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1. RESUMEN

La resistencia a los antibidticos se ha convertido en uno de los principales problemas y
riesgo para la salud humana a nivel mundial. El uso indiscriminado de los antibidticos
en la practica clinica humana y también en veterinaria y produccion animal es la causa
del problema. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) viene alertando del
problema en los ultimos 10 afios y promoviendo iniciativas para concienciar a los
gobiernos y a los organismos internacionales de su importancia. La OMS ha establecido
varios patdégenos humanos como prioritarios, entre ellos Mycobacterium tuberculosis
multirresistente. Existe el riesgo de que la tuberculosis vuelva a ser una enfermedad
incurable, si no se dispone pronto de nuevas opciones terapéuticas. En este trabajo se
presenta una revisién actualizada de los mecanismos de resistencia bacteriana y su
transmisién, enfocandolo hacia el problema de las micobacterias multirresistentes,
donde se han realizado nuevos avances en la comprensidon de los mecanismos de
resistencia a los farmacos. Un mejor conocimiento de éstos contribuird a la
identificacion de nuevas dianas terapéuticas, que permitira el desarrollo de nuevos
farmacos contra este patdgeno. Se presentan también medidas para prevenir las
enfermedades infecciosas y, en particular, la tuberculosis multirresistente.

Palabras clave: antibiético, resistencia, Mycobacterium tuberculosis multirresistente

The emergence of multidrug-resistant bacteria poses a global threat for human health
worldwide. The indiscriminate use of antibiotics in human clinical practice and also in
veterinary and animal production is the cause of the problem. The World Health
Organization (WHO) has been warning of the problem in the last 10 years and
promoting initiatives to make governments and international organizations aware of
its importance. WHO has prioritized several human pathogens, including multidrug-
resistant Mycobacterium tuberculosis. There is a risk that tuberculosis will become an
incurable disease again, if new treatment options are not available soon. This work
presents an updated review of the mechanisms of bacterial resistance and its
transmission, focusing it on the problem of multi-resistant mycobacteria, where new
advances have been made in the understanding of drug resistance mechanisms. A
better knowledge of these mechanisms will contribute to the identification of new
therapeutic targets, which will allow the development of new drugs against this
pathogen. Measures to prevent infectious diseases and, in particular, multidrug-
resistant tuberculosis, are also presented.

Keywords: antibiotics, resistance, multi-resistant Mycobacterium tuberculosis






2. INTRODUCCION

La resistencia a los antibiéticos supone hoy en dia una de las mayores amenazas no
solo para la salud mundial, sino también para la seguridad alimentaria y ambiental.
Consiste en un fendmeno natural, que se esta viendo acelerado por el mal uso de los
antibidticos en el ser humano y en los animales. Cualquier persona es susceptible de
contraer una infeccién por una bacteria patégena resistente a los antibidticos, en
particular en el entorno hospitalario, que constituye un reservorio para estos
microorganismos. Se trata de las denominadas infecciones nosocomiales, que en el
caso de las bacterias resistentes repercuten aumentando el coste de los tratamientos,
la duracion de la estancia hospitalaria y produciendo una mayor tasa de mortalidad. En
la Unidn Europea se calcula que el problema de la resistencia a los antibidticos supone
un gasto anual de al menos 1,5 billones de euros, de los que mas de 900 millones
corresponden a gastos hospitalarios. También repercute en la productividad laboral,
gue puede disminuir hasta un 40%, como consecuencia de las bajas o el fallecimiento
de los trabajadores?.

El descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming, Howard Florey,
Ernst Chain y Norman Heatley supuso un avance para la medicina moderna,
permitiendo el desarrollo posterior de distintas clases de antibiéticos. Todo ello ha
producido un gran beneficio para la salud de la humanidad, salvando innumerables
vidas. Desgraciadamente, debido al aumento progresivo de las resistencias, hoy en dia
han aparecido cepas bacterianas multirresistentes o panresistentes (resistentes a
todos los antibidticos conocidos), dejandonos muy vulnerables frente a infecciones
comunes 2. La neumonia antes tratada con penicilina necesita ahora antibidticos de
segunda o tercera linea. Lo mismo ocurre con la cistitis, la infeccién mas frecuente en
la mujer, que antes se podia controlar mediante antibioterapia oral con fosfomicina en
la mayoria de los casos, mientras que ahora necesitan antibiéticos mucho mas
complejos y caros (ceftazidima/avibactam, ceftolozano/tazobactam y
meropenem/vaborbactam) 3.

El fendmeno de la resistencia se debe a un proceso natural por el que las bacterias
mutan cuando estan expuestas a los antibidticos. En la poblacion bacteriana
predominan las que han sufrido mutaciones que les permiten sobrevivir, mientras que
las que permanecen susceptibles mueren. Ademas, las bacterias adquieren genes de
resistencia mediante transferencia horizontal .

Los desplazamientos de los individuos humanos (y también los animales) por todo
el mundo, que se han incrementado en las Ultimas décadas debido a las facilidades
para todo tipo de viajes (turismo, fendmenos migratorios, etc.) han contribuido de
manera significativa a propagar los genes de resistencia a escala planetaria. El hecho
de que todavia existen paises en los que los antibidticos se dispensan sin receta
médica contribuye notablemente a aumentar las resistencias y su propagacion >.

La pandemia COVID-19 ha alterado completamente nuestras vidas y, en
consecuencia, ha cambiado nuestra percepcidon de todos los aspectos relacionados con



el diagndstico y el tratamiento de las enfermedades infecciosas. De hecho, ahora
somos mas conscientes de las muchas formas en que las buenas practicas de
diagndstico pueden ayudar a combatir estas enfermedades. La rapida propagacion de
las enfermedades infecciosas y sus consecuencias, en términos de vidas humanas y
pérdidas econdmicas, requeriran un cambio de estrategia, tanto a nivel clinico como
de investigacidn. Los sistemas de salud publica deben estar preparados para dar una
respuesta sanitaria eficiente a estas enfermedades, tanto endémicas como
pandémicas®.

Para hacer frente a este problema necesitamos que todos los paises se unan e
impongan estrictas regulaciones para la administracion de antibidticos tanto en
humanos como en animales. La implantacién social de practicas de higiene y el
desarrollo de nuevas vacunas forman parte de las estrategias preventivas que deben
seguirse. También es necesario el desarrollo de técnicas para el diagndstico rédpido de
infecciones bacterianas, no solo para una identificacién precoz, sino también para
adoptar medidas oportunas a la hora de evitar su propagacién. Se debe prestar apoyo
a los programas de investigacion de nuevas moléculas con actividad antibacteriana. En
definitiva, es necesario verlo como la amenaza econdmica y sanitaria que representa, y
deberia ser en los préoximos afos objetivo prioritario de jefes de gobierno, ministros de
finanzas, de agricultura y de sanidad *.

De no ser asi, estarian en juego muchos de los logros de la medicina moderna
como son el trasplante de d6rganos, cirugias de reemplazo de proétesis, los cuidados
intensivos en los nacidos pre-término o la mayoria de las intervenciones quirurgicas.
Los pacientes sometidos a estas practicas sufren el riesgo de contraer infecciones
causadas por bacterias multirresistentes, que producen una morbi-mortalidad muy
alta ¥4,



3. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

El primer signo de resistencia antibidtica apareci6 poco después del
descubrimiento de la penicilina. En 1940 Chain observd que una cepa de Escherichia
coli era capaz de inactivar la penicilina mediante la produccién de penicilinasas ’. Dos
aflos mas tarde se reportaron cuatro cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la
penicilina en pacientes hospitalizados 2. La resistencia a la penicilina se expandié
rapidamente en el medio hospitalario y extra-hospitalario (comunidad), de manera
gue en 1960 mads del 80% de los aislados clinicos de S. aureus eran resistentes a la
penicilina. Poco después este aumento de las resistencias se detuvo coincidiendo con
la introduccidn de una meticilina semisintética de segunda generacién?. En 20 afios la
resistencia a la meticilina se volvié endémica en EE. UU. con resistencias en el 29% de
los hospitalizados infectados por S. aureus®.

En cuanto a Streptococcus pneumoniae, en 1967 ya habia cepas resistentes a la
penicilina, triplicando su cifra para 1999, que llegaba a un 14,4% de los aislados clinicos
en Sudafrica®1°,

En el caso de Neisseria gonorrhoeae, en 1976 ya se habian aislado cepas
productoras de beta-lactamasas tanto en EE. UU. como en Reino Unido *!. Llegando 10
afios después a su pico en Asia. Todo esto llevé a la prohibicidn de la administracion de
la penicilina como farmaco de primera linea para el tratamiento del gonococo en
muchas partes del mundo 2.

En 1945, Fleming ya predijo que la alta demanda de antibidticos determinaria una
época de abuso. No fue hasta finales de 1980 cuando se tomd conciencia del problema
gue suponia que las bacterias desarrollaran resistencias ante los antibidticos, con la
aparicidn de los enterococos resistentes a la vancomicina y el miedo a los S. aureus
meticilin resistentes (SARM) 2. Desde el hallazgo de la penicilina se han descubierto
mas de 150 antibidticos, y para la mayoria de ellos ya se han desarrollado resistencias
12 (véase la Figura 1).

En un estudio realizado en EE. UU. entre los anos 2010-2011 se concluyd que el
30% de las prescripciones de antibidticos eran innecesarias. Ademas, en 2014 habia 19
paises europeos donde los antibidticos podian adquirirse legalmente sin receta
médica, y en otros 5 paises podian obtenerse sin prescripcién médica por internet, lo
gue demuestra que el facil acceso a los antibidticos ha promovido el aumento de su
consumo, incrementando el problema de las resistencias 2. De hecho, hoy en dia, en
algunos paises de Africa el 100% de los antibidticos que se consumen se obtiene sin
prescripcion médica, y en Asia llega a un 58% 14.
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Figura 1. Linea temporal en la que se indica cuando se descubrieron las principales
clases de antibidticos y cuando surgieron las primeras cepas resistentes®3

La automedicaciéon supone un elevado riesgo, ya que el cuadro clinico producido por
algunas bacterias y virus es muy similar. En una encuesta realizada en 2009 sobre el
uso y el conocimiento de los antibidticos entre los ciudadanos europeos, el 20% de los
entrevistados admitieron haber tomado antibidticos para aliviar los sintomas de la
gripe, aun conociendo que los antibidticos no actuan frente a los virus. El 14% admitié
también haber tomado antimicrobianos para tratar el resfriado comun. En Reino
Unido, el 38% de los entrevistados no sabian que los antibiéticos no tenian efecto
alguno frente a la tos o el resfriado »*°. Por el contrario, en Suecia, el conocimiento
sobre la funcién de los antibidticos, asi como sus riesgos, eran mds conocidos: solo una
de cada cinco personas estaba convencida de que los antibidticos curan el resfriado
comun mas rapidamente ®. La automedicacion llegd al 19% en el sur de Europa,
respecto al 3% y 6% en el norte y centro de Europa respectivamente 4,

En 2012, el 50% de los antibidticos consumidos pertenecia al grupo de los beta-
lactamicos, siendo la amoxicilina (asociada o no al acido clavulanico) el antibiético mas
usado en casi todos los paises 1. Asi mismo, en Europa durante el afio 2011, el 35% de
todos los pacientes ingresados recibieron algtin antibiético en sus tratamientos 7. En
EE. UU., las categorias mas prescritas fueron las penicilinas (23%) y los macrdlidos
(22%), de los que la azitromicina y la amoxicilina fueron los mas usados . En EE. UU., el
59,3% de todos los pacientes recibieron al menos una dosis de antibidtico durante su
estancia hospitalaria 8. En 2017, se estimé que, en Europa, el nimero anual de
infecciones y muertes debidas a bacterias multirresistentes era aproximadamente de
400.000 y 25.000 respectivamente *°.

La resistencia a los antimicrobianos no ha sido propiciada Unicamente por el
sobreuso de antibidticos, también lo han favorecido la falta de cumplimiento del
tratamiento prescrito y la inadecuada eleccién del fdrmaco y su dosis. Estos factores
crean un ambiente ideal para que los microorganismos puedan adaptarse en vez de ser
eliminados.



Otro de los factores que ha empeorado el problema es el amplio uso de los
antibidticos en la agricultura y en produccidn animal, principalmente como factor de
crecimiento y para la prevencién de infecciones. De hecho, la mayoria del consumo de
éstos se hace en la produccién animal (entre 63.000-240.000 toneladas anuales, de los
cuales el 41% corresponde a compuestos del grupo de las tetraciclinas)!. Un ejemplo
de estas practicas es el uso de la estreptomicina para evitar la infeccién de los
manzanos y los perales por Erwinia amylovora, que puede transferirse a humanos por
medio de la cadena alimentaria®°.

Otra de las consecuencias del incremento en el uso de antibidticos es el dafio
medioambiental que producen. Se utilizan no solo para la conservacién de plantas,
sino que llegan a través de la orina y heces provenientes de los animales tratados con
ellos. El agua es la forma mas frecuente de diseminacién. Los antibidticos mas
frecuentemente hallados en las aguas ambientales son las tetraciclinas. De esta forma,
se favorece la aparicion de resistencias en las bacterias ambientales, que se produce
por mutacidon o por adquisicion de genes de resistencia por transferencia horizontal.
Estos procesos convierten a las bacterias ambientales en reservorio de genes de
resistencia 1.

Cabe destacar que la OMS en 2017 publicé una lista de 12 especies bacterianas que
suponian una amenaza para nuestra salud, de las cuales la mayoria (9) resultaron ser
bacterias Gram negativas. Se dividieron en 3 grupos de acuerdo con la urgencia que
suponian (véase Tabla 1).

En los ultimos afios ha habido gran interés por frenar la resistencia a los
antimicrobianos, pero sobre todo para las bacterias Gram positivas. Hoy en dia, el
miedo estd en las bacterias Gram negativas, para las que no tenemos nuevas
moléculas con mecanismo de accién distinto al conocido con el que protegernos *3.



Prioridad Bacterias Resistencia

Acinetobacter baumannii Carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos
Enterobacteriaceae Carbapenémicos y

cefalosporinas de 33G

Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina y vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp. Fluoroquinolonas
Salmonella spp. Fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinas 32 Gy

fluoroquinolonas

Streptococcus L
. Penicilina
pneumoniae
MEDIA
Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp. Fluoroquinolonas

Tabla 1. Lista de patégenos prioritarios de la OMS para investigacion y desarrollo de
nuevos antibidticos?2.

Las bacterias Gram negativas fueron responsables solo en el afio 2015 de mas de
500.000 infecciones (de un total de 672.000) y de mds de 24.600 muertes (de un total
de 33.000) en Europa 2. Ello es debido a la capacidad de las bacterias de resistir
nuevos tratamientos y de transmitir el material genético a otra bacteria haciendo que
esta segunda bacteria se convierta en resistente también. Los Ultimos datos son
alarmantes, ya que si la situacidn no mejora se esperan para el afio 2050 10 millones
de muertes al afio. Esto sobrepasaria la cifra de muertes por accidentes de trafico,
diabetes e incluso el cancer 3 (véase Figura 2).
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Figura 2. Muertes atribuibles a la resistencia de antibidticos cada afio®.

Todo ello ha obligado a los sanitarios a rescatar antiguas moléculas como la colistina
(empleada como antibiético de ultima linea) para tratar infecciones multirresistentes
de bacterias Gram negativas. Por desgracia, rapidamente aparecieron las primeras
bacterias resistentes a colistina por todo el mundo 3. Todo esto puede llevar a la
temida “era post-antibiética”, o no tener armas con las que tratar a pacientes con
infecciones bacterianas. Para poder avanzar necesitamos un mayor conocimiento
tanto del mecanismo de accién de los antibidticos como de sus mecanismos de
resistencias 2*.

Entre las distintas familias de antibidticos empleados para los microorganismos
Gram negativos en la clinica destacan: aminoglucdsidos (gentamicina, tobramicina,
amikacina y netilmicina), anfenicoles (cloranfenicol), carbapenémicos (imipenem,
ertapenem, meropenem vy doripenem), cefalosporinas (ceftarolina, ceftazidima,
cefepime, ceftriaxona y cefotaxima), fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino y
moxifloxacino), fosfonatos (fosfomicina), glicilciclinas (tigeciclina), inhibidores de la via
del folato (trimetoprim y sulfametoxazol), monobactamas (aztreonam), penicilinas
(ampicilina), penicilinas con inhibidores de beta-lactamasas (ampicilina-sulbactam),
penicilinas con accién antipseumodomonas e inhibidores de beta-lactamasas
(piperacilina-tazobactam vy ticarcilina-acido clavulanico), polimixinas (colistina y
polimixina B) y las tetraciclinas (tetraciclina, doxiciclina y minociclina) 2>.

La situacidon comenzo a mejorar con la aparicién de nuevas opciones terapéuticas
para las bacterias Gram negativas, a pesar de no tratarse de nuevas moléculas, sino de
asociacién de dos compuestos:

- Ceftolozano/tazobactam. Se trata de la asociacién de una cefalosporina de 32
generacién a un inhibidor de beta-lactamasas. Tiene un amplio espectro anti
bactericida (Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae, asi como las bacterias




productoras de cefalosporinasas responsables de infecciones nosocomiales). Por el
contrario, son menos eficaces en bacterias productoras de BLEE (beta-lactamasas
de espectro extendido) como es Klebsiella pneumoniae, asi como para cepas de
Enterobacter resistentes a ceftazidime 2°.

- Ceftazidima/avibactam. Consiste en la asociacién de una cefalosporina de 32
generacion a un inhibidor no beta-lactamico de beta-lactamasas. Tienen un mayor
espectro de inhibicion que los inhibidores de beta-lactamasas tradicionales.
Inhiben las enzimas tanto de clase A como C, asi como BLEE, carbapenemasas de
tipo KPC, OXA-48 y enzimas AmpC. No resultando eficaces para las enzimas de
claseByD?.

- Meropenem/vaborbactam. Se trata de una asociacién entre un carbapenem y un
inhibidor no beta-lactamico de beta-lactamasa. Efectiva frente a las clases Ay C de
beta-lactamasa, siendo por tanto eficaz en infecciones debidas a enterobacterias
resistentes a carbapenémicos 2.

Desgraciadamente ya han aparecido resistencias a las dos primeras asociaciones de
medicamentos. Por lo que si no se descubren nuevas moléculas antibidticas (a poder
ser con un nuevo mecanismo de accién y estructura quimica) la lucha contra las
resistencias serd ardua y larga .

En agosto de 2019, la FDA aprobd la comercializacion de un antibidtico de ultima
generacioén, la lefamulina, para el tratamiento de la neumonia adquirida en Ia
comunidad. Este es el primer antibidtico con un mecanismo de accién nuevo aprobado
por la FDA en los ultimos 20 afios. Pertenece a la familia de pleuromutilinas, que actua
acoplandose a un sitio de unién de sintesis de proteina diferente al que lo hacen los
antibidticos tradicionales. Inhibe la sintesis proteica interaccionando con los sitios Ay
P del centro de la peptidil transferasa (PTC) en la parte central del dominio V del ARNr
23S de la subunidad ribosédmica 50S, lo que impide el posicionamiento correcto del
ARNt. Esto supone una nueva esperanza 2°.
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4. MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA

Las bacterias pueden desarrollar mecanismos de resistencia frente a los
antibidticos debido a su gran capacidad de adaptaciéon. Como resultado, el antibidtico
deja de ejercer su mecanismo de accion. Debemos diferenciar entre una resistencia
natural o intrinseca (en aquellas bacterias que carecen de diana para un antibiético),
resistencia adquirida (es debida a la modificacién de la carga genética de la bacteria) o
la resistencia transmisible (estd mediada por plasmidos, transposones o integrones
que pueden pasar de una bacteria a otra). A pesar de que la resistencia adquirida tiene
una gran importancia clinica, es este ultimo mecanismo de resistencia el que mas
importancia adquiere por su prevalencia. Una misma bacteria puede desarrollar varios
mecanismos de resistencia frente a varios antibidticos, de igual modo que un
antibidtico puede ser inactivado por distintos mecanismos de diferentes especies
bacterianas3%3?,

A continuacidén, se detallan los principales mecanismos de resistencia bacteriana
(véase Figura 3):

- Inactivacion enzimatica del antibidtico: las bacterias producen enzimas que
inactivan al antibidtico. Las mds importantes son las beta-lactamasas. También
pueden ocurrir en aminoglucésidos, cloranfenicol, tetraciclinas y macrélidos,
aunque no sea éste su principal mecanismo de resistencia°.

- Disminucién de la permeabilidad de la bacteria: modificaciones bacterianas que
impidan la llegada del antibidtico al punto diana. Las bacterias producen
mutaciones en las porinas de la pared que impiden la entrada de algunos
antibiodticos, como en el caso de los beta-lactamicos, o alterando los sistemas de
transporte, que son mas tipicos en los aminoglucdsidos .

- Presencia de sistemas de expulsién activa o bombas de eflujo: provocan la salida
del antibidtico, impidiendo que este se acumule en cantidad suficiente para que
actue eficazmente 31,

- Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana: alteraciones en su ADN
girasa (resistencia de quinolonas), del ARNr 23S (macrélidos), de las enzimas PBPs
gue son necesarias para la formaciéon de la pared celular (resistencia a beta-
lactdmicos)3°.
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Figura 3. Principales mecanismos de resistencia bacteriana 32.

Las micobacterias muestran un alto grado de resistencia intrinseca a la mayoria de
los antibidticos. La baja permeabilidad de su pared celular junto con su inusual
estructura supone un factor importante en la resistencia. El peptidoglicano contiene
acido N-glicoliimuramico en lugar del acido N-acetilmuramico habitual, pero una
caracteristica mucho mads importante es que hasta el 60% de la pared celular esta
ocupada por acidos grasos de forma inusualmente larga que contienen de 60 a 90
carbonos, los dcidos micdlicos 33. Ademas, los agentes hidroéfilos atraviesan lentamente
la pared celular porque la porina de las micobacterias es ineficiente y existe en baja
concentracion. Por otro lado, los agentes lipofilicos son frenados por la bicapa lipidica,
gue es de baja densidad y grosor anormal. Sin embargo, la barrera de la pared celular
por si sola no puede producir niveles significativos de resistencia a los medicamentos,
lo que requiere la contribucién sinérgica de un segundo factor, como la inactivacién
enzimatica de los medicamentos 34,

4.1. Beta-lactamicos

La resistencia que desarrollan las bacterias frente a los beta-lactamicos representa
un grave problema, pues es probablemente el grupo de antibidticos mas utilizado. El
mecanismo mas comun de resistencia es la inactivacion enzimatica por beta-
lactamasas. Existen beta-lactamasas de espectro reducido producidas por algunos S.
aureus, Haemophilus y S. pneumoniae, mientras que otras beta-lactamasas son de
espectro ampliado (BLEA), que hidrolizan tanto penicilinas como cefalosporinas. Los
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carbapenemes pueden ser utilizados en bacterias productoras de BLEA, pero son
hidrolizados por metalobeta-lactamasas y por carbapenemasas 3°. Actualmente se han
encontrado inhibidores de estas enzimas, como son el acido clavuldnico, sulbactam y
tazobactam. Sin embargo, ya se ha encontrado una nueva clase de beta-lactamasas
que confiere resistencia a estos inhibidores 3.

Otro de los mecanismos de resistencia ocurre con la alteracidn del transporte hacia
el interior, dado que los beta-lactdmicos difunden en las bacterias Gram positivas, pero
precisan de porinas (OmpC) en las Gram negativas. Su mutacién ocasiona resistencia
en las bacterias Gram negativas. Este es el caso de las resistencias en E. coli
Pseudomonas, Haemophilus y gonococo.

Las PBPs son necesarias para que la bacteria forme su pared, y los antibidticos
beta-lactdmicos se fijan en estas enzimas impidiéndolo. En el caso de que las bacterias
modifiquen sus PBPs, se hacen resistentes a ese antibidtico ¢. La modificacion del sitio
de unidén a PBP es un mecanismo de resistencia tipico de las bacterias Gram positivas
como el S. pneumoniae y S. aureus.

Por ultimo, las bombas de expulsién también constituyen un mecanismo de
resistencia a beta-lactamicos 3.

4.2. Macrélidos

El principal mecanismo de resistencia de este grupo de antibidticos es la
modificacidon del sitio de unidén al ribosoma por una metilasa de ARNr, cuyo gen
codificante (erm) puede encontrarse en pldsmidos o en el cromosoma 3. Estas
enzimas metilan los residuos de adenina, haciendo que adquiera la resistencia a estos
farmacos. La adenina metilada impide la unién del farmaco con la subunidad 50S del
ribosoma 3°,

Estan presentes otros mecanismos de resistencia como son: la modificacidon

enzimatica del antibidtico 3!, las bombas de expulsion (codificado por el gen msr) y la
inactivacion de genes (codificado por el gen ere) 3.

4.3. Quinolonas

El mecanismo de resistencia mas importante es la alteracién del sitio de unidn
(mutaciones en el gen gyrA, codificante para la subunidad A de la ADN girasa, y/o en el
gen parC) ¥’.

No obstante, cada vez estan cobrando mas importancia otros mecanismos de
resistencia, como la alteracién de la entrada (modificacion LPS), la sobreexpresion de

13



las bombas de eflujo mediada por plasmido (gepA) 3! y el gen (gnr) resistente a la
quinolona mediada por plasmido .

4.4. Aminoglucésidos

El mecanismo mas importante es la modificacion enzimdtica (codificada por
plasmidos) del farmaco que consigue dos efectos: por un lado y mas importante un
antibidtico incapaz de atravesar la membrana y por otro, un antibidtico inactivo.
Representa el principal mecanismo de resistencia en enterobacterias, Pseudomonas,
estafilococos y enterococos. La amikacina uno de los mads activos, junto a la
netilmicina. Se han publicado varios estudios mostrando la actividad anti-
Pseudomonas de la amikacina y la baja tasa de resistencias 38. Existen otros
mecanismos de resistencia, como el bloqueo de la entrada del antibidtico y la
modificacién del lugar de unidn al ribosoma 3°.

4.5. Tetraciclinas

Aunque existe resistencia por modificacion enzimatica del antibidtico codificada
por transposones, el mecanismo de resistencia mds importante en los Gram negativos
(y la mds importante en enterobacterias) es por bombas de expulsidon. En bacterias
Gram positivas y algunas Gram negativas como Neisseria, Haemophilus, Campylobacter
y Bacteroides el mecanismo de resistencia mas importante se produce a nivel de la
sintesis de proteinas, limitando el acceso del farmaco al ribosoma 3°.

4.6. Glucopéptidos

La resistencia es debida a la incapacidad de la molécula de atravesar la membrana
externa y por tanto de llegar a la diana. Los enterococos poseen genes que codifican
enzimas que alteran el aminodcido terminal del peptidoglucano, lugar de unién del
farmaco. Tres genes: vanA, vanB o vanC codifican resistencias solo a vancomicina. Los
enterococos portadores del gen vanA (plasmidico) son resistentes a vancomicina y
teicoplanina, mientras que los que tienen vanB o vanC son resistentes solo a
vancomicina “°. La resistencia de los estafilococos es menos conocida
(superproduccién de peptidoglicano, unién funcional a otro lugar de la pared) #.

4.7. Oxazolidinonas

Algunas cepas de S. aureus y Enterococcus faecalis son resistentes por mutacion

del lugar de unidn en el ribosoma. No tienen resistencia cruzada con ningun antibiotico
42
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5. MECANISMOS DE TRANSMISION DE LA RESISTENCIA BACTERIANA

5.1. Transmision genética horizontal

Se trata de un evento por el cual una bacteria adquiere material genético de otra
gue no es su progenitor. Mediante este mecanismo la bacteria puede incorporar genes
de resistencia. Algunas bacterias pueden obtener estos genes mas rapidamente
deshaciéndose de las bacterias vecinas para extraer su ADN 43,

La transmisiéon genética horizontal puede ocurrir en cualquier ambiente,
particularmente cuando las cargas bacterianas son altas, por ejemplo, en el suelo, en
las plantas de tratamiento de aguas residuales y en el lumen intestinal de los humanos
y animales, donde se encuentra la mayor parte de su microbiota. Los genes de
resistencia antibidtica pueden ser transferidos horizontalmente a través de varios
mecanismos, los mas importantes son la transformacion, la transduccion y la
conjugacién. Mas recientemente, también se ha reconocido el papel de las vesiculas de
membrana externa (véase Figura 4).

5.1.1. Transformacion

El ADN desnudo del entorno extracelular es tomado por las bacterias e insertado en
sus genomas. El proceso se produce tanto en las bacterias Gram positivas como en las
Gram negativas. Las bacterias capaces de tomar ADN del medio ambiente se
denominan "competentes". La inanicién de nutrientes y la presencia de péptidos que
inducen a la competencia se han identificado como factores desencadenantes.
Patégenos importantes, como N. gonorrhoeae, Vibrio cholerae y S. pneumoniae son
patdgenos naturalmente competentes y han adquirido resistencia a los antibidticos a
través de este proceso %,

5.1.2. Transduccion

Describe la transferencia de ADN cromosdmico y extra cromosémico entre las
bacterias a través de un intermediario viral conocido como bacteriéfago. Los
principales mecanismos de transducciéon son la generalizada, especializada y la
transducciéon lateral. En conjunto, pueden causar la movilizacion de cualquier
fragmento del genoma de una bacteria.

La transduccién generalizada se produce cuando los bacteridfagos del ciclo litico
incorporan secciones del ADN del huésped bacteriano durante la sintesis de la cdpside.
En la transduccién especializada, las regiones que flanquean el sitio de integracién de
un fago lisogénico son extirpadas y empaquetadas en la capside. La transduccién
lateral, por el contrario, se produce cuando los profagos inician la replicacién del ADN
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mientras aln estan integrados en el huésped. Este proceso genera multiples copias de
ADN antes de que se produzca la escision del genoma del huésped. Una vez extraido,
el ADN (que puede contener tanto fagos como los genes adyacentes de hasta cientos
de kilobases de longitud) se empaqueta en nuevas particulas fagicas y se transfiere a
otras cepas bacterianas %°.

El intestino humano contiene una extensa comunidad de bacteriéfagos y un nimero
significativo de fagos portadores de genes de resistencia antibidtica. La mayoria de
éstos ultimos aumenta con el tratamiento de antibidticos. Los experimentos realizados
en modelos de ratones han demostrado que la transduccién es una fuerza impulsora
de la diversidad genética en las cepas de E. coli que colonizan el intestino y puede
contribuir a la aparicion de resistencia a los farmacos en las bacterias intestinales °.

5.1.3. Conjugacion

Es un proceso complejo, multi-etapa y dependiente del contacto, en el que el ADN
es transportado por medio de un pilus a bacterias muy préximas entre si. El intestino,
con su alta densidad de células bacterianas y su densa capa de moco, proporciona un
ambiente propicio para la conjugacién. Se ha observado la propagacion de los
pldsmidos de resistencia antibidtica entre los comensales y los patdgenos oportunistas
mientras colonizan el intestino humano. En particular, los plasmidos conjugados
pueden proporcionar la maquinaria que permite la movilizacién del ADN que no es
auto-transmisible, aumentando asi enormemente el potencial de transferencia
genética horizontal de los determinantes de resistencia #’.

Entre los elementos genéticos moviles, los plasmidos conjugativos son
posiblemente los mas relevantes para la propagacién de los genes de resistencia
antibidtica, ya que tienen el potencial de transportar multiples genes de resistencia,
debido a su tamafio sustancial (mediana de 90 kbp) y a la presencia comun de uno o
mas moédulos de toxina y antitoxina que aseguran que los plasmidos se retengan
dentro de sus huéspedes microbianos.

Ademas, los plasmidos conjugativos suelen ser portadores de genes distintos de los
genes de resistencia antibidtica, que contribuyen a la aptitud microbiana, por ejemplo,
mediante la codificacion de nuevas rutas metabdlicas, la tolerancia a los
desinfectantes o a los metales pesados “2.

5.1.4. Vesiculas de membrana

Son estructuras esféricas de 20-250 nm que son producidas predominantemente
por bacterias Gram negativas cuando la membrana exterior se aleja de la célula y se
libera a través de la constriccion. Estas se fusionan con sus células objetivo,
entregando asi su carga. Pueden contener beta-lactamasas y estas vesiculas protegen
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a las células objetivo contra los antibidticos beta-lactdmicos. Del mismo modo,
también se ha informado de transferencia de ADN vy resistencias antibidticas mediada
por vesiculas en el caso de E. coli y Acinetobacter #>°°, Ademads, también pueden
envolver contenidos citoplasmaticos, incluido el ADN. Si bien estas vesiculas se
producen en el intestino y pueden influir potencialmente en las respuestas
inmunitarias del huésped, todavia no esta claro si también pueden contribuir a la HGT
en el microbioma intestinal °*.

| & Transduction
Membrane @

vesicle fusion

/ P
: .. Transformation o e

e o ’ -;. ..(//; _j " //
{/ 3 .\ ) ' [/ % = g P /’/_

Figura 4. Mecanismos de transmisién genética horizontal 3.

Tres cientificos estadounidenses han estudiado una especie cercana a Acinetobacter
baumannii (un patégeno humano clinicamente importante y altamente resistente a los
antibidticos) llamado Acinetobacter baylyi 2, junto con E. coli modificada que contiene
genes con fluorescencia verde. A. baylyi se colocé sobre un medio que permitia crecer
a ambas especies. Como los dos tipos de bacterias crecian, A. baylyi empezd a matar al
E. coli y adquirié sus genes, entre otros, los genes de la resistencia antibidtica,
haciendo que mientras otras bacterias morian, ella siguiera creciendo vy
reproduciéndose cuando se le administraba ese antibidtico. Los investigadores
desarrollaron un modelo matemadtico para cuantificar y simular este proceso. El
resultado demostré que matar otra bacteria hacia que la transmisién horizontal de
genes fuera mas eficiente cuando el nimero de A. baylyi era alto mientras que el
numero de victimas era bajo, y también cuando ambas permanecian poco tiempo
creciendo juntas #2.

En otro estudio se ha intentado determinar si la transmision horizontal de los genes
de resistencia a los antibidticos puede ocurrir entre la lechuga y la microbiota del
intestino de los mamiferos, usando un modelo de ratén. A. baylyi, es un colonizador de
lechuga no patégeno que ha demostrado recientemente su capacidad de transferir
ADN a diversas bacterias a través de la secrecidon de vesiculas cargadas con ADN
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plasmidico en el medio ambiente °3. Para estudiar la transferencia horizontal de genes
en hojas de lechuga, han usado un transformante resistente a los antibidticos de A.
baylyi.

La hipdtesis de ese estudio fue que las bacterias ambientales que colonizan los
alimentos de origen vegetal pueden servir como plataforma para la persistencia de
bacterias resistentes a los antibidticos y para la transferencia horizontal de genes de
resistencia a la flora microbiana intestinal de los mamiferos >*. Primero se estudié la
transferencia de genes de resistencia antibidtica in vitro. Demostraron que el A. baylyi
ambiental no patdgeno es capaz de transferir plasmidos que confieren resistencia a los
antibioticos a los aislados clinicos de E. coli en los discos de hojas de lechuga. Al
concluir el estudio, se confirmé la transformacién exitosa de numerosas cepas. Para
confirmar que el modelo era aplicable a la transmisidon de genes de resistencia a los
antibidticos en los productos agricolas, probaron si la transferencia horizontal de genes
podia tener lugar en la superficie de los discos de hojas de lechuga estériles y no
estériles. Las menores tasas de transferencia horizontal de genes observadas en las
hojas de la lechuga pueden deberse a condiciones de estrés limitadas por los
nutrientes que afectan negativamente a la aptitud y la fisiologia de las bacterias
receptoras. Finalmente estudiaron si el transformante E. coli del ensayo en la planta
podria entonces colonizar el microbioma del intestino del ratén. El pldasmido objetivo
de resistencia a los antibidticos, pMU125_zeoR, fue identificado en las heces de
ratones hasta 5 dias después de la infeccidn, confirmando la sospecha. Ademas,
también se observé la transferencia in vivo del plasmido a la K. pneumoniae residente,
identificada por cultivo diferencial en medio de CHROMagar y confirmada por la
secuenciacion del ARN ribosomal 16S >4,

Estos hallazgos resaltan el potencial de las bacterias ambientales expuestas a los
antibidticos para transmitir genes de resistencia a los patégenos mamiferos durante la
ingestidn de verduras de hoja.

5.2. Elementos genéticos maviles

Los genes de resistencia antibidtica adquiridos estan frecuentemente contenidos
dentro del ADN movil, que puede ser definido como cualquier segmento de ADN que
es capaz de translocarse de una parte del genoma a otra o entre genomas.

Los principales protagonistas de la transferencia genética horizontal son los
elementos conjugativos y movilizables. Los primeros contienen toda la informacién
genética necesaria para transferirse de una bacteria a otra, mientras que los segundos
utilizan las funciones de conjugacién de los elementos conjugativos co-residentes
(pldsmidos o transposones conjugativos) para transferirse a otro huésped 3.

Los bacteridfagos también desempenan un papel en la propagacién del ADN entre

las bacterias. Son parasitos intracelulares obligados que se multiplican en el interior de
las bacterias, haciendo uso de algunas o todas sus maquinarias biosintéticas. Es un
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mecanismo por el que los genes bacterianos pueden transferirse de una bacteria a otra
y lo hacen mediante un proceso llamado transduccién en el que el ADN bacteriano se
empaqueta en la cabeza del fago y se inyecta en la bacteria receptora. Estan
compuestos por un acido nucleico (puede ser ADN o ARN) y una proteina. A menudo,
contienen bases modificadas que protegen al acido nucleico de las endonucleasas que
cortan los acidos nucleicos del huésped durante la infeccidon. Su estructura estd
compuesta por una capside que actla como una cubierta protectora (formada por
muchas copias de una o mas proteinas diferentes y en su interior tienen el acido
nucleico) y una cola (es un tubo hueco a través del cual el 4cido nucleico pasa durante
la infeccidn). Su infeccién puede tener dos efectos mutuamente excluyentes: lisis de la
bacteria o lisogenia, es decir, el mantenimiento del ADN y la supervivencia dependen
de la dosis de varios factores reguladores codificados por el genoma del fago en las
primeras etapas de la infeccion *°.

Los elementos genéticos mdviles a menudo se adquieren por transformacién, asi
como por conjugacion. La capacidad de los elementos genéticos mdviles que contienen
genes de resistencia antibidtica para propagarse estda modulada por una serie de
factores como las presiones selectivas en el medio ambiente, los factores del huésped
y las propiedades de los elementos genéticos >°.

Las bacterias tienen un numero de sistemas que las protegen de la entrada de ADN
extrafo, que las permiten identificarlo y destruirlo. Entre ellos encontramos los
sistemas de restriccion-modificacion (cuya funcién es identificar y digerir determinadas
secuencias del ADN entrante que no han sido protegidas por la metilacidn) y los
sistemas de CRISPR-Cas (actuan como memoria de una infeccidn pasada por un
elemento mdvil y pueden destruir ese elemento si la bacteria lo encuentra de
nuevo)®’. Ambos sistemas pueden ser efectivos para detener la propagacion de fagos,
elementos conjugados integradores (ICE) y plasmidos 2.

Muchos transposones e ICE pueden transponerse insertdndose en genes
esenciales. Si esto ocurre, el anfitridn morira. Sin embargo, la transposicién es un
fendmeno que se produce a muy baja frecuencia (10® — 10%), ya que estd
estrictamente regulado por diversos mecanismos (por ejemplo, por inhibicidon de la
expresion de la transposasa). Las condiciones de estrés, entre ellas la exposicion a
concentraciones sub-inhibitorias de antibidticos, disparan la transposicién °°. Por
ejemplo, los miembros de la familia CTndot de ICE se transfieren con una frecuencia
mucho mayor en presencia de tetraciclinas (antibiético al que codifican la resistencia).
Esta es una respuesta ventajosa tanto para el elemento como para la bacteria
anfitriona. La transferencia de genes también es mas probable en entornos en los que
las bacterias estan muy prdoximas entre si y en gran cantidad (por ejemplo, el intestino
y la cavidad oral) °.
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5.2.1. Plasmidos

Son elementos extra-cromosémicos que se han encontrado en casi todos los
géneros bacterianos 3. No son esenciales para el crecimiento de las células normales,
de modo que en la mayoria de las condiciones pueden ganarse o perderse sin efecto
letal ®°. Son fragmentos de ADN bacteriano con longitud variable, algunos con
capacidad para replicarse independiente de la maquinaria genética que dispone la
célula, ya que poseen su propio origen de replicacidon. Los plasmidos que albergan
genes de conjugacidon se denominan conjugativos y los plasmidos que sélo contienen
un origen de transferencia (oriT), pero no los genes de conjugacién, se denominan
movilizables, ya que pueden hacer uso de las funciones de conjugacién de los
plasmidos conjugativos para transferirse a un nuevo huésped (véase Figura 5).

Se han descrito tanto plasmidos circulares como lineales. Los pldsmidos circulares
en general han sido mas investigados que los lineales. Esto probablemente refleja la
relativa facilidad con la que se pueden separar del cromosoma bacteriano. Al igual que
los plasmidos circulares, los pldsmidos lineales son a menudo capaces de conjugarse.

Ademas de las funciones que intervienen en la replicacion y la transferencia, los
pldsmidos suelen codificar la resistencia a los antibiéticos. Si un gen de resistencia esta
en un plasmido conjugativo o movilizable, entonces tiene el potencial de transferirse a
nuevos huéspedes. Algunos plasmidos tienen un amplio rango de hospedador y
pueden transferirse entre diferentes especies, mientras que otros tienen un rango de
huéspedes mucho mas estrecho y son especificos de un género o especie. También
hay plasmidos que tienen la capacidad de transferirse a un huésped en particular, pero
en el que no pueden replicarse o no se replican bien. En estas circunstancias el
plasmido puede perderse. Sin embargo, si contiene un gen de resistencia en un
transposdn, este elemento genético puede translocarse al cromosoma bacteriano y
mantenerse en ausencia del plasmido. Por lo tanto, un pldsmido puede contribuir a la
propagacion de la resistencia sin necesidad de mantenerse en un huésped bacteriano
determinado 3.
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Figura 5. Plasmido p11 745 de Actinobacillus pleuropneumoniae en comparacién con
plasmidos pHS-Tet de Haemophilus parasuis y pPAT2 de Pasteurella aerogenes °*.

5.2.2. Transposones

Son secuencias de ADN que pueden ser traslocados entre cromosomas o de un
cromosoma a un plasmido o entre pldsmidos, gracias a un sistema de recombinacién
propio. Esto, sumado a la capacidad de los pldsmidos de trasladarse de una célula a
otra, durante la conjugacidn, permite la adquisicién de genes de resistencia entre
bacterias de la misma especie o especies distintas, lo que facilita la expansion de la
resistencia 31.

Los transposones, también llamados genes saltarines, fueron identificados por
primera vez por Barbara McClintock del Laboratorio Cold Spring Harbor de Nueva York
hace mas de 50 afos. Son secuencias de ADN que se mueven de un lugar del genoma a
otro. La comunidad cientifica se mostré inicialmente escéptica ante el descubrimiento
de McClintock. Sin embargo, en las décadas siguientes se hizo evidente que no sélo
"saltan", sino que también se encuentran en casi todos los organismos (tanto
procariotas como eucariotas) y tipicamente en grandes cantidades. Por ejemplo,
constituyen aproximadamente el 50% del genoma humano y hasta el 90% del genoma
del maiz %2
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Tipos de transposones:

- Transposdn Simple, Secuencia de Insercién o Elemento de Insercién (IS): los
transposones simples contienen una secuencia central con informacién para la
transposasa y en los extremos una secuencia repetida en orden inverso. Esta
secuencia repetida en orden inverso no es necesariamente idéntica, aunque
muy parecida. Cuando un transposon simple se integra en un determinado
punto del ADN aparece una repeticidn directa de la secuencia diana (5-12 pb).

- Transposon Compuesto (Tn): contienen un elemento de inserciéon (IS) en cada
extremo en orden directo o inverso y una region central que ademas suele
contener informacién de otro tipo, como genes de resistencia a antibidticos
(cloranfenicol, kanamicina, tetraciclina, etc.) (véase en Figura 6).

Transposan Simple

Secuensia de Insercién (15)

T EmeTRaa

[—— ——
o -~

Sncunncas repulides on ardan irmrin

Transposaon Compuesio (Tn)

[ —
IS s
I [

Saawenalas 18 repebidas on eoden direalo o Inverse

Figura 6. Estructura de un transposdn simple y compuesto ©3.

Tanto los elementos de insercién como los transposones compuestos tienen que
estar integrados en otra molécula de ADN, en el cromosoma bacteriano o en un
plasmido, nunca se encuentran libres 4.

Hoy en dia, los cientificos saben que hay muchos tipos diferentes, asi como una
serie de formas de categorizarlos. Una de las divisiones mas comunes es entre las que
requieren una transcripcion inversa (es decir, la transcripcion del ARN en ADN) vy las
que no. Los primeros elementos se conocen como retrotransposones o TE de clase 1,
mientras que los segundos se conocen como transposones de ADN o TE de clase 2.
Diferentes clases de elementos transponibles se encuentran en los genomas de
diferentes organismos eucariotas.

Ademas, todos los TE de la clase 1 y la clase 2 contienen repeticiones directas
flanqueantes. Estas, no son parte del elemento transponible, sino que juegan un papel
en la insercidon del transposdn. Ademas, después de que uno es extirpado, estas
repeticiones quedan como "huellas". A veces, estas huellas alteran la expresidn del gen
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(en el que han quedado), incluso después de que su transposén relacionado se haya
desplazado a otro lugar del genoma °2. Menos del 2% del genoma humano estd
compuesto por TE de clase 2. Esto significa que la mayoria de la porcién sustancial del
genoma humano que es movil consiste en la otra clase principal de transposones, los
retrotransposones ©°.

Tanto los TE de clase 1 como los de clase 2 pueden ser auténomos o no
autéonomos. Los TE auténomos pueden moverse por si mismos, mientras que los
elementos no auténomos requieren la presencia de otros TE para poder moverse. Esto
se debe a que los elementos no auténomos carecen del gen de la transposasa o
transcriptasa inversa que se necesita para su transposicidn, por lo que deben "tomar
prestadas" estas proteinas de otro elemento para poder moverse.

Todos los transposones completos o "auténomos" de clase 2 codifican la proteina
transposasa, que requieren para la insercion y la escisiéon. Algunos de estos
transposones también codifican otras proteinas. Los transposones de ADN nunca
utilizan intermediarios de ARN, siempre se mueven por si mismos, insertdndose o
extirpdndose del genoma mediante un mecanismo denominado "cortar y pegar". Los
TE de clase 2 se caracterizan por la presencia de repeticiones terminales invertidas, de
unos 9 a 40 pares de bases de largo, en ambos extremos. Las repeticiones invertidas
son complementarias entre si.

A diferencia de los elementos de clase 2, los elementos de clase 1 se mueven por la
accién de los intermediarios del ARN. En otras palabras, los TE de clase 1 no codifican
la transposasa, sino que producen transcripciones de ARN y luego dependen de la
actividad transcriptasa inversa para revertir la transcripcién de las secuencias de ARN
al ADN, que luego se inserta en el sitio diana.

- Retrotranspositores de LTR, que se caracterizan por la presencia de
repeticiones terminales largas (LTR) en ambos extremos. Estos y los
transposones de ADN (clase 2) no son capaces de saltar.

- TE no LTR, que carecen de las repeticiones. Ambos genes LINE1, o L1, y Alu
representan familias de TE no LTR. En los humanos, estos TE no LTR son la Unica
clase activa de transposones. Aproximadamente la mitad del genoma humano
estd compuesto por transposones, con una porcion significativa de ellos siendo
retrotransposones L1y Alu®2.

Mucho de lo que hace un transposon depende de dénde se inserta. La insercion de
un transposon dentro de un gen puede dar lugar a una mutacién, como se descubrid
cuando las inserciones de L1 en el gen del factor VIl causaron hemofilia ®. De manera
similar, unos afios mas tarde, los investigadores encontraron L1 en los genes APC de
las células de cancer de colon, pero no en los genes APC de las células sanas de los
mismos individuos. Esto confirma que la L1 se transpone en las células somaticas de
los mamiferos, y que este elemento podria jugar un papel causal en el desarrollo de la
enfermedad ©.
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A diferencia de la L1, la mayoria de los transposones parecen ser silenciosos, es
decir, estos elementos no producen un efecto fenotipico, ni se mueven activamente
por el genoma. Al menos ese ha sido el consenso cientifico general. Algunos
transposones silenciados estdn inactivos porque tienen mutaciones que afectan a su
capacidad de moverse de una ubicacidn cromosdmica a otra; otros estan
perfectamente intactos y son capaces de moverse, pero se mantienen inactivos por
mecanismos de defensa epigenéticos como la metilacidn del ADN, la remodelacién de
la cromatina y los miARNs. En la remodelacién de la cromatina, por ejemplo, las
modificaciones quimicas de las proteinas de la cromatina hacen que ésta quede tan
constreiiida en ciertas dreas del genoma que los genes y los transposones de esas
areas se silencian porque las enzimas de transcripcion simplemente no pueden
acceder a ellas ©2.

Otro ejemplo de silenciamiento de transposén se refiere a las plantas del género
Arabidopsis. Los investigadores que estudian estas plantas han descubierto que
contienen mas de 20 secuencias diferentes de transposones mutantes (un tipo de
transposon identificado en el maiz). En las plantas silvestres, estas secuencias son
metiladas o silenciadas. Sin embargo, en las plantas que tienen un defecto de una de
las enzimas responsables de la metilacion, estos transposones se transcriben. Ademas,
se han explorado varios fenotipos mutantes diferentes en las plantas con deficiencia
de metilacidn, y estos fenotipos se han vinculado a las inserciones de transposones 8,

Basandose en estudios como éstos, los cientificos saben que algunos transposones
estdn silenciados epigenéticamente. Sin embargo, en los dUltimos afos, los
investigadores han comenzado a preguntarse si ciertos transposones podrian tener
ellos mismos un papel en el silenciamiento epigenético .

Los transposones pueden codificar siARNs que median su propio silenciamiento.
Debido a que el movimiento de transposones puede ser destructivo, no es
sorprendente que la mayoria de las secuencias de transposones en el genoma humano
sean silenciosas, permitiendo asi que el genoma permanezca relativamente estable, a
pesar de la prevalencia de los transposones. De hecho, los investigadores piensan que
del 17% del genoma humano que esta codificado por secuencias relacionadas con L1,
sélo quedan unos 100 elementos L1 activos. Ademas, estos pocos transposones activos
estan inhibidos de saltar por una variedad de mecanismos que van mas alld del
silenciamiento epigenético.

Los transposones no siempre son destructivos ni tienen efectos perjudiciales. De
hecho, los transposones pueden impulsar la evolucién de los genomas facilitando la
translocacién de las secuencias gendmicas, el barajado de exones (los elementos
transponibles no siempre se expresan perfectamente, dando lugar a la yuxtaposicion
de dos exones previamente no relacionados, generalmente por transposicién, creando
asi nuevos productos genéticos) y la reparacion de roturas de doble cadena. Las
inserciones y la transposicion también pueden alterar las regiones reguladoras de los
genes y los fenotipos. La capacidad de los transposones de aumentar la diversidad
genética, junto con la capacidad del genoma de inhibir la mayor parte de la actividad
de transposones, da lugar a un equilibrio que hace que los elementos transponibles
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sean una parte importante de la evolucidon y la regulacion genética en todos los
organismos que llevan estas secuencias °2.

5.2.3. Integrones

Algunos plasmidos y transposones poseen elementos génicos denominados
integrones que les permiten capturar varios genes exdgenos determinando la
aparicion de una resistencia a varios antibidticos (resistencia multiple) 7°. A diferencia
de los transposones, los integrones no estdn rodeados por secuencias repetidas,
ademas no incluyen ningun gen que codifique las proteinas que catalizan su
movimiento 1. Los integrones no son mdviles por si mismos, ya que su integrasa no
puede extraer su propio gen de un cromosoma. Depende de la vinculacion con las
transposasas o recombinasas para la movilidad inter cromosémica.

Los integrones son elementos genéticos que permiten la captura y expresion
eficiente de genes exdgenos. Se dan en todos los entornos, son capaces de moverse
entre especies y linajes y tienen acceso a un gran conjunto de nuevos genes cuyas
funciones estan aun por determinar (Véase Figura 7).

El sistema de integrones tiene dos ventajas clave como medio de innovacion
gendmica. En primer lugar, el nuevo material genético se integra en el genoma de la
bacteria en un lugar de recombinacidn especifico (att/) y no perturba los genes
existentes. En segundo lugar, el gen recién integrado se expresa a través del promotor
de integrones (Pc) y esta instantaneamente listo para ser sometido a la seleccién
natural que confiere fenotipos ventajosos.

Los integrones han desempefiado un papel importante en la adquisicion, expresion
y diseminacion de los genes de resistencia a los antibidticos (en particular entre los
patégenos bacterianos Gram negativos). Se han identificado unos 130 grupos de genes
de resistencia diferentes 72.

Integron-integrase gene Gene cassette array
AL | DR O RSy B SRy B
ntl p attl attC attC artC

Pc

Figura 7. La estructura basica del integrén consiste en el gen codificante de la integrasa
(intl), el lugar de recombinacion especifico (attl) y un promotor (Pc) que permite la
expresion de los genes casete insertados en el att/ del integrén. El sitio de
recombinacién del casete genético es el attC 73
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6. EL PROBLEMA DE LAS MICOBACTERIAS MULTIRRESISTENTES

Las micobacterias son agentes de enfermedades infecciosas que han acompafiado
al hombre a lo largo de su historia. M. tuberculosis y Mycobacterium leprae son los
agentes etiolégicos mas frecuentes de las dos enfermedades mas conocidas de este
género. Mas adelante fueron identificadas otras micobacterias, constituyendo el grupo
de las micobacterias atipicas. El hallazgo de estas ultimas estuvo vinculado durante
afios a la colonizacidn transitoria o contaminacion de la muestra clinica, pero fue a
partir de 1950 cuando se les asigné un papel en determinadas patologias 7*.

Hasta finales del siglo XVIII, la tuberculosis era casi una sentencia de muerte para
los pacientes diagnosticados de esta enfermedad. El descubrimiento de M.
tuberculosis como agente causal por el Dr. Robert Koch en 1882, seguido por el
movimiento de los sanatorios en Europa y los Estados Unidos, comenzé a traer
mejores tratamientos para la tuberculosis. Sin embargo, fue el posterior
descubrimiento de los antibidticos lo que provocéd una verdadera revolucion,
disminuyendo la incidencia de la tuberculosis en todo el mundo.

En la década de 1960, se pensaba que la tuberculosis ya no era un problema de
salud publica y que pronto seria erradicada. Sin embargo, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) declaré en 1993 la tuberculosis como una emergencia sanitaria mundial
y es considerada como la segunda causa de muerte por enfermedad infecciosa,
después del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 7.

La infeccidn por M. tuberculosis es tratable y potencialmente curable con una
rapida identificacién de la resistencia y con una pauta de tratamiento adecuada. Segun
informes de la OMS, un tercio de la poblacién mundial estd infectada con M.
tuberculosis y aproximadamente el 10% desarrollara la enfermedad a lo largo de su
vida. Ademas, en 2012 se produjeron 1,3 millones de muertes. Una de las principales
causas fue el desarrollo de resistencias a los antibidticos. Las mayores cifras de
resistencia fueron halladas en Europa del este y Asia central. Las causas de la
propagacion de las cepas multirresistentes engloban el tratamiento cadtico que habia
en los afos 80, donde muchos paises no utilizaban protocolos estandarizados y
ademas la adherencia era escasa. También ha supuesto un problema creciente en
Sudafrica, en el que la alta prevalencia del VIH ha propiciado el aumento de la
propagacion y letalidad de las cepas de M. tuberculosis multirresistentes 4.

Ademas de su capacidad innata para sobrevivir a los mecanismos de defensa del
huésped, la resistencia a la mayoria de los agentes antimicrobianos disponibles
actualmente hace que las opciones terapéuticas para el tratamiento de la tuberculosis
sean muy limitadas. El uso descuidado de los antibidticos ha creado una presién
selectiva que impulsa una rdpida evolucién de M. tuberculosis, a través de la
acumulacién secuencial de mutaciones de resistencia, pasando de monofarmaco
resistente a multifarmaco resistente (MDR), la cual es definida como aquella que
presenta resistencia a los farmacos isoniazida y rifampicina ’!. Estos casos son
practicamente incurables por farmacos de primera linea. Para poder tratar estas cepas
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es necesario una mayor asociacion de farmacos de segunda linea (como las
fluoroquinolonas, aminoglicésidos, etionamida, D-cicloserina y dcido p-amino
salicilico), que son menos eficaces. Las cepas multirresistentes son uno de los objetivos
mas dificiles y urgentes para el control global de la tuberculosis. En 2012, el nimero
global de casos por cepas multirresistentes fue de 450.000, de los que el 4% se dan en
pacientes nuevos y el 20% en los pacientes conocidos que ya han sido tratados
previamente. Europa, sudeste asiatico y Africa son las regiones con el mayor nimero
de multirresistencia, llegando al 50% del numero global de casos. El numero de
muertes ese afio 2012 fue de 170.000 personas. Es importantisimo el descubrimiento
de nuevos farmacos eficaces para poder hacer frente a las resistencias, y el primer
paso para ello llego con la introduccién de la bedaquilina para el tratamiento de M.
tuberculosis multirresistente 74.

Una desafortunada consecuencia en el tratamiento de la tuberculosis debido a
cepas multirresistentes es que estos medicamentos también han generado resistencia,
produciendo la aparicidon de casos de M. tuberculosis con resistencia extrema (TB-
XDR), un término definido en el 2006 como aquellos casos de tuberculosis que son
resistentes a isoniazida y rifampicina, a una fluoroquinolona y un aminoglucdsido
inyectable 7. Los primeros casos de esta bacteria fueron descubiertos en 2006, y para
2012, 96 paises habian notificado resistencias 7°. Entre los grupos mas afectados por
las cepas de TB-MDR estan los coinfectados con VIH y los privados de libertad, en los
que la incidencia llega al 5,6% 1. La unica forma de disminuir el nimero de pacientes
de resistencia extrema es el tratamiento adecuado para los pacientes infectados por la
bacteria multirresistente 74,

Esto se convierte en una situacidon preocupante, debido a la complejidad para
hacer los diagndsticos oportunos, por los riesgos de transmisién, lo complejo vy
prolongado del tratamiento y el impacto econdmico que puede tener esta enfermedad
en el sistema de salud de un pais. Las infecciones con cepas de tuberculosis XDR son
incurables por los actuales farmacos antituberculosos, lo que amenaza con hacer que
la tuberculosis vuelva a ser una enfermedad intratable si no se dispone pronto de
nuevas opciones terapéuticas ’*.

En cuanto a los mecanismos de resistencia, no se ha observado la existencia de
transferencia horizontal de genes. La resistencia clinica a los medicamentos
antituberculosos ocurre en gran parte como resultado de la seleccion de mutantes
resistentes durante la falta de adherencia del paciente al tratamiento, inapropiados
seguimientos y prescripcion médica, dosis subdptimas de farmacos y dificultad de
acceso a los servicios de salud y al tratamiento. La transmisidon comunitaria también ha
ayudado a la propagacién de las resistencias. Por ultimo, las infecciones nosocomiales
en hospitales grandes y concurridos constituyen un mecanismo transmisor importante
de la epidemia, sobre todo en los coinfectados con el VIH. Dentro de las propiedades
de las micobacterias, se incluyen factores que se han relacionado con resistencia
constitutiva y resistencia adquirida a medicamentos antituberculosos.
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Resistencia constitutiva

Permeabilidad reducida de la pared celular micobacteriana: La pared contiene gran
cantidad de lipidos, proteinas y polisacdridos que le confieren una caracteristica
hidréfoba con permeabilidad restringida para un gran nimero de compuestos
antibacterianos. Los antibidticos hidrofdbicos pueden ingresar en la célula por
difusidon a través de la bicapa, mientras que los antibidticos hidrofilicos que no
pueden difundir a través de la pared celular utilizan canales como las porinas
(OmpATb)7>.

Modificacién y degradacién enzimdtica de medicamentos: utilizan una serie de
estrategias para superar las propiedades téxicas de los antibidticos (modificacion
de medicamentos a través de kinasas, acetiltransferasas, adeniltransferasas,
glicosiltransferasas y ADP-ribosiltransferasas) 6. La modificacion enzimatica se
debe principalmente al ARNr. Este es el caso de los macrdlidos, lincosamidas,
capreomicina, viomicinay beta-lactdmicos 7.

Bombas de expulsién: son proteinas transportadoras localizadas en la membrana
citoplasmatica de todos los tipos de células y actian como transportadores activos.
Probablemente su papel fisiolégico, es proteger a la célula contra moléculas
toxicas, incluyendo antibidticos clinicamente importantes. Esta caracteristica
reduce la concentracion intracelular de los antibidticos a niveles sub inhibitorios y
se piensa que de esa manera promueven la emergencia de farmaco resistencia. Se
ha sugerido que dichos sistemas confieren resistencia de bajo nivel a multiples
medicamentos, mejoran su tolerancia y potencian la adquisiciéon y acumulacién de
mutaciones cromosdémicas que confieren altos niveles de resistencia 2.

Resistencia adquirida

A través de la adquisicién de genes exdgenos, plasmidos, transposones, integrones y

bacteriéfagos. Por lo tanto, la resistencia a medicamentos antituberculosos se debe
principalmente a alteraciones en genes que codifican blanco de antibidticos, en
productos genéticos involucrados en la activacion de profarmacos o regiones
reguladoras 7°.

Sin embargo, se han realizado numerosos estudios para describir los mecanismos

genéticos de resistencia en M. tuberculosis, en los cuales se ha observado que la
acumulacién de mutaciones en diferentes loci de genes especificos da origen a los
fenotipos resistentes MDR y XDR (véase Tabla 2).
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Tabla 2. Genes asociados con resistencia a medicamentos anti-tuberculosos &°.

El ensayo de diagndstico molecular de primera linea para la deteccion de la
resistencia a los farmacos es el Cepheid Xpert MTB/RIF (GeneXpert), que detecta la
presencia de bacilos de Mycobacterium tuberculosis (MTB) y su resistencia a la
rifampicina &L. Identifica rapidamente a los pacientes candidatos para el tratamiento
de tuberculosis multirresistente. Las versiones actuales detectan colectivamente la
resistencia a la isoniazida, la rifampicina, las fluoroquinolonas y los agentes inyectables
de segunda linea. Un desafio adicional es el diagndstico erréneo de la infeccidn por
micobacterias no tuberculosas (NTM), diagnosticdndolas como tuberculosas,
particularmente en pacientes con historial de tuberculosis previa y otras condiciones
pulmonares crénicas. Ademas, los signos y sintomas clinicos de la infeccion por NTM
son clinica y radiolégicamente indistinguibles de la infeccién tuberculosa, lo que
subraya la necesidad de un diagndstico fiable de base molecular que detecte
rapidamente la resistencia al firmaco e iniciar un tratamiento personalizado 8.

Por otro lado, el Gold Standard actual necesita varias semanas o meses para dar el
resultado, debido a la lenta velocidad de crecimiento de la tuberculosis in vitro, y por
ello, el tratamiento es a menudo empirico. Provoca, ademas, la prescripcion excesiva
de medicamentos con efectos adversos (como la pérdida irreversible de la audicidn, la
toxicidad renal y la hepatotoxicidad) .
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7. ALTERNATIVAS PARA COMBATIR LA TUBERCULOSIS MULTIRRESISTENTE

El tratamiento antibidtico de la tuberculosis activa requiere 6 meses de terapia
combinada con los medicamentos de primera linea (isoniazida, rifampicina, etambutol
y pirazinamida). El tratamiento inadecuado genera cepas MDR (M. tuberculosis
resistentes al menos a isoniazida y rifampicina) asi como cepas XDR 84,

La tuberculosis es una piedra angular en el desafio mundial de la resistencia a los
antibioticos. El descubrimiento de un nuevo tratamiento, en solo seis afios reduciria las
muertes por tuberculosis a 34.000 cada aino, mientras que la introduccion de sélo una
nueva técnica de diagndstico estaria salvando 52. 000 vidas. Esto representa una
disminucion de las muertes por tuberculosis debida a cepas multirresistente del 18% y
el 29% respectivamente.

Los resultados mostraron que el impacto combinado de la introduccién de una
nueva técnica diagnodstica y un nuevo régimen de tratamiento salvaria 100. 000 vidas
anuales después de seis afios, reduciendo las tasas de mortalidad en un 56% con
respecto a su tendencia actual.

En una década, se salvarian 770. 000 vidas, lo que subraya lo importante que
podria ser un gran avance en la llegada de nuevos tratamientos y diagndsticos para la
tuberculosis (véase Figura 8).

El desarrollo de mejores técnicas de diagnosticoy
tratamiento para la tuberculosis podria salvar
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Figura 8. El desarrollo de mejores técnicas de diagndstico y tratamiento para la
tuberculosis salvaria numerosas vidas®.
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7.1. Clofazimina

Los antibidticos que se utilizan actualmente para el tratamiento de la tuberculosis
farmacorresistente suelen ser mal tolerados y no son suficientemente eficaces, con
tasas de curacién que oscilan entre el 36% y el 50% %. Dado que las opciones
terapéuticas son todavia limitadas, la principal estrategia para el tratamiento de la
tuberculosis resistente a los medicamentos consiste en reposicionar los agentes
antimicrobianos existentes. La clofazimina (CFZ) es uno de esos farmacos que
recientemente ha ganado interés. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), incluyé
este farmaco como agente de categoria C en el tratamiento de la tuberculosis
multirresistente y de resistencia extendida 2°.

La CFZ es una riminofenazina hidrofdbica que se sintetizé en 1957 por Barry et al
como un antibidtico antituberculoso, pero la monoterapia no tuvo éxito en los
primates y los humanos, por lo que el fadrmaco fue olvidado durante décadas. En 1981
la OMS lo recomendd para el tratamiento de la lepra en combinacion con la
rifampicina y la dapsona. Su interés en el tratamiento de la tuberculosis ha aumentado
recientemente después del estudio realizado por Van Deun y otros, mostrando que un
régimen que contenia CFZ y otros medicamentos (incluidas fluoroquinolonas a altas
dosis), era muy eficaz contra la tuberculosis multirresistente y podia disminuir la
duracién del tratamiento en los casos dificiles de tratar 8.

El nucleo de fenazina es la estructura principal de la CFZ, con sustitutos de fenilo y
un grupo R-imino (véase Figura 9). El grupo R-imino tiene caracteristicas estructurales
clave para la actividad antimicrobiana. Aunque los mecanismos de accidn todavia no se
comprenden del todo, se ha sugerido que la membrana exterior es su principal lugar
de accidén, y la cadena respiratoria y los transportadores de iones son las posibles
dianas. El farmaco CFZ, por tanto, actua inhibiendo estos objetivos &’.
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Figura 9. Estructura quimica de la clofazimina 8.

En cuanto a su espectro de actividad se ha visto que es eficaz tanto in vitro como in
vivo contra cepas MDR y XDR, adquiriendo muy baja tasa de resistencia a la CFZ entre
los aislados de M. tuberculosis. Se ha utilizado en el tratamiento contra la lepra, en el
control de la bacteriemia en pacientes coinfectados con VIH-MAC (Mycobacterium
avium complex) ®°, para el tratamiento sintomatico en la infeccién por MAC, puede
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utilizarse también en las infecciones micobacterianas no tuberculosas y en pacientes
que son VIH positivos y ya coinfectados con Mycobacterium ulcerans °°.

El uso de la CFZ en pacientes con tuberculosis farmacorresistente se asocié con
eventos adversos, el mas comun de los cuales fue la decoloracidon de la piel y las
membranas mucosas. Debido a la falta de regimenes estandarizados de CFZ para el
tratamiento de la tuberculosis resistente a los medicamentos, se evaluaron diferentes
dosis diarias, que oscilaban entre 50 y 100 mg, y pocas alcanzaban los 300 mg. Se
realizaron varios estudios en los que los pacientes fueron asignados al azar a los grupos
de terapia y control de la CFZ. La conversion negativa del cultivo de esputo y el cierre
de la cavidad se produjo antes en la terapia de la CFZ que en el grupo de control.
Ademas, la tasa de éxito del tratamiento en los pacientes que recibieron CFZ fue
mayor (aproximadamente el 75%) que en los controles 84,

Chu et al. realizaron otro ensayo clinico aleatorizado y evaluaron el régimen de
tratamiento de 189 pacientes infectados con M. tuberculosis aislados en 18 hospitales
(140 casos de MDR-TB y 49 XDRTB). Los resultados mostraron que las tasas de curacién
en los regimenes que incluian o excluian la CFZ eran del 67% vy 48,5%,
respectivamente, por lo que los regimenes que incluian la CFZ tenian un mejor
resultado. La mayoria de los pacientes toleraban la CFZ, y el uso a largo plazo tenia una
buena seguridad °%. En otro estudio realizado por Dalcolmo et al. en Brasil sobre la
eficacia y la seguridad de la CFZ en la MDR-TB, indicaron que el farmaco es eficaz,
seguro y, no aumenta la frecuencia de la resistencia a la CFZ %2

Segun los estudios realizados para averiguar si el uso de CFZ era efectivo en
aquellos pacientes coinfectados con lepra y tuberculosis, se vio que la CFZ puede
utilizarse sola o combinada con otros farmacos antimicrobianos para pacientes de
lepra coinfectados con MDR-TB o XDR-TB. También puede emplearse en pacientes que
tienen infeccidn por micobacterias no tuberculosas®.

El camino para encontrar nuevos antibidticos es largo y costoso. Cuesta entre 800
millones y 1 billon de délares comercializar un nuevo medicamento, y necesita mas de
10 afios para aplicarse en clinica. Es por ello necesario buscar otras alternativas 2.

7.2. Nanoparticulas de metal

Se conocen metales con propiedades antimicrobianas, por lo que una de las
alternativas puede ser el desarrollo de nanoparticulas de metal como terapia
antimicrobiana. Los antimicrobianos que contienen plata producen estrés en las
células bacterianas y el galio puede resultar eficaz porque interfiere en la ruta
metabdlica interrumpiendo el intercambio de iones metdlicos, que afectan a la
formacién del biofilm en la P. aeruginosa. Hay ensayos clinicos para probar la eficacia
del galio en los pacientes con fibrosis quistica. De todas formas, una de las limitaciones
de las nanoparticulas de metales es su toxicidad y el estrecho margen terapéutico 3.
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7.3. Bacterias disefiadas mediante ingenieria genética

Otra de las alternativas es la creacién de una bacteria mediante ingenieria genética
para la eliminacién de la bacteria patoldgica. Hwang ha disefiado una E. coli mediante
ingenieria genética capaz de secretar péptidos antimicrobianos como respuesta a las
moléculas Quorum Sensing de P. aeruginosa, con la capacidad de degradar el biofilm
creado por ésta °*,

7.4. Péptidos antimicrobianos

El uso de péptidos antimicrobianos es una tercera alternativa. El pexiganan es un
péptido natural presente en la piel de Xenopus laevis (una rana africana), que es capaz
de destruir tanto bacterias Gram positivas como Gram negativas °. Por ello se
encuentra en fase lll de ensayo clinico para las Ulceras diabéticas.

7.5. Fagoterapia

En algunos paises como Georgia, la terapia mediante fagos se ha utilizado durante
muchos afios. Los bacteridfagos son virus que se aislan de una muestra ambiental y no
ejercen efectos adversos en las personas. Los resultados de los estudios publicados
anteriormente revelaron que la fagoterapia podria ser muy eficaz contra diferentes
bacterias patdgenas como P. aeruginosa, A. baumannii, S. aureus y E. coli °°. Sin
embargo, hay estudios y datos limitados sobre el papel de la fagoterapia en el
tratamiento de las infecciones por micobacterias MDR y XDR.

Entre las principales ventajas de la fagoterapia destaca que los fagos no pueden
infectar las células humanas y se replican sélo en la bacteria objetivo. La
administracion de los fagos es facil y su concentracién aumenta en el lugar de la
infeccion donde lisa el patégeno; por lo tanto, se requieren muy pocas dosis. Para ello,
el fago seleccionado debe ser altamente virulento contra M. tuberculosis y no debe
desencadenar una respuesta inmunolégica, limitando sus efectos al lugar de la
infeccion 7.

Entre las limitaciones destaca que es muy dificil identificar un fago con
caracteristicas terapéuticas y demostrar que es especifico de una cepa bacteriana
determinada. La aparicién y el desarrollo de la resistencia bacteriana contra los fagos
es tedricamente posible, al igual que es posible que los fagos lisogénicos integren su
ADN en el genoma de la bacteria y transfieran horizontalmente genes resistentes a la
bacteria; por lo tanto, pueden desarrollarse nuevas bacterias resistentes. La
formulacidn y estabilizacidon de los preparados farmacéuticos de los fagos es dificil y
presenta varios problemas. Es posible que el sistema inmunolégico conduzca a la
reduccidn de la actividad de los fagos en la condicién in vivo %,
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Normalmente, el transporte de los fagos dentro de los patdgenos intracelulares
requiere un sistema de entrega como las micobacterias no virulentas (Mycobacterium
smegmatis) o los liposomas (véase Figura 10). M. smegmatis desempefia varias
funciones: actla como portador para entregar fagos al patdgeno intracelular, puede
actuar como huésped y conducir a la alta proliferacidon del bacteridfago y también es
un entorno apropiado para la actividad de los bacteriéfagos *°.
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Figura 10. Pasos necesarios en la lisis de M. tuberculosis mediada por fagos usando M.
smegmatis 1,

7.6. Medicina tradicional china

La regulacion de las respuestas inmunitarias del huésped mediante agentes
inmunoadyuvantes puede aumentar la eficacia del tratamiento antimicrobiano contra
la micobacteriosis. Su uso clinico se sigue asociando a ciertos dilemas graves, como el
alto coste y los efectos secundarios. Ademds, la mayoria de los farmacos
inmunoadyuvantes suelen mostrar una eficacia modesta en la potenciacion de los
mecanismos de defensa del huésped contra las micobacterias, en parte debido a la
induccidn de citoquinas desactivadoras de los macréfagos y de la prostaglandina E201,
Asi pues, para la terapia inmunoldgica contra las infecciones micobacterianas, puede
ser favorable el uso de hierbas medicinales tradicionales chinas que potencian la
inmunidad del huésped de manera suave y constante y que pueden ser prescritas a los
pacientes a un coste relativamente bajo.

Se cree que las hierbas medicinales ejercen un doble efecto sobre el sistema
inmunolégico del huésped: por un lado, la elevacion de la inmunidad innata vy
adquirida a través de la expansidn de los macréfagos M1 y los linfocitos Thl vy, por otro
lado, la inmunorregulacion que conduce a la reduccién del dano tisular debido al
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exceso de manifestaciéon de la inmunidad celular a través de la expansién de los
macrofagos M2 vy los linfocitos Th2 y Treg 102,

Un estudio reciente de Jiang et al. utilizé un metaandlisis para evaluar la eficacia de
un régimen terapéutico basado en hierbas medicinales como terapia concomitante
contra la tuberculosis multirresistente (MDR-TB). El estudio, que comprendia 1823
pacientes, mostrd que las hierbas medicinales chinas que se administraban a los
pacientes de tuberculosis con terapia antimicrobiana daban lugar a un éxito superior
del tratamiento (odds ratio = 1,33, p < 0,001) y a una mejora radioldgica (odds ratio =
1,32, p < 0,001) con una baja incidencia de efectos adversos de los farmacos
antituberculosos y una tasa de recaida similar a la de los pacientes de control que
recibian solo terapia antituberculosa. Observaron el favorable efecto de las hierbas
medicinales chinas sobre la tasa de resorcion de lesiones pulmonares, la tasa de cierre
de cavidades y la tasa de recaida 13,

7.7. Terapia dirigida por el huésped

Esta alternativa ha cobrado un interés considerable, ya que permitiria optimizar el
tratamiento de la tuberculosis acortando la duracion del tratamiento, reduciendo el
numero de agentes antituberculosos necesarios en el tratamiento combinado,
evitando la aparicién y mejorando el tratamiento de la tuberculosis resistente a los
medicamentos, y preservando la funcidon pulmonar al evitar dafios extensos en los
tejidos 104,

Conferir resistencia es una tarea dificil en este caso, ya que M. tuberculosis
necesitaria evitar los mecanismos de defensa del huésped, hacerse menos
dependiente de los factores del huésped para la replicacién y la supervivencia, o hacer
extensos cambios mutacionales. Dado que estas moléculas modulan principalmente
las funciones de las células huéspedes y pueden administrarse junto con otros agentes
antituberculosos, parece ser una estrategia prometedora tanto para evitar la apariciéon
de resistencia a los medicamentos antituberculosos como para, en el caso de las cepas
de M.tuberculosis MDR y XDR preexistente, abordar estos obstaculos 1%,

La neutralizacién del TNF (juega un papel clave en la formacién y mantenimiento
de los granulomas) mediante un inhibidor como el etanercept, es de gran interés ya
gue provoca la alteracion de la integridad del granuloma, lo que a su vez aumenta la
respuesta a los medicamentos contra la tuberculosis y reduce la patologia pulmonar. A
su vez, la administraciéon del anticuerpo anti-VEGF, bevacizumab, promueve la
normalizacion vascular y reduce las fracciones hipdxicas facilitando una mejor
penetracion y eficacia de los actuales farmacos antituberculosos 1%.

Debido al hecho de que el equilibrio entre las respuestas pro y antiinflamatorias
del huésped es critico tanto para el control de las micobacterias como para la patologia
pulmonar, la focalizacién de la respuesta inflamatoria a través de este método
constituye otra estrategia interesante. El equilibrio inflamatorio del huésped estd
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influido por un lado por el nivel de lipoxina A4 (LXA4), que es clave en el control de la
progresién de la tuberculosis y por otro por el leucotrieno B4 (LTB4), que causa
hiperinflamaciéon y aumenta la gravedad de la enfermedad. Por consiguiente, atenuar
las respuestas inflamatorias excesivas del huésped podria ser beneficioso durante el
tratamiento y podria mejorar el resultado de la enfermedad 1,

7.8. Prevencidn y vacunacion

La prevencién de infecciones es muy importante como estrategia. Cuanta menos
gente se infecte, menos antibidticos seran necesarios y en consecuencia menos
resistencias apareceran. El acceso a agua limpia y un sistema sanitario efectivo limitan
la propagacion de infecciones. Los profesionales de la salud deben realizar una
correcta higiene de manos, asi como del instrumental y entorno. Deben prescribir
antibidticos Unicamente cuando sean necesarios, asi como informar a los pacientes
sobre cdmo tomarlos y los peligros de su mal uso. También es importante que
notifiquen las resistencias a los equipos de vigilancia.

Dentro de las medidas preventivas también se encuentran las vacunas que, entre
sus multiples ventajas, destaca la capacidad de producir inmunidad de rebafio
haciendo que disminuya la transmisién del patégeno 2. Como ejemplo, destaca la PVC
(vacuna neumocécica conjugada) que durante el afio 2001 en los EE. UU. se administré
a los nifios, produciendo un descenso en las infecciones por neumococo, incluidos las
infecciones por bacterias resistentes. Los casos de resistencia a penicilina
descendieron en un 81%. Esto demuestra la importancia de la inmunidad de rebafio en
las infecciones bacterianas, ya que lleva a un descenso del 50% en el nimero de casos
por bacterias resistentes a penicilina. Algo parecido ocurrié en 1990 con la vacuna
conjugada del H. influenzae B (Hib), que produjo un descenso importante en las cepas
resistentes'®’. Pero para que las vacunas sean una alternativa a este problema deben
mejorarse a medida que vayan apareciendo cepas nuevas. Es decir, la vacuna
antineumocdcica introducida en 2001 era capaz de proteger ante 7 serotipos, lo que
produjo un aumento en el resto de los serotipos. Esto ha hecho que sea necesario la
modificacion de la PVC, que cubre ahora otros 6 serotipos y ofrece mayor proteccién 2.

La vacuna BCG (basada en una forma viva atenuada de Mpycobacterium bovis
aislada de las vacas) continua siendo la Unica vacuna autorizada contra la tuberculosis.
En enero de 2021 se publicé un trabajo revolucionario dirigido por el investigador
Carlos Martin de la Universidad de Zaragoza, donde se compard la proteccidén de la
vacuna MTBVAC con la actual vacuna BCG en un modelo de tuberculosis respiratoria
en macacos Rhesus. MTBVAC es un producto biotecnolégico que se construyd a partir
de una cepa clinica de M. tuberculosis perteneciente al linaje 4 (patron de distribucion
mundial) aislada de un paciente tuberculoso. Mediante ingenieria genética se
eliminaron los genes responsables de la virulencia de esta cepa, obteniendo asi una

bacteria viva, incapaz de causar la enfermedad, pero si de estimular el sistema inmune
108
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La vacunacién con MTBVAC (administrada en una sola dosis por via intradérmica)
demostré mediante TC y anatomia patoldgica una proteccion significativamente mejor
a la exposicion por aerosol de M. tuberculosis cuando se compard con la vacuna BCG
(administrada en las mismas condiciones de la anterior). El MTBVAC contiene todos los
antigenos presentes en M. tuberculosis, incluidos los de la regién RD1, que estan
ausentes de BCG y se han asociado con una mejor proteccién en modelos animales.
MTBVAC construido a partir de una cepa clinica perteneciente al linaje 4, protege
también frente a los diferentes linajes de M. tuberculosis, 1o que permite anticipar una
buena proteccién de MTBVAC frente a las principales cepas de M. tuberculosis
circulantes a nivel mundial (véase Figura 11) 1%
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Figura 11. Diferencias entre MTBVAC y BCG 11°,

La seguridad e inmunogenicidad del MTBVAC se demostré con estudios en fase la
en adultos en Suiza''! y fase Ib en bebés en Sudafrical’?> donde demostré que el
MTBVAC es tan seguro como la BCG y mas inmunogénico. Actualmente se estdn
desarrollando en Sudafrica los estudios en fase lla en adultos infectados y no
infectados con tuberculosis y en recién nacidos!*3 para seleccionar la dosis a estudiar,
su seguridad y e inmunogenicidad en un mayor nimero de participantes. El macaco
Rhesus ofrece un modelo riguroso, en el que sélo una nueva vacuna contra la
tuberculosis ha proporcionado una proteccion significativamente superior en
comparacion con la BCG administrada por via intradérmica. En conjunto, estos datos
apoyan el desarrollo de MTBVAC como una vacuna profilactica mas eficaz contra la
tuberculosis 10,

Dado que también se utilizan antibidticos en pacientes con infecciones virales con
el objetivo de evitar una sobreinfeccién bacteriana, el desarrollo de nuevas vacunas
capaces de disminuir muchas infecciones no haria necesaria la administracion de
tantos antibidticos. Por ejemplo, los escasos datos disponibles hasta la fecha muestran
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que algunos pacientes con coronavirus (1% a 10%) contraen infecciones bacterianas
secundarias 14,

Hay circunstancias en las que es necesario el uso de antibiéticos en agricultura,
para mantener el bienestar de los animales o de la comida. Pero es para prevenir
infecciones y fomentar la ganancia de peso para lo que la mayoria de los antibidticos
se utilizan en este sector. El sector agricola debe vacunar a los animales y utilizar
alternativas a los antibidticos siempre que las haya, asi como garantizar la calidad del
producto durante toda su produccién, sin olvidarse de mejorar la higiene y el bienestar
de los animales. En el caso de ser necesario administrar antibiéticos a los animales, se
realizard Unicamente bajo supervisién veterinaria, y siempre que sea posible se
deberdn evitar antibidticos de ultima linea para humanos 4.

7.9. Investigacion y desarrollo

De igual forma es imprescindible el diagndstico rapido, mediante el estudio de las
especies bacterianas que causan la enfermedad, lo que hard que disminuya la
administracién empirica de antibidticos 2.

Existe un problema entre la oferta y la demanda que debe solucionarse. Por un
lado, la oferta de medicamentos en los Ultimos afios es insuficiente. Por otro, la
demanda de los antimicrobianos esta muy mal gestionada, principalmente la de los
antibidticos, que son empleados en personas y animales que no los necesitan, dejando
a los que verdaderamente los necesitan sin acceso a ellos.

Para fomentar la investigacién de nuevos antibidticos, resulta imprescindible el
reconocimiento de las personas que se dedican a las enfermedades infecciosas. En EE.
UU., éstos son los médicos peor pagados entre 25 especialidades médicas. No solo hay
una gran diferencia econémica, también es muy diferente el prestigio de las personas
gue se dedican a éste area. Ademas, las companfias farmacéuticas tampoco invierten
en la investigacion de nuevos antibidticos, a pesar de la gran necesidad. La falsa
percepcion de que las infecciones forman parte del pasado, ha hecho que haya un
reajuste de prioridades (excepto para las investigaciones del VIH). Con lo que nadie
contaba era con el impacto de las zoonosis y el aumento de la propagacion de
infecciones en un mundo en el que los desplazamientos forman parte del dia a dia.
Todo esto ha llevado a las empresas farmacéuticas a dejar de lado el estudio sobre
nuevos antibidticos, para dedicarse a otras areas, no por ser mas faciles, sino por un
rendimiento comercial mas elevado. En la oncologia por ejemplo a partir de 2010, el
numero de farmacos comercializados duplicé el del afio 2000. Por el contrario, a partir
de 1980 el niumero de antibidticos comercializados ha ido disminuyendo, hasta que en
el periodo entre 2008-2012 solo hubo dos farmacos aprobados por la FDA 4.

De los 38 billones de ddlares invertidos en |1+D farmacéutico entre 2003-2013, solo
1.8 billones de délares fueron destinados para la investigacion de nuevos antibidticos.
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El NIH (Instituto Nacional de Salud de EE. UU.) entre 2009-2014, solo destind el 1,2%
de todo su fondo para dicho propésito, comparado con el 18,6% que fue destinado a la
investigacion del cancer. Esta pérdida de interés e inversién por compafiias y gobiernos
ha contribuido a disminuir el prestigio y atractivo de este campo %°.

No obstante, hay dos programas especificos que apoyan la investigacién de nuevos
antibidticos como son la Agencia Biomédica de Investigacion y Desarrollo (BARDA),
junto con la Iniciativa Europea para la Innovacion en Medicina (IMI), que ofrecen el
20% del apoyo financiero de todos los antibidticos que se estan investigando
actualmente, y la mitad de ellos destinados especificamente para investigacion en
bacterias Gram negativas 8. Es importante por tanto el apoyo de distintos fondos
para combatir esta amenaza. Para ello en febrero de 2015 se cred el Fondo Fleming
gue ha contribuido con 375 millones de ddlares destinado a mejorar la situacién de las
bacterias multirresistentes en los paises mas desfavorecidos. El gobierno chino y el del
Reino Unido también han contribuido con 50 millones de ddlares para el Fondo de
Innovacion Global. Invertir en diferentes fondos hoy, puede disminuir el elevado coste
que supondra el crecimiento de las resistencias en el futuro. Al fin y al cabo, los
gobiernos deberdn antes o después lidiar con el coste que generan las bacterias
multirresistentes. La respuesta mas eficaz y coste efectiva es sin duda anticiparse a la
amenaza. Pero, resulta mas facil actuar frente a amenazas visibles en vez de aquellas a
largo plazo “.

En definitiva, es necesario a su vez un cambio de actuacion en todos los sectores.
Por un lado, la poblacién general debe tomar las medidas de prevencidén basicas, como
la correcta higiene de manos, evitar el contacto cercano con enfermos, adoptar las
medidas de proteccidn precisas en las relaciones sexuales, mantener la vacunacién al
dia y garantizar la inocuidad de los alimentos (limpieza, separar los alimentos crudos
de los cocinados, cocinar los alimentos completamente, mantener los alimentos a
temperaturas seguras). Asi mismo se aconseja el consumo de alimentos para los que
no se han utilizado antibidticos que estimulen el crecimiento. Los antibidticos se
tomaran Unicamente cuando los prescriba un profesional sanitario cualificado, y
siguiendo siempre las instrucciones dadas para su correcto uso “.
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8. CONCLUSION

La resistencia a los antibidticos no es un fendmeno nuevo, las bacterias siempre
han sido capaces de adaptarse y desarrollar mecanismos de resistencia a los
antibidticos. Pero esta situacién se ha vuelto aun mas critica con la disminucién de
farmacos eficaces y la falta de nuevas moléculas. En consecuencia, las publicaciones de
diversos autores previamente citados en este trabajo tratan de alertarnos sobre la
necesidad de reaccionar.

Afortunadamente, todavia hay muchas cosas que podemos hacer para remediar el
problema. En primer lugar, debemos adquirir un mejor conocimiento tanto de los
mecanismos de accion de los agentes antimicrobianos como de los mecanismos de
resistencia de los microorganismos.

En segundo lugar, necesitamos nuevas técnicas para el diagndstico rapido de la
infeccion bacteriana y mejores esquemas de vigilancia de las resistencias.

En tercer lugar, ésta es una batalla conjunta y es necesario que los paises de todo
el mundo se unan para implementar regulaciones estrictas en la administracion de
antibioticos en los sectores médico y agricola. De igual forma, son necesarios fondos
suficientes y el apoyo de las empresas farmacéuticas, gobiernos y el mundo académico
para promover la investigacién y el desarrollo de nuevos antimicrobianos, porque
necesitamos nuevas moléculas con nuevas estructuras quimicas. Mientras tanto, es
importante explorar estrategias alternativas como la fagoterapia, los péptidos
antimicrobianos, las vacunas, el uso de la clofazimina, hierbas medicinales, terapia
dirigida por el huésped, bacterias disefiadas por ingenieria genética, nanoparticulas de
metal, etc. ya que ofrecen otra via para detener y prevenir la resistencia a los
medicamentos.

La continua propagacién de la tuberculosis multirresistente es uno de los desafios
mas urgentes y dificiles al que nos enfrentamos. M. tuberculosis al igual que otros
muchos agentes microbianos, ha sobrevivido gracias a una resistencia progresiva a los
antituberculosos mas utilizados. Las mutaciones adquiridas en los genes que codifican
las proteinas han permitido que las bacterias evolucionen rdpidamente hacia la
resistencia a los antibidticos. Uno de los principales motivos que ha acelerado la
adquisicion de resistencia, es el incumplimiento de los regimenes de tratamiento, lo
gue permite la transmisidon continua en las comunidades, junto con la debilidad de los
sistemas médicos.

Aunque los pacientes que albergan cepas de MDR y XDR presentan un gran desafio
para el tratamiento, la identificacién temprana de la resistencia y el uso de un régimen
disefiado adecuadamente, pueden hacer posible la curacidon. Pero como ocurre en
otros microorganismos, una mejor comprension de los mecanismos de resistencia a los
farmacos en M. tuberculosis ayudaria a desarrollar pruebas moleculares mas fiables y
aumentar la eficacia del tratamiento.
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