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RESUM

Avui dia, molts tractaments per a guarir les infeccions produides per microorganismes pa-
togens no sén eficagos. Una de les causes d’aquesta manca d’eficacia és que 1’agent o agents
infecciosos a tractar son resistents a ’antimicrobia que s’empra. A més a més, el sistema im-
munitari de ’hoste pot no ser capag¢ d’eliminar el bacteri, atés que hi sén presents diversos
factors de viruléncia que els protegeixen d’aquesta defensa i que els permeten colonitzar, en-
vair, danyar els teixits.

En aquest article s’exposen diversos exemples de com 1’adquisicié de resistencies enfront
d’antimicrobians i la capacitat de virulencia d"un microorganisme poden estar relacionades, ja
sigui perqueé l'adquisici6é de resisténcia origina un increment o disminucié de la virulencia,
ja sigui perqué ambdues propietats es poden transferir conjuntament mitjancant un element
genétic mobil entre microorganismes de la mateixa o diferent especie.

Paraules clau: viruléncia, E. coli uropatogenica, resistencia.

SUMMARY

Currently, a high number of infections treatments remain non-effective. One of the reasons is
infectious agent being resistant to antimicrobial agents used. Besides this, the host’s immuno-
logical system may be unable to clear the bacteria, due to the presence of different virulence
factors that may protect the bacteria from host defences, and may allow bacteria to colonize,
invade or damage tissues.

In this chapter we explain different examples showing that acquisition of antimicrobial resis-
tance may be related with the virulence capacity of a microorganism, either because adquisition
of resistance results in an increase or decrease of virulence, or because both properties might
be transferred together by a mobile genetic element between microorganisms of the same of
different species.
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QUE ES LA VIRULENCIA?

La patogenicitat bacteriana, o poder pato-
genic, es defineix com els mecanismes bio-
quimics que confereixen als microorganismes
la capacitat de causar malaltia (Smith, 1984).
La patogenicitat és complexa i multifactorial
(Finlay i Falkow, 1989), depenent de la interac-
ci6 de dos grups de factors: a) els relacionats
amb 1'hoste i la seva immunitat i b) els rela-
cionats amb el microorganisme: dosi infecti-
va i factors de viruléncia, adhesines, invasi-
nes, toxines, capsules, siderofors, resisténcia
al sérum i a altres mecanismes de defensa de
I'hoste.

El terme viruléncia s'empra per a indicar el
grau, més o menys gran, de patogenicitat en-
tre les diferents soques d'una mateixa espécie,
i s’expressa com la dosi de céllules necessa-
ries per a provocar una resposta patologica
en l'hoste. Aixi, dins d"una especie patogena
poden existir soques amb diferents graus de
viruléncia.

Alguns d’aquests factors de viruleéncia for-
men part de regions del genoma anomenades
illes de patogenicitat (IPA), les quals es carac-
teritzen per contenir gens de viruléncia, ser
presents en soques patogenes, i absents, o amb
una distribuci6 esporadica, en soques de bai-
xa patogenicitat, posseir un contingut G+C
diferent en comparaci6 amb el DNA de la
cellula hoste, ocupar amplies regions del cro-
mosoma (sovint de més de 30kb), ser associ-
ades amb gens tRNA o seqiiéncies d’insercié
(seqiiencies IS) localitzades als seus extrems,
presentar elements genétics relacionats amb
mobilitat (seqiiéncies IS, integrases, transpo-
sases) i origens de replicacié de plasmidis. A
més, aquestes IPA sovint s6n inestables. Aixi,
per exemple, s’han definit cinc IPA en dife-
rents microorganismes del génere Salmonella
i en soques uropatogenes d’Escherichia coli, i
també en d’altres espécies, com Yersinia sp.,
Staphylococcus aureus, etc. Alhora, existeixen
petites regions del cromosoma que també con-
tribueixen a la virulencia del microorganis-

me, anomenades illots de patogenicitat. Altres
factors de viruléncia es troben en plasmidis
capagos de transferir-se horitzontalment entre
soques de la mateixa o diferent espécie, i aixo
afavoreix, d’aquesta manera, la disseminaci6
de la viruléncia.

EL PROBLEMA DE LA RESISTENCIA
ENFRONT DELS ANTIMICROBIANS

Els antibiodtics son utilitzats, no tan sols amb
fins terapeutics, en clinica i veterinaria, sin
que també sén emprats en produccié animal
amb dos proposits diferents: prevencié d’in-
feccions bacterianes i promotors del creixe-
ment. La majoria dels agents antimicrobians
emprats habitualment en medicina humana
i veterinaria sén substancies de pes molecu-
lar relativament baix que inhibeixen el crei-
xement dels bacteris o que poden matar-los
a molt baixes concentracions. Com a resul-
tat de l'exposicié dels bacteris als antimicro-
bians, s’han seleccionat un gran nombre de
gens de resistencia. Aquests gens sén usu-
alment transmesos verticalment, per6 també
horitzontalment a traves d’elements genétics
mobils.

Els bacteris sensibles a un antimicrobia es
poden tornar resistents mitjangant dos meca-
nismes genétics: mutacié i adquisici6é de nous
gens. La mutaci6 és un mecanisme espontani
que aporta l'avantatge de crear una subpo-
blacié resistent, en ser els bacteris sensibles
rapidament eliminats per I'antimicrobia. D’a-
questa manera, el mecanisme més freqiient de
resisténcia a quinolones sembla ser degut a
mutacions als gens que codifiquen les subu-
nitats dels enzims DNA-girasa i topoisomera-
sa IV.

Per una altra banda, els bacteris poden
adquirir gens de resisténcia provinents dels
organismes productors d’antimicrobians, i
posteriorment modificar-los per al seu bene-
fici. Dins dels elements genetics mobils que
tenen un paper important en la transferencia



horitzontal de la resisténcia, trobem plasmi-
dis, transposons i cassettes de gens a integrons.

Resisténcia als antimicrobians i virulen-
cia dels microorganismes no sén fets inde-
pendents, del cert. Sovint, aquests conceptes
0 propietats estan fortament relacionats. En
aquest article es comenten alguns exemples
de la relaci6 resisténcia-virulencia en diferents
microorganismes.

RELACIO VIRULENCIA-RESISTENCIA
EN MICROORGANISMES
GRAMNEGATIUS

Escherichia coli

Una de les relacions que s’han pogut de-
mostrar al llarg de diferents estudis és que
I’adquisici6 de resistencia enfront de determi-
nats agents antimicrobians pot dur associat
un minvament dels nivells de viruléncia d'un
microorganisme. L'exemple més clar es troba
en les soques uropatogenes d’E. coli. Es ben
conegut que aquestes soques posseeixen de-
terminats factors de viruléncia que els perme-
ten colonitzar el tracte urinari, produir cistitis,
pielonefritis i prostatitis i, fins i tot, arribar a
la sang. Molts d’aquests factors de viruléncia,
com ’hemolisina, factor necrotitzant, fimbries
P, sistemes de siderofors, fimbries S, yersini-
obactina, autotransportadors de toxines, etc.,
son en regions del cromosoma anomenades
illes de patogenicitat (Hacker et al., 1997). Al
llarg dels darrers anys, al nostre pais s’ha ob-
servat un increment del nivell de resisténcia a
antimicrobians com les quinolones en aquests
microorganismes, possiblement degut al fet
de ser considerats com a tractament d’elecci6
per a infeccions del tracte urinari. En aquest
periode de temps s’han dut a terme estudis
on s’analitzaven aillaments clinics d’E. coli
uropatogena causants de cistitis (CT), pielone-
fritis (PNA) o prostatitis, per a establir-ne el
patré de resistencia, virulencia i la possibilitat
que ambdds patrons estiguessin relacionats.
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Vila et al. (2002) realitzaren un estudi on
varen analitzar ambdés patrons en quaran-
ta-dos aillaments d’E. coli causants de PNA
i cinquanta-vuit de CT en dones. Els resul-
tats mostraren que en les soques resistents a
quinolones es produia una disminucié en1’ex-
pressi6 de fimbries de tipus 1, en comparacié
amb les soques sensibles (p = 0,019). Aquest
resultat és similar a I’obtingut per Bagel et al.
(1997), que varen mostrar que el percentat-
ge d’aillaments clinics d’E. coli no fimbriats
era més gran en les soques resistents a qui-
nolones que no pas en les sensibles. Cal tenir
en compte que les fimbries del tipus 1 sén
més importants per a la colonitzaci6é de 1'e-
piteli que no pas del rony6, mentre que les
fimbries P tenen un tropisme més gran pel
rony6 (Johnson, 1991). Tanmateix, ha estat ob-
servat que la produccié d’hemolisina és més
freqiient en aillaments de malalts amb PNA
que en malalts amb CT (Johnson, 1991). Mal-
grat aixo, un percentatge més gran de soques
productores d’hemolisina fou trobat en so-
ques sensibles a quinolones, i també va ser
més freqlient en aquestes soques la presen-
cia dels gens implicats en virulencia cnf1 i sat
(Vila et al., 2002). Aquest estudi mostra que
aillaments d’E. coli uropatogenes resistents a
quinolones posseeixen menys factors de vi-
rulencia, i també presenten una disminucié
en l'expressi6 de fimbries de tipus 1. Factors
de viruléncia cromosdomics com aerobactina i
fimbries P sén sovint absents en aillaments
d’E. coli resistents a antimicrobians (Johnson
et al., 1988).

Una possible explicacié a aquests resultats
seria:

a) Quan la soca és resistent a quinolones
per una mutacié al cod6 83 de la DNA-gi-
rasa, aquesta mutacié produeix una reduccié
del grau de superenrotllament del DNA ca-
talitzat per aquest enzim (Bagel et al., 1999).
L'expressi6 d’alguns gens s’ha relacionat amb
el superenrotllament negatiu, com és el cas de
fimA, que codifica les fimbries de tipus 1.

b) Durant el desenvolupament de la re-
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sistencia a quinolones, probablement facilita-
da per l'exposicié a aquests antimicrobians,
aquests agents poden actuar, i incrementen la
delecié i transposici6 de regions de DNA (com
les IPA). Aquestes IPA comparteixen algunes
caracteristiques de bacteriofags, i s’ha demos-
trat que profags inserits al cromosoma s’es-
cindeixen per l'activitat del sistema SOS. Com
les quinolones activen el sistema SOS, aquests
antimicrobians semblen contribuir a 1’escissi6
d’IPA per una via dependent de SOS. Una hi-
potesi no exclou 'altra, i ambdds mecanismes
poden ser observats concomitantment. De fet,
a l'estudi de Vila et al. (2002), soques d’E. coli
que no expressen fimA no porten els gens hly i
cnfl associats a IPA.

Un altre estudi (Martinez-Martinez et al.,
1999) sembla confirmar la hipotesi abans es-
mentada, ja que varen trobar que soques resis-
tents a quinolones d’E. coli uropatogenes eren
menys hemolitiques que les sensibles a quino-
lones. L'abséncia d’hemolisi pot ser deguda a
la manca del gen o a una disminuci6 de la seva
expressio.

Tanmateix, ha estat trobat (Hariharan et
al., 1992) que la resistencia a cotrimoxazole,
neomicina i tetraciclina en aillaments d’E. coli
procedents de porcs amb diarrea es presenta-
va menys sovint en soques productores d’en-
terotoxina termolabil (LT) i hemolisina que en
soques sense aquests factors, mentre que la re-
sistencia a gentamicina era més freqiient en
soques productores de LT i hemolisina que
en les no productores.

Pero la pregunta que sorgeix d’aquests es-
tudis és: 'adquisici6 de resistencia indueix la
perdua dels factors de resisténcia, o les soques
menys virulentes tendeixen a fer-se més resis-
tents que les que posseeixen menys factors de
viruléncia?

Estudis recents realitzats in vitro amb ailla-
ments d’E. coli uropatogenes han mostrat que
els antimicrobians i, concretament, les quino-
lones, indueixen la pérdua de factors de vi-
ruléncia continguts en determinades illes de
patogenicitat; també poden induir mutacions

en gens puntuals que impedeixin la sortida
a l'exterior cellular o modifiquin la funcio-
nalitat de determinats factors de viruléncia,
com I’hemolisina (Soto, dades no publicades).
Ara queda per elucidar si aquest fenomen de
pérdua de viruléncia com a causa de guany
de resisténcia es produeix també in vivo, és a
dir, que succeeix quan un malalt amb infec-
ci6 urinaria causada per E. coli és tractat amb
quinolones i es continuen aillant E. coli en suc-
cessives analisis. Tindran més o menys factors
de viruléncia?

Altres estudis han mostrat que les soques
d’E. coli uropatogenes que presentaven fim-
bries P sén més freqiientment resistents a te-
traciclina i carbenicillina que soques en les
quals les fimbries P no sén detectades, i to-
tes sOn resistents a amoxicillina, en contrast
amb les que no posseeixen fimbries P. Aquesta
relaci6é observada entre presencia de fimbries
P i resistencia a antimicrobians en soques de
diferents serogrups d’E. coli suggereix la pos-
sibilitat de transferencia horitzontal dels gens
que codifiquen aquestes propietats (Vranes et
al., 1994).

Salmonella sp.

La transferéncia horitzontal de gens de re-
sistencia esta sent estudiada arreu per molts
equips de recerca, atesa la importancia que
té aquest mecanisme per a la dispersi6 de re-
sisténcies a antimicrobians, no tan sols entre
soques de la mateixa espécie, sind també en-
tre membres d’especies distintes que tenen en
comu un mateix ninxol ecologic. D'uns anys
enca, s’ha trobat la transferéencia de gens de
resisténcia en combinacié amb gens de vi-
ruléncia mitjangada per plasmidis, que solen
rebre el nom de plasmidis hibrids de resisténcia-
virulencia.

Un dels casos millor estudiats el trobem
en soques de Salmonella enterica serotip Ty-
phimurium (Guerra et al., 2004). S. enterica és
una especie zoonotica que pot adquirir resis-



téncia al medi. Els productes d’origen animal
sén vectors importants per a la transferen-
cia de bacteris resistents als antimicrobians
des dels animals cap a 1'ésser huma. S. ty-
phimurium (férmula antigeénica [4,5,12:1:1,2])
és un dels serotipus més freqiients com a
causa de salmonellosi, tant en animals com
en humans. Moltes soques d’aquest seroti-
pus sén multiresistents a quatre o més an-
timicrobians, i s’han dut a terme nombroses
investigacions sobre la seva emergencia i pre-
valenga. Els darrers anys, un llinatge d’aquest
serotipus, que compren soques dels fagotips
DT104b, DT120, PNR i NT, caracteritzats per
presentar el mateix fenotipus de resisténcia
(ampicillina [Amp], cloramfenicol [Cm], es-
treptomicina [Str], sulfadiazina [Sd] i tetraci-
clina [Ic]) associat a un plasmidi conjugatiu
de 140kb, s’ha aillat al nostre pais. Aquest
perfil de resistencia esta codificat per gens
diferents dels presentats pel llinatge pande-
mic DT104. Aquests gens de resisténcia son:
oxal (Amp), catAl (Cm), aadAla (Str), sull
(Sd), i tet(B) (Tc). El gen oxal només ha estat
trobat en aquest grup genomic i en la con-
figuracié de cassette de gens (oxal-aadAla),
contingut en un integré de classe 1. Aquest
integré apareix associat al transposé Tn2603
(derivat del Tn21), que, tanmateix, conté 1’o-
peré mer, que confereix resisténcia al mer-
curi.

Aquestes soques de S. typhimurium no pre-
senten el plasmidi de virulencia especific de
serotipus (pLT90), i al seu lloc presenten un
plasmidi de 140kb (denominat pUO-StVR2:
plasmidi de la Universitat d’Oviedo-Salmonella
typhimurium viruléncia resisténcia 2), capag de
transferir-se (en posseir l'operd tra), i que du
gens de viruléncia i de resistencia. Com tam-
bé porten gens de virulencia els gens spv
(salmonella virulence plasmid), que incremen-
ten la taxa de creixement de les salmonelles
a les cellules de I'hoste i afecten la interaccié
del bacteri amb el sistema immunitari del ma-
teix i el gen rck, que confereix resistencia al
complement. Com a gens de resisténcia con-
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té I'integré abans esmentat, i també els gens
catAl i tet(B), i el Tn2602.

La hipotesi de la generacié d’aquest inusu-
al plasmidi podria ser que al reservori animal,
una S. typhimurium amb el seu plasmidi de
viruléncia guanyaria dos o més plasmidis
de resistencia; després hi hauria un procés de
recombinacié-transposicié entre el plasmidi
de viruléncia i els de resistencia que gene-
raria el plasmidi hibrid pUO-StVR2. Aquest
plasmidi pertany a la familia del pLT90, ja
que porta els gens repll, traT, spv i rck, perod
és més gran per haver incorporat set gens de
resisténcia, cinc dels quals sén al Tn2602, i
presumiblement també una part important de
material criptic. Finalment, aquest plasmidi
s’hauria mantingut al reservori animal, i hau-
ria passat de manera esporadica a humans per
mitja de la cadena alimentaria. El darrer esta
recolzat pel fet d’haver estat aillat en femtes
humanes des de 1993 enca.

RELACIO RESISTENCIA-VIRULENCIA
EN MICROORGANISMES
GRAMPOSITIUS

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus és la causa més comu-
na d’infeccié adquirida a I’hospital i contribu-
eix significativament a la morbiditat i morta-
litat del malalt. L'any 1960, dos anys després
de la introduccié de la meticillina, va ser de-
tectada la primera resistencia a aquest antimi-
crobia. Els segiients trenta anys, les soques de
S. aureus resistents a meticillina (MRSA) varen
establir la seva distribucié mundial. La inci-
déncia de MRSA com una important causa
d’infeccié nosocomial continua en increment
en nombrosos paisos (Schmitz et al., 1997).
El patr6 de resisténcies de MRSA inclou re-
sisténcia enfront de molts no-p-lactamics, i
redueix les opcions terapeutiques. MRSA pot
ocasionar infeccions severes en malalts hospi-
talitzats, especialment en immunodeprimits, i
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potser fatal. El risc d’adquisicié de MRSA esta
relacionat amb la duracié de 'hospitalitzacio,
tipus de diagnostic invasiu i procediments te-
rapeutics, i la dosi i durada de I’administracié
de I'antimicrobia. S. aureus suposa, aproxima-
dament, el 12 % de les infeccions nosocomials.
Malgrat que els pacients rarament moren
de bacteriémia nosocomial per S. aureus, ja si-
guin MRSA o sensibles a meticillina (MSSA),
aquest organisme posseeix una varietat de fac-
tors de viruléncia, incloent-hi molécules d’ad-
hesi6, peptidoglica de la paret cellular, enzims
extracellulars i toxines. Amb 1’excepci6 de la
malaltia mitjancada per toxina, la importancia
relativa d’aquests factors de virulencia i el seu
paper patogenic queda sense aclarir. MRSA
i MSSA sén capaces de produir una varie-
tat de productes extracellulars, com coagula-
sa, leucocidina, hemolisina, toxina exfoliativa,
enterotoxina, TSST-1, lipases, nucleases i pro-
teases. La viruléncia d"una soca de S. aureus és
el resultat de la suma d’un nombre d’aquests
factors biologics, i no depén de manera exclu-
siva de cap d’aquests. Amb I'ajut d’aquestes
substancies, S. aureus és capag de penetrar al
teixit i multiplicar-se localment i parcialment,
malgrat el sistema immunitari de 1’hoste.
Estudis recents (Melzer et al., 2003) demos-
tren un augment de la taxa relativa de mort
deguda a infecci6 bacteriéemica per MRSA. La
possible explicacié de la diferent virulencia
entre MRSA i MSSA podria raure en la gran
tendencia de MRSA per a disseminar-se en
llocs secundaris. Malalts amb infeccié disse-
minada presentaven taxes de mortalitat més
grans que pacients sense infeccié o dissemi-
nacié (p < 0,001). Si MRSA és més viru-
lent que MSSA i els seus factors d’adherencia
sén importants factors de viruléncia, alesho-
res MRSA tindra una alta tendéncia a adherir-
se i causar infeccions en llocs secundaris.
S’ha estudiat la correlacié entre produccié
de toxina i sensibilitat a mucopirocina o ami-
noglucosids en S. aureus (Schmitz et al., 1997).
Aixi, varen observar que MRSA resistents a
mucopirocina s’associaven més freqiientment

a infeccions agudes o croniques que els sen-
sibles. Aixo pot ser degut al fet que la mu-
copirocina sembla inhibir la isoleucina tRNA-
sintasa.

Enterococcus sp.

Els enterococs sén part de la microbiota
intestinal normal. En les darreres dues deca-
des, els enterococs han estat identificats com a
agents causants d’infeccions nosocomials amb
alta freqiiéncia, parallelament a 'adquisicié
de resistencia a antimicrobians d’ts habitual.
Emergeéncies d’enterococs resistents a vanco-
micina (VRE) han alarmat la comunitat per
diverses raons:

— Aquesta emergencia deixa poques opci-
ons per al tractament de la malaltia.

— Agquesta resistencia s’ha transferit des
d’enterococs a S. aureus.

— Estudis epidemiologics desenvolupats
als EUA i Europa han identificat diferents
pressions de seleccié per a la proliferacié i ex-
pansi6é de VRE.

Un cop establerta la poblaci6 resistent és
dificil eliminar-la.

Les infeccions enterococciques poden ser
degudes, almenys, a dotze especies, i les més
freqlients son E. faecalis i E. faecium. Emergen-
cies de llinatges genetics dins d’aquest génere
amb una més gran virulencia resulten de I'ad-
quisici6é de noves marques per intercanvi ge-
netic

Aquest fenomen implica una diversitat d’e-
lements genetics, com I’Acmes, un element
genetic de 52 kb que codifica resisténcia a me-
ticillina en S. aureus, illes de patogenicitat que
codifiquen toxines, adhesines i d"altres factors
de virulencia associats, conversions de fags
per a produccié de toxines i adquisici6 de fac-
tors de viruleéncia en plasmidis i transposons.

En enterococs, les marques que han estat
adquirides per alguns llinatges continuen re-
lacionades amb la capacitat de causar malal-
tia, incloent-hi determinants de resisténcia a




antimicrobians, una toxina citolitica, gelatina-
sa, sistema d’agregaci6, produccié extracel-
lular de superoxid i proteines de la superficie
enterococcica. Totes aquestes marques fan que
I’enterococ més resistent i més virulent elimini
els seus competidors a I'hora de causar malal-
ties (Mundy et al., 2000).

En conclusié, viruléncia i resisténcia dels
microorganismes son dues caracteristiques
que estan intimament relacionades, i oferei-
xen als bacteris els avantatges de sobreviure
malgrat les defenses de I'hoste i els tracta-
ments amb antimicrobians, i de causar malal-
ties més severes o croniques.
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