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Resumen

S. aureus ha demostrado un gran poder de adaptacion a los agentes antimicrobianos, adqui-
riendo paso a paso resistencia a todos los antibio6ticos disponibles para el tratamiento de las infec-
ciones que ocasiona. Existen tres mecanismos de resistencia a los antibibticos -lactamicos en S.
aureus: resistencia mediada por enzimas (penicilinasas o -lactamasas) las cuales desactivan al
antibiotico; resistencia intrinseca, que no es debida a la inactivaciéon de drogas y es responsable de
la resistencia a meticilina; y la modificacion de las proteinas de union a penicilinas (PBPs). Ade-
mas, S. aureus puede expresar el fendmeno de tolerancia, en el que ocurre una disociacion de las
acciones inhibitoria y bactericida de los antibioticos f-lactdmicos. De éstos, el mecanismo méas im-
portante, es la resistencia intrinseca que es probablemente més compleja, debido a que varios fac-
tores pueden afectar también su expresion.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, antibidticos S-lactdimicos, mecanismos de resis-
tencia.

Abstract

S. aureus has shown a great power of adaptation to antimicrobial agents, acquiring, step-by-
step, resistance to all available antibiotics for treatment of the infections it causes. S. aureus has
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three major mechanisms of resistance to $-lactam antibiotics: enzyme mediated (penicillinase or
B-lactamase) by which the antibiotic is inactivated; intrinsic resistance, which is not due to drug in-
activation and accounts for methicillin resistance; and modifications of penicillin-binding proteins
(PBPs). Additionally, S. aureus can express the tolerance phenomenon, in which there is a disso-
ciation of the inhibitory and killing actions of 4-lactam antibiotics. Of these, the most important
mechanism is intrinsic resistance, which is probably more complex because several factors can af-

fect its expression.

Key words: Staphylococcus aureus, f-lactam antibiotics, resistance mechanisms.

Introduccion

S. aureus es un microorganismo que po-
see caracteristicas particulares de virulencia
y resistencia a los antibioticos. Las infeccio-
nes que produce, ocurren regularmente en
pacientes hospitalizados y tienen severas
consecuencias, a pesar de la terapia antimi-
crobiana. La diseminacion de la resistencia
antimicrobiana entre cepas de S. aureus es
de gran importancia en salud ptblica, puesto
que este microorganismo ha desarrollado re-
sistencia rapidamente a todos los antibioti-
cos introducidos para uso clinico (1).

En la actualidad las cepas de S. aureus
tienen un amplio rango de resistencia a los
antibioticos y se pueden encontrar cepas re-
sistentes y multirresistentes. El surgimiento
de cepas de S. aureus multirresistentes re-
presenta una respuesta secuencial a la pre-
sion selectiva impuesta por la terapia antimi-
crobiana. Sin embargo, se ha observado que
la acumulacion y la diseminacion de resisten-
cia en S. aureus es producto del intercambio
de determinantes de resistencia pre-existen-
tes portados por elementos genéticos méviles
como plasmidos, transposones (Tn) y se-
cuencias de insercion (IS) (2).

La presente revision tiene por objeto des-
cribir, fenotipica y genotipicamente, los meca-
nismos de resistencia a los antibidticos
B-lactamicos en S. aureus. Se han descrito tres
mecanismos que explican la resistencia a los
p-lactdmicos en S. aureus: produccién de en-
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zimas inactivadoras (penicilinasas o -lacta-
masas), modificacion de las Proteinas de
unién a penicilinas (PBPs) y la resistencia in-
trinseca a meticilina, debida a la presencia del
gen mecA; siendo este ultimo, el mecanismo
mas importante desde el punto de vista clinico
y el més estudiado. Ademas, S. aureus puede
expresar el fenomeno de tolerancia, en el que
ocurre una disociacién de las acciones inhibi-
toria y bactericida de los antibitticos
B-lactamicos. Aunque la frecuencia relativa de
cada uno de los tipos de resistencia puede va-
riar segln el area geografica y el tipo de pa-
ciente, se puede dar la posibilidad de que en
una misma cepa coexistan distintos mecanis-
mos (3).

Analisis y Comentarios

Resistencia a penicilina

La introduccion de la penicilina a prin-
cipios de los afios 40 como tratamiento en las
infecciones causadas por S. aureus abatié de
manera importante las enfermedades ocasio-
nadas por este microorganismo. Sin embar-
go, un ano después de su utilizacion, ya se te-
nian cepas de S. aureus resistentes a penicili-
na. Para 1946, en Inglaterra se observo que
aproximadamente un 60% de los aislamien-
tos de estafilococos fueron resistentes a peni-
cilina y para mediados de 1950, los aisla-
mientos de S. aureus mostraron niveles mas
elevados de resistencia. Actualmente se re-
porta una resistencia a penicilina del



20

80%-93% 0 mas, en cepas de S. aureus aisla-
das de hospitales y de la comunidad (2, 4).

La resistencia a penicilina se debe a la
produccion de penicilinasas (8-lactamasas) y
es conferida por una penicilinasa plasmidica,
inducible, que inactiva la penicilina G, carbo-
xipenicilinas y ureidopenicilinas. El meca-
nismo de induccion consiste en que la penici-
lina y sus analogos favorecen la producciéon
de una proteina antirrepresora que, al inhibir
el gen represor de la betalactamasa, aumenta
la sintesis de penicilinasa. Esta penicilinasa
es inactivada por los inhibidores de
B-lactamasas (4cido clavulanico, sulbactam y
tazobactam). Las cefalosporinas no son hi-
drolizadas (Tabla 1) (5).

Este mecanismo de resistencia es me-
diado por blaZ, gen que codifica para la
p-lactamasa (Figura 1). La proteina Blal, pro-
teina de unién al ADN, se une a la region del
operoén, reprimiendo asi la transcripcion tan-
to de blaZ como de blaRi1-blal. En ausencia
de penicilina, la S-lactamasa se expresa a
bajo nivel. La union de penicilina al receptor
transmembrana (sensor-transductor) BlaR1
estimula la autoactivacion catalitica, clivan-
dose a si mismo. BlaR1 activa, directa o indi-
rectamente -mediante la proteina BlaR2- cli-
va a Blal produciendo fragmentos inactivos,
permitiendo entonces, el inicio de la trans-
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cripcion de blaZ y blaRi-blal. La f(-lacta-
masa, enzima de produccion extracelular,
inactiva entonces, la penicilina (5).

La presion ejercida por el amplio uso de
la penicilina hizo que las cepas productoras
de B-lactamasas se hicieran méas prevalentes.
El incremento de la resistencia a penicilina
en S. aureus, producto del uso clinico de esta
droga, no se debid solo a la selecciéon de unos
pocos microorganismos mutantes que eran
capaces de producir S-lactamasas. Eviden-
cias genéticas indican que los genes que codi-
fican su produccion se encuentran en plasmi-
dos y esta informacion puede ser transferida
de un microorganismo a otro por transduc-
cion in vivo, este mecanismo desarrollado
por S. aureus ha sido demostrado en todo el
mundo (6).

En la actualidad mas del 90% de las ce-
pas de S. aureus han desarrollado resistencia
a penicilina. Sin embargo, cuando la cepa es
sensible, este antibiotico constituye una dro-
ga de primera linea y de amplio uso; ademas,
presenta una buena disponibilidad con rela-
cién a otros antimicrobianos, dado su bajo
costo y su toxicidad selectiva; debido a que
actua inhibiendo la sintesis del peptidogluca-
no, principal constituyente de la pared celu-
lar bacteriana, la cual no esta presente en las
células eucariotas del hospedero (5).

Tabla 1. Fenotipos de Resistencia a $-lactamicos en S. aureus (30).

Mecanismo Penicilina G, Penicilina + Oxacilina Cefalosporinas
Carboxipenicilinas Inhibidor de y Carbapenemes
y Ureidopenicilinas g-lactamasa

Ninguno S S S S

Produccion de S-lactamasa R S S S

Produccién de PBP2a (mecA) R R R R

BORSA R S/R R S

MODSA S S R S
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Figura 1. Induccion de la sintesis de -lactamasa estafilococica en presencia de penicilina (5).

Hiperproduccion de f-lactamasas
(Resistencia “border-line”a oxacilina)
En ausencia de mecA, la resistencia a
oxacilina en S. aureus puede deberse a la pro-
duccion excesiva de S-lactamasas, conocién-
dose a los microorganismos que expresan
esta forma de resistencia, como cepas con re-
sistencia borderline (Borderline resistant
Staphylocccus aureus-BORSA) (resistencia
fronteriza) o resistencia de bajo nivel (Ta-
bla 1) (3). Descubierto inicialmente por
McDougal, su mecanismo es una hiperpro-
duccion de penicilinasa estafilococica nor-
mal, mediada por plasmidos. Estas cepas
producen altas cantidades de enzima, lo que
hace que oxacilina y meticilina, que fueron
desarrolladas para resistir la accion hidroliti-
ca de la penicilinasa, sean lenta aunque apre-
ciablemente degradadas, presentando una
resistencia limite a oxacilina con una Con-
centraciéon Inhibitora Minima (CIM) de has-
ta 8 ug/ml. Esta resistencia se encuentra ava-
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lada por la ausencia de PBP2a en su pared ce-
lulary porla observacién de que la asociacion
con acido clavulanico, tazobactam o sulbac-
tam disminuye las CIMs de oxacilina y meti-
cilina en varias diluciones (3).

Las cepas hiperproductoras de fS-lac-
tamasas poseen un plasmido comin de -lac-
tamasa de 17,2 kb que codifica a la S-lac-
tamasa estafilococica del tipo A. Se cree que
la accion de resistencia no es solo debida a
una hiperproduccion, sino también a una
nueva f -lactamasa cuyo gen no se ha identi-
ficado aan. Esta hiperproduccién de S-lacta-
masas requiere altas concentraciones de clo-
ruro de sodio y no induce una CIM mayor en
condiciones de estudio normales (3).

Modificacion de las PBPs

Descrita por Tomasz y colaboradores
(7), corresponde a una modificacién minima
(modified S. aureus, MODSA) de las Protei-
nas de unioén a Penicilinas (PBPs) 1, 2y 4 de
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peso molecular normal; pero con baja afini-
dad por los antibioticos p-lactamicos. Al
igual que el mecanismo anterior, la respuesta
es limite. Estas cepas no producen p-lac-
tamasas y presentan bajos niveles de resis-
tencia a meticilina, ello puede ser debido a la
hiperexpresion de alguna de estas PBPs o la
consecuencia de mutaciones genéticas que
alteren la afinidad de la proteina final por el
antibiotico (Tabla 1) (3).

Resistencia a meticilina

Debido a la resistencia a penicilina de
las cepas de S. aureus, a finales de los afios
50, se introdujeron cefalosporinas estables a
penicilinasas y penicilinas semisintéticas.
Entre éstas estuvo la meticilina, como anti-
biotico de eleccion en el tratamiento de S. au-
reus (2, 4).

La meticilina es un derivado semisinté-
tico de la penicilina, introducido en Europa
en 1959 (2). Un ano después, en 1960, se de-
tecto la primera cepa S. aureus meticilina re-
sistente (“methicillin resistant S. aureus”,
MRSA en inglés, o SAMR en espaiol). La re-
sistencia a meticilina se determina utilizando
el antibiotico oxacilina, por lo que se ha suge-
rido que estas cepas deberian llamarse S. au-
reus resistentes a oxacilina (“oxacillin-resis-
tant S. aureus”, ORSA), mas que MRSA. Méas
tarde, en 1963, se report6 el primer brote no-
socomial causado por cepas SAMR. Desde
entonces se han notificado cepas SAMR en
todo el mundo (2,4).

En la actualidad, SAMR es el patdgeno
gram positivo, resistente a los antibidticos
mas comunmente identificado en los hospi-
tales. A pesar que 25% de las cepas de S. au-
reus aisladas de pacientes externos son resis-
tentes a meticilina, la mayoria de las cepas
son recuperadas de individuos que muy pro-
bablemente adquieren la infeccion en el hos-
pital (8, 9); sin embargo, su asociacion con
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los hospitales es indirecta; los contactos de
individuos con SAMR adquiridos en el hospi-
tal tienen mayor riesgo de colonizacion por
cepas SAMR (10). En un reciente y dramético
evento evolutivo, la infeccion por cepas
SAMR adquiridas en la comunidad en indivi-
duos previamente sanos sin asociacion direc-
ta o indirecta con instituciones de salud, ha
emergido como un nuevo e importante pro-
blema de salud publica (11, 12).

La resistencia a meticilina fue denomi-
nada “intrinseca” debido a que no se produce
destruccion del antibiético por acciéon de en-
zimas 3-lactamasas (6) y es conferida por una
proteina de union a penicilina (PBP) adicio-
nal denominada PB2’ 0 PBP2a, la cual no esta
presente en las cepas susceptibles a meticili-
na (Tabla 1) (2).

Las PBPs son enzimas que catalizan las
reacciones de transpeptidacion del peptido-
glucano durante la sintesis de la pared celu-
lar. S. aureus produce al menos cuatro PBPS
(PBP1, PBP2, PBP3 y PBP4), que son inhibi-
das por los g-lactamicos, incluyendo la meti-
cilina. Las cepas SAMR ademas de sintetizar
estas PBPs, producen una PBP adicional co-
nocida como PBP2a. Esta proteina permite
que, en presencia de meticilina, al ser inhibi-
das las PBPs normales, continte la sintesis de
pared celular; debido a que bloquea la union
de cualquier antibiotico S-lactdmico a su sitio
activo; pero permite que contintie el proceso
de transpeptidacion (2,13). La PBP2a es una
transpeptidasa clase B, de alto peso molecu-
lar que cataliza la formacion de puentes cru-
zados en el peptidoglucano de la pared celu-
lar. Asistida por el dominio transglicosilasa
de la PBP2a nativa de S. aureus, toma el con-
trol de la funcién biosintética de la pared ce-
lular en presencia de S-lactamicos, cuando
normalmente las PBPs son inactivadas al li-
garse a estos antibioticos (13). Las cepas de S.
aureus que son resistentes a meticilina por
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este mecanismo, lo son también a todos los
p-lactamicos, incluyendo las penicilinas, ce-
falosporinas (a excepcion de las nuevas cefa-
losporinas anti-SAMR (ceftobiprol y ceftaro-
lina) y carbapenemes (2).

El gen mecA, responsable de la resisten-
cia a meticilina en S. aureus, se encuentra for-
mando parte del llamado SCCmec. y se en-
cuentra localizado en el cromosoma bacteria-
no de cepas SAMR. El complejo denominado
gen mec, una porcion de ADN cromos6mico
adicional, de aproximadamente 30 a 50 Kb, es
exclusivo de las cepas meticilino-resistentes.
El complejo mec contiene el gen mecA (gen es-
tructural para la PBP2a); mecl (represor) y
mecR1 (inactivador de mecl), que acttian
como elementos reguladores que controlan la
trascripcion del mecA y de 20 a 45 Kb del ADN
asociado al cromosoma (Figura 2).

Existen cuatro clases genéticas del com-
plejo del gen mec (A-D), los cuales estan es-
tructurados de la siguiente manera (Figura 3):

1. Clase A: mecI-mecRI-mecA-IS431;

2. Clase B: IS1272-AmecRI-mecA-1S431
(el dominio de unién a penicilina de mecl es
reemplazado por IS1272);

3. Clase C1y C2: IS431- AmecRI-mecA-
IS431 (la Clase C2 contiene una delecion ma-
yor en el dominio de union a penicilina en
mecRI que la Clase 1);

4. Clase D: AmecRI-mecA-1S431 (dele-
cion del dominio de unién a penicilina en me-
CRD);

5. Clase E: AmecRI-mecA-1S431 (existe
una delecion de 976 bp en el dominio de
membrana de mecRI).

PBP2a

&
<

Existen también reportes de complejos
mec Clase A1y B1(14); asi como A.3 y A.4(15).

El gen mecA es una region altamente
conservada entre las especies de estafiloco-
cos. Muestra alto nivel de homologia en
SAMR Yy estafilococos coagulasa negativos
meticilino resistentes, por lo que se ha descri-
to como un marcador molecular adecuado en
la determinacion de resistencia en todos los
estafilococos. La region promotora del gen
mecA constituida por los primeros 300 nu-
cledtidos, y sus genes regulatorios, son simi-
lares en secuencia a las regiones analogas de
la -lactamasa estafilococica (6).

SCCmec es unaisla genémica (Gisland),
que comprende un grupo de elementos movi-
les de ADN, de 21 a 67 kb, que se inserta al fi-
nal del extremo 3’ de un marco de lectura
abierta (“open reading frame”, ORF), deno-
minado orfX, en un sitio tnico (attBscc), cer-
ca del origen de replicaciéon de S. aureus.
SCCmec contiene ademas del conjunto de ge-
nes mec (el gen mecA y sus reguladores), el
conjunto de genes ccr, los cuales codifican re-
combinasas sitio especificas responsables de
la movilidad de SCCmec (1;16). Este cassette
no es endogeno de esta bacteria y para su
transmision, SCCmec porta uno de tres pares
de genes para recombinasas cromosémicas
(ccrA, cerB, cerC), que codifican para una re-
combinasa de la familia invertasa-reductasa
(13, 16, 17).

SCCmec recuerda una isla de patogeni-
cidad; sin embargo, no contiene genes de vi-
rulencia. En este sentido, se le conoce como
una isla de resistencia a los antibioticos, ya

Operador

=
>

Figura 2. S. aureus: Mecanismo de resistencia a meticilina (5).
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Figura 3. Clases de complejos gen mec en staphylococci (13).

que aparte de conferir resistencia a todos los
antibioticos -lactdmicos, contiene genes de
resistencia adicionales como consecuencia
de la integracion de plasmidos y transposo-
nes en el cassette cromosomal. SCCmec tam-
bién confiere resistencia a eritromicina, es-
pectinomicina, tetraciclina, kanamicina y
otros antibioticos (13).

El origen del SCCmec es incierto. No
existen reportes de SCCmec en bacterias dife-
rentes a estafilococos (16). El mecanismo res-
ponsable de la transferencia de mecA, no se
conoce; pero la evidencia sugiere la transfe-
rencia horizontal de ADN mecA entre especies
de estafilococos y del gen mecA entre diferen-
tes géneros grampositivos. Se ha asumido que
los genes ccr y mec fueron traidos conjunta-
mente a estafilococos coagulasa negativa a

partir de una fuente desconocida; donde ocu-
rre la delecion de genes regulatorios, antes
que los genes sean transferidos a S. aureus,
generando asi, las cepas SAMR (3).

Una region homologa con 88% de simi-
laridad en aminoacidos con el mecA de las ce-
pas meticilino-resistentes de estafilococos ha
sido identificada en S. sciuri (18), dicha se-
cuencia es ubicua en esta especie; pero su fe-
notipo es susceptible, lo que sustenta la hip6-
tesis que el mecA se originé en estafilococos
coagulasa negativo, cercanamente relaciona-
das desde el punto de vista evolutivo con S.
sciurt (18).

Todas las cepas SAMR son clones des-
cendientes de las pocas cepas ancestrales que
adquirieron el gen mecA (2, 13). Esta afirma-
cion ha conllevado a la creencia que la fre-
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cuencia de transmision intra o interespecie
de mecA es méas bien un proceso limitado que
no es debido a la presencia de maquinaria es-
pecializada de transmision, como los trans-
posones (2, 13).

Hasta la fecha, en S. aureus se han carac-
terizadoy clasificado cinco tipos diferentes con
algunas variantes de cassette mec (SCCmec),
de acuerdo a los genes de su recombinasa puta-
tiva (alotipos ccrAB) y su composicion genética
en general (19, 20). Se han identificado tres
alotipos importantes (ccrAB1 a ccrAB3) y un
alotipo esporadico (ccrAB4). Recientemente
fue divulgado un nuevo tipo de complejo del
gen ccr (ccrC) no estrechamente relacionado
con los anteriores (13). SCCmec tipos I al V son
definidos en base a la combinacién particular
del tipo de 1,2 6 3 pares de genes ccrABy la cla-
se del complejo mecA, B, Cy D (Tabla 2, Figu-
ra 4) (1, 13, 21-24).

Tipo I SCCmec: Comienza su disemi-
nacion entre las cepas SARM en los afios 60,
en Inglaterra, coincidiendo con el principio

de la era antibiotica. Tiene un tamano de
34Kb. Esta formado por el complejo de genes
cer tipo 1 (ccrAi, ccrBi1) y el complejo mec
clase B (mecA, mecR1 y una copia cortada de
la secuencia de insercion IS1272). También
contiene la insercion IS431. No posee ningin
gen de resistencia excepto el mecA (1, 13, 21).

Tipo II SCCmec (53 Kb): Se aisla en
1982y es frecuente entre las cepas SARM de
Japon, Corea y USA. Comprende el complejo
de recombinasas tipo 2 (ccrA2, ccrB2), el
complejo mec clase A (mecl, mecR1, mecA),
la insercion IS431, el plasmido pUB110 y el
transposon Tns54 (1, 13, 21).

Tipo III SCCmec (67 Kb): Se ha descri-
to en los paises europeos, Arabia Saudita, In-
dia, Singapur, Hong Kong, Australia y Nueva
Zelanda. Lo componen el complejo de recom-
binasas tipo 3 (ccrA3, ccrB3), el complejo mec
clase A, Tns54, pT181, pI256 y las secuencias
de insercion IS431 y IS256. También contiene
una copia cortada de genes ccr situada entre
dos elementos IS431, esto sugiere la posibili-

Tabla 2. Caracteristicas de los Cassettes Cromos6émicos mec de Estafilococos (SCCmec)(23,24).

Tipo Tamano Tipo Tipo Otros Origen Presencia
SCC SCCmec Gen Elementos Complejo determi- de PVL
mec (kb) cer Complejo mec mec nantes de
IS1272 mecl mecRI mecA resistencia
PB/MS
I 34 1 + - -/+ B - Hospital Infrecuente
1I 53 2 - + +/+ A PUB1102  Hospital Infrecuente
Tn554P
111 67 3 + + +/+ A PUB110  Hospital Infrecuente
PT181¢
v 21-24 2 - - -/+ B - Comunidad Frecuente
\Y% 28 C - - -/- C - Comunidad Desconocido

cer: recombinasa del cassette cromosémico

MS: dominio de membrana

PB: dominio de las PBPs

a: codifica resistencia tetraciclina y kamamicina

b: codifica resistencia a macrolidos-lincosaminas y estreptograminas

c: codifica resistencia a tetraciclina
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dad de que el tipo IIT SCCmec pueda derivar
de la fusiéon en el pasado de dos elementos
SCC. Los tipos II y III SCCmec se encontraban
en las cepas dominantes de los afios 1980, ca-
racterizadas por contener multiples genes de
resistencia antibiotica (1, 13, 21).

Tipo IV SCCmec (21-24 Kb): contiene
el complejo de genes ccr tipo 2 (ccrAz,
ccrB2), el complejo mec clase B y la insercion
IS1272. Es el elemento mas pequeiio, lo que
le confiere mayor movilidad genética y no lle-
va factores de virulencia, ni genes adicionales
de resistencia para otros antibiéticos que no
sea meticilina. Esta caracteristica también
ocurre en un rango mas amplio de grupos ge-
néticos de S. aureus sensibles a meticilina,
sugiriendo que ha sido heter6logamente
transferido de otras especies estafilococicas.
Posiblemente, estas mismas caracteristicas
hacen que el SCCmec tipo IV se encuentre
asociado a cepas SARM adquiridas en la co-
munidad. Sin embargo, esta asociaciéon no es
Unica ya que aunque el tipo IV es mas fre-
cuente entre los SARM adquiridos en la co-
munidad, también se encuentra entre las ce-
pas de adquisicion hospitalaria (1, 13, 21).

Tipo V SCCmec (28 Kb): a diferencia
de los otros tipos este posee un nuevo gen ccr
denominado ccrC. Se ha encontrado en Aus-
tralia en un pequeno ntimero de cepas SARM
de origen comunitario y atin esta en investi-
gacion. Dos posibles nuevas variedades de
cassette han sido recientemente identifica-
das en cepas australianas resistentes a meti-
cilina de origen comunitario (1, 13, 21).

Los aislamientos SAMR adquiridos en
el hospital (SAMR-AH) difieren sensible-
mente de las cepas SAMR adquiridas en la
comunidad (SAMR-AC), desde el punto de
vista microbiolégico y epidemiolégico (25,
26). Asi, SAMR-AC tipicamente, contiene el
gen mecA del tipo IV SCCmec; en contraste
con el tipo II de las cepas hospitalarias (23,
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24). Por otra parte, SAMR-AC frecuentemen-
te porta genes que codifican paralaleucocidi-
na Pantone-Valentine (PVL), una citotoxina,
factor de virulencia asociado a la infeccion de
tejidos blandos y neumonia necrotizante (Ta-
bla 2) (23, 24).

Desde el punto de vista clinico, las cepas
SAMR-AC comparadas a las SAMR-AH,
usualmente, afectan individuos mas jovenes,
con escasa co-morbilidad y con propension a
infecciones en piel y tejidos blandos (27). Fi-
nalmente, SAMR-AC es tipicamente, méas
sensible a los antibi6ticos que sus homologos
SAMR-AH, probablemente debido a que po-
seen un SCCmec de menor tamano, con me-
nos capacidad para portar genes de resisten-
cia antimicrobiana (28-30).

La meticilino-resistencia, dependiendo
de la habilidad de S. aureus para organizar
el SCCmec y de integrar funcionalmente la
PBP2a, es diferente en cada cepa, resultando
en una gran variedad de niveles de resisten-
cia (13).

La expresion fenotipica de resistencia a
meticilina en estafilococos presenta varias
caracteristicas intrinsecas (7). Las cepas
SAMR parecen ser uniformes y poseen el gen
mecA y su producto, la PBP2a o PBP2’ (78-
kDa). Por otra parte, el grado de resistencia
(por ejemplo, concentraciones inhibitorias
minimas (CIM’s) determinadas por técnicas
convencionales de pruebas de susceptibili-
dad) varia tremendamente entre cepas, osci-
lando en el rango de pocos microgramos por
mililitro (valores no alejados de la CIM para
cepas S. aureus meticilino-sensibles, SAMS)
a varios miligramos por mililitro (7).

Usando técnicas de mayor resoluciéon
(analisis de poblacién), es posible determi-
nar caracteristicas peculiares de las bacte-
rias: los cultivos en caldo de las cepas SAMR
no son uniformes en sus CIM’s; estan com-
puestas por variedad de subpoblaciones de
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bacterias que varian ampliamente en sus gra-
dos de resistencia antibiética. En consecuen-
cia es sorprendente el nivel de heterogenei-
dad de la expresion fenotipica de resistencia
a meticilina entre cepas y aun, entre la proge-
nie de una tnica cepa SAMR (31). Se conoce
que factores ambientales y genéticos influyen
en la expresion fenotipica de tal resistencia;
sin embargo, las bases de su mecanismo de
diversidad no se ha establecido con claridad
hasta la fecha (7).

Tomasz y colaboradores (7) definieron
cuatro clases de expresion fenotipica de re-
sistencia a meticilina en S. aureus: la clase 4,
que es definida por una resistencia homogé-
nea de alto nivel (CIM > 800 ug/ml) y las cla-
ses 1, 2'y 3 con resistencia heterogénea a me-
ticilina con CIM de 1,5a 3; 6 a 12 y 50 a 200
ug/ml, respectivamente.

La resistencia heterogénea es distintiva
de la resistencia a meticilina en la cual, el
99,99% 0 mas, es sensible a bajas concentra-
ciones de antibidtico S-lactaimico y 1 en 10°
crece a concentraciones de meticilina de 50
ug/ml o mas. Esta denominacion de “hetero-
génea” esta dada por el siguiente hecho dife-
rencial: en placas con concentraciones eleva-
das y progresivas de antibidtico, el nimero
de colonias va decreciendo inversamente a la
concentracion, sugiriendo que sblo una pe-
quena fraccion de la poblacién expresa feno-
tipicamente la resistencia (3).

Factores que afectan la resistencia
(Figura 5)

Los cambios en la expresion de resisten-
cia heterogénea son transitorios y entera-
mente fenotipicos. El pasaje de estas cepas
heterogéneas en medios con antibiéticos pro-
duce proliferacion de cepas altamente resis-
tentes, resultando en una poblacion homogé-
nea. Subcultivos posteriores en medio libre
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de antimicrobianos vuelven al patréon origi-
nal heterogéneo (2, 3, 6, 30).

Se desconocen diferencias entre cepas
silvestres con expresion fenotipica de resis-
tencia heterogénea u homogénea: no hay de-
ficiencia de factores y la pared de ambas es si-
milar. Una explicacion podria ser que cepas
heterogéneas tengan alguna deficiencia en
una via bioquimica especifica que repercuta
en la sintesis de la pared celular, importante
para el funcionamiento de la PBP2a y que sea
la presion selectiva de $-lactamicos sobre ce-
pas homogéneas, la que provoque mutacio-
nes funcionales sobre la PBP2a (2, 3, 6, 30).

Existe una variedad de factores adicio-
nales a mecA que han sido asociados con la
resistencia a meticilina en S. aureus, a saber:

Plasmido de -lactamasa estafilo-
cocica: podria impedir la delecion esponta-
nea del mec cromosomal o podria inducir un
patron heterogéneo de resistencia, si se in-
serta en receptores homogéneamente resis-
tentes, entre otros (3).

Factores fem (factores esenciales
para resistencia a meticilina): denomi-
nado también factor auxiliar (factor aux).
Constituido por genes cromosémicos distin-
tos al mec, necesarios para la completa ex-
presion de resistencia, presente en cepas
sensibles y resistentes. Destaca fem A, B, C,
D, E'y F mapeados en diferentes sitios. Mu-
tantes fem alteran la composicién del pepti-
doglucano, excepto fem E cuya funcion es
desconocida (3).

Otros locus cromosomales: [Im codi-
fica una proteina hidréfoba de 38 KDa, de fun-
cion desconocida, cuya inactivacion hace que
una cepa de resistencia homogénea produzca
un patron heterogéneo de resistencia a metici-
lina con un aumento en la tasa de autolisis. Los
locus agr (gen accesorio regulador) y sar (re-
gulador accesorio estafilococico) estan involu-

Kasmera3s(1): 18-35,2010



Mecanismos de resistencia a antibiéticos 3-lactamicos en Staphylococcus aureus 29

crados en controlar la expresion de numero-
sos factores de virulencia estafilococica y
exoproteinas. Existen también los genes chr,
genes cromosomales cuyas mutaciones conlle-
van resistencia de alto nivel a meticilina en pre-
sencia de PBP2a y que difieren del operdn fe-
mAB. Hasta el momento se desconoce su posi-
cion dentro del cromosoma (3).

Deteccion de resistencia a meticilina

Dada la alta heterogeneidad (variabili-
dad en la expresion de la resistencia) en las
cepas que llevan el genotipo mecA, la detec-
cion de la resistencia en el laboratorio sigue
siendo problemética. Las técnicas a usar de-
ben detectar una anormalidad en una pobla-
ciéon de 100.000 6 1.000.000 de individuos,
por lo que deben manejarse con precaucion
los factores fisicos y quimicos que influyen:
osmolaridad del medio, luz visible (las cepas
pigmentadas incubadas en la oscuridad au-
mentan la expresion 1,7 veces, y las cepas no
pigmentadas son 6.000 veces mas resisten-
tes a meticilina), pH del medio (no existiendo
resistencia aun pH de 5,2 pero sia 7,4), agen-
tes quelantes, cationes divalentes, tempera-
tura de incubacidn, presencia de antibioticos
B-lactamicos, entre otros (2, 3, 6, 13, 30).

Se ha sugerido la presencia de un factor
adicional, producto de un gen control notan-
do la expresion fenotipica de la resistencia, al
que inicialmente denominaron factor X. En
aquellas cepas en que la expresion de la resis-
tencia es condicionada por la temperatura
alta, el elemento sensible a ésta, no seria en
realidad la PBP2a, sino el factor X, cuya ac-
cion seria regular su transduccién y trans-
cripcion o tal vez, interviene en la regulacion
de la actividad autolitica o en la sintesis de la
pared celular de cepas SAMR (3, 13, 30).

Las condiciones ideales que permiten la
deteccion en el laboratorio de cepas resisten-
tes a oxacilina son: pH neutro, medios hiper-
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tonicos, temperatura de incubacion de 35°C,
incubaciones de 24 horas exactas, e in6culos
densos. Sin embargo, al comparar distintos
métodos de deteccién de SAMR in vitro, se
concluy6 que la variante mas importante es el
suplemento del medio de cultivo con NaCl al
4% (3, 13, 30).

Pese a los numerosos trabajos realiza-
dos, no existe en la actualidad uniformidad de
criterios sobre que modificacion es la determi-
nante principal. El factor de concentracion sa-
lina pareciera ser decisivo para detectar las ce-
pas heterorresistentes, no ejerciendo gran in-
fluencia, la temperatura de incubacion, ni el
tamafio del in6culo, a pesar que la temperatu-
ra permite diferenciar dos tipos de cepas: ho-
mogéneas y heterogéneas (32). Las primeras
tienen una expresion de resistencia uniforme
en el 100% de la poblacién, independiente-
mente de la temperatura de incubacion, que
puede detectar mas de 95% de las cepas resis-
tentes (37 6 42°C). Son cepas infrecuentes con
CIM elevada. En cambio, las heterogéneas son
dependientes de la temperatura, con mejor
expresion a 37°C y nula a 42°C. En este ultimo
grupo coexisten dos subpoblaciones: una mas
pequena (1 en 105 a 107) detectable a 37°C, la
otra, predominante y mayoritariamente ter-
mosensible, que crece a 30°C. Existe atin una
mayor eficiencia al adicionar al agar Miieller
Hinton, NaCl 4% + 6 ug/ml de oxacilina, en
condiciones estandarizadas (oxacillin screen
plate). La sensibilidad de este método se apro-
xima al 100% para la deteccion de resistencia
a meticilina (3, 13, 30).

Otro método utilizado para la deteccion
de resistencia a meticilina en S. aureus, es el
de difusién del disco en agar, para el cual se
recomienda una temperatura de incubacion
de 35°Cy discos de oxacilina de 1 ug. Es el mé-
todo menos confiable de deteccion teniendo
baja especificidad. El NaCl adicionado al agar
o la incubaciéon mayor a 48 horas mejoran la
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sensibilidad en desventaja de la especificidad
(3, 13, 30). Adicionalmente, se ha demostra-
do que el cefoxitin (cefamicina) in vitro, in-
duce la produccion de PBP2a en cepas de S.
aureus meticilino sensibles (SAMS); por lo
que el método de difusion del disco usando ce-
foxitin (FOX 30 pg) ha probado ser un buen
ensayo para la deteccion de resistencia de bajo
nivel a oxacilina en cepas de S. aureus (33).

El test de dilucion bajo condiciones apro-
piadas detecta mas del 95% de las cepas resis-
tentes. El Instituto para la Estandarizacion de
Laboratorios Clinicos (CLSI) recomienda em-
plear caldo Miieller Hinton suplementado con
NaCl al 2% y un in6culo de 1,5 x 108 UFC/ml y
24 horas de incubacién a 35°C (32).

Las pruebas de aglutinaciéon con parti-
culas de latex se basan en una reacciéon de
aglutinacion que por medio de anticuerpos
monoclonales detectan la presencia de la
PBP2a, producto del gen mecA, en aislamien-
tos de S. aureus (34).

Desde el ano 2002, el NCCLS (actual
CLSI) ha aceptado que la deteccion de PBP2a
es un método alternativo para la evaluacion
de resistencia a meticilina en S. aureus, el
cual correlaciona eficientemente con la pre-
sencia del gen mecA, con una sensibilidad y
especificidad del 100%. Estas técnicas po-
seen una ventaja adicional en relacion al
tiempo de deteccion, ya que se pueden obte-
ner resultados en s6lo 15 minutos después de
aislado el microorganismo. Por otra parte,
son faciles de realizar e interpretar y repre-
sentan, en los casos en que es imposible la de-
teccion del mecA por métodos moleculares,
una alternativa diagnostica para laboratorios
de rutina (34).

Los sistemas automatizados tienen una
excelente especificidad pero baja sensibili-
dad. Los resultados deberian chequearse con
un segundo test como “agar screen” antes de
informar la cepa como susceptible (3, 13, 30).
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Como aporte al estudio epidemiolégico
se han desarrollado técnicas de tipificacion
que colaboran en la pesquiza de reservorios y
vias de diseminacién de SAMR. Existen téc-
nicas fenotipicas como: fagotipificacion, tipi-
ficacion por electroforesis de proteinas, anti-
biotipia, inmunoblot y serotipificaciéon cap-
sular; las técnicas genotipicas se basan en la
tipificacion del ADN: anélisis del ADN plas-
midico, analisis del ADN cromosoémico por
enzimas de restriccidon, electroforesis de
campo pulsado, southerblot y la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (3, 21, 23, 30).

La deteccidon de mecA basada en PCR o
hibridacién de ADN identificara siempre co-
rrectamente la mayoria de las cepas hetero-
géneas y deberia ser considerado como el
“gold standard” para detectar la resistencia a
meticilina (3, 23, 30).

Tolerancia a la accion bactericida
de los antibiéticos f-lactamicos

Afecta a todos los g-lactamicos. Implica
que para la lisis y muerte del microorganismo
se requieren concentraciones de antibiotico
mucho mas elevadas que para la inhibicién
de su crecimiento. Significa una disminucion
de la actividad autolitica por exceso de inhi-
bidor de autolisinas, lo que conlleva a un
efecto bactericida méas lento. Se desconoce su
base genética (21, 23, 30).

Un cultivo de S. aureus tolerante se defi-
ne como una cepa que exhibe una disociacion
muy marcada entre la CIM y la CBM (Concen-
traciéon Bactericida Minima) del antibibtico
B-lactamico luego de la prueba estandar de di-
lucion. En la practica, la mayor parte de las ce-
pas de S. aureus es no tolerante; es decir, tiene
una relacion CIM/CBM mucho mayor de 1:32,
pudiendo llegar a 1:2.000. Cuando se observa
este fenomeno en una cepa dada para un anti-
bidtico S-lactamico, en general, es reproduci-
ble con otros antibioticos del grupo, incluidas
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las cefalosporinas, y a veces, incluso con van-
comicina. Esta caracteristica tiende a desa-
parecer en el laboratorio cuando se subculti-
va el microorganismo (2, 6, 30).

Teniendo como base investigaciones rea-
lizadas en otras especies bacterianas, se pre-
sume actualmente que, los antibi6ticos
p-lactamicos fallan en la activacion de las en-
zimas autoliticas en cepas tolerantes de S. au-
reus. En algunos estudios, la tolerancia de S.
aureus se ha asociado con una respuesta clini-
ca insuficiente a los f-lactamicos en pacientes
con septicemia y endocarditis. Estas observa-
ciones clinicas han sido contradichas por es-
tudios en animales que muestran un compor-
tamiento similar en cepas tolerantes y no tole-
rantes. La tolerancia puede, sin embargo, te-
ner importancia clinica en infecciones créoni-
cas asociadas con cuerpos extrafios (35).

Nuevas cefalosporinas

Ceftobiprol: El ceftobiprol (BAL5788)
(Basilea/Johnson & Johnson) es una nueva
cefalosporina de amplio espectro, con poten-
te actividad contra las bacterias gramnegati-
vas y grampositivas. Su principal ventaja, en
comparacion con las otras cefalosporinas, re-
side en su actividad bactericida contra pato-
genos grampositivos resistentes a las
p-lactamasas, como SAMR y Streptococcus
pneumoniae resistente a penicilina y ceftria-
xona. Este farmaco también inhibe una am-
plia gama de patdgenos gramnegativos (Fi-
gura 6) (36-39).

Aligual que en todos los S-lactamicos, el
sitio de union del ceftobiprol a las proteinas
de union a penicilina (PBP) es el determinan-
te mas importante de su actividad antibacte-
riana. La inhibicion potente y prolongada de
la PBP2a de S. aureus diferencia el ceftobi-
prol de otros -lactdmicos y es la base mole-
cular para su actividad contra el estafilococo
resistente a meticilina. El ceftobiprol se une
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Figura 6. Ceftobiprol: Estructura quimica
(38).

en el sitio activo de la PBP2a y rapidamente
forma un complejo acil-enzima estable. Esta
interaccion produce una hidrolisis muy lenta
de la molécula que determina la inhibicion
estable de la enzima (36-39).

Ha sido aprobado porla FDA para el tra-
tamiento de las infecciones complicadas de la
piel y tejidos blandos debidas a SAMR y tam-
bién para el tratamiento de la neumonia no-
socomial (36-39). Esta cefalosporina de
quinta generacién, ha demostrado, ademas,
un bajo potencial de seleccion de resistencia
in vitro. Segun hipotesis de Banerjee y cols.
(37) la resistencia a este antibi6tico podria
deberse a mutaciones en el gen mecA. Estos
autores seleccionaron mutantes de SARM re-
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sistentes a ceftobiprol por pases en caldos de
cultivo conteniendo concentraciones su-
binhibitorias de la droga, utilizando las cepas
COLnex (que carece del gen mecA) transfor-
madas con el plasmido pAWS8 (plasmido vec-
tor), pYK20 (plasmido que contiene el mecA
“wild type”) y el pYK21 (que contiene un mu-
tante de mecA con cinco mutaciones en la
PBP2a). Las cepas portadoras del mecA wild
type y las mutantes en mecA desarrollaron
seis (transformantes pYK20) y cuatro (trans-
formantes pYK21) nuevas mutaciones en
mecA. La transformacion de COLnex con el
plasmido mutante mecA confirid resistencia
a ceftobiprol y, la pérdida del gen mecA tornd
la cepa nuevamente susceptible a la droga. Se
ha propuesto que mutaciones miltiples en el
gen mecA alteran la unién del ceftobiprol,
provocando resistencia en cepas SAMR. Mu-
taciones adicionales podrian haber mediado
la resistencia al influir sobre otras proteinas.
Sin embargo, también se han desarrollado
cepas resistentes carentes de mecA, sugirien-
do el posible rol de genes cromosomales (37).

Ceftarolina: La ceftarolina es una nue-
va cefalosporina de amplio espectro con po-
tencial actividad contra cepas SAMR debido a
su fuerte afinidad por las PBP’s de S. aureus,
incluyendo la PBP2a, proteina responsable de
la resistencia a meticilina (Figura 7) (40).

Se presenta en forma de acetato de
ceftarolina (PPI- 0903), una prodroga solu-

Figura 7. Ceftarolina: Estructura quimica (41).

Castellano Gonzalez, Maribel J.; Perozo-Mena, Armindo J.

ble en agua que, in vivo, es rdpidamente me-
tabolizada en su metabolito activo ceftarolina
(PPI-0903 M). En comparacién con linezolid
y vancomicina, es mas efectiva en el trata-
miento de infecciones por cepas hGISA (S.
aureus con susceptibilidad intermedia hete-
rogénea a glicopéptidos). Esta nueva cefalos-
porina al parecer, es una opcién prometedora
y efectiva para el tratamiento de infecciones
severas por SAMR (40).

Aun esta por determinarse la frecuencia
relativa de cada uno de los mecanismos de re-
sistencia a los antibio6ticos p-lactamicos y
existe la posibilidad que en una misma cepa
SAMR coexistan distintos mecanismos (30).

Conclusion

La resistencia intrinseca a meticilina es
el principal mecanismo de resistencia a
p-lactamicos en S. aureus y el mas importante
desde el punto de vista clinico, puesto que las
cepas SAMR se han diseminado de los hospi-
tales a la comunidad y con frecuencia expre-
san multirresistencia, resultando en ocasio-
nes, sensibles so6lo a glicopéptidos. La reciente
aparicion de cepas con susceptibilidad dismi-
nuida e incluso, resistentes a vancomicina,
pone en evidencia la potencial infeccion por
un organismo virulento, para el cual las opcio-
nes terapéuticas son muy limitadas.
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