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otras alternativas terapeéuticas?

mmm Introduccion

Los sistemas tradicionales de ganaderia en Espa-
na han sido sustituidos por sistemas intensivos carac-
terizados por la presencia de altas densidades anima-
les, hecho que facilita la diseminacién de los agentes
infecciosos en las granjas (Hermans et al., 2003). La
pasteurelosis y la estafilococia son las enfermedades
infecciosas, no digestivas, mas frecuentes en explota-
ciones cunicolas (Flatt, 1974; Peeters, 1995; Coudert
et al.,, 1999). Ambas producen lesiones de tipo puru-
lento, en diferentes localizaciones como tejido subcu-
taneo, glandula mamaria, Gtero, etc, que son causa de
desvieje y mortalidad en conejas adultas.

Un estudio realizado por nuestro grupo de inves-
tigaciéon demostré que Staphylococcus aureus era el
principal agente etiolégico involucrado en mamitis,
abscesos subcutédneos y pododermatitis, principales
causas de eliminacién de hembras reproductoras en las
explotaciones cunicolas, mientras que Pasteurella se
aislo principalmente en casos de neumonia e infeccio-
nes uterinas (Segura et al., 2007). S. aureus se encuen-
tra ampliamente distribuido en la naturaleza, estando
considerado un hospedador habitual de piel y mucosas
en humanos y animales (Kloos and Schleifer, 1981;
Dahme and Weiss, 1983). El principal nicho ecolégico,
descrito en humanos, lo constituyen los orificios nasales
(Schaffer et al., 2006). Adlam et al. (1976) en un estu-

dio de mamitis realizado en conejas propuso

Cuello
Faringg
Piel pecho

Piel abdomen

Cuello
Faringe

la presencia de portadores subclinicos como
explicacion a la persistencia de la enfermedad
en comunidades aparentemente sanas. Por otro
lado, Hermans et al. (2003) describieron mul-
tiples sitios de colonizacién de S. aureus en
conejos (Figura 2), con la consecuente dificul-
tad para el control de la estafilococia debido al
gran numero de animales portadores.

Figura 2: Nichos ecoldgicos de S. aureus en humanos y
conejos.
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El control de S. aureus pasa por el uso de
antimicrobianos, originando una medicacién, en oca-
siones excesiva, que ha dado lugar a la apariciéon de
multitud de resistencias (Dancer, 2008). Dichas resis-
tencias bacterianas al empleo de antibiéticos han he-
cho que, desde hace unos anos, se piense en el desarro-
llo de alternativas terapéuticas (O’Flaherty et al., 2009).

mm Evolucion de las resistencias a
antibioticos

En primer lugar habria que recordar que los
antibidticos son compuestos relativamente sencillos, pro-
ducidos en la naturaleza por bacterias u hongos para eli-
minar especificamente a otras bacterias competidoras.

En un estudio sobre el nivel de resistencia
bacteriana de S. aureus en granjas cunicolas, se evalué
la sensibilidad de este germen frente a 11 antibiéticos
durante un periodo de 7 anos (2001-2007). Se recogie-
ron un total de 128 aislados, procedentes de 38 granjas
cunicolas industriales (Tabla 1). Se observé un incre-
mento en la aparicién de resistencias a lo largo del tiem-
po frente a la mayor parte de antibidticos analizados.

Se realizé una seleccién de antibiéticos empleados
con cierta frecuencia en cunicultura industrial (Tabla 2).
La amoxicilina-acido clavulanico es téxica para la espe-
cie cunicola por lo que no se administra a estos anima-
les. Por ello se incluy6 como control en el estudio.

La pastaurelosis y la estafilo-
cocia son las enfermedades in-
fecciosas, no digestivas, mas

En el ano 2001 todos los aislados analizados fue-
ron resistentes a sulfadiazina, comenzando a aparecer
resistencias frente a tetraciclinas. Estas resistencias se
ven incrementadas al ano siguiente, donde también
aparecen cepas resistentes a penicilina, macrélidos y
quinolonas. En 2003, aumentan las resistencias a peni-
cilina, mientras que el resto de resistencias se mantie-
nen, con variaciones. En el afio 2005, sigue sin apare-
cer resistencias a gentamicina, neomicina y amoxicilina-
acido clavulanico. Disminuyen las resistencias a peni-
cilina-G, mientras se mantienen los niveles de resis-
tencia a sulfonamidas y tetraciclinas -aunque con una
tendencia descendente-, aumentan las resistencias a
macrolidos y aparecen frente a enrofloxacina. En 20086,
sigue incrementandose la resistencia a eritromicina y
espiramicina, al igual que a sulfametoxazol-trimetoprim
y enrofloxacina. Hay un repunte en las resistencias frente
a Penicilina y se mantienen el resto. Por Gltimo en 2007,

Tabla 1. Evolucién de la resistencia a antibiéticos en el transcurso de los anos.

Tabla 2. Relacion de antibiéticos estudiados.
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. Figura 3: Medio de cultivo con los discos de medicamentos.

sigue el aumento de resistencias a eritromicina y
espiramicina, hasta alcanzar el 100%. Aumenta tam-
bién la resistencia a tetraciclina y doxiciclina y siguen
las resistencias a sulfametoxazol-trimetoprim.
Valorando los resultados globalmente, se detec-
taron resistencias frente a sulfadiazina, en todas las
granjas, durante todo el estudio. Por otro lado, se pro-
dujo un incremento de la resistencia a varios antibiéticos
a lo largo del tiempo -eritromicina, espiramicina,
tetraciclina, doxiciclina, sulfametoxazol-trimetoprim y
enrofloxacina-, destacando el caso de los macrélidos y
tetraciclinas que pasaron de una resistencia del 0% y
12,5% en 2001 al 100% y 60% respectivamente en 2007.
La adquisicion de resistencias a tetraciclinas tiene lu-
gar de forma lenta, progresiva y en multiples escalo-
nes. Suele ser cruzada entre los distintos componentes
de esta familia de antibiéticos, aunque la doxiciclina
por ejemplo puede seguir siendo activa, dado que al
disponer de una mayor lipofilia puede penetrar en el
interior de la bacteria sin requerir un sistema de trans-
porte activo. El mecanismo responsable de la resisten-
cia bacteriana a las tetraciclinas es la disminucién o
pérdida de la permeabilidad
celular, por una alteracion
del sistema de transporte

cierto bombeo del farmaco

El control de S. aureus pasa por
activo alo que sesumaun @] uso de antimicrobianos,

En resumen, de los 11 antibidticos analizados en
2001, Gnicamente se observaron resistencias frente a 3
de ellos (27,3%), mientras que en 2007 las resistencias
afectaron a 7 (63,6%) de los fairmacos empleados, sien-
do ademés considerablemente mas altas. Nuestros da-
tos demuestran la inquietante aparicion de resisten-
cias frente a algunos de los antibiéticos actualmente
utilizados y confirma los fallos del empleo de los mis-
mos en la lucha frente a S. aureus. Aunque todavia la
situacién no llega a ser dramatica, es necesario un em-
pleo racional de estos farmacos y se hace necesaria la
basqueda de alternativas terapéuticas.

B Mecanismo de la resistencia a
antibioticos en S. aureus

Cuando hablamos de la aparicion de resistencias
de las bacterias frente a determinados antibiéticos, no
debemos pensar en una generacién espontanea de las
mismas tras un uso indebido de los antimicrobianos.
La capacidad de sobrevivir a los antibiéticos esta codi-
ficada en determinados genes que se encontraban en la
naturaleza mucho antes del uso generalizado de los
antibidéticos. Asi, las proteinas que confieren resisten-
cia a tetraciclina, por su expulsién activa del interior
de la célula, tienen gran similitud con proteinas
bacterianas implicadas en el transporte de otros com-
puestos (por ejemplo los aztcares) y probablemente han
evolucionado a partir de éstas (Sheridan and Chopra,
1991). Los diversos genes bacterianos de resistencia a
macrolidos-lincosamidas por modificacién del lugar de
accion, el ribosoma, codifican proteinas cuyas secuen-
cias de aminoacidos estdn muy conservadas, lo que
sugiere que en todos los casos conocidos provienen de
un ancestro comun, probablemente un gen albergado
en bacterias productoras de este tipo de antibidticos
(Arthur et al., 1987).

En el caso de las quinolonas la explicacién puede
ser otra. Es probable que mutaciones en el gen gyrA -el
principal responsable de la resistencia en aislados cli-
nicos- ocurriesen de forma
espontanea en las bacterias,
originandose cepas poco
numerosas con mas o me-
nos resistencia a quinolonas

hacia el exterior (Escolar et Originando una medicaCién, €11 antes de existir estos com-

al., 1998). La espiramicina
via pienso ha disminuido su
uso en cunicultura, pasando-
se a emplear macroélidos -
tilosina y tilmicosina-, los
cuales no han podido ser
analizados debido a la falta
de disponibilidad de discos
comerciales. No se detectaron resistencias frente a
gentamicina y neomicina. Estos antibiéticos tienen muy
poca accién sobre bacterias gram-positivas -como S.
aureus-. Este hecho puede explicar la ausencia de resis-
tencias frente a estos antibacterianos.

ocasiones excesiva,
que ha dado lugar a la tiva». Esto quiere decir que

puestos. Los antibiéticos
actuan como «fuerza selec-

el uso de un determinado

apariCién de multi- antibidtico, hace que bacte-
tud de resistencias

rias que han sufrido esas
mutaciones se seleccionen,
por eliminacién de sus com-
paneras sensibles al antibiético.

Igualmente, se han sehalado varios mecanismos
que podrian explicar la aparicién de resistencias de S.
aureus frente a antibiéticos. Ocasionalmente las bacte-
rias pueden producir enzimas inactivadoras que les per-
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Los datos demuestran la inquietante aparicion de resistencias
frente a algunos de los antibiéticos actualmente utilizados y
confirma los fallos del empleo de los mismos en la lucha

frente a S.aureus

mitirfan neutralizar los antibacterianos (Escolar et al.,
1998). Asi, por ejemplo, las primeras resistencias a
penicilina en humanos derivaron de la aparicién de ce-
pas de S. aureus resistentes al antibi6tico, por produc-
cion de la enzima penicilinasa, que ademas se exten-
dieron con enorme rapidez (Kirby, 1944). Dicha exten-
sién se vio facilitada porque el gen de la ?-lactamasa se
encontraba en un elemento genético mévil, en este caso
un plasmido (de Lencastre et al., 2007). Los mecanis-
mos de resistencia pueden transferirse de una bacteria
a otra a través de elementos genéticos moviles -
transposones, plasmidos, bacteriéfagos o islas de
patogenicidad- (Hacker and Kaper, 2000). En el afio 1959
se introdujo en medicina humana la meticilina, una
penicilina antipenicilinasa disefiada para eliminar a S.
aureus productor de esta enzima, aumentando asi las
posibilidades terapéuticas, pero al poco tiempo de su
lanzamiento ya se detectaron cepas resistentes (Barber,
1961). El gen que codifica la resistencia a la meticilina,
mecA, forma parte de un complejo mévil que reside
dentro de una isla genémica, un elemento genético de-
nominado Cassette Cromosémico Estafilocécico (SCC)
en S. aureus (Hanssen et al., 2004), que codifica una
proteina adicional de las llamadas PBP (penicillin binding
proteins), la PBP2a, con baja afinidad por todos los
antibiéticos ?-lactamicos, incluyendo penicilinas,
cefalosporinas y carbapenemes (Archer and Niemeyer,
1994).

Se ha postulado que las islas de patogenicidad
pueden tener un importante papel en la evolucion de
los microorganismos al permitir la adquisicién de gran-
des fragmentos genémicos por transferencia horizon-
tal (Hacker and Kaper, 2000). La transmisién de genes
de patogenicidad a cepas avirulentas de S. aureus a partir
de cepas virulentas sometidas a una presién antibidtica,
constituiria un ingenioso mecanismo de supervivencia
del caracter patogénico de la cepa que justificaria la
ineficacia de ciertos antibidticos y la resistencia de las
bacterias a los mismos.

mmm Posibles alternativas a la utilizacion de
antibioticos

Para minimizar el riesgo de la aparicién de resis-
tencias en las granjas es muy importante el uso racio-
nal de los antibioticos, asi como evitarlos en la medida
de lo posible cuando su uso no es necesario. Seguir
unas buenas practicas de manejo es esencial: un buen
diseno de instalaciones que minimice los cambios brus-
cos de temperatura, asi como permita la correcta ven-
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tilacion de la nave. Otra medida profilactica importan-
te es controlar el origen de los animales de reposicion.
S. aureus es un patégeno habitual de piel y mucosas,
por lo que un andlisis de los animales antes de la entra-
da a la explotacion nos certificara que estan libres de
S. aureus. Tan importante como la entrada de nuevos
animales, son las instalaciones en los cuales los vamos
a alojar. Una correcta limpieza y desinfeccién de las
jaulas evitara la permanencia de S. aureus en las mis-
mas. Asi como es importante la eliminacién de los ani-
males sospechosos, pues pueden suponer un foco de
diseminacion de la bacteria en la granja.

Las medidas preventivas son importantes, pero
pese a ello S. aureus sigue causando importantes pér-
didas econémicas en las explotaciones por lo que es
necesario el desarrollo de herramientas alternativas a
los antibiéticos. Una de ellas podria pasar por el desa-
rrollo de vacunas. En cunicultura esté relativamente
extendido el uso de autovacunas. Estas suponen una
ayuda importante, pero no acaban de solucionar el pro-
blema. El genotipado de S. aureus constituye una he-
rramienta muy util para la identificacién de las cepas
circulantes por las granjas (Viana et al., 2007), ayudan-
do al desarrollo de autovacunas y a su vez, a la identi-

. Figura 4: Fagos atacando una bacteria.
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ficacion de genes importantes para la patogenia de la
bacteria. Asi se ha visto que el gen cIfB, que codifica
para una proteina de superficie de S. aureus que se une
al fibrinégeno y la queratina, interviene en la adheren-
cia de la bacteria al epitelio nasal (O’Brien et al., 2002;
Roche et al., 2003). Este descubrimiento ha dado lugar
a un estudio en profundidad de este gen con objeto del

desarrollo de vacunas. Asi
se ha visto que ratones
inmunizados con una vacu-
na recombinante compues-
ta por el dominio A de CIfB
mostraron bajos niveles de
colonizacién nasal por S.
aureus, por lo que esta pro-
teina es atractiva para su in-
clusién en vacunas reducien-
do la colonizacién nasal vy,
en ultimo término, el ries-
go de infeccién (Schaffer et
al., 2006).

Otra terapia que va to-
mando fuerza en los Gltimos

anos es la utilizacion de probidticos -microorganismos
vivos capaces de ejercer un papel inhibidor frente a cier-
tos patdgenos-, aunque este terreno esta practicamente

Para minimizar el riesgo de la
aparicion de resistencias en las
granjas es muy importante el
uso racional de los antibidticos,
asi como evitarlos en la
medida de lo posible
cuando su uso no es
necesario

capaces de introducirse en su interior y multiplicar su
ADN o ARN, para producir nueva descendencia fagica
que finaliza con la destruccién de la bacteria. Los virus
bacteriéfagos fueron descubiertos hace casi un siglo y
desde un principio se vislumbraron como instrumen-
tos para combatir ciertas enfermedades.

El preocupante y creciente desarrollo de resisten-

cias bacterianas a los
antibiéticos ha hecho que,
desde hace unos anos, se
piense de nuevo en los fagos
como una alternativa tera-
péutica. Varios investigado-
res polacos del Instituto
Hirszfield, fundado en 1953,
han proporcionado datos
convincentes sobre el trata-
miento de 550 casos de in-
fecciones bacterianas
supurativas -enfisemas,
peritonitis, osteomielitis y
otras- en humanos. Se tra-
taba en su mayor parte de

casos crénicos y estaban implicadas bacterias resisten-
tes a casi todo el arsenal de antibidticos disponible.
Entre estos microorganismos se encontraba S. aureus.

inexplorado en patologia cunicula. Se ha visto que Se han documentado curaciones en un 90% de los ca-
Lactobacillus fermentum ejerce un efecto protector al
secretar una proteina que impide la unién de S. aureus a
sus células diana. Asi una experiencia realizada en rato-
nes mostré que la adicion de Lactobacillus redujo las
infecciones por S. aureus en catéteres (Strauss, 2000).
Otra bacteria que compite con S. aureus es Streptococcus
pneumoniae. La produccién de agua oxigenada -H,O,-
por St. pneumoniae da lugar a la lisis de S. aureus, gra-
cias a la induccién de fagos residentes (Selva et al., 2009).
Estas dos bacterias conviven a nivel de la nasofaringe
humana y se ha visto que la vacunacion masiva en ninos
frente a St. pneumoniae ha dado lugar a un incremento
de las infecciones por S. aureus (Bogaert et al., 2004).
Del mismo modo, Lactobacillus gasseri desplaza a S.
aureus de la vagina de terneras (Otero and Nader-Macias,
2006). En humanos se estan aplicando probidticos en
vagina para evitar infecciones en mujeres, no seria des-
cabellado su uso en conejas con el fin de evitar las
estafilococias en gazapos tras el parto.

Por dltimo, existe una terapia -la fagoterapia- que
quedo relegada practicamente al olvido tras el descu-
brimiento de la penicilina en la primera mitad del siglo
XX. La fagoterapia consiste en el empleo de virus bac-
teriéfagos para el tratamiento y curacion de enferme-
dades bacterianas. Se conoce como bacteriéfagos o fagos
a los virus que infectan a las bacterias. Estos virus son

sos, cesando la supuracién y cerrdndose heridas y
fistulas. Los fagos se administraron via oral previo tra-
tamiento de los pacientes con antiacidos, para asi pro-
teger a los fagos de la acidez gastrica, comprobando
posteriormente su llegada al torrente sanguineo. Re-
cientemente Wills et al. (2005) han demostrado la efi-
cacia del uso de bacteriéfagos en un modelo experi-
mental en conejos. Estos autores inyectaron subcuta-
neamente 2x10° uff' con objeto de prevenir la forma-
cién de abscesos cuando introducian simultdneamente
S. aureus (8 x 107 ufc?).

No obstante, la fagoterapia también presenta in-
convenientes, como el posible desarrollo de resistencias
a fagos, la inactivacion de las particulas fagicas a su
paso por el bazo o incluso la posibilidad de recombinacion
y transduccién de genes de virulencia entre cepas de
estafilococos. La solucién a estos problemas, pasaria por
la ingenieria genética. En lugar de la utilizacién de fagos,
podrian emplearse Gnicamente las enzimas que utiliza el
virus para la lisis de la bacteria, la holina y la lisina. Son
necesarios estudios mas profundos sobre el empleo te-
rapéutico de los fagos y de sus enzimas, para que se
pueda proponer un uso mas generalizado y seguro. En la
actualidad nuestro grupo se encuentra trabajando en el
desarrollo de estas herramientas para su posible aplica-
cién en cunicultura industrial.
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