Actualmente en nuestro centro se reporta una resistencia a la penicilina de
mas del 90% en cepas de S. aureus aisladas de hospitales y de la comunidad.

En los Estados Unidos son responsables del 60% de las bacteriemias
nosocomiales (43) y en el Reino Unido, la incidencia de tales bacteriemias
crecié de 5.3/1000 a 33.2/1000 admisiones hospitalarias entre 1985 y 1996.
(44).

Clonas de S. aureus

Los procedimientos de tipificacion pueden jugar un papel importante en el
diagndstico y el manejo de las infecciones estafilocdcicas La epidemiologia
global requiere una coleccidon de cepas de gran tamafo representativa de todos
los SAMR que circulan en diferentes areas geograficas y en diferentes periodos
(45). Asi que en un estudio realizado con 3000 cepas de S. aureus que incluyo
a aislamientos de Europa, América Latina, USA, Japon, Taiwan, China y los
primeros aislamientos del SAMR recuperados en Dinamarca e Inglaterra (46,
47, 48) demostro la existencia de cinco clonas a saber: Clona Ibérica, (49-52),
Clona Brasilefia, (53-55) Clona Hungara, (56-58) Clona Nueva York/Japon,
(59-62) y Clona Pediatrica. (61, 64). Cuadro 5.

En el afio 2001 se publicaron los primeros trabajos moleculares para la
determinacion de las clonas del SAMR en América Latina y se encontrd que la
Clona Brasilefia multirresistente estuvo presente en 79% de los 494 SAMR
estudiados (54). En este mismo estudio se observo la presencia de la clona M,
presente solamente en los aislamientos de México (45); la Clona de Brasil,
predominante en Argentina, Chile y Uruguay, no se identificd en nuestro pais
(45). Un estudio llevado a cabo durante un periodo de siete afios, demostro la
presencia de la clona del SAMR (Nueva York/Japén) circulando en aislamientos
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mexicanos, asi como el desplazamiento durante cinco afos de la clona M actual
(41).

Cuadro 5. Distribucién de las principales clonas de S. aureus meticilino resistentes

Cona Paks o cludad Afio de descripdidn
Clona Ibérica Espafia, Portugal, Italia, Reino Unido Alemania, Bélgica, Francia, Repiblica Checa y EUA 1989
Clona Brasilefia Brasil, Portugal Argentina. Uruguay, Chile y Reptblica Checa 1992
Clona Pediitrica Portugal, Polonia, EUA y Argentim 1992
Clona Hungara Hungria, Taiwdn y China 1997
Clona Nueva York/Japdn Nueva York. Nueva Jersey, Pensitvania, Connecticut, EUA Tokio, Japén, y México 1998

Velazquez-Meza ME
El futuro

Ante este oscuro panorama de multirresistencia en rapido desarrollo y no
habiéndose producido la aparicién de grupos nuevos de antibidticos en mas de
treinta afios, mas alla del desarrollo de técnicas generales de control de
infecciones, la investigacién farmacoldégica se ha encaminado hacia la
obtencion de nuevos agentes y el mejoramiento de grupos de antibacterianos
existentes. En este sentido, las fluoroquinolonas han sido el grupo mas
investigado (3).

En los Ultimos afos ha aparecido un nuevo grupo de estas drogas
denominadas por su espectro “fluoroquinolonas respiratorias”.
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