RESISTENZA AGLI ANTIBIOTICI

Risale ai primordi della terapia antibiotica l’osservazione che alcuni ceppi batterici non risultavano sensibili a determinati antibiotici; in altre parole presentavano una resistenza naturale nei confronti di certi antibiotici. Ad esempio, la penicillina era inattiva nei confronti dei ceppi batterici Gram-negativi: ciò può essere spiegato con la complessità strutturale di questo gruppo di batteri, dovuta alla presenza di una membrana esterna che impedisce il passaggio dell’antibiotico all’interno della cellula batterica.

Accanto a questa resistenza naturale, ben presto si osservò la comparsa di una resistenza acquisita in ceppi batterici che precedentemente venivano inibiti o uccisi da un determinato antibiotico. 

L’insorgenza di resistenza venne presto osservato dopo l’introduzione della penicillina: infatti, vennero isolati ceppi di S. aureus resistenti a quest’antibiotico.  

Il cattivo uso, l’abuso e l’eccessivo uso degli antibiotici (anche in campo alimentare), ha determinato la selezione di ceppi resistenti agli antibiotici.

Negli anni ’70 il fenomeno della resistenza era legato soprattutto ai ceppi batterici Gram-negativi isolati in ambiente ospedaliero. Il recente isolamento di ceppi nosocomiali di S. aureus vancomicina-resistenti è l’ultimo di una catena d’eventi che hanno reso la resistenza agli antibiotici uno dei problemi sanitari di maggiore rilevanza mondiale. L’insorgenza della resistenza alla vancomicina nello S. aureus è abbastanza emblematica del problema resistenza. Come abbiamo visto, S. aureus divenne molto presto resistente alla penicillina e proprio per combattere questi ceppi venne messo a punto l’antibiotico meticillina che non viene inattivato dalle β-lattamasi (enzimi prodotti dai batteri resistenti per inattivare la penicillina). Per parecchi anni la meticillina è risultata efficace nel contrastare i ceppi di S. aureus resistenti ai β-lattamici e ciò fino alla comparsa di ceppi di S.aureus resistenti alla meticillina (ceppi MRSA) che divennero una delle principali cause di infezione in ambiente ospedaliero. A questo punto, per contrastare le infezioni sostenute da ceppi MRSA, è stata utilizzata con successo, a partire dagli anni ’80, la vancomicina, attiva contro questi ceppi e contro altri gram positivi. Per questo motivo, l’isolamento (in Giappone nel 1997 e in Europa nel 1999) di ceppi di S.aureus a sensibilità intermedia nei confronti della vancomicina (ceppi VISA) o di ceppi resistenti alla vancomicina (ceppi VRSA) destò grande allarme: questa informazione venne diffusa anche dai mass-media che parlarono di isolamento di un “nuovo superbatterio”. All’improvviso si è paventato il pericolo di trovarsi sprovvisti d’efficaci antibiotici contro questi patogeni.

Abbiamo visto che l’introduzione nella terapia delle malattie infettive di nuovi antibiotici e la comparsa di ceppi resistenti a questi stessi antibiotici, vanno quasi di pari passo: una continua corsa agli “armamenti” (nuovi cannoni contro nuove corazze). 

Esaminiamo le cause che sono all’origine dell’insorgenza della resistenza acquisita; alla base vi sono due meccanismi genetici fondamentali: 

1. mutazione e selezione 

2. scambio e acquisizione di geni della resistenza tra ceppi e specie.

Il primo meccanismo è di tipo “darwiniano”: alla pressione selettiva esercitata nell’ambiente dall’antibiotico, sopravvive, all’interno di una popolazione batterica sensibile, la cellula batterica resistente che riproducendosi darà origine a una popolazione resistente. La resistenza è dovuta a una mutazione (le mutazioni compaiono nell’ordine di una ogni 107 divisioni cellulari) e verrà trasmessa “verticalmente” al clone. 

Negli anni ’50 in Giappone, vennero isolati, in seguito ad una epidemia di dissenteria, dei ceppi di Shigella che presentavano una resistenza multipla a quattro antibiotici (cloramfenicolo, streptomicina, tetraciclina e sulfamidici). Poiché una mutazione spontanea è un evento che “capita” ogni 107 divisioni, la probabilità che la resistenza multipla fosse dovuta a mutazioni spontanee era estremamente remota (1/1028); la multifarmaco resistenza era dovuta all’acquisizione di geni per la resistenza. In questo caso, la trasmissione dell’informazione genetica legata alla resistenza avviene anche “orizzontalmente”: ceppi sensibili ricevono geni da ceppi resistenti.

L’isolamento nei ceppi resistenti di plasmidi, cioè di informazione genetica extracromosomica, non fondamentale per la cellula batterica, ma che conferisce alle cellula caratteristiche vantaggiose dal punto di vista selettivo (es. geni per la resistenza agli antibiotici) e di fattori che permettono la trasmissione di tali geni (fattore RTF), sta alla base di questa forma di resistenza agli antibiotici.

I batteri si scambiano geni attraverso i meccanismi di coniugazione, trasformazione e trasduzione, dando luogo a nuovi ricombinanti. Nel caso della resistenza acquisita, la coniugazione è il principale mezzo di diffusione di elementi genetici mobili (plasmidi e trasposoni).

Esaminiamo cosa accade a livello fenotipico, con quali meccanismi si manifesta la resistenza agli antibiotici in un ceppo multifarmacoresistente.

I principali meccanismi biochimici di resistenza sono i seguenti: 

1.  inattivazione dell’antibiotico 

2.  alterazione della struttura bersaglio 

3.  espressione di un bersaglio alternativo 

4.  modificazione della permeabilità.

Alla base del primo meccanismo c’è la sintesi di enzimi che inattivano gli antibiotici. Questo meccanismo è tipico della resistenza ai β-lattamici e venne descritta immediatamente dopo l’introduzione della penicillina in seguito all’isolamento di ceppi di S. aureus resistenti. 

La β-lattamasi prodotta dai ceppi resistenti, idrolizza l’anello β-lattamico, convertendo l’acido 6-amminopenicillanico (la struttura base della penicillina) in un prodotto inattivo l’acido penicilloico.

Le β-lattamasi vengono prodotte sia dai Gram-positivi che dai Gram- negativi; sebbene la funzione sia identica vi sono diverse differenze. Nei Gram- negativi le β-lattamasi sono costitutive, cioè vengono normalmente prodotte, e inattivano sia le penicilline che le cefalosporine. Nei Gram-positivi la sintesi delle β-lattamasi è indotta dalla presenza dello stesso antibiotico ed inoltre risultano efficaci solo nei confronti delle penicilline. In ceppi di S. aureus resistenti è stata isolata e caratterizzata una proteina di membrana che funge da segnale nell’espressione genica della β-lattamasi. Questa proteina transmembranaria a contatto con l’antibiotico si autoscinde, dando origine ad un frammento proteolitico che inattiva il repressore trascrizionale del gene che codifica la β-lattamasi: in questo modo il gene che porta l’informazione per la β-lattamasi (blaZ) può essere espresso[1].

Meccanismi di inattivazione dell’antibiotico ad opera di enzimi, sono comuni nella resistenza agli aminoglicosidici (streptomicina, kanamicina, amikacina ecc.) e al cloramfenicolo. I primi possono essere acetilati, fosforilati o adenilati con conseguente inattivazione dovuta al loro mancato accumulo all’interno della cellula batterica e all’impossibilità di legarsi alle molecole bersaglio.

Il cloramfenicolo può essere inattivato dall’enzima CAT (cloramfenicolo acetil transferasi) che acetila i gruppi idrossilici della molecola rendendola non tossica per la cellula batterica.

Descriveremo un esempio di resistenza legata a una alterazione della struttura bersaglio. Alla base della resistenza alla meticillina troviamo l’espressione di geni, a localizzazione cromosomale, per le proteine che legano la penicillina (PBP) di tipo modificato, definite PBP2a.

L’espressione genica per le PBP2a è sotto il controllo di un complesso di geni denominati mec (nucleo mec). Il gene mec A porta l’informazione per la proteina PBP2a, il gene mec I esprime una proteina che reprime l’espressione del mec A, infine il mec RI codifica l’espressione di una proteina che funge da co-induttore del gene mec A. Questo complesso di geni ha una localizzazione cromosomale, ma presenta anche elementi genetici mobili (inserzione di sequenza-trasposoni) che vengono utilizzati per la diffusione attraverso plasmidi. 

Anche nel caso della resistenza alla meticillina è stata recentemente isolata e caratterizzata una proteina segnale transmembranaria. Il meccanismo è analogo a quanto visto per l’attivazione dell’espressione genica delle β-lattamasi: l’interazione tra la proteina segnale e l’antibiotico innesca un processo di autoscissione proteolitica che dà origine a un frammento proteico che inattivando il gene mec I, promuove l’espressione del gene mec A [2]. La cellula batterica, grazie alle PBP2a con attività transpeptidasiche e transglicolasiche, riesce a sintetizzare un peptidoglicano anche in presenza di meticillina, poiché l’affinità tra quest’ultimo e le PBP2a è molto scarsa.

La resistenza alla vancomicina è un esempio di resistenza fondata sulla produzione di un bersaglio alternativo. Infatti il precursore N-acetilmuramico-pentapeptide della parete in accrescimento, anziché avere la terminazione D-ALA-D-ALA presenta un dimero D-ALA-D-LATTATO. Questa terminazione ha un’affinità per la vancomicina parecchie volte inferiore rispetto a quella della terminazione-bersaglio usuale: in questo modo, il ceppo resistente riesce a costruire il proprio peptidoglicano.

Analizziamo le basi genetiche della resistenza alla vancomicina. Nei ceppi di Enterococcus vancomicina-resistenti è presente un complesso di geni (operone van A) localizzato nel trasposone Tn1546 che viene veicolato dal plasmide pIP816. Il trasposone presenta sette geni van ed inoltre una trasposasi e una resolvasi necessari per il movimento del trasposone stesso.

Cinque geni van S, R, H, A, e X sono richiesti per la resistenza alla vancomicina. I geni van sono stati clonati, sequenziati e caratterizzati in base alla funzione coinvolta nella resistenza. Il vanH codifica un enzima che riduce il piruvato (o -ketobutirrato) a D-lattato (o D-idrossi-butirrato), il vanA codifica un enzima simile alla normale ligasi che sintetizza D-Ala-D-Ala, ma che produce il depsipeptide D-Ala-D-lattato (o D-Ala-D-idrossibutirrato). Il depsipeptide è aggiunto al substrato UDP-MurNac-tripeptide (L-Ala-D-Glu-L-Lys) dallo stesso enzima (MurF) che normalmente aggiunge D-Ala-D-Ala. Il vanX codifica una dipeptidasi che può rompere il D-Ala-D-Ala, ma ha scarsa attività sul D-Ala-D-lattato e D-Ala-D-idrossibutirrato.

L’attività del vanX, inoltre, è di assicurare una sostituzione quantitativa di D-Ala-D-lattato per D-Ala-D-Ala nel peptidoglicano che risulta in una diminuizione dell’affinità di legame  tra la vancomicina e il peptidoglicano stesso [3]. Il vanY codifica una D-carbossipeptidasi penicillina-insensibile che rimuove il dipeptide D-Ala-D-Ala dal UDP-MurNac-pentapeptide, precursore del peptidoglicano, ma ha bassa attività sui precursori dei pentapeptidi contenenti C-terminale D-lattato o D-Ser.

.La funzione del vanZ non è ancora conosciuta, ma non è richiesta per la resistenza ai glicopeptidi.

L’espressione dei geni van è controllata dai geni vanS e vanR  i cui prodotti genici formano un sistema regolatore a due componenti. Il prodotto del vanS è il “sensore” istidina chinasi che viene fosforilata in risposta ad un segnale che viene dal legame della vancomicina alla parete cellulare; in seguito a tale legame si forma un precursore o un prodotto di demolizione che funge da segnale .

Il prodotto genico di vanS contiene un dominio che attraversa la membrana, ciò suggerisce l’interazione tra la proteina e il segnale a livello di membrana. Il gruppo fosfato sul VanS viene poi trasferito al secondo componente “proteina risposta” VanR, ad un residuo di aspartato che è conservato nei membri della famiglia di proteine regolatrici di risposta. Il fosfo-VanR agisce da regolatore transcrizionale permettendo la trascrizione dei promotori che giacciono a monte dei vanH e a monte dei vanS. Quindi, il sistema VanSR regola la sintesi delle proteine VanH, VanA, VanX, VanY, e VanZ come pure la sua stessa sintesi (vedi figura).

Resistenza alla Vancomicina

 Geni dell’operone van A
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Un meccanismo di resistenza legato alla permeabilità di membrana è tipico dei ceppo resistenti alla tetraciclina. Sia nei Gram-positivi, che negli Enterobatteri sono stati identificati dei geni, a localizzazione plasmidiale, che codificano sistemi di efflusso (proteine tet efflux). Questi geni denominati tet sono di classe A-E negli enterobatteri, di classe K-L nei gram positivi.

I prodotti dei geni tet sono delle proteine transmembranarie che trasportano attivamente le tetracicline dall’interno all’esterno della cellula batterica, impedendo l’accumulo dell’antibiotico.

Un altro esempio di resistenza legata a modificazioni della permeabilità di membrana, è quella dei ceppi di P.aeruginosa resistenti all’antibiotico imipenem. Infatti nei ceppi sensibili a questo antibiotico è presente una porina definita DR che permette il passaggio, attraverso la membrana esterna, dell’antibiotico. I ceppi di P.aeruginosa resistenti allo imipenem sono sprovvisti di tale porina.

Pompe di efflusso non specifiche, ma in grado di espellere antibiotici di varie strutture chimiche, sono presenti in importanti patogeni (N. gonorrhaeae, S. aureus, P. aeruginosa ecc.) multifarmaco resistenti.

Alcune di queste “multidrugs resistance pumps” sono state caratterizzate sia a livello genico (geni mdtA) che a livello fenotipico, localizzazione e identificazione dei residui aminoacidici coinvolti nel trasporto del farmaco [4].
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