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La nicking enzyme de Staphylococcus aureus,
un blanco de accién muy promisorio

Hay reglas sencillas para el uso de la penicilina:
usarla solo para los microbios que sean vulnera-
bles a ella, aplicar la dosis indicada y que el
tratamiento dure lo suficiente para eliminar la
infeccion; siguiendo estas reglas, todos quedardn
satisfechos; de lo contrario, el resultado sera
decepcionante.

Sir Alexander Fleming (1881-1955)
Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 1945

La aparicion de la multirresistencia a los antimicrobianos en los diferentes microorganismos ha sido
motivo de desvelos en los ultimos 60 afos y es un problema de salud publica mundial. Asi, luego del
genial descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928, en 1947, a los cuatro afos de
su produccién y administracién masiva, alrededor del 40% de las cepas de Staphylococcus aureus eran
resistentes a la penicilina por su habilidad de producir penicilinasa. La respuesta efectiva, al menos por
un tiempo, se logro tras la aparicion en 1960 de una penicilina semisintética resistente a la penicilinasa,
la meticilina?. Desafortunadamente, ya en 1961 se describié la primera cepa de S. aureus resistente a
la meticilina (SARM) y en 1963 se produjo el primer brote informado en el Queen Mary’s Hospital for
Children en Carshalton, Inglaterra, que comprometié a 37 pacientes. De manera muy rapida, las cepas
SARM emergieron en casi todos los paises del mundo?®. La resistencia a la meticilina a expensas fun-
damentalmente de la presencia del gen mecA, que codifica la sintesis de una proteina ligadora de la
penicilina adicional (PLP2a) de muy baja afinidad por los antibiéticos p-lactamicos, implica resistencia a
todos ellos y a las combinaciones de estos con los inhibidores de B-lactamasas®.

Son varios los mecanismos que en los distintos microorganismos determinan resistencia a los antimi-
crobianos, entre ellos la presencia de bombas de eflujo que expulsan a los antibiéticos, la impermeabilidad
de membrana por ausencia o alteracidon de las porinas, la hiperproduccion cromosomal o plasmidica de
enzimas inactivantes, la presencia de proteinas ligadoras de la penicilina con escasa o nula afinidad por el
antibidtico, alteraciones por mutaciones en el sitio blanco (deleciones, inserciones), entre otros. Una de las
formas mas eficientes de transferencia de la resistencia intra e interespecie es a través de los plasmidos
conjugativos portadores de casetes en transposones, que codifican los multiples factores de resistencia.

En los primeros afios de la década de los ochenta, se detecté en EE.UU. un drastico incremento en
la resistencia a los aminoglucésidos en diversas cepas de S. aureus*. Estudios moleculares posteriores
en estas cepas determinaron la presencia de genes que codificaban las enzimas inactivantes de los
aminoglucdsidos; estos genes estaban ubicados en grandes plasmidos conjugativos (40-60 kb). pGO1
es el prototipo de los plasmidos clase Il en S. aureus; codifica también resistencia a trimetoprima, bleo-
micina y a las sales de amonio cuaternario®.

En las Ultimas décadas, las infecciones graves causadas por SARM —cepas que suelen ser, ademas,
multirresistentes— son tratadas con vancomicina (VAN), glucopéptido descubierto en 1952, que en 1958
fue registrado por la US Food and Drug Administration para el tratamiento de los aislamientos SARM.
Contrariamente a lo acontecido con las penicilinas y las penicilinas semisintéticas, recién en 1988 la
VAN supo seleccionar el primer aislamiento de Enterococcus faecium con altos niveles de resistencia

[concentracién inhibitoria minima (CIM), > 1024 ug/ml]. Esto se debi6 a la presencia del cluster vanA
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que contiene al transposén Tn 1546, responsable de la resistencia a la VAN por codificar las proteinas
qgue modifican el sitio blanco del antibiético en la pared celular bacteriana, en el cual se cambian los re-
siduos de D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-lactato, con mucha menor afinidad por el antibiético®. A partir de ese
momento, la potencial transferencia de la resistencia a VAN desde los enterococos a S. aureus perma-
necio latente, hasta que en 1996 Hiramatsu et al. aislaron en Japdn la primera cepa de SARM con sen-
sibilidad disminuida a la vancomicina [vancomycin-intermediate S. aureus (VISA)], con CIM = 8 pg/ml’,
siendo el punto de corte de sensibilidad < 2 pg/ml. Sin embargo, esta cepa denominada Mu50 no po-
seia ninguno de los genes vany se observd, por microscopia electrénica, un engrosamiento de la pared
celular que dificultaba la llegada de la VAN hasta su sitio blanco. Finalmente, en junio de 2002 se aisl6
de un paciente en didlisis en Michigan, EE.UU., una cepa SARM con altos niveles de resistencia a VAN
y a teicoplanina (TEI) (CIM, ,, = 1024 pg/mly CIM__, = 128 ug/ml). Esa cepa, denominada USA100, era
ademas resistente a los aminoglucésidos, a los B-lactamicos, a las fluoroquinolonas, a los macrélidos, a
la rifampicina y a la tetraciclina; y sensible al linezolid y a la trimetoprima-sulfametoxazol. En este caso
la resistencia a la VAN era mediada por el operén vanAy residia en el transposén Tn 1546, el mismo ya
descripto en E. faecium resistente a la VAN y ahora presente en el plasmido pLW1043 en S. aureus®.

Este plasmido y otros relacionados, como el pGO1 y el pSK41, codifican una relaxasa denominada
nicking enzyme en S. aureus (NES), que inicia y culmina el proceso de transferencia del ADN.

En 2013, Edwards et al.® muestran la estructura cristalina y proveen informacion a nivel molecular de
la NES y del complejo NES-ADN, determinan el sitio blanco de la enzima, logran su inhibicién (y, por
lo tanto, de sus funciones como relaxasa in vitro) a través de una poliamida a 50 uM, y determinan las
regiones esenciales de la NES para la transferencia exitosa del plasmido de resistencia en S. aureus.

La figura de la tapa de este nimero, de Redinbo et al., es una composicién donde se observa la estruc-
tura cristalina del extremo N-terminal de la enzima NES (color rojo) en complejo con el ADN (color amarillo)
sobre un fondo de estafilococos y un atomo de niquel (esfera azul), esencial para la actividad de la enzima
y, por lo tanto, para la transferencia del ADN plasmidico con los genes de resistencia a la VAN.

La NES posee 665 aminoacidos, su extremo N-terminal (~ 220 aa) es comun a otras relaxasas, en
cambio, su region C-terminal (residuos 221-665) es Unica del plasmido pLW1043 y de otros plasmidos
de S. aureus, no comparte identidad con ninguna otra proteina bacteriana y hasta el momento se desco-
nocia su funcién. Edwards et al. mostraron la estructura cristalina del dominio de la NES relaxasa deter-
minada con una resolucién de 2.9 A; definieron que contiene el &tomo de Ni rodeado de tres histidinas y
una tirosina, y el oligonucleétido unido contiene, a su vez, una horquilla de 7 pb seguida de una cadena
simple que se extiende hacia el sitio activo de la enzima. La estructura cristalina del dominio C-terminal
de la NES plasmidica, determinada con una resolucién de 3,0 A, mostré una estructura o helicoidal
unica. En conjunto, estos hallazgos aportaron informacion a nivel atémico sobre la NES, que permite la
transferencia de la resistencia en S. aureus.

Mediante anisotropia de fluorescencia, Edwards et al. mostraron que la NES tiene sitios especificos
de contacto en las curvaturas mayor y menor de la doble hélice del ADN en las horquillas (loops 1y 2),
como asi también interacciones base-especificas como para alinear al ADN sustrato para la catalisis.
Los autores trabajaron con mutantes en el dominio de la NES relaxasa y determinaron que la integridad
de este y la presencia del metal son necesarios para la unién con el ADN. Por otra parte, la eliminacion
del sitio de unién en el loop 1 0 en el 2 y en la Gua-26 altera espectacularmente la actividad de la NES,
en cambio, la presencia del dominio C-terminal impacta de manera significativa en la actividad de la re-
laxasa N-terminal regulando el delicado equilibrio clivaje-religamiento de la enzima intacta. En definitiva,
ambas regiones trabajan en conjunto y coordinadamente.

En S. aureus y con el plasmido pSK41 —muy similar al pLW1043, pero sin los genes de resistencia
a la vancomicina— demostraron mediante la determinacién del nimero de transconjugantes que la alte-
racion de los genes nes truncaba la transferencia del plasmido, con lo cual confirmaron el rol esencial
de la NES en la transmision del plasmido pSK41 y de todos los plasmidos relacionados. Asimismo,
deleciones en los loops 1, 2 0 en ambos también reducian la transferencia del ADN entre células de
S. aureus. Por ultimo, los autores investigaron las posibilidades de inhibicion de la NES mediante una
sustancia sintética, la poliamida 1, que se uni6 selectivamente a la secuencia 5-GCGAA-3’ del loop1.
El clivaje del ADN por parte de la region NES relaxasa (1-220) fue totalmente inhibido por la poliamida
1 a una concentraciéon de 50 pM. Con la NES intacta (1-665) se requirié no mas de 25 pM. Los autores
proponen que este modelo puede ser muy interesante para el desarrollo de pequefias moléculas que



378

—_

MEDICINA - Volumen 73 - N° 4, 2013

puedan inhibir las interacciones NES-ADN, alterar la actividad de la NES y evitar la transferencia de los
plasmidos de resistencia.

De todos modos, no se debe olvidar que el uso masivo y a veces abusivo de los agentes antimicro-
bianos ha determinado siempre, y a veces muy rapidamente, la aparicion de cepas resistentes. Esto
ha puesto en evidencia la notable e infinita capacidad de los microorganismos de generar los mas en-
vidiables mecanismos de supervivencia a través de la seleccién y expresion de los multiples genes de
resistencia, algunos de ellos referidos en este editorial.
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Man will never succeed in eradicating all pathogens from his external and internal environments. Des-
pite sanitation, vaccination, and chemotherapy, he will continue to harbour in his tissues a host of latent
viruses, bacterial persisters, and other parasites potentially capable of causing disease. Certain types of
pathogens may become less common, but others soon emerge to take their place. As stated by the English
epidemiologist William Farr in his annual letter to the Registrar General almost a century ago: “The infec-
tious diseases replace each other, and when one is rooted out it is apt to be replaced by others which rava-
ge the human race indifferently whenever the condition of healthy life are wanting. They have this property
in common with weeds and other forms of life, as one species recedes another advances.” (ltalics mine.)

El hombre nunca tendra éxito en erradicar todos los patégenos de su ambiente interno y externo. A
pesar de las obras de salubridad, vacunacién y quimioterapia, continuara alojando como huéspedes en
los tejidos de su cuerpo a virus latentes, bacterias persistentes y otros parasitos potencialmente capaces
de causar enfermedad. Ciertos tipos de patdgenos pueden hacerse menos comunes, pero otros emer-
geran para tomar su lugar. Como sostuvo el epidemiologo inglés William Farr en su informe anual al
Registrar General hace casi una centuria: “Las enfermedades infecciosas se reemplazan unas a otras, y
cuando una es erradicada es propensa a ser reemplazada por otras que indiferentes causaran estragos
siempre que las condiciones de una vida sana dejen que desear. Ellas tienen una propiedad comun con
las malezas y otras formas de vida, cuando una especie retrocede otra avanza.” (La bastardilla es mia).

René J. Dubos (1901-1982)

Infection into disease. En: Life and Disease. New Perspectives in Biology and Medicine. Edited by
Dwight J. Ingle. New York: Basic Books, 1963



