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Resumen

La mortalidad causada por cepas de Staphylococcus aureus multiresistentes supera al virus del SIDA y al 
cáncer en países desarrollados y en países latinoamericanos ha presentado un aumento considerable en 
los últimos años. Aunque los esfuerzos realizados para la identificación de candidatos terapéuticos son 
considerables, aun se observa una carencia en la caracterización evolutiva molecular consistente de los 
mismos lo cual se refleja en el aumento de vacunas y fármacos imperfectos. En el presente artículo se propone 
una metodología bioinformática para caracterizar a nivel evolutivo proteínas que sean consideradas como 
blancos terapéuticos y se utiliza la enzima UDP-N-acetilglucosamina 1-carboxiviniltransferasa de S. aureus, 
como caso de estudio donde se identificó un modo de selección natural operante sobre la población 
de genes codificantes, indicando que es una enzima altamente adaptable bajo presión selectiva para 
explorar nuevos nichos biológicos.
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Abstract

Mortality caused by multiresistant strains of Staphylococcus aureus is higher than human immunodeficiency 
virus/AIDS in the United States with the same tendency in Latin-American countries. Despite the various 
treatment options for S. aureus infections, it remains a major hospital- and community-acquired opportunistic 
pathogen. With the emergence of multidrug-resistant S. aureus strains, there is an urgent need for 
the discovery of new antimicrobial drug targets in the organism. In this paper we propose a molecular 
evolutionary approach to characterize proteins that are consider as a therapeutic targets for S. aureus. 
Here, the UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase evolutionary history has been described and 
an exhaustive analysis made for detecting the natural selection type was made. UDP Phylogenetic tree 
topology was seen to be statistically robust and the data indicated strong positive selection operating on 
the UDP proteins meaning the capacity to explode new niches for the species. 

Key words: molecular evolution, therapeutic target, positive selection. 

1 M.Sc. en Ciencias Biomédicas de la Universidad del Quindío. Centro de Investigación y Desarrollo de la Fundación Universitaria 
del Área Andina, Bogotá, Colombia, andresgutierrez@colombia.com



Andrés Julián Gutiérrez Escobar 12

Revista TEORÍA Y PRAXIS INVESTIGATIVA, ISSN 1900-9380, volumen 6 - No. 1, Enero - Junio 2011
Centro de Investigación y Desarrollo  •  CID / Fundación Universitaria del Área Andina

INTRODUCCIÓN

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva 
causante de infección en humanos y en animales. Se 
estima que cerca del 20% de la población humana 
saludable es persistentemente colonizada por esta 
bacteria causando infecciones nasales y como pató-
geno oportunista causa el mayor número de infec-
ciones asociadas al cuidado de la salud e infecciones 
comunitarias a nivel mundial (Kluytmans, Belkum, & 
Verbrugh, 1997). Su potencial virulento le permite 
desarrollar bacteriemias, neumonías, endocarditis, 
meningitis, síndromes de choque tóxico en adultos, 
lesiones en la piel, abscesos en pacientes pediátri-
cos y mastitis en ganado vacuno (Cheung, Projan, & 
Gresham,  2002;  Lowy,  1998; Projan & Novick, 
1997). 

La emergencia de cepas resistentes tanto a la me-
ticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
[MRSA]) como a la vancomicina (Vancomycin-resis-
tant Staphylococcus aureus  [VRSA]) a nivel mundial 
es de gran preocupación, ya que el tratamiento con-
vencional basado en antibióticos no funciona bien y 
hasta la fecha solo se ha desarrollado un fármaco 
denominado la platensimicina, que ha demostrado 
ser efectivo contra algunas de estas cepas multiresis-
tentes pero que es económicamente costoso (Gould, 
2005; Wang et al., 2007). En Colombia según los 
últimos tres reportes del equipo de vigilancia epi-
demiológica de la alcaldía mayor de Bogotá, se ha 
identificado que los niveles de morbo-mortalidad rela-
cionados a esta bacteria han aumentado, así como el 
número de casos no reportados similar al panorama 
encontrado en México (Ávila et al., 1999; Secretaria 
Distrital de Salud, 2009).

S. aureus también coloniza una amplia gama de 
mamíferos de compañía cómo son perros y gatos 
y también animales de granja como cerdos, vacas y 
caballos, de hecho tiene la capacidad de colonizar 
gallinas y pavos. En vacas puede causar casos seve-
ros de mastitis con considerable impacto económico 
pero más alarmante es la presencia de cepas MRSA 
en estos animales, por ejemplo la cepa (ST) 398 que 
puede colonizar cerdos (Baptiste et al., 2005). Es 
necesario un entendimiento profundo de las carac-
terísticas ecológicas, epidemiológicas y evolutivas de 
este patógeno, además de caracterizar la maquinaria 
molecular responsable de su interacción con diferen-
tes hospederos. Sin embargo, todos los intentos de 
vacunas han sido infructuosos. 

A nivel poblacional se ha determinado que S. aureus 
presenta linajes dominantes de los cuales se despren-

den linajes menores y estudios moleculares han lo-
grado identificar que estos son altamente distintos 
y cada uno posee su propia maquinaria enzimáti-
ca de superficie y de secreción con una regulación 
metabólica diferencial (Loeffler et al., 2005; Weese 
et al., 2005). En humanos se ha observado que los 
mayores linajes están conformados por los siguientes 
complejos clónales: CC1, CC5, CC8, CC9, CC12, 
CC15, CC22, CC25, CC30, CC45 y CC51 (Feil 
et al., 2003). Aquellos linajes que han adquirido el 
profago mecA adquieren resistencia conformándose 
como cepas MRSA asociadas a infección hospitala-
ria y están representadas por los clones CC5, CC8, 
CC22, CC30, CC45 y una cepa híbrida CC239 y 
las cepas MRSA asociadas a infección comunitaria 
son CC1, CC8, CC30, CC59 y CC80 (Robinson & 
Enright, 2003). Las vacas se infectan por sus propias 
líneas clonales y la infección cruzada con humanos 
es rara (Robinson & Enright, 2003; Robinson & En-
right, 2004; Tristan et al., 2007). 

Una de las técnicas de punta para la identificación 
de blancos terapéuticos son los análisis por balance 
de flujo a partir de reconstrucciones metabólicas em-
pleando las secuencias genómicas de los microorga-
nismos como molde. Varios estudios de simulación 
metabólica han sido desarrollados para esta especie 
logrando resultados importantes (Becker & Palsson, 
2005; Heinemann, Kummel, & Panke, 2005). Sin 
embargo, solo un estudio ha demostrado la suficiente 
robustez como para proponer blancos terapéuticos 
que deben ser estudiados con mayor profundidad 
(Lee et al., 2009). Sin embargo, algo que también 
tienen en común estos estudios es su falta de des-
cripción de los blancos terapéuticos allí identificados.

Entonces, en el presente estudio se propuso una ca-
racterización evolutiva molecular profunda para los 
blancos metabólicos identificados por Leen et al. 
(2009), donde se evaluaron las relaciones por homo-
logía, su filogenia molecular y los cambios sinónimos 
y no sinónimos de las secuencias en cuanto a las im-
plicaciones de estos análisis para la identificación de 
blancos terapéuticos.

METODOLOGÍA

Población de estudio

La población inicial de 44 enzimas fue filtrada bajo 
los siguientes parámetros: i) que fueran enzimas 
esenciales para el crecimiento bacteriano, ii) que es-
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tuvieran presentes en todos los genomas anotados 
para S. aureus y iii) que presentaran evidencia experi-
mental publicada. Después del proceso de filtrado, la 
población final de estudio quedó conformada por las 
siguientes seis enzimas: Transquetolasa (EC 2.2.1.1), 
Hidroxilmetilbilano sintetasa (EC 2.5.1.61), Metioni-
na adenosiltransferasa (EC 2.5.1.6), UDP-N-acetil-
glucosamina 1-carboxiviniltransferasa (EC 2.5.1.7) 
(UDP), Fosfohistidina fosfotransferasa (2.7.1.69) y 
Acetil-Coa carboxilasa (EC 6.4.1.2).

Posteriormente se utilizó la herramienta Blast para 
hacer la búsqueda de secuencias homólogas contra 
los genomas (Altschul et al., 1997). Las cepas analiza-
das fueron las siguientes: S. aureus COL (número de 
acceso NC_002951), S. aureus JH1 (NC_009632), 
S. aureus JH9 (NC_009487), S. aureus MRSA252 
(NC_002952), S. aureus MSSA476 (NC_002953), 
S. aureus Mu3 (NC_009782), S. aureus Mu50 
(NC_002758), S. aureus MW2 (NC_003923), S. 
aureus N315 (NC_002745), S. aureus NCTC 8325 
(NC_007795), S. aureus Newman (NC_009641), 
S. aureus RF122 (NC_007622), S. aureus USA300 
(NC_007793) y S. aureus USA300_TCH1516 
(NC_010079), usando como secuencia pregunta las 
enzimas pertenecientes a S. aureus N135. La pobla-
ción final fue de 28 secuencias. Los datos arrojados 
por Blast fueron corroborados utilizando la herra-
mienta SMART (Letunic, Doerks, & Bork, 2006). 
Todas las secuencias fueron sometidas a un control 
empleando la herramienta Blast contra el genoma 
humano y el de otros mamíferos.

Alineamiento de secuencias y reconstrucción 
filogenética

Se utilizó la herramienta Muscle para realizar los 
alineamientos de secuencias de proteínas y de nu-
cleótidos correspondientes a cada gen empleando 
parámetros por defecto (Edgar, 2004). Los cambios 
dS (sinónimos) y dN (no sinónimos) fueron compu-
tados usando la prueba Z y la prueba Tajima usando 
MEGA 4.0 y el servidor SNAP (Korber, 2000; Tamu-
ra, Dudley, Nei, & Kumar, 2007). La reconstrucción 
filogenética se desarrolló en MEGA 4.0 bajo 1000 
repeticiones bootstrap empleando el modelo evoluti-
vo Neighbor Joining. La detección de los modos de 
selección operantes sobre las secuencias proteicas de 
la enzima UDP se desarrollaron usando SELECTON 
(Stern et al., 2007).

RESULTADOS

El siguiente paso con las seis enzimas fue comparar-
las contra el proteoma humano, resultando sorpre-
sivamente en que solo la enzima UDP cumplió los 
requerimientos para poder continuar con el análisis al 
no presentar homólogos estructurales y funcionales 
con el humano.

Análisis filogenético y evolutivo

El árbol filogenético muestra un evento de duplica-
ción basal entre los diferentes alelos UDP y una rami-
ficación que termina con los representantes actuales 
de la proteína, todos los nodos presentaron valores 
bootstrap superiores a 50% indicativo de su robustez 
(figura 1).

Figura 1.
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Los análisis estadísticos indican una fuerte tendencia 
hacia un modelo de selección positiva operando so-
bre estos genes (prueba Z 0.001, Stat 6.467), lo cual 
explica porqué estos genes están acumulando más 
cambios de tipo no sinónimo que sinónimo. De for-
ma interesante, los datos del test Tajima (-0,594803) 
sugieren que esta población está saliendo o se en-
cuentra sufriendo un efecto cuello de botella (figura 

2AB y tabla 1). Además, los procesos de selección 
positiva ocurren específicamente en ciertos residuos 
lo cual es determinante a la hora de seleccionar un 
blanco terapéutico ya que estas posiciones muestran 
que residuos pueden ser fácilmente adaptables y cuá-
les no ante nuevas condiciones fisicoquímicas del me-
dio externo.

Figura 2.

A.

B.
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DISCUSIÓN

Lee et al. (2009) propusieron seis candidatos a blan-
cos terapéuticos basándose en análisis de reconstruc-
ción metabólica a partir de la secuencia genómica 
de varias cepas de S. aureus resistentes a meticilina. 
En dicho estudio el autor plantea la necesidad de en-
contrar genes esenciales para el crecimiento del mi-
croorganismo fincados en el genoma de cada cepa. 
Cinco de los seis genes reportados en este estudio 
presentaron homólogos contra el proteoma humano 
lo cual los descalifica para seguir avanzando en aná-
lisis más detallados.

El candidato putativo restante es la enzima UDP-N-
acetilglucosamina 1-carboxiviniltransferasa (UDP). 
Esta cataliza el sexto paso de la biosíntesis de los ami-
noácidos aromáticos en plantas, hongos y bacterias 
y pertenece a la ruta metabólica del chiquimato que 
no se encuentra en taxones vertebrados. Esta enzima 
presenta dos regiones altamente conservadas. La pri-
mera, es parte del sitio activo y se encuentra asociada 
a la resistencia a glifosato y la segunda localizada en 
la región C terminal que contiene el residuo catalítico 
(lisina) importante para su actividad. Esta enzima se 
considera como blanco terapéutico para el desarrollo 
de fármacos y vacunas.

En la presente investigación se determinó que la pro-
teína UDP sigue un modo de selección positiva, ya 
que tanto los datos arrojados por la prueba Z como 
los de la prueba Tajima, sugieren que los genes codifi-
cantes de la enzima están acumulando gradualmente 
cambios no sinónimos favorables para la adaptación 
rápida a nuevos nichos (figura 2A), mejorando así el 
fitness de la especie; lo cual bajo criterio del autor es 

desventajoso porque el sistema inmune o el fármaco 
desarrollado podrían ser factores selectivos que esti-
mulen la virulencia del patógeno. Es aquí donde es 
importante determinar el modo de selección operan-
te y sus implicaciones sobre un gen antes de propo-
nerlo como candidato vacunal o farmacológico, ya 
que una vacuna derivada de la proteína UDP sería 
considerada como una vacuna imperfecta (Gandon, 
Mackinnon, Nee & Read, 2001). 

Cada residuo de la enzima UDP (figura 2B) tiene un 
peso selectivo específico, lo cual indica que no todos 
tienen la misma probabilidad de cambio. Una vacuna 
basada en péptidos debe contemplar todas las posi-
bilidades de cambio permitidas por la termodinámica 
implícita de la estructura proteica y el modo de selec-
ción de los residuos que la compongan, es por este 
motivo, que la estrategia vacunal actual busca gene-
rar constructos multiantígenos tomando información 
de diferentes regiones de las proteínas. En conclu-
sión, la enzima UDP probablemente no sea un buen 
candidato debido a su volatilidad evolutiva.  

El hecho de identificar estos genes a partir del análi-
sis del metaboloma predicho, es una enorme ventaja 
pero este tipo de análisis deben ser más robustos en 
términos evolutivos. Actualmente, existen varias re-
ferencias donde se ha identificado la relación entre 
los sistemas de vacunación y la estimulación de la 
virulencia en las poblaciones patógenas. El sistema 
inmune puede ser un factor selectivo conducente a la 
producción de cepas más virulentas en forma similar 
al modelo predador y presa. Los genes esenciales y 
aquellos implícitos en la transmisión hospedero-hos-
pedero son buenos candidatos terapéuticos ya que 
al ser bloqueados impiden el crecimiento o la disper-

Prueba

Tajima M

Z Neutral/Stat Positiva/Stat Purificadora/Stat

SNAP dS dN dS/dN pS/pN

S Ps II D

Parámetros

Tabla 1. 
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sión del patógeno, pero también cuando un candi-
dato vacunal o terapéutico no produce la extinción 
total del patógeno solo aumentará la virulencia del 
mismo contra hospederos sin previa exposición a la 
infección. 

Finalmente, se proponen tres características que 
todo blanco terapéutico o vacunal debe tener desde 
el punto de vista bioinformático para ser considerado 
en estudios experimentales: i) determinar los modos 
de evolución y tipos selectivos operantes sobre los 
genes, empleando el mayor número de genomas se-
cuenciados que sea posible, ii) desarrollar los estudios 
poblacionales locales con el alelo específico para fal-
sar la hipótesis evolutiva identificada en (i) y iii) iden-
tificar el tipo de selección operante sobre residuos 
puntuales de las proteínas, con el fin de identificar las 
posibles mutaciones de acuerdo a parámetros termo-
dinámicos.
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