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RESUMEN

La resistencia a los antibioticos se ha convertido en uno de los principales problemas y
riesgo para la salud humana a nivel mundial. La gran capacidad de adquisicién y el uso
indiscriminado de los antibidticos ha provocado la aparicion de resistencias, lo que
supone una limitacion de su efecto terapéutico y un riesgo para la salud. Desde la
Organizacion Mundial de la Salud se promueven iniciativas para concienciar a los
gobiernos y grandes organismos internacionales del efecto sobre la salud y el
desarrollo humanos desde un enfoque multisectorial, que incluye a los sectores
sanitario, agricola y ganadero. La farmacorresistencia es un problema que surgié desde
los inicios de la utilizacion de los antibidticos, a los tres afios de la introduccién de la
penicilina en la prdctica clinica aparecié la primera cepa de Staphylococcus aureus
resistente. Las quinolonas son una de las clases de antibidticos mas prescritos y
utilizados en la actualidad. Se describen los mecanismos de resistencia a estos
compuestos, incluyendo las mutaciones en el gen codificante para la topoisomerasa Il
(gyrA), porinas de la familia Omp y resistencia adquirida por plasmidos. La parte
practica del trabajo consiste en una introduccion al seguimiento y control de la
resistencia en las cepas aisladas en el servicio de Microbiologia Clinica del hospital
Marqués de Valdecilla. Se ha estudiado la susceptibilidad de 5 cepas de
Corynebacterium aurimucosum a 8 compuestos antimicrobianos representativos de las
principales familias de antibidticos por el método E-test.

ABSTRACT:

Resistance to antibiotics has become one of the main problems and health risks
worldwide. The great capacity of acquisition and the indiscriminate use of antibiotics is
assuming the emergence of drug resistance which implies a limitation of the
therapeutic effect and a risk to human health. The World Health Organization is trying
to carry out strategies to raise awareness of the effect on human health and
development on major international organizations, but from a multisectoral approach
that takes into account the health sector, agriculture and livestock. Drug resistance is a
problem that arose from the beginning of the antibiotic use: Three years after the
introduction of penicillin in clinical practice, the first Staphylococcus aureus penicillin-
resistant was isolated. The quinolones are one of the most prescribed and used
antibiotic group nowadays. Resistance mechanisms to quinolones will be analyzed as
mutations in target regions like topoisomerase Il (gyrA), porins from the Omp family
and plasmid-borne resistance. The practical part of this work consists in determination
of the susceptibility of 5 Corynebacterium aurimucosum clinical isolates from Valdecilla
University hospital to 8 compounds representative of the main antibiotic families by
means of antibiograms performed with the E-test system.



Introduccion

La resistencia a los antibidticos (AMR) se esta convirtiendo en uno de los principales
problemas de salud a nivel mundial, tanto es asi, que desde la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) se ha impulsado un sistema de vigilancia para controlar este
fenomeno. El sistema mundial de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos
desarrollado por la OMS se denomina Global Antimicrobial Resistance Surveillance
(GLASS).

Este sistema, en funcionamiento desde 2015, ha recogido informacidon de mds de 50
paises diferentes, en los que mas de 500.000 pacientes han sufrido infecciones
causadas por bacterias resistentes. Las bacterias mas problematicas en este sentido
son Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae y Salmonella spp. Entre algunos de los datos mds destacables se
encontraba la resistencia a penicilina, uno de los antibidticos mas utilizados a nivel
mundial. El sistema registrd entre 0% y 51% de resistencias a penicilina en los paises
sujetos a estudio. Ademas la resistencia mostrada por E.coli asociada a infecciones
urinarias estaba entre 8% y 65% con respecto a un farmaco comunmente utilizado en
su tratamiento como es el ciprofloxacino .

El Dr. Marc Sprenger, director de la secretaria para la resistencia a los antibidticos de la
OMS, alerta de la grave situacion que supone este fendmeno en la salud a nivel
mundial, ya que esta farmacorresistencia esta presente en algunas de las infecciones
mas frecuentes entre la poblacion.

Desde la OMS se insta a todos los paises a colaborar con este sistema de vigilancia con
el objetivo de recoger datos a escala global para conocer mejor y poder combatir la
farmaco-resistencia. Este proyecto estd en sus inicios y constituye una de las
principales medidas para difundir a nivel mundial el grave problema de salud publica
gue supone la resistencia a los antibioticos.

El sistema GLASS, cuyo fin principal es la recogida de informacidon para controlar y
facilitar el conocimiento sobre la AMR, surge utilizando otros sistemas similares como
referencia, ya que en otros graves problemas de salud relacionados con las patologias
infecciosas (el paludismo, el VIH o la tuberculosis), ya se habian utilizado estas
estrategias para determinar la eficacia de diagndsticos y tratamientos, facilitando asi la
lucha contra las resistencias.

Esta no es la primera ocasion en la que se alerta de esta grave situacion, ya que en
2016 los estados miembros de la asamblea general de las naciones unidas (ONU), jefes
de estado incluidos, se comprometieron a tomar medidas para abordar el problema de
la resistencia a los antimicrobianos. Se establecié una estrategia para abordar el
problema desde diferentes frentes, en especial la salud humana, la salud animal y la



agricultura. Es importante mencionar que es la cuarta ocasiéon en la que la ONU decide
tomar medidas contra un problema de salud global, después de casos con mucha
repercusién, como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), enfermedades no
transmisibles y el virus Ebola 2.

Desde la OMS se recalcé la importancia de reconocer el problema de la farmaco-
resistencia como un problema global, ya que ningun pais puede combatirlo por si
mismo. De hecho, se reconocié la necesidad de establecer mayor control sobre el
volumen excesivo de antimicrobianos que utilizamos, asi como llegar a consensos para
promocionar el uso responsable y reducir las necesidades de su uso.

El planeta estd saturado con estos agentes antimicrobianos, lo que ha contribuido de
manera significativa en la seleccidén de cepas resistentes. La evolucidn de generaciones
de microbios resistentes a los antibiéticos y su distribucién en poblaciones a lo largo de
todo el globo es el resultado de muchos afios de seleccién continua y presion de las
actividades humanas a través del uso excesivo e irresponsable de los antimicrobianos.
Este no es un proceso natural, si no impulsado por el hombre, que ha desencadenado
un cambio en la naturaleza 3.

En conclusién, es necesario empezar a resolver este problema con el compromiso y la
implantacion de medidas que lo contrarresten, ya que supone un riesgo para el
desarrollo, la salud humana y la seguridad a nivel mundial, pero desde un enfoque
multisectorial, que tenga en cuenta el medio ambiente, los animales, los alimentos y al
ser humano.

La resistencia a los antibidticos, ademds de ser un problema de salud global, es uno de
los pocos procesos que muestran la evolucidon visible en tiempo real. Esto es
importante desde el punto de vista cientifico, ya que es un proceso sugerente de
estudio y seguimiento. Los genes de resistencia adquiridos, que se describen en
profundidad mas adelante, se originan en microorganismos del medioambiente, y
deben ser entendidos para conocer con mas detalle los procesos de irrupcion,
extension y evolucion. Estos estudios se realizan en ambientes clinicos y no clinicos,
con el objetivo de descifrar los procesos que regulan la adquisicion de nuevas
resistencias 4.

Desde la ONU también se advierte que no es solo un problema de los hospitales, si no
qgue debemos tomar medidas contra el excesivo uso de antimicrobianos en
explotaciones agricolas y ganaderas, ya que la agricultura y la ganaderia tienen su
cuota de responsabilidad en este grave problema. La OMS ha establecido un plan de
accion global de GLASS basado en los siguientes objetivos:

e Fomentar la formacién de sistemas nacionales de vigilancia e impulsar un
conjunto de normas armonizadas.



e Estimar, mediante una serie de indicadores, el alcance y la carga de AMR a
nivel mundial.

e Analizar datos globales.

e Detectar resistencias emergentes y su propagacién internacional.

e Promover la implementacion de programas de prevencién y control
especificos.

e Evaluar el impacto de las intervenciones®.

El sistema GLASS ya cuenta con un manual sobre la fase temprana de implementacién,
centrada en la resistencia en patégenos bacterianos comunes. Este manual comprende
los hallazgos llevados a cabo sobre el periodo 2015-2019. Sobre lo aprendido en este
periodo se desarrollaran nuevos postulados para el proyecto.

Existen estudios que documentan y reflejan la creciente amenaza que supone la
utilizacion indiscriminada de antibidticos en todos los campos, como en el caso del
informe sobre el uso de antibidticos realizado por el equipo de Klein en 76 paises,
realizado en pacientes mayores de 16 afios. Este informe supone una actualizacion de
los datos para evaluar las tendencias globales en el consumo de antibidticos.
Encontraron que la tasa de consumo de antibidticos en paises de ingresos bajos y
medios ha alcanzado los niveles de consumo en paises con ingresos altos e incluso
algunos paises superan esos niveles®.

Segun un informe del gobierno del Reino Unido, si no se toman las medidas
adecuadas, en 2050 la resistencia a los antibioticos podria tener repercusiones no solo
en la salud sino también en la productividad, llegando a influir en el producto interior
bruto (PIB) de ese pais. Un problema adicional es que el desarrollo de nuevos
antibidticos no se considera rentable y muchas compaiiias farmacéuticas importantes
lo han abandonado. Por lo tanto es necesario analizar la rentabilidad del desarrollo de
nuevos antibidticos en funcién del volumen de ventas previsible y el precio del
producto. Impulsando y facilitando la investigacion y con nuevos incentivos para las
compafiias farmacéuticas podriamos revertir la situacion actual 7.

La falta de acceso a los antibidticos todavia causa mas muertes en todo el mundo que
los propios mecanismos de resistencia de los antibidticos. En los paises en desarrollo,
el acceso inadecuado a los antibidticos entre los sectores mas pobres de la poblacién
suele ir acompanado del exceso de consumo de las clases medias. Se estima que la
provision universal de antibidticos podria evitar el 75% de las muertes por neumonia
en los niflos de familias con escasos recursos. Es necesario establecer un equilibrio
entre la regulacion del uso excesivo e incontrolado de antibidticos para evitar los
mecanismos de resistencia y la expansion del acceso al tratamiento a los mas
desfavorecidos. Se trata de un desafio muy complicado.



Se establece un paralelismo con los problemas del cambio climatico, debido a que la
repercusion de la resistencia a antibidticos y el cambio climatico son efectos a largo
plazo y los responsables politicos y sociales practican una politica de toma de
decisiones a corto plazo. Por lo tanto debemos concienciar a toda la poblacion para
gue tome medidas. Y no solo en relacién con el uso en humanos, porque segun las
estimaciones actuales se considera que el 80% de los antibidticos que se consumen en
los EE. UU. se emplean como promotores del crecimiento del ganado o como
herramientas baratas de prevencion de infecciones. El establecimiento de cuotas y
gravamenes econdémicos a estas practicas podria prevenir el uso innecesario de
antibidticos en animales y derivar recursos a la investigaciéon vy al desarrollo de nuevos
antimicrobianos 7.

Sin embargo, mientras persisten las diferencias en el acceso a las drogas, muchos
sectores de la poblacién continian afectados por altas tasas de infecciones, y alta
mortalidad y morbilidad relacionadas con las enfermedades infecciosas, con bajas
tasas de curacién. Las conclusiones de los estudios realizados enfatizan la necesidad
global de Vvigilancia en el consumo de antibidticos, para apoyar las politicas de
reduccion de su consumo y control de la aparicion de resistencias, al tiempo que se
garantiza el acceso a estas drogas que salvan vidas. El plan de acciéon global de
resistencia a los antimicrobianos, avalado por los estados miembros de la OMS y la
asamblea general de las Naciones Unidas, recomienda que todos los paises recojan y
reporten datos de consumo de antibidticos (Figural).

Estos estudios se realizan porque se necesitan datos de vigilancia sobre el uso de
antibidticos a nivel nacional para monitorizar las tendencias nacionales y globales a lo
largo del tiempo y comparar el uso de antibidticos entre los paises, proporcionar una
base para la evaluacién de esfuerzos futuros, habilitar andlisis epidemioldgicos de la
asociacion entre el uso de antibidticos y la aparicidn de resistencias y apoyar politicas
gue tengan como objetivo controlar la aparicion de las mismas.

Dada la urgencia de la amenaza planteada por el aumento de los niveles de resistencia
a antibidticos, y en ausencia de datos de vigilancia global armonizados y financiados
sobre el uso de antibidticos, se han desarrollado nuevas estrategias como las bases de
datos sobre el consumo de antibidticos, para realizar un seguimiento de los patrones
de consumo a través de los paises. Los datos reportados en 71 paises reflejan que el
consumo de antibiéticos aumenté un 36% entre 2000y 2010 °.
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Figura 1. Esquema del Plan nacional de resistencia a antibidticos (PRAN) del aumento del
consumo de antimicrobianos y para la conciencia del uso responsable.

Los antibidticos han sido los mejores farmacos jamas desarrollados debido a su eficacia
para combatir las infecciones y la reduccién en la mortalidad global que se produjo a
raiz de su introduccién en la practica clinica. Sin embargo, practicamente desde el
descubrimiento de estos farmacos se reconocieron mecanismos de resistencia por
parte de las bacterias. Para solucionar este problema se optd por el desarrollo de
nuevos antibidticos. La penicilina fue descubierta por Alexander Fleming en 1928, y en
1940, varios anos antes de su introduccidon como medida terapéutica, una penicilinasa
bacteriana fue identificada por dos miembros del equipo que desarrollé de la
penicilina.

En el caso de la estreptomicina, introducida en 1944 para el tratamiento de la
tuberculosis, también se encontraron cepas mutantes de Mycobacterium tuberculosis
resistentes durante el tratamiento de los pacientes. El agente de la muerte blanca (V.
tuberculosis) es un patégeno importante que se encuentra tanto en paises en vias de
desarrollo como en las naciones industrializadas y se convirtio en el siglo XX en un
patégeno de alta mortalidad. Muchos de los patdégenos bacterianos asociados con
epidemias de enfermedad humana se han convertido en multi-resistentes (MDR)
después del uso de los antibidticos 3.

Desafortunadamente, la vital necesidad de estos medicamentos ha tenido un
importante inconveniente ambiental. En los 60 afios desde su introduccién, una
cantidad colosal de antibidticos han sido producidos y empleados para una amplia
variedad de propésitos. Las mejoras en la produccién a lo largo del siglo XX y principios
del siglo XXI han proporcionado la capacidad de producir cada vez mas compuestos de



forma mas econdmica y a gran escala, que han desencadenado una utilizacion
desmesurada.

El descubrimiento de los antibidticos es considerado uno de los eventos mas
significativos relacionados con la salud de los Ultimos tiempos, y no solo por su
impacto en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Los estudios con estos
compuestos a menudo han mostrado resultados inesperados no solamente en el
campo de la antibioterapia, sino también algunos efectos que indican otras actividades
bioldgicas. El resultado ha sido un aumento significativo del uso en otras aplicaciones
de los antibidticos, como su utilizacion en el tratamiento de procesos virales y como
antitumorales®. En algunos casos, las aplicaciones alternativas superaron en
efectividad e importancia a los de la actividad antibidtica, como en el tratamiento de
la enfermedad cardiovascular o su uso como agentes inmunosupresores. Algunos
macrolidos, especialmente eritromicina y claritromicina, deoxispergnalina o el acido
micofendlico son algunos ejemplos de antibidticos utilizados en trasplantes por su
capacidad de modelar la respuesta inflamatoria mediada por citoquinas e
interleuquinas.

El papel predominante de las actividades humanas en la generacidn de reservorios
ambientales de resistencia a antibidticos es incuestionable. Desde la década de 1940,
cantidades cada vez mayores de antibidticos destinados a actividades y aplicaciones
humanas han sido fabricados y utilizados clinicamente, y liberados al medio ambiente,
proporcionando la posibilidad de generar resistencias en los diferentes grupos
bacterianos.

Se puede estimar que muchos millones de toneladas de compuestos antibidticos han
sido lanzadas a la biosfera durante el dltimo medio siglo. Cabe sefalar que el uso
terapéutico en humanos representa menos de la mitad de todas las aplicaciones de
antibioticos producidos comercialmente.

El vertido de ciprofloxacino en rios en cantidades superiores a 50 kg diarios por parte
de las compafiias farmacéuticas en Hyderabad, en el centro de la India, es
posiblemente la mas extrema de las historias de terror sobre irresponsabilidad en el
uso discriminado de antibidticos. Numerosos tipos de actividades antropogénicas no
solamente en el campo de la medicina sino también en agricultura y acuicultura entre
otros, son ejemplos de la gran variedad de usos y la importante necesidad que
suponen estos medicamentos. Ademas, no se puede subestimar el dafio que produce
el uso indiscriminado de los antibidticos, no solo en la aparicién de resistencias y genes
de virulencia, sino también en el dafio fisiolégico que producen en la biosfera por su
uso irresponsable en las diferentes poblaciones de animales, plantas, insectos y por
supuesto humanos 3.



Es un proceso evolutivo acelerado de forma artificial en lugar de un curso mas lento,
aleatorio, que se hubiera producido en el caso de la evolucién natural. Los estudios de
laboratorio han caracterizado numerosos mecanismos genéticos implicados en la
evolucion de la resistencia a antibioticos. Los roles de plasmidos, fagos y la captacion
del ADN por parte de las bacterias (proceso conocido como transformacion) estan bien
establecidos, pero pueden existir otros procesos. Por ejemplo, la fusion célula-célula
bacteriana podria favorecer la transmision de resistencias en comunidades
microbianas mixtas, como las que se encuentran en los biofilms.

Como consecuencia de ello ha habido un crecimiento de la prevalencia de patégenos
con resistencia a los antibidticos. Este aumento de resistencias puede alterar Ila
posibilidad de tratamiento a nivel global, por una parte porque dificulta el tratamiento
y el abordaje de infecciones ya presentes en los pacientes y por otra porque afecta a
los pacientes que necesitan tratamientos inmunosupresores como son los sometidos a
trasplantes, intervenciones quirurgicas, quimioterapia, intubacién y otros métodos de
intervencion agresiva de la practica médica que precisan de terapia antibidtica
complementaria para su eficacia.*

La falta de conocimientos basicos sobre la AMR es una de las razones principales por
las que se ha logrado un escaso avance en el conocimiento sobre la prevencion vy el
control efectivos del desarrollo de la resistencia. Los antibidticos han revolucionado la
medicina en muchos aspectos, y han salvado innumerables vidas; su descubrimiento
fue un giro en la historia de la humanidad. Lamentablemente, el uso de estos
excelentes farmacos ha ido acompafiada de la rdpida aparicidn de resistencias. Los
expertos médicos ahora estan advirtiendo de un regreso a la era pre-antibidtica o
“dark ages” como denominan algunos a los periodos de la historia en los que se
desconocian los antibidticos, en los que las enfermedades infecciosas eran
devastadoras. Cifras recientes recogidas en la base de datos “The comprehensive
antibiotic resistance database” (https://card.mcmaster.ca) da cuenta de la existencia de
175.753 alelos de resistencia®. Afortunadamente, el nimero de genes de resistencia
presente en los microrganismos patégenos es menor3,

Susceptibilidad y resistencia

Para analizar con mas detalle el problema de la fdrmaco-resistencia debemos conocer
algunos conceptos clave como son susceptibilidad y resistencia, que se analizaran a
continuacion. Se define un microrganismo como susceptible a un antibiético
dependiendo del nivel de su actividad antimicrobiana y una alta probabilidad de éxito
terapéutico. Otro concepto es el de resistencia, referido a un microorganismo con un
nivel antimicrobiano asociado con una alta probabilidad de fracaso terapéutico.
Basandonos en estos conceptos y criterios, se utiliza el valor de la concentracién
minima inhibitoria (CMI) y la duracién minima para matar (MDK) para la clasificacién
de los microorganismos en funcién de su susceptibilidad en las categorias de
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resistentes, sensibles, tolerantes o persistentes. La CMI se define como Ila
concentracion minima de un antimicrobiano necesaria para prevenir el crecimiento del
cultivo bacteriano estudiado®.

El concepto de resistencia se utiliza para describir la capacidad de los microrganismos
para crecer en medios con elevada concentracion de antibidticos,
independientemente de la duracidon de la exposicion a los mismos y, como se ha
comentado anteriormente, se cuantifica con la concentracion minima inhibitoria
(CMI3.

En la practica los microrganismos estudiados se exponen a diferentes concentraciones
del antibidtico, que van aumentando hasta alcanzar la concentracion en la cual el
crecimiento no se detecta transcurrido un tiempo comprendido entre las 16 y 20 horas
de exposicion al antibidtico en un medio de cultivo adecuado. La CMI cuenta con dos
grandes limitaciones para su utilizacion como punto de corte en la clasificacion de la
resistencia de los antibidticos, el primero que no es un parametro definitivo para
discernir entre una cepa bacteriana resistente y una tolerante. Otra dificultad
encontrada en la CMI es que las condiciones del estudio in vitro en las que se realizan
estos ensayos no son las mismas que las condiciones in vivo, lo que dificulta la
extrapolacion de los resultados. Sin embargo, todavia hoy la CMI es el valor métrico
utilizado de rutina para la definicidn de la susceptibilidad a los antibidticos de las cepas
bacterianas®.

Otra definicién reconocida para definir el fendmeno de resistencia seria “cualquier
bacteria resultante de una mutacion que presenta menor susceptibilidad a la accién de

I”

un tratamiento antimicrobiano con respecto a su especie original”. Este concepto es
independiente de la CMI, en contraposicidon con los anteriores conceptos en los que
utilizdbamos los valores de CMI para establecer los puntos de corte que permiten la
clasificacion de las cepas en funcién de su susceptibilidad. Estas mutaciones que
reducen la susceptibilidad a la accién de los farmacos son mecanismos de resistencia

adquirida.

En el caso de la tolerancia se utiliza para definir la habilidad que tienen algunas cepas
para sobrevivir independientemente de la concentracién del antibidtico y el tiempo de
exposiciéon en un medio adecuado sin cambios en la CMI. Segun Kester y Fortune, la
tolerancia de las bacterias permite su supervivencia cuando se exponen a unas
concentraciones de antibidticos que de otra forma serian letales. La tolerancia surge
como consecuencia de mutaciones o adquirida en el medio ambiente, de forma que,
en algunos casos, como cuando crecen en condiciones de escasez de nutrientes,
cambia su susceptibilidad haciéndose tolerantes al farmaco, y dificultando su accién.
En algunos casos los propios antibidticos reducen el crecimiento bacteriano y son

11



complices del proceso de tolerancia. Esta situacion de tolerancia inducida por algunos
antibidticos supone una reduccién de su actividad y letalidad®.

En estos casos la MDK se define como la duracién de tratamiento antibiético necesario
para matar a una proporciéon de la poblacion bacteriana a concentraciones muy
superiores a la CMI. La MDK se utiliza para discernir entre aquellas cepas resistentes y
aquellas tolerantes. Por ejemplo, la duracién minima del tratamiento necesaria para
matar al 99% de la poblacién (MDKgs). Utilizando las dos unidades de medida podemos
valorar si se trata de una cepa bacteriana resistente (se manifestara un incremento de
la CMI) o una cepa tolerante (sufrird un incremento de la MDK)32. (Figura 2)

La tolerancia de las cepas bacterianas puede ocurrir por una ralentizacion del
crecimiento, como comentabamos anteriormente, en el que las condiciones que
reducen la velocidad de crecimiento provocan resistencia a la accion de determinados
farmacos, debido a que su accidon depende del crecimiento bacteriano. Es el caso de
los beta- lactamicos, cuya eficacia antimicrobiana es proporcional a la velocidad de
crecimiento, lo que refuerza la relacidon que tienen estos farmacos y el crecimiento
bacteriano para su actividad.

La tolerancia también puede producirse como consecuencia del retardo, en la fase
estacionaria, en la que las bacterias no crecen, suponiendo un mecanismo que reduce
la eficacia farmacoldgica. Se define como el tiempo de estancamiento de crecimiento
bacteriano en condiciones adversas, para reactivar un periodo de crecimiento
exponencial en condiciones adecuadas que lo faciliten, como un medio rico en
nutrientes?.

Otro concepto importante es el de “Persistencia”, entendido como la habilidad de una
subpoblacion de células clonales bacterianas para sobrevivir en altas concentraciones
de antibidtico. De esta forma, en los experimentos se observa como la mayoria de la
poblacién bacteriana muere como consecuencia de la actividad bactericida, mientras
gue la subpoblacién persiste durante un mayor periodo de tiempo.

Por otra parte, un mutante que presenta mas susceptibilidad a la accidon antibidtica
gue su cepa parental, como consecuencia de una alteracion genética, reduce la
resistencia natural de las bacterias. Los genes que son responsables de este
mecanismo que aumenta la susceptibilidad estan siendo estudiados como posible
objetivo terapéutico de nuevos farmacos para utilizarse en combinaciones con otros
antibidticos®.
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Figura 2. (A). Bacteria susceptible muestra una concentracion minima inhibitoria (CMI) mas
baja que la cepa resistente. (B). La cepa tolerante muestra una CMI similar a la sensible, sin
embargo la MDKgs es bastante superior. (C). La cepa bacteriana persistente muestra similitudes
en la CMI y la MDKg, sin embargo la MDKgsgs €s notablemente superior. Escala de
concentracion y tiempo (Horas).

Para poder profundizar en la comprensién de este problema global, debemos
entender mejor los mecanismos por los cuales se desarrolla la farmaco-resistencia. Es
importante destacar que desde hace 70 afios se ha ido desarrollando el estudio de los
mecanismos de propagacion de la resistencia a los antibioticos, entre los que tiene una
importancia primordial la transferencia de informacidn genética horizontal (TGH).

Transferencia genética horizontal

Este tipo de transferencia genética estd implicada en la apariciéon de variaciones
genéticas que causan resistencia a los antibidticos. En la TGH los genes de resistencia
pueden provenir de bacterias del ambiente o comensales, por eso al comienzo de la
utilizacién de terapia antibidtica no se reconocian genes ni mecanismos de resistencia
en los patdégenos humanos. Los conocimientos que se poseen en estos momentos de
los genes de resistencia en patdégenos humanos  podrian indicar que los
microorganismos involucrados en la TGH pudieran ser incluso mas numerosos.

Como consecuencia, aparece otro concepto para definir a los microorganismos como
“wild type”, que son aquellos que no han adquirido material genético o mutado para
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tener estos mecanismos de resistencia. En diferentes investigaciones los microbidlogos
han descubierto la posibilidad de que en las bacterias y los virus bacteriéfagos se
puedan producir cambios fenotipicos espontaneos®.

El término "superbacterias" se refiere a los microbios con mayor morbilidad vy
mortalidad debida a multiples mutaciones que confieren altos niveles de resistencia a
las clases de antibidticos especificamente recomendadas para su tratamiento. Las
opciones terapéuticas para estos microbios se reducen, prolongandose los periodos
de atencidn hospitalaria, lo que trae como consecuencia el aumento de los costes de
los tratamientos.

La tuberculosis (TB) es el patégeno humano arquetipico, evolucioné con la raza
humana y actualmente infecta hasta un tercio de la poblacién mundial. La introduccién
de cocteles de farmacos antituberculosos se ha convertido en un régimen de
tratamiento esencial, con considerable éxito. Sin embargo, por una variedad de
razones, la resistencia a multiples farmacos sigue comprometiendo la terapia de la TB
en todo el mundo. Han surgido cepas de M. tuberculosis resistentes a cuatro o mas
escalas de tratamiento, e incluso cepas resistentes a todos los compuestos
antituberculosos. Hay que destacar que la resistencia en M. tuberculosis se produce
exclusivamente por mutaciones espontaneas?.

Los patégenos gramnegativos mds prevalentes, como Escherichia coli, Salmonella
enterica y Klebsiella pneumoniae, causan una gran variedad de enfermedades en
humanos y animales, requiriéndose una gran variedad de antibidticos para el
tratamiento de las infecciones provocadas por estos patdgenos. Se han observado
enfermedades y desarrollo de resistencia a antibidticos durante el ultimo medio siglo.
Esto es especialmente evidente con la clase de antibidticos B—lactamicos y su
inactivacion relacionada con las enzimas B-lactamasas. La TGH ha desempefiado un
papel predominante en la evolucidn y transmisiéon de la resistencia a los antibidticos 3-
lactamicos entre las bacterias entéricas, tanto en infecciones comunitarias como
sobre enfermedades adquiridas en el hospital.

El desarrollo de la resistencia esta asociado con tratamientos antibidticos prolongados
como ocurre en la fibrosis quistica (FQ), que es una enfermedad crdénica. En este
sentido, es importante destacar la evolucién de Pseudomonas aeruginosa (patégeno
asociado a enfermos afectados por FQ), que ha pasado de ser un microorganismo que
se aislaba principalmente en pacientes quemados a constituir una amenaza
nosocomial mayor.

Actualmente, la superbacteria mas notoria es la grampositiva S. aureus, cuya existencia
tiene una estrecha asociacion con la humanidad, ya que es un microorganismo
comensal en el 30% de la poblacidn, y su presencia tiene una larga vinculacién a
infecciones comunes de la piel como los forunculos. Después del descubrimiento de la
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penicilina, parecia que las infecciones por S. aureus eran controlables; pero muy
pronto aparecieron cepas resistentes. Con el descubrimiento e introducciéon de la
meticilina (el primer disefio de antibidticos anti-resistentes) en 1959 se pensé que se
disponia de una defensa segura contra las penicilinasas, pero la apariciéon del S. aureus
resistente a la meticilina (SARM) en tan sdlo 3 afos complicé la capacidad de
establecer estrategias terapéuticas. De hecho las siglas SARM en la actualidad son
sindnimas de S. gureus multirresistente3.

Hay similitudes pero también diferencias claras entre las bacterias grampositivas y
gramnegativas, sin embargo, la transmision mediada por plasmidos es menos comun y
diferente al mecanismo mas comun de la TGH. Basandose en el concepto de la
reciente evolucion del antibidtico, se descubrié en estudios sobre bacterias
multirresistentes que los plasmidos de resistencia eran comunes y cepas con genes R
(resistentes) eran raras en la era “pre-antibidtica”.

Las superbacterias estan omnipresentes en la biosfera; sus consecuencias se agravan
enormemente en situaciones conflictivas tales como disturbios civiles, violencia,
hambruna y desastres naturales y, por supuesto, con malas practicas hospitalarias. Las
superbacterias no constituyen la Unica amenaza de origen microbiano, pero son
reconocidas como las mas amenazadoras con respecto a la morbilidad y mortalidad en
todo el mundo.

La aparicion de resistencia farmacoldgica asociada a eventos de transferencia genética
horizontal se debe a tres mecanismos fundamentales:

e Transformacién: es el resultado de la utilizacion de material genético externo
para la aparicién de una alteracion genética en una célula bacteriana.

e Transduccion: en este proceso intervienen los bacteriofagos, introduciendo y
moviendo material genético entre las bacterias.

e Conjugacion bacteriana: se produce durante el contacto célula-célula, en el cual
se transfiere la informacion genética a través de un plasmido de una célula
donante a una célula receptora?®.
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Figura 3. Representacion grafica de los mecanismos fundamentales de Transferencia genética
horizontal (TGH). (A). Transformacidon mediante captacién de ADN. (B). Transduccién mediante
la movilidad de material genético. (C). Conjugacion. Mediante la transmision de plasmidos y
contacto célula-célula.

Cabe destacar que las células cuentan con mecanismos de restriccion para evitar estos
mecanismos de recombinacién genética horizontal y de esta forma preservar la
estructura e informacion genética original de cada especie y mantener cierta
estabilidad entre las bacterias. También en su mayoria disponen de un mecanismo de
defensa inmunitaria, conocido como CRISPR-Cas®

La aparicion y diseminacion de resistencia a antibidticos en diferentes patégenos han
estimulado la realizaciéon de innumerables estudios, basados en la investigacién de los
diferentes fendmenos asociados a la adquisicion de resistencia, como es la TGH , la
captacidn de genes, la expresion heterdloga y la mutacion.

Los integrones son elementos inusuales de adquisicion de genes que fueron
identificados y caracterizados por primera vez por Stokes y Hall en 1987°. Los
integrones no son elementos genéticos moviles por si mismos pero pueden llegar a
serlo en asociacidon con una variedad de funciones de transferencia e insercidn. Son
intermediarios criticos en la captacién y expresion de los genes R.

Con una mirada mas amplia, cada vez existe mayor evidencia de que entidades tales
como los integrones (Figura 4) y sus reservorios genéticos desempefiaron papeles
importantes en la evolucién del genoma y la fluidez dentro del reino bacteriano.
Andlisis metagendmicos de poblaciones bacterianas de hospitales, instalaciones
agricolas, plantas de tratamiento de aguas residuales y similares son fuentes que han
revelado la existencia de muchos integrones completos que contienen genes R3.
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La resistencia intrinseca se refiere a la existencia de genes en los genomas bacterianos
gue podrian generar un fenotipo de resistencia, es decir, proto- o cuasi-resistencia A
partir de este milenio, la disponibilidad de técnicas de secuenciacion rapida del
genoma bacteriano ha revelado muchas funciones genéticas intrinsecas en bacterias
que pueden conducir a fenotipos de resistencia en el campo clinico3.

Entre los mecanismos que evitan la transferencia genética horizontal se encuentran la
falta de compatibilidad en los contactos célula-célula necesarios para una correcta
conjugacién o para la captacion de material de ADN del medio para transformacion,
especificidad de los virus bacteriéfagos, armonia entre el nuevo material genético
captado o introducido en el medio con el ADN existente en la célula receptora vy la
inmunidad proporcionada por la microbiota adquirida en infecciones previas®.

No solo se debe hacer hincapié en los mecanismos de TGH sino que existen
mecanismos de variacion espontanea de material genético que producen mecanismo
de resistencia a los antibidticos. Es necesario conocer qué cambios genéticos se
producen:

e Alteracién de la secuencia de nucleétidos, ya sea de forma individual o de un
conjunto adyacente de los mismos. Se suele producir en procesos espontaneos
de replicacion.

e Otro mecanismo de variaciéon genética son los fendmenos de translocacion,
replicacion, deleccién o inversion de un fragmento de DNA que contiene el
genoma.
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Estos mecanismo de variacion espontanea junto con los mecanismos de TGH
nombrados anteriormente suponen la base de la aparicién de cambios genéticos y de
variabilidad en los diferentes tipos de células. Estos cambios genéticos pueden
provocar en el organismo receptor una situacion de notable ventaja, del mismo modo
gue puede producir algunos cambios que perjudiquen al hospedador, como puede ser
la adquisicion de informacidn genética de resistencia antibiotica por parte de bacterias
patdgenas’.Las variaciones genéticas son el origen de la resistencia a los antibidticos.
De este modo los procesos que explican los mecanismos de resistencia se pueden
agrupar en dos grandes grupos, uno son los procesos de mutacidon y el otro gran grupo
la transferencia genética horizontal (TGH), que incluye los fendmenos de
transformacidn, conjugacion o los virus bacteriéfagos.

La microbiota representa uno de los antiguos reservorios de genes de resistencia a los
antibidticos disponibles para su transferencia e intercambio con patdgenos clinicos.
Algunos estudios han proporcionado evidencias del intercambio reciente de genes de
resistencia a antibidticos entre bacterias de la microbiota y patégenos clinicos. Se han
descrito bacterias de la microbiota resistentes a multiples farmacos. Algunas son
portadoras de genes de resistencia contra cinco clases de antibidticos (B-lactamicos,
aminoglucésidos, cloranfenicoles, sulfonamidas y tetraciclinas) practicamente
idénticos a nivel de secuencia de nucleétido a los genes de diversos patdgenos
humanos. Esta identidad abarca también regiones no codificantes, asi como diversas
secuencias y elementos mdviles, ofreciendo no solo evidencia de intercambio lateral,
sino también de los mecanismos por los que la resistencia a los antibidticos se
propaga. La total identidad a nivel de nucledtidos entre genes de resistencia de
distintas especies sugiere que se han transferido de forma horizontal recientemente.
Esta evidencia habia sido documentada previamente entre un organismo no patégeno
que vive en la microbiota y un patdgeno humano®.

Plasmidos

Un importante factor que ha facilitado la expansion global de bacterias resistentes a
los antibidticos ha sido la existencia de genes moviles de resistencia, frecuentemente
localizados en plasmidos. Se trata de elementos compuestos de ADN de estructura
circular con capacidad de replicarse de manera auténoma, en la mayoria de los casos.
Los genes de resistencia moviles se han relacionado histéricamente con las bacterias
gram-negativas y con la codificacion de un amplio espectro de betalactamasas y
carbapenemasas. Los problemas que suscitan los plasmidos tienen que ver con su
plasticidad, que permite cambios genéticos de insercion, deleccién o duplicaciones!?.

Algunos genes de resistencia conocida como CTX-M de betalactamasas estan
asociados a la presencia de plasmidos. Otros ejemplo es el gen mcr-1 (Figura 5), que
fue encontrado estudiando la transmisién mediante plasmidos de la resistencia a
quinolonas.
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Figura 5. Representacién de un Plasmido con la presencia del Gen mcr-1(Color verde), que fue
encontrado estudiando la transmisidn por plasmidos de la resistencia a quinolonas

Existen datos en la Unidn Europea sobre los diferentes grados de resistencia que
presentan las poblaciones como por ejemplo la resistencia a carbapenémicos en
infecciones por Klebsiella pneumoniae, que varian desde rangos superiores a 66% en
Grecia a valores inferiores al 5% en Espafia o paises escandinavos. Otro ejemplo es la
aparicion de betalactamasas en viajeros que regresaban a los Paises Bajos donde
aparecieron un 30% de presencia de dicha resistencia en su microbiota cuando los
valores de prevalencia previos al viaje eran inferiores a 10%. Esto pone de manifiesto
la necesidad de reducir la prevalencia de genes de resistencia antimicrobiana a nivel
globalll,

La curacion de plasmidos es un concepto asociado con la reduccidn de la presencia de
pldasmidos en la poblacidon bacteriana, con el objetivo de reducir las resistencias
asociadas a este método de diseminacion, sin perjudicar a las comunidades
bacterianas. Se podria desarrollar en los alimentos de forma que solo quedarian
bacterias susceptibles a antibidticos o en pacientes que vayan a ser sometidos a
intervencion quirdrgica para reducir la posibilidad de infecciones nosocomiales
adquiridas en el hospital.

Desafortunadamente, estas aproximaciones no se han plasmado aun en tratamientos
eficaces contra la transferencia de plasmidos de resistencia. Se deben promover
nuevos estudios para conocer la viabilidad de los tratamientos anti-plasmidos y su
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aplicacién en la practica clinica para controlar la diseminaciéon de estos elementos
genéticos méviles. La curacién de los pldsmidos se empezd a ensayar en experimentos
en los laboratorios de investigacion basica en la década de los 70 del siglo pasado, y se
prosiguido en la década siguiente. Sin embargo, el interés como posible estrategia
terapéutica es reciente. Los métodos parar curar plasmidos son muy variados, e
incluyen la utilizacion de agentes quimicos, otros plasmidos y, mas recientemente, la
técnica de CRISPR/Cas. Esta linea de investigacion es prometedora y debe ser
impulsada a fondo!!.

Entre los compuestos que han mostrado actividad frente a pldsmidos se encuentran
detergentes, antibidticos, y compuestos de origen vegetal que actdan inhibiendo su
replicacion o su transferencia por conjugacién. Algunos derivados de los acidos biliares
inhiben los productos de los genes pilV y pilT del plasmido Incll de Salmonella
entérica’! pero no pueden convertirse en un nuevo farmaco debido a las altas dosis
que se precisan para producir su efecto y a los efectos secundarios (diarrea). Otros
compuestos como la plumbagina, una antraquinona producida por plantas de la
familia Plumbaginaceae, tiene efectos inhibidores del ciclo celular en células
cancerosas y también actividad antimicrobiana. Se ha demostrado que la plumbagina
reduce la viabilidad de los plasmidos RP4 y otros plasmidos portadores de genes de
resistencia en E. coli*!.

La novobiocina es una aminocumarina que inhibe la ADN girasa a nivel de la subunidad
GyrB y actua eliminando diferentes plasmidos de bacterias diversas como Lactobacillus
acidophilus, Enterococcus faecalis y algunas enterobacterias. Los antibidticos de la
familia de las quinolonas actian también sobre las DNA girasa bacterianas, y producen
también la curacién de sus plasmidos. Sin embargo, diversos estudios han mostrado
gue esta actividad puede ser interferida al generarse mutantes resistentes a
quinolonas por mutaciones puntuales en el gen codificante para la ADN girasa.
Estudios en los que se compard la actividad de curacion de plasmidos de cumarinas y
quinolonas concluyeron que las cumarinas poseen mayor actividad curativa y una
menor frecuencia de aparicién de mutantes resistentes!’.

Uno de los ultimos métodos estudiados son los CRISPR/Cas, son parte del sistema
inmune adaptativo de las bacterias y permiten el reconocimiento y la destruccién de
secuencias de ADN, de forma que podrian tener la capacidad de curacion frente a
plasmidos. Este sistema tiene la peculiaridad de poder disefarse frente genes
especificos como podrian ser los codificados por plasmidos, aqui reside su interés
como método curativo. Otra de las ventajas es que se podrian utilizar no solo como
método directo de curacion sino como “vacunacion” para prevenir la transmision de
genes de resistencia mediada por plasmidos. Los beneficios de este método parecen
prometedores, pero requieren que las herramientas utilizadas sean efectivas cuando
se conviertan en farmacos eficaces in vivo .
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En definitiva, esta linea de actuacion frente a los plasmidos, inhibiendo su replicacién
y/o su transferencia por conjugacion es prometedora y requiere que se intensifiquen
los estudios, en particular su plasmacidon en agentes terapéuticos con buenas
propiedades farmacolégicas que posibiliten su administracién a los pacientes para
prevenir o combatir las infecciones por bacterias multirresistentes.!?.

Mecanismos de resistencia
Desde un punto de vista biomecanico, existen tres tipos principales: #

- Alteracion de la diana de los antibidticos.

- Alteracion de los transportadores y de genes que regulan la expresién de
transportadores del antibidtico.

- Modificacién (enzimatica) del antibidtico.

Las modificaciones de la diana terapéutica se pueden clasificar en mutacién de la diana
(ej; Resistencia a quinolonas causada por mutaciones en topoisomerasas bacterianas),
reemplazo de la diana (ej; La resistencia a betalactamicos es en ocasiones producida
por la adquisicion de PBPs quiméricas), cambio enzimatico de la diana (ej; La
resistencia a la vancomicina ocurre por la reorganizacién de la pared celular) y
proteccion de la diana (ej; La proteina QnrA, protege a las topoisomerasas bacterianas
de la actividad inhibitoria de la quinolonas)®.

Reducir la concentracién de los antibidticos es otra estrategia de resistencia adquirida
por algunos microorganismos, mediante el impedimento de la entrada de los farmacos
para realizar su funcidn terapéutica (ej; la falta del transportador de imipenem OprD2
impide la entrada del antibidtico y genera resistencia en Pseudomonas aeruginosa) o
mediante la expulsién de antibidtico a través de bombas de eflujo.

Entre los diferentes fenotipos de resistencia adquirida ya conocidos, uno de los mejor
estudiados y entendidos es la formacion de biofilms y la supervivencia de bacterias. En
los biofilms los microorganismos muestran bajos niveles de susceptibilidad a los
antibidticos. La resistencia fenotipica es conocida como los cambios genéticos que
resultan en los microorganismos y suponen una alteracion en la susceptibilidad a los
antibidticos. La cantidad de genes implicados en la resistencia fenotipica adquirida por
los patdégenos humanos es muy baja con respecto a la variabilidad de genes presentes
en los microorganismos ambientales y los ecosistemas naturales.

Otros mecanismos de adquisicidn y transferencia se han identificado, y la naturaleza
combinatoria del proceso de desarrollo de la resistencia no debe ser subestimada. La
eritromicina fue un claro ejemplo, introducido como alternativa a la penicilina para el
tratamiento de S. aureus en el hospital de la ciudad de Boston a principios de la década
de 1950, fue completamente retirado después de menos de un afio porque el 70% de
todos los pacientes fueron estudiados por resistencia y en los aislamientos de S. aureus
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se habia descubierto resistencia a eritromicina. Lo mismo se observdé con la
clorotetraciclina y el cloranfenicol y, posteriormente, con otros antibiéticos?.

Se han propuesto muchas soluciones diferentes por expertos y los principales grupos
internacionales de salud (por ejemplo, la OMS y los CDC). Entre las propuestas para la
accién se encuentran los controles estrictos sobre el uso de antibidticos por los seres
humanos:

e Requerir prescripciones precisas (no usar antibidticos para tratar resfriados y
otras infecciones virales)

e No poder entregar antibidticos sin receta médica (reduciendo el uso
innecesario de antibidticos)

e Uso terapéutico controlado en ganaderia y en la agricultura.

Curiosamente, las recomendaciones de Swann de 1969 fueron las primeras en pedir
una prohibicién del uso no terapéutico en animales y agricultura, una propuesta
razonable pero altamente contenciosa. Sugerencias que han sido imposibles de
cumplir en muchos paises hasta nuestros dias>.

Aunque los Paises Bajos y Escandinavia han tenido éxito con niveles de resistencia
reducidos, esta claro que la restriccién del uso de antibidticos es dificil de controlar a
escala global. La situacion de hoy es claramente mas compleja. En muchos paises en
desarrollo, el uso de antibidticos es relativamente incontrolado. Ademads, ha sido
habitual que las compafiias farmacéuticas occidentales distribuyan antibidticos que ya
no son efectivos o no estan aprobados en Europa o América del Norte, a los paises en
desarrollo.

Muchas estrategias para evitar, inhibir o sortear los mecanismos de resistencia de los
diferentes patégenos se han intentado. Los éxitos mas notables se concretan en el
desarrollo del acido clavulanico y otros inhibidores de las enzimas B-lactamasas, que se
usan frecuentemente en combinacion con los antibidticos B-lactamicos. Estas
combinaciones han sido muy efectivas, pero las bacterias han encontrado una manera
de traspasar nuestras defensas, una serie de B-lactamasas refractarias a la inhibicidn
por clavulanato aparecieron. También se ha propuesto que inhibidores de la virulencia
bacteriana pudieran ser utilizados para detener el proceso de la enfermedad y por lo
tanto realizar otras estrategias terapéuticas diferentes al uso de antibidticos3.0tros
enfoques no antibidticos para el tratamiento de enfermedades bacterianas implican
estimulacion o reclutamiento del sistema inmune innato del huésped para combatir las
infecciones.

En cuanto a la prevencidon, un mundo ideal seria aquel en el que se dispusiera de
vacunas efectivas contra todas las enfermedades infecciosas. En esas circunstancias el
uso de antibioticos se reduciria drasticamente, limitandose a procedimientos
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quirurgicos en hospitales bajo estrictos controles. Sin embargo, a pesar de los afos de
esfuerzo, hoy son pocas las vacunas antibacterianas ampliamente utilizadas. El caso de
la vacuna neumocécica es un modelo de éxito y un ejemplo de lo que se podria llegar a
lograr con esta estrategia.

Las quinolonas

Las quinolonas son un grupo de antibidticos sintéticos muy relevantes desde el punto
de vista clinico ya que se trata de una de las clases de antibidticos mas utilizados y
prescritos actualmente. En principio aparecieron como un tratamiento efectivo frente
a infecciones de bacterias Gram-negativas, y posteriormente se desarrollaron nuevos
compuestos eficaces frente a patdégenos Gram-negativos y Gram-positivos. La primera
qguinolona introducida como anti-infeccioso fue el acido nalidixico, utilizada en 1962
para combatir infecciones de tracto urinario (ITU). Sin embargo, la importancia de este
grupo radica en las modificaciones estructurales que, a partir de finales de los afios
setenta, se introdujeron en el nucleo de la molécula de la 4-quinolona y que han dado
lugar a un gran numero de agentes antibacterianos.

[y ~. ]
~ .
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1

Figura. Estructura de la 4-quinolona, molécula de la que derivan muchas quinolonas
usadas en clinica.

Las quinolonas de uso clinico tienen una estructura formada por dos anillos, con un
nitrogeno en la posicién 1, un grupo carbonilo en la posicidon 4 y un grupo carboxilo en
la posicion 3 (Figura). La potencia y el espectro aumentan de manera significativa
cuando llevan un atomo de fldor en posicién 6, posiblemente porque mejora la
penetracién en los tejidos y la unién a las topoisomerasas bacterianas. Frente a
bacterias Gram-negativas también aumenta la potencia si en la posicién 7 existe un
grupo piperacinico (norfloxacino, ciprofloxacino) o un grupo metil-piperacinico
(ofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino). Ademas, sustituyentes metilo en el grupo
piperacinico mejoran la biodisponibilidad oral. Los compuestos que llevan en la
posicion 7 un doble anillo derivado del anillo pirrolidénico aumentan su actividad
sobre bacterias grampositivas (moxifloxacino). Un grupo metoxi en la posiciéon 8
mejora la actividad frente a anaerobios (moxifloxacino, gatifloxacino)*2.
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HO F concentraciones en suero y muchos tejidos son

0 0 bajas, por lo que no se suelen usar en

. infecciones  sistémicas. Las de tercera
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generacién (ciprofloxacino, ofloxacino,
levofloxacino) mantienen las caracteristicas de las de segunda pero ademas tienen una
mejor absorcion por via oral y mejor actividad frente a P. aeruginosa, grampositivos y
patdgenos atipicos. Por sus propiedades farmacocinéticas éstas y las de la siguiente
generacion pueden usarse para el tratamiento de infecciones sistémicas. Las de cuarta
generacién (moxifloxacino) aportan una mejora en la actividad frente a grampositivos
y ademas una actividad buena frente a anaerobios, aunque disminuye su actividad
frente a P. aeruginosa.

Mecanismo de accion de las quinolonas

Las quinolonas actuan inhibiendo el dominio ligasa de dos topoisomerasas, la ADN
girasa (topoisomerasa Il) y topoisomerasa IV, que estdn involucradas en la sintesis,
transcripcion del ADN y la division celular. De forma que las dianas terapéuticas de las
guinolonas en los diferentes tipos de bacterias son estas dos enzimas, con diferencias
en la efectividad entre las distintas quinolonas. Ademas, las quinolonas de tercera y
cuarta generacion son mas selectivas frente a la topoisomerasa IV y mas efectivas en
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infecciones de bacterias gram-positivos y las quinolonas de primera y segunda
generacion en cambio, mas selectivas contra la ADN girasa y adecuadas para cubrir
patégenos gram-negativos.

En resumen, la formacion de un complejo quinolona-topoisomerasa-ADN provoca un
blogueo en la maquinaria de la replicacion resultando en una inhibicidn de la sintesis
de ADN e interrumpiendo la reproduccién bacteriana. El efecto dependerd de la
concentracion del antibidtico, ya que en bajas concentraciones va a provocar un efecto
de bacteriostasis por inhibicidon del crecimiento bacteriano y en altas concentraciones
actuard como bactericida, produciendo la muerte celular. El efecto bactericida no
depende solo de la concentracién de quinolonas, sino también de otros factores que
contribuyen, como la reparacién incompleta del ADN y la presencia de especies
reactivas derivadas de oxigeno.!?

Mecanismos de resistencia a quinolonas

Las fluoroquinolonas se han utilizado para tratar diferentes tipos de infecciones como
infecciones respiratorias (neumonia nosocomial, bronquitis crdnica), infecciones de
piel, hueso, articulaciones, intra-abdominales e infecciones de transmisién sexual,
ademas de las ITU mencionadas anteriormente. Sin embargo, debido a su alta eficacia
antimicrobiana, se han utilizado sin control en humanos y en animales, a pesar de las
recomendaciones de las autoridades sanitarias que perseguian regular racionalmente
su uso, incluyendo su salvaguarda como antibidticos de reserva. Las recomendaciones
se tradujeron en escasas medidas adoptadas en la practica, lo que ha originado la
aparicidon de numerosas cepas resistentes.

Existen tres mecanismos diferentes por los cuales las bacterias adquieren resistencia a
las quinolonas:

e Mutaciones cromosémicas que alteran las enzimas y proteinas diana.

e Mutaciones cromosémicas que impiden que el antibidtico alcance
concentraciones terapéuticas o favorecen su expulsion.

e Resistencia transmitida por plasmidos.

Un importante factor a destacar es que los diferentes mecanismos de resistencia no
son excluyentes de forma que pueden acumularse provocando altos niveles de
resistencia antibidtica.

El mecanismo de resistencia mas comun son las mutaciones en regiones diana como
son los genes codificantes para las topoisomerasas tipo Il (gyrA, gyrB, parC o parE).
Esto significa que las mutaciones en dichos genes suponen cambios en la afinidad y de
las quinolonas por las correspondientes proteinas diana. Las mutaciones mas
frecuentes se encuentran en los genes gyrA y parC, y, dentro de estos genes, en una
region concreta que se denomina QRDR (regién determinante de la resistencia a
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quinolonas, del inglés quinolone resistance-determining region) y que en GyrA estd
entre los aminodcidos 67 y 106. Cambios en los aminoacidos en la QRDR alteran la
estructura del sitio al que se unen las quinolonas en el complejo girasa-ADN vy la
resistencia se debe a disminucion de la afinidad de la quinolona por dicho complejo.
Una o dos mutaciones que produzcan cambios no conservativos son suficientes para
generar resistencia. El nivel de resistencia dependera de la especie bacteriana y del
tipo de quinolona. Por ejemplo, en E.coli, la mutacién mas frecuente produce una
sustitucion de la Ser-83 y también son frecuentes cambios en el Asp-87. Estas
sustituciones se encuentran también en cepas de otras especies resistentes, en los
mismos residuos o en posiciones equivalentes, siempre dentro de la regién QRDR!?,

Para ser efectivas las quinolonas necesitan atravesar la pared celular y alcanzar
concentraciones terapéuticas. Ciertas mutaciones tienen como consecuencia el
descenso de la concentracion intracelular del farmaco, bien porque limitan su entrada
o porque lo expulsan, o las dos cosas, generando resistencia. Los compuestos
hidrofilicos como las quinolonas penetran con mas dificultad en las bacterias Gram-
negativas porque deben atravesar la barrera de lipopolisacaridos, normalmente a
través de porinas. Alteraciones en estas proteinas, ya sea por que se pierden, se
modifica su composicion y/o su regulacion pueden producir el efecto de limitar la
entrada de las quinolonas. Se ha reportado que las alteraciones de la expresién de
algunas porinas como OmpF, OmpC ,0OmpD o OmpA incrementan la resistencia a
quinolonas (y también a otras sustancias)!!. También se han descrito cambios
estructurales en el LPS de la pared que reducen la permeabilidad, y dado que las
guinolonas utilizan tanto las porinas como vias mediadas por lipidos para su entrada
en las bacterias, estos cambios pueden suponer un incremento en los niveles de
resistencia.

En general, la resistencia adquirida por las bacterias con una mayor concentracion o
alteracion de porinas supone un aumento leve de los niveles de resistencia y no
representa un problema terapéutico mayor, aunque existen excepciones en la que las
bombas de expulsion aumentan severamente los niveles de resistencia a quinolonas.
Estas bombas existen tanto en Gram-positivos como en Gram-negativos. Las bacterias
Gram-positivas cuentan con mayor nimero de sistemas de eflujo, como NorA o SdrM,
relacionadas con Staphylococcus aureus, o PmrA de Streptoccus pneumoniae. En
cuanto a las Gram-negativos, la mayoria de sistemas de eflujo asociados a resistencia
son de la familia division de resistencia nodular (RND) como AcrAB-TolC en E.coli o
MexAB-OprM en Pseudomona aureginosa®?.

También existen sistemas como el PhoP/Q que regulan la biosintesis de la pared de
lipopolisacaridos, de forma que cualquier cambio en la estructura o composicion de
LPS puede alterar la integridad de la membrana, la supervivencia, adaptacion a
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diferentes ambientes pero también influir sobre la adquisicion de resistencias a
guinolonas u otros antibidticos.

Resistencia a quinolonas mediada por plasmidos

El primer gen plasmidico asociado a resistencias a ginolonas, gnrA, fue descrito en
1998 en una cepa de Klebsiella neumoniae resistente a ciprofloxacino!?. Desde su
aparicion han sido identificadas mas de 100 variantes Qnr, que se han clasificado en 6
familias diferentes. Las proteinas Qnr pertenecen a la familia de los pentapéptidos
repetidos, que se caracterizan por la presencia de repeticiones en tdndem de una serie
semiconservada de 5 aminodacidos. Hasta la fecha se han descrito varios tipos de Qnr
codificados por genes de origen plasmidico: gnrA, gnrB, gnrCy gnrS. Su mecanismo de
accion, basado en la proteccion de la ADN-girasa y de la topoisomerasa IV, se ha
estudiado con mucho detalle en cepas que poseen el gen gnrAl. Otro mecanismo
plasmidico es la enzima AAC(6’)-lb-cr, variante de una acetil-transferasa, capaz de
modificar al ciprofloxacino y otras quinolonas con un sustituyente piperacinilo,
reduciendo su actividad. Ambos mecanismos mediados por plasmidos proporcionan un
bajo nivel de resistencia que facilita el surgimiento y seleccién de niveles mayores de
resistencia en presencia de quinolonas®®

En grampositivos la resistencia se produce por pasos. En general, una primera
mutacion ocurre en el gen de la topoisomerasa IV produciéndose como consecuencia
ligeros aumentos de las CMI. Una segunda mutacién, preferentemente en gyrA,
resultara en un mayor aumento de las CMI, que haria que la bacteria fuese resistente a
todas las quinolonas. El uso de fluoroquinolonas que actian en ambas topoisomerasas,
la Il y la IV, tales como el moxifloxacino, puede tener ventajas sobre otras en la
prevencion de la resistencia por disminuir la posibilidad de seleccién de mutantes con
algun grado de resistencia'®.

Los genes de resistencia gnr (PMQR) han sido detectados en integrones y trasposones
asociados a otros determinantes de resistencia como genes de betalactamasas o
carbapenemasas. Los PMQR se diseminan de forma muy heterogénea lo que permite
gue se encuentren en multitud de especies bacterianas y afecten tanto a Gram-
positivas como Gram-negativas. Algunos genes como OgxAB estan presentes en
multitud de cromosomas de la especie K.neumoniae'? lo que confiere la cualidad de
reservorio de estos genes de resistencia y facilita su diseminacion. Los PMQR
frecuentemente se localizan principalmente en enterobacterias y en algunas ocasiones
en bacterias no fermentadoras, siendo gnr y aac los identificados con mas frecuencia.

Las resistencia adquirida a quinolonas es un proceso multifactorial y complejo,
nuestro conocimiento sobre los mecanismo y el impacto ambiental de su aparicién ha
avanzado mucho en los Uultimos anos. La investigacion debe continuar para
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comprender la aparicion de resistencias mediadas por la formacién de biofilms o la
conjugacion de genes de resistencia mediada por plasmidos entre otros mecanismos.

PARTE PRACTICA

Determinacion de la susceptibilidad de las bacterias a los agentes
antimicrobianos: el antibiograma

El antibiograma es una prueba microbioldgica que tiene doble interés: en relacidn con
la terapéutica, debido a que se utiliza para medir la sensibilidad de una cepa
bacteriana cuando se sospecha que es la causante de una infeccién. La actividad de los
antibidticos in vitro orienta sobre su posible eficacia in vivo y se utiliza como apoyo
para la toma de decisiones terapéuticas y la eleccidon del tratamiento antibidtico. El
segundo aspecto de interés se relaciona con el estudio y el seguimiento
epidemioldgico de las cepas resistentes a los antibidticos. Estos estudios se realizan en
cada hospital y proporcionan datos que permiten conocer y evaluar la situacién a nivel
regional, nacional e internacional. En base a los espectros clinicos de los antibidticos y
la prevalencia de las resistencias se pueden tomar decisiones tanto preventivas como
terapéuticas en los hospitales para evitar en lo posible las resistencias.

El estudio de la susceptibilidad bacteriana a los agentes antimicrobianos se concreta
en la determinacién de la Concentracion Inhibidora Minima (CMI). La CMI se define
como la concentracién minima necesaria para inhibir el crecimiento del cultivo
estudiado. La CMI constituye el valor de referencia que permite establecer una escala
de actividad de los diferentes antibioticos sobre la cepa bacteriana que se estd
analizando.

Para cada cepa objeto de estudio se determina su CMI para un conjunto de
antibidticos lo mas amplio posible pero que en todo caso debe incluir compuestos
representativos de las principales familias de antimicrobianos y en particular los
considerados mas activos contra la especie bacteriana estudiada. Es evidente que la
determinacién de la CMI requiere que cada cepa bacteriana objeto de estudio haya
sido previamente identificada, a nivel de especie, de manera fiable y precisa.

Existen varios métodos para determinar la CMI: microdilucién en caldo, microdilucién
en placay el E-test.

Estudio de la actividad de 8 antimicrobianos frente a Corynebacterium
aurimucosum aislados en el hospital Marqués de Valdecilla

Introduccion

Las bacterias que pertenecen al género Corynebacterium spp. tienen una morfologia
tipica en forma de maza, porra o baston. Hay que precisar que a veces se utilizan
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indistintamente los términos “difteromorfo”, “corineforme” y “corinebacteria”. Son
bacterias grampositivas, no esporuladas, con alto contenido en guanina y citosina
(G+C). Algunas especies del género Corynebacterium tienen su habitat en el ambiente,
pero la mayoria forman parte de la flora normal de piel y mucosas en humanos y otros
mamiferos.

El género Corynebacterium fue descrito por Lehmann y Neumann en 1896. lLa
diferenciacién entre el género Corynebacterium de otras bacterias corineformes esta
en la positividad de la catalasa, la negatividad de la motilidad, citrato, hidrdlisis de
gelatina, esculina, oxidasa y algunas caracteristicas morfoldgicas. Su filogenia es:

Dominio: “Bacteria”

Division: “Actinobacteria”
Clase: “Actinobacteria”
Subclase: “Actinobacteridae”
Orden: “Actinomycetales”
Suborden: “Corynebacterineae”
Familia: “Corynebacteriaceae”
Género: “Corynebacterium”

Corynebacterium aurimucosum es un anaerobio facultativo y es fermentativo. Forma
parte de la mucosa nasal en el organismo humano. Recientemente se ha reportado
qgue los C. aurimucosum de la mucosa nasal inhiben la expresién de los principales
factores de virulencia de Staphylococcus aureus, por un mecanismo de quorum
sensing. Este hallazgo abre una linea de investigacion para el control de la virulencia de
patégenos importantes como S. aureus por vias alternativas al tratamiento tradicional
con agentes antimicrobianos®®.

La mayoria de los aislamientos clinicos de Corynebacterium spp. son resistentes a
algln antimicrobiano, y buena parte son multi-resistentes (la multi-resistencia se
define como la resistencia a tres o mas grupos de antimicrobianos no relacionados y
utilizados habitualmente en el tratamiento de las infecciones que las ocasionan),
principalmente a betalactdmicos, macrélidos aminoglucdsidos y fluoroquinolonas. Se
puede citar como ejemplo el estudio realizado con 63 cepas de C. striatum aisladas en
el hospital Farhat Hached de Sousse (Tunez). En este estudio se encontré una alta
frecuencia de cepas multirresistentes, principalmente a ampicilina, eritromicina vy
qguinolonas. La resistencia a ampicilina se relaciond con la presencia del gen bldA,
codificante para una beta-lactamasa de la clase A. En las cepas resistentes a
quinolonas se encontraron mutaciones responsables de la sustitucién de uno o dos
residuos del gen gyrAZ®.
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En los estudios realizados hasta la fecha todos los aislados clinicos de Corynebacterium
spp. resultaron susceptibles a los glicopéptidos y a linezolid. En la practica clinica, se
usan también otros tipos de antibidticos para tratar infecciones causadas por
Corynebacterium spp., como -lactamicos y aminoglucésidos. En todo caso, el
tratamiento debe establecerse considerando los resultados del antibiograma y la
respuesta del paciente.

Objetivos

El propdsito de este estudio es introducir al alumno en la metodologia de los ensayos
de susceptibilidad a antimicrobianos de cepas bacterianas. El estudio se ha focalizado
en el andlisis de la sensibilidad a 8 antibidticos de las 5 cepas de C. aurimucosum
aisladas en el servicio de Microbiologia Clinica del hospital Valdecilla desde 2015 hasta
la fecha.

MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas. Cultivo y conservacion.

Las 5 cepas de C. aurimucosum fueron aisladas en el periodo 2015-2019 para un
estudio de Corynebacterium spp. relacionados con infeccion en humanos. Se han
secuenciado varias decenas de cepas de Corynebacterium procedentes de varios
paises. En este estudio, el grupo espafol de investigacion del profesor J. Navas ha
aportado 20 cepas de diversas especies de Corynebacterium, aisladas en el hospital
Marqués de Valdecilla. Entre ellas, 4 cepas de C. aurimucosum aisladas en el servicio
de microbiologia del Hospital Valdecilla. Las cepas se crecieron en placas de agar
sangre a 372C. La identificacién como C. aurimucosum se realizd usando el sistema API
Coryne V2 (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia) y fue confirmada por la técnica de
espectrometria de masas MALDI-TOF, utilizando la plataforma Vitek-MS (bioMérieux),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las cepas bacterianas se conservan en caldo
BHI-glicerol (20%) a -802C'’.

Ensayos de susceptibilidad a antimicrobianos

Se determind la susceptibilidad a 8 antimicrobianos (tetraciclina, vancomicina,
penicilina, ciprofloxacino, clindamicina, ceftarolina, linezolid y gentamicina) mediante
el método E-test en placas de medio Mueller-Hinton. Las cepas se clasificaron como
sensibles, intermedias o resistentes de acuerdo a los criterios definidos por el CLSI*®.
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Antibidtico Sensibilidad Resistencia

Gentamicina <4 >16
Linezolid <4 >8
Ceftarolina <1 >4
Clindamicina <0.5 >4
Ciprofloxacino <1 >4
Penicilina <0.125 >2
Vancomicina <2

Tetraciclina <4 >16

RESULTADOS Y DISCUSION
Susceptibilidad de C. aurimucosum a 8 compuestos antimicrobianos.

Los valores de CMI (concentracion minima inhibitoria) de los 5 C. aurimucosum frente
a los 8 compuestos antimicrobianos ensayados se recogen en la Tabla.

CEPA | ORIGEN |CIP |CN | CPT | DA LZ |P |VAN |TE
15/4203 32* 10,0605 |>256*|05 051 2
15/4290 0,25 | 0,06 | 0,5 1 1 051 2
15/6769 0,25 | 0,12 | 0,25 | >256* | 1 051 1
16/3925 >32* 10,06 |05 |>256*|1 1|1 2
18/7149 0,25 | 0,06 |05 32* |05 1 005 |1*

Tabla. CMIs de los 5 C. aurimucosum frente a 8 antimicrobianos: CIP (Ciprofloxacino), CN
(Clindamicina), CPT (Ceftaroline), DA (Daptomicina), LZ (Linezolid), P (Penicilina), VAN
(Vancomicina) y TE (Tetraciclina).

En dos de las cepas bacterianas de C. aurimucosum (15/4203) y (16/3925) se hallaron
valores de CMI superiores al punto de corte establecido por el CLSI para ciprofloxacino
cuyo punto de corte de la CMI es >4, de forma que estas dos cepas con valores de CMI
superiores a 32 mostraron resistencia a Ciprofloxacino®®.
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Las cepas 15/4203, 15/6769, 16/3925 y 18/7149 mostraron resistencia al antibiotico
daptomicina. El punto de corte de resistencia para este antimicrobiano establecido en
>16 y presentaron las diferentes cepas valores superiores a 256 y una superior a 32.

La imagen siguiente muestra uno de los antibiogramas realizados en la parte préctica
del trabajo, introduccién a la metodologia de los ensayos de susceptibilidad de

antibidticos en cepas bacterianas:

Conclusiones:

La resistencia a los antibidticos es un problema de salud global que tiene se tiene que
hacer frente desde todos los sectores ya sea, salud humana, agricola o ganadero. Es
una problematica que se inicié desde el comienzo del uso de los antibidticos. Los
grandes organismos internacionales ya estan tomando medidas y estrategias para el
problema de salud que supone la farmacorresistencia. Son muy diferentes y diversos
los mecanismo por los cuales las cepas bacterianas pueden adquirir resistencias, se
debe continuar con la investigacidon de la transferencia genética horizontal, integrones,
plasmidos y mutaciones para poder conocer mejor los mecanismos de resistencia y
establecer dianas terapéuticas. De esta forma se podra combatir la problematica. Uno
de los ejemplos son las quinolonas que son antibidticos muy utilizados en la actualidad
pero que presentan cada vez mas resistencia lo que podria limitar su efectividad. En el
trabajo practico se ha determinado la resistencia antibidtica que presentan las cepas
de C. aurimocusum reflejando la realidad del problema que se debe abordar desde la
investigacion y el uso razonado de los antibidticos que tan importantes han sido para
la evolucion de la sociedad.
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