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RESUMEN

Desde el descubrimiento de la Penicilina, la lucha por encontrar antibiéticos mas
efectivos contra las nuevas cepas bacterianas llega hasta nuestros dias. Este trabajo
abarca los estudios mas recientes sobre los mecanismos de resistencia vy
multirresistencia de estas nuevas cepas. Existen 4 tipos de barreras, todas ellas
reguladas a nivel genético mediante expresién de genes, plasmidos, operones, casetes
génicos...etc. La primer barrera de resistencia son las biopeliculas, que crean un
ambiente mas favorable para la trasmision de posibles mutaciones, asi como de una
defensa fisica contra la penetracion del farmaco. La segunda barrera se encuentra en la
envoltura celular, varian su permeabilidad modificando el peptidoglucano de la pared y
las porinas y bombas de expulsion de la membrana plasmatica. A este nivel también
actuan enzimas hidrolizantes de R-lactamicos y carbapenémicos, destruyen el antibiotico
antes de que actue. Ya en el interior celular destacan las modificaciones en los
ribosomas y en el material genético como la DNA girasa para rescatarlos de la inhibicion.

PALABRAS CLAVE: Antibidticos, resistencias, multirresistencias, bacterias

RESUMO

Desde o descubrimento da penicilina, a loita por atopar antibiéticos mais efectivos contra
as novas cepas bacterianas chega aos nosos dias. Este traballo abarca os estudos mais
recentes sobre os mecanismos de resistencia e multirresistencia destas novas cepas.
Existen catro tipos de barreiras, todas elas reguladas a nivel xenético a través da
expresion de xenes, plasmidos, operons, casetes de xenes...etc. A primeira barreira de
resistencia son os biofilms, que crean un ambiente mais favorable para a transmision de
posibles mutaciéns, asi como tamén unha defensa fisica contra a penetracion da droga.
A segunda barreira atopase no sobre da célula, varia a sua permeabilidade, modifica o
peptidoglicano da parede, e as porinas e as bombas de expulsion da membrana
plasmatica. As enzimas de hidrolisis de R-lactamas e carbapenemas tamén actuan a
este nivel destruindo o antibiético antes de que actue. Xa no interior celular destacan as
modificacions nos ribosomas e no material xénico coma a DNA xirasa para rescatalos da
inhibicion.

PALABRAS CHAVE: Antibidticos, resistencias, multirresistencias, bacterias



SUMMARY

Since the discovery of Penicillin, the struggle to find more effective antibiotics against the
new bacterial strains reaches our days. This work covers the most recent studies on the
mechanisms of resistance and multiresistance of these new strains. There are 4 types of
barriers, all of them regulated at the genetic level through expression of genes, plasmids,
operons, gene cassettes... etc. The first resistance barrier is biofilms, which create a
more favorable environment for the transmission of possible mutations, as well as a
physical defense against the penetration of the drug. The second barrier is found in the
cell envelope, its permeability varies, modifying the peptidoglycan in the wall, and the
porins and efflux pumps of the plasma membrane. Hydrolysing enzymes of R-lactams
and carbapenems also act at this level, destroying the antibiotic before it acts. Inside the
cell, It include modifications in ribosomes and genetic material such as DNA gyrase to
rescue them of the inhibition.

KEYWORDS: Antibiotics, resistence, multiresistence, bacterias

1. INTRODUCCION

La batalla entre bacterias y humanos es un hito histérico que comenz6é con el
descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928 (1). Desde entonces y
hasta nuestros dias, las investigaciones han ido dando a luz nuevas terapias y nuevos
farmacos contra estos organismos, pero también se han ido descubriendo nuevas
formas de resistirlos. Una de ellas es la formacibn de una matriz extracelular
denominada “biopelicula”, observada por primera vez por Antonie Van Leeuwenhoek a
finales del siglo XVI y acufiada con ese termino por Bill Costerton en 1978 (2). A partir de
entonces comenzaron las investigaciones detectandose entre otras, sus propiedades
antimicrobianas. Posteriormente, casi entrado en este siglo XXI, se descubrié que la
envoltura celular bacteriana, compuesta por membrana y pared, tenia un papel
importante en la resistencia a ciertos antibidticos, la célula era capaz de modificar su
permeabilidad mediante porinas y bombas de expulsion. El pionero en este ambito fue el
japonés Hiroshi Nikaido, cuyo trabajo se extiende hasta nuestros dias (3). Hoy en dia
hay mas de 100 antibidticos que afectan a todos los niveles de la estructura bacteriana,
aunque no todos estan en uso. En este trabajo he recogido los principales mecanismos
de resistencia centrandome en aquellas especies que mayor interés tienen en un ambito
clinico y cuales son las investigaciones mas actuales para combatirlas.



2. Resistencia natural y adquirida

La resistencia natural es unica de cada familia, especie o grupo bacteriano, es
permanente, determinada genéticamente y no se correlaciona con la cantidad de
antibidtico administrado. Por ejemplo, Enterococcus faecalis y Enterococcus faeciums
presentan una resistencia natural a glucopéptidos, . La resistencia adquirida es variable y
es adquirida por una cepa de una especie bacteriana mediante modificaciones
genéticas, ya sea por mutaciones o genes moviles como transposones, integrones y
plasmidos. Por ejemplo, Staphylococcus aureus con una resistencia inducida a meticilina

(4)(5)
3. Tipos de mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia se agrupan en 4 grandes grupos en funcion del lugar
donde se produce, es decir, si la resistencia viene mediada por la formacion de una
biopelicula, estaremos hablando de una resistencia extracelular, sin embargo, si se da
en la propia célula bacteriana podemos distinguir 3 tipos: a nivel envoltura celular, a nivel
intracelular, y por ultimo a nivel genético. Cada uno de estos niveles integra diversos
mecanismos de accion dependiendo de la especie y del agente antimicrobiano tal y
como se muestra en la FIGURA 1 (6)
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FIGURA 1: Esquema de los tipos de mecanismos de resistencia segun el nivel celular al que se
encuentren. Imagen extraida de (Troncoso et al.,2017) (6)



3.1 Primera barrera: Biopeliculas

En el nivel mas externo tenemos la primera barrera de defensa contra los agentes
antimicrobianos, las biopeliculas. Las biopeliculas se definen como agregaciones
estructuradas de células bacterianas englobadas en una matriz extracelular sintetizada
por ellas mismas. Esta capa adyacente, principalmente compuesta por sustancias
poliméricas extracelulares hidratadas (EPSs) tales como polisacaridos, acidos nucleicos
y proteinas le confiere una naturaleza viscosa dificultando la penetracion de las
moléculas antibidticas. Segun un estudio clinico, el 72% de las cepas identificadas como
Staphylococcus aureus tenian la
capacidad de formar
biopeliculas que les conferia en
todas la resistencia a ciertos
antibiéticos como erytromicin,
gentamycin, ciprofloxacin vy
levofloxacin, siendo por tanto
mas resistente que el control

negativo que no formaba esta — == B md et o
matriz extracelular (7). Estas

resistencias vienen mediadas FIGURA 2: Esquema de la evolucién de una biopelicula. Las
C bacterias en estado plancténico o libre se adhieren a una

por I_a aparicion  de _ nuevas superficie y proliferan. Mediante sefiales quimicas (Quorum sense)
mutaciones. El ratio de se comunican para excretar sustancias poliméricas extracelulares
mutaciones es mayor que en las hldra_tgc_ias (EPSs), factores dg .V|rulenC|a o} _re5|stenc’|a a
i o antibioticos. El proceso se hace ciclico cuando se liberan células

formas libres o planctonicas libres con capacidad de colonizar nuevas superficies. Esquema

cuando los tratamientos se ¢€Xtraido de (Heiby etal., 2010) (9)

producen de forma intermitente

y retardada segun un estudio realizado con Escherichia coli (8) o cuando las bacterias
crecen dentro de una matriz comun. Este aumento es debido principalmente a la
transmision horizontal de genes entre los distintos individuos de la colonia. Se
sincronizan por tanto para la produccién de enzimas hidroliticas de antibidticos, sintesis
de proteinas que bombeen las sustancias antimicrobianas desde el interior o la
disminucién de canales, entre otros (FIGURA 3). Esta sincronizacion permite que la
respuesta por parte de las bacterias en un contexto colectivo sea mayor que si lo hacen
de forma individual, siendo mas dificil encontrar un tratamiento efectivo (9). Los Institutos
Nacionales de la Salud (NIH) determinaron que el 65% de las infecciones son
relacionadas con la formacion de biopeliculas (10) y en un 85% de los casos esta
enfermedad se vuelve crénica. Los danos cronicos se traducen en una inflamacion y un
dafio tisular persistente a pesar del tratamiento antibiético y las respuestas inmunes.
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FIGURA 3: Esquema de las relaciones intraspecificas e interespecificas de bacterias formadoras de biofilm:
Transferencia de genes, mutaciones, interacciones con el hospedador, Quorum Sense, nanotubos o
difusiones de membrana. Para protegerse de los antibiéticos emplean aglomerados y ambientes anaerobios.
Imagen extraida de (Satpathy et al., 2016) (54)

Para que se llegue a formar una biopelicula, las células deben comunicarse entre si y
llegar a una densidad minima para comenzar a excretar este polipéptido . A esto se le
conoce como Quorum Sense (QS) (FIGURA 2). El QS es activado por ciertas moléculas
que actuan como sefales quimicas y su secrecion es dependiente de la densidad
celular. Estas moléculas varian dependiendo del grupo bacteriano siendo por ejemplo,
acilhomoseinlactonas (AHLs) y quinolonas comunes en Gram negativas, oligopéptidos
autoinducidos caracteristicos de Gram positivas (AIP) (11) y Al-2 presente en ambos
desempeinando el papel de lenguaje universal intraespecifico (TABLA 1). Aun asi, este
tipo de sefalizacion (quimica) no es el unico medio que permite la comunicacion entre
bacterias, las sefales eléctricas mediante canales ionicos también estan presentes y son
comparadas por algunos cientificos con una red neuronal, considerandolos como
organismos inteligentes (12) (13).

El sistema de Quorum activa una serie de genes que entre otras funciones, participan en
procesos de virulencia y produccion de antibidticos. El sistema del QS en Gram
negativos es analogo al encontrado en Vibrio fischeri a principio de la década de los 80.
Presenta 2 unidades: Luxl y LuxR, encargada de la sintesis y y recepcion,
respectivamente. Hoy en dia se sabe que existen mas de 50 especies (entre las que
destaca, a nivel clinico Pseudomonas aeruginosa) que utilizan este complejo para
regular la transferencia de plasmidos, sintesis de polisacaridos, exoenzimas
relacionadas con la virulencia, biopeliculas y producciéon de antibiético. En Gram
positivas la expresion de estos genes vienen inducidos por una cascada de



fosforilaciones activadas por la unién del autoinductor y unas proteinas localizadas en la
membrana. El primer paso para la formacion de una biopelicula es la adhesion a una
superficie viva o no viva ayudados de flagelos y pili en Gram negativas y proteinas
superficiales en Gram positivas. (14)

TABLA 1: Lista de las principales moléculas sefal de deteccion del Quorum en funcién de si la relacién es
interespecifica o intraespecifica, de los organismos mas representativos y de sus propiedades, tales como
la virulencia, bioluminiscencia o tolerancia a antibiéticos. Tabla extraida de (Torreon et al., 2011) (52)
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La capacidad de adherirse a una superficie puede ser un problema sanitario si esta
superficie es la de las propias células humanas como es el caso de un estudio realizado
por (Szczuka et al.)(15). Se escogié un grupo de Staphylococcus spp. Coagulasa
negativa (CoNS) que tenian esta particularidad y se determiné la capacidad invasiva en
lineas celulares humanas HelLa y los mecanismos que emplean para evitar el sistema
inmune. Uno de estos mecanismos es la adhesién a las células mediada por los genes



icaADBC que codifican para un polisacarido intercelular (PIA). Entre las cepas testadas,
algunas CoNS producen una adhesina (AtIE) que le permite unir fibrinbgeno, fibronectina
y vitronectina en el hospedador formando una matriz extracelular. A mayores también se
observd que sintetizaban proteasas, metaloproteasas, lipasas y esterasas y una toxina
denominada PSM®&. Todos ellas le permiten a la bacteria destruir tejidos facilitando asi su
penetracion y su huida del sistema inmune. La familia CoNS es de las mas frecuentes en
infecciones sanguineas, de hueso, pudiendo causar endocarditis, peritonitis,
ostiomielitis...etc, asociadas en la mayoria de las veces a una mala esterilizacion de
instrumental quirdrgico y son ademas uno de los principales reservorios de genes de
resistencia.

Las principales dianas contra este tipo de resistencia son tanto la inhibicion de las
moléculas sefial (Quorum Quenching) como la destruccidn de la propia matriz celular.
Ante esta ultima situacidon surgen una serie de problemas como puede ser la presencia
de “células durmientes” protegidas por una capa externa de células activas productoras
de biopelicula. En condiciones extremas, estas células “despiertan” de su estado latente
y se produce una nueva invasion (16). Aunque las investigaciones se centren mas en
tratamientos preventivos, existen algunos estudios centrados en el uso a posteirori como
nanoparticulas de plata o de hierro recubiertas con quitosano para reducir la biopelicula
en S. aureus (17) (18) o inhibidores de las proteinas autoinductoras como las furanonas,
que son metabolitos secundarios principalmente extraidos de algas como Delisea
pulchra. Las furanonas brominadas de esta alga favorecen la desactivacion de LuxS, gen
necesario para la expresiéon de Al-2 (19) (20) en patégenos como Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio spp., Erwinia carotova, Burkholderia spp, entre otros.

Muchos inhibidores son también producidos por las propias células bacterianas. Son por
ejemplo, la Dispersina B producida por Aggregatibacter actinomycetemcomitans o la
Alginato liasa por P. aeruginosa. La funcion en la propia célula es degradar la matriz para
iniciar la liberacion y dispersidn de las células con finalidad infectiva y de supervivencia.
Son por tanto usados como posibles agentes terapéuticos, siendo efectivos contra
especies como S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Yersinia pestis , E. coli o P.
aueruginosa. Las matrices extracelulares tienen a parte de glucopéptidos, DNA como
componente principal. El uso de nucleasas como ADNasas termonucleadas de S.aureus
o NucB de Bacillus licheniformis son otro tratamiento con resultados positivos contra B.
subtilis, E. coli y Micrococcus luteus. La metaloproteasa serratopeptidasa (SPEP) es
producida por Serratia marcescens, y esta ampliamente utilizada como antiinflamatorio
terapéutico. Inhibe la formacion de biofilm y mejorara la actividad de ofloxacin contra P.
aeruginosa y S.epidermidis (21) Otras estrategias se enfocan en el uso de anticuerpos
monoclonales y bacteridfagos. Los anticuerpos monoclonales de plomo inhiben la unién
de P.aueruginosa a la célula huésped y los bacteri6fagos son altamente especificos, no
son téxicos, controlan la formacion de biopelicula y sobretodo muy manipulables, por lo
que se usan potencialmente en biotecnologia e investigacion terapéutica. Los resultados
del trabajo de (Dickey et al.,2018) (22) testaron que el tratamiento con fagos en una cepa
de S. aureus ayudo a frenar el aumento de resistencias y sugieren que el uso de fagos
permitiria disminuir la dosis de antibiético suministrado ya que éstos tienen la
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particularidad de que rescatan la baja eficacia del antibiético. Este descubrimiento podria
ser crucial para evitar las toxicidades y efectos secundarios de muchos antibioticos.

2. 2 Segunda barrera: Envoltura celular

Ya en la propia célula tenemos una primera barrera, la envoltura celular, formada por
membrana y pared celular (si la presentan) y que modifican para evitar que los
antibioticos penetren al interior celular. Estas modificaciones se centran en hacer a la
envoltura menos permeable expulsando los antibidticos desde el interior gracias a
bombas, o bien destruyéndolos antes de que penetre por accién enzimatica. En la
membrana plasmatica destacan las modificaciones en canales proteicos como las
porinas, que impiden que las moléculas antimicrobianas se introduzcan por ellas vy
lleguen al interior celular. Los antibioticos mas conocidos y mas utilizados contra este
primer muro son los los R-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenems,
monobactams) y glucopéptidos. Entre las resistencias de mayor riesgo son las que
modifican las proteinas PBP, que son un punto de anclaje de los R-lactamicos y es tipico
de Gram positivos como por ejemplo Staphylococcus aureus. Quiero destacar que este
ultimo mecanismo lo agrupo dentro de los mecanismos a nivel de envoltura celular pero
no se trata de modificaciones en ella sino una accién enzimatica que ocurre a este nivel.

2.2.1 Modificaciones de la pared celular: Resistencia a glucopéptidos

Enterococcus faecalis y Enterococcus faeciums grupo también importante por su
capacidad de adquirir y transmitir genes que codifican para resistencia a glucopéptidos
mediante 9 operones Van. Los glucopéptidos truncan la formacioén de la pared celular
uniéndose al dimero terminal D-alanina-D-alanina del proteoglucano e inhiben la
transpeptidacion y la transglucosilacion. Los Enterococcus spp sustituyen D-Al-D-Al por
D-Al-D-lactosa o D-Al-D-Serina provocando que no se produzca el enlace con el
antibidtico. El conjunto de genes que codifican para estas ligasas estan dentro del
operon Van, que presenta tanto genes compartidos como diferentes, lo que le permite
tener diferentes grados de resistencia o susceptibilidad a los distintos tipos de
glucopéptidos. Los operones Van Ay B son los mas comunes, pueden encontrarse tanto
en el cromosoma como en el plasmido Tn1545 y generan el dimero Al-D-lactosa. VanA
le confiere una alta resistencia a teicoplamina y Vancomicina. Van B le confiere una alta
o moderada resistencia a vancomicina pero se mantiene susceptible a teicoplanina. En
ambos el mecanismo es similar y se basa en la presencia de un sistema regulador con 2
componentes (VanR y VanS), genes de resistencia (VanH, VanA y VanB) y genes
accesorios (VanX, VanY) que hidrolizan el dimero. VanZ es exclusivo del operon VanA'y
VanW del VanB (su funcion es desconocida) (4) (23).
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FIGURA 4 . Esquema de los genes responsables de fenotipo Van A y sus
funciones. Figura extraida de (Vignoli et al., 2000) ( 4)

2.2.1 Accién enzimatica contra antibioticos a nivel de la envoltura celular

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tiene como mecanismo principal
de defensa contra antibidticos la sintesis de una proteina denominada PBP2a codificada
por el gen mecA. Esta proteina se une a los antibi6ticos R-lactdmicos como la meticilina
impidiendo asi que éstos hagan su efecto lisante contra la pared bacteriana. No
obstante, son vulnerables a una nueva clase de cefalosporinas en la que se encuentra
Ceftalorine o Ceftobiprole, siendo asi un tratamiento efectivo, en principio, contra este
tipo de MRSA. Otra familia, las Enterobacterias, pueden tener la capacidad de producir
enzimas que hidrolicen la molécula antibidtica. Estas enzimas pueden ser: R-lactamasas
de espectro extendido (ESBL), R-lactamasas plasmidicas de tipo AmpC vy
carbapenemasas. Entre los grupos de organismos que las presentan destacan, E. coli,
K. Pneumoniae y P. mirabilis. Segun los datos que aportan los autores (Oteo et al.,
2015) (24) en Espana el 15% de las muestras analizadas presentan este tipo de
resistencias, entre las cuales priorizan las cepas CTX-M-15 Y SHV12 de E. coli y K
pneumoniae, siendo menos comunes las plasmidicas de tipo AmpC como CIT y DHA en
E. coli , K pneumoniae y P. mirabilis.

Las R-lactamasas se pueden clasificar segun el sistema Amber. La clasificacion Amber
distingue 4 grupos de la A a la D segun la secuencia de aminoacidos. Las SBLs , clase
Amber A,C y D, usan una serina nucleofilica en la catalisis y las metallo-R-lactamasas
(MBLs) de la clase Amber B usan 1 o 2 iones de zinc en la catélisis. Existen 4
inhibidores para SBL entre los que se incluyen el acido clavulanico, sulbactam y
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tazobactam siempre combinados con antibidticos R-lactamicos. Sin embargo, no ocurre
lo mismo con los inhibidores de MBL. Las MBLs pueden hidrolizar practicamente todos
los los RR-lactamicos a excepcion del aztreonam. Los carbapenémicos son considerados
como el “Ultimo recurso” contra éste grupo. Las MBLs son producidas por la mayoria de
bacterias Gram negativas de mayor relevancia clinica, tales como Kilebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas, Acinotobacter, Enterobacteriaceae
y Serratia marcescens. Hay una gran abundancia de especies en el ambiente que
presentan este tipo de resistencia, lo que se traduce en un preocupante reservorio de
genes que codifican para dicha resistencia (25)

En particular, las carbapenemasas de clase D, principalmente OXA-48, hidrolizan
también carbapenémicos como el ceftazidime, pudiendo ademas afectar a
cefalosporinas de amplio espectro como cefotaxime. Sin embargo, en K. Pneumoniae,
aunque no es el unico, presenta ademas una alta produccion de ESBL con enzimas sin
inhibidores especificos y alta resistencia a termocillin y piperacillin/tazobactam. Esta
mezcla entre ESBL y CPE dificulta tanto su identificacion mediante técnicas fenotipicas
como la busqueda de un antibiético efectivo. En un trabajo realizado por (Hilliquin et al.,
2017) (26) se identificaron 3 factores de riesgo asociados a K. Pneumoniae OXA-48, la
transmision a través de reservorios ambientales, el numero y duracion de la exposicion a
antibiéticos y al menos un proceso invasivo.

Siguiendo con esta especie, segun (DiMento et al., 2018) (27) se ha encontrado
recientemente por primera vez una cepa productora de KPC-3 denominada Klebsiella
pneumoniae ST392 resistente a todos los R-lactamicos y carbapenemasas
(cefalosporinas, fosfomicun, gentamicin) con resistencia intermedia a amikcacin y
tigercyclin y sensibilidad a la colistin. Klebsiella pneumoniae pertenece al grupo de las
Gram negativas colonizadoras de superficies mucosas, los cuales usa como via para
atravesar a otros tejidos y desencadenar la infeccidn. La cepa ST392 fue encontrada en
Italia en un paciente transplantado de rifidn-pancreas ingresado por una episodio de
infeccion urinaria. La resistencia fue inducida por genes codificantes para KPC-3, CTX-
M-15, SHV-11, TEM-1 y los genes aac(6’)lb-cr, aac(3)-iia, aph(3°)Ib y qnrB1. De entre
los cuales, el gen bla-KPC-3 se encuentra en un plasmido y su transmision es horizontal
dado que se habia encontrado previamente en otra cepa, Klebsiella pneumoniae ST,
que hasta entonces no tenia relevancia en cuanto a resistencia. La transmision de genes
en plasmidos es un problema grave en hospitales donde se concentran mas bacterias,
habiendo asi mas probabilidades de que se produzca dicha transmision.

Las MBLs estan subdivididas en 3 subclases: B1,B2, B3 y B4 basadas en homologias de
secuencia, en el idn metalico y en el sustrato selectivo. B1 es la mas relevante
clinicalmente. Las mas importantes son, “Verona integron-encoded MBL” (VIM), “New
Delhi MBL (NDM) e Inimpenemasa (IMP). (28)

En Malasia se detecta por primera vez P.aureginosa NDM-1 e IMP ademas de la ya
conocida VIM-2. En el estudio llevado a cabo por (29) se identificaron 3 cepas como
productoras MBL, de esas, 2 eran resistentes a todos los antimicrobianos testados. Se
concluye por tanto que la emergencia de estos dos tipos de multirresistencia en esa zona
(Malasia) es debido a una transmision provocada por viajes internacionales, como puede



ser el turismo. El contacto directo entre extranjeros y nativos promueve la aparicion y
extension de nuevas resistencias.

A dia de hoy, los inhibidores que han sido estudiados son: Tioles, Acidos carboxilicos,
“‘Rhodanines”, “Tryazolylthioacetamides”, Boronatos ciclicos...etc. EIl modo de activacion
es mediante quelacion de metales en los sitios activos de la enzima. Por ejemplo, un
antiguo farmaco para el control de la presion sanguinea, el L.captopril, ahora es un
inhibidor de MBL de amplio espectro, quela los sitios activos de los iones de Zinc con los
grupos tiol ademas potenciar la accion del Meropenem. Otro farmaco como el
“Carboxylodithioate” combinado con Meropenem restaura la actividad de éste contra E.
coli, Proteus mirabilis, citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae. Recientemente se ha
encontrado actividad inhibitoria en derivados del 3-oxoisoindoline-4-carboxylate con
selectividad reducida para VIM-2. Sin embargo, un nuevo descubrimiento parece
solventar esta selectividad reducida, ya que un derivado del acido acético ((S)-3-
Mercapto-2-methylpropanamida actia como un potente inhibidor para los subtipos tanto
de este grupo como en el de NDM-1(28)(30). También se ha descubierto recientemente
que el Acido rosmarinico y salvionilico inhibe tanto a MBL como a SBL(31) y que el 6-
fosfonometilpiridina-2-carboxilato, ademas de inhibir a MBL B1 también lo hace contra
B3(32).

Otro tipo tratamiento segun (Holloway et al., 2017) (33) podria ser la inmunoterapia, se
determind que las proteinas cistatinas 9 y C, inhibidoras de cistein-proteasas y que
participan en la inflamacion hematopoyética, podrian ser una nueva inmunoterapia
contra NDM-1 en Klebsiella pneumoniae. Los recombinantes de CST9 y C trabajan de
forma simultanea para modular la inflamacion contra Klebsiella pneumoniae NDM-1. Sin
embargo, no todos los estudios son tan prometedores, segun una revision realizada por
(Castaneda et al., 2016) (34). A nivel mundial, Klebsiella pneumoniae NDM-1 es la mas
encontrada seguida por Escherichia coli y advierten que la presencia de este gen
codificante para la enzima NDM-1 puede llevar con una alta probabilidad otros
mecanismos de resistencia (betalactamasas CTX-M, TEM o genes aac que provocan
resistencia a aminoglucésidos), lo que hace mas dificil todavia poner un tratamiento
efectivo (resistencia a carbapenémicos, aminoglucdsidos y cefalosporinas de 3% y 42
generacion). Este mismo afo, 2018, se ha reportado una nueva variante de NDM en
Escherichia coli, denominada NDM-20 en un cerdo para alimentaciéon humana en China
(35), exhibia un alto nivel de resistencia a todos los - lactamicos y carbapenémicos.
NDM-20 presenta 3 mutaciones puntuales en comparacion al mas comun NDM-1, lo que
le confiere una mayor resistencia a ertapenem y aumenta la actividad catalitica contra
penicilinas y cefalosporinas. Se demuestra por tanto que los animales también son una
fuente importante de aparicién y extension de multirresistencias bacterianas, por lo que
se convierte por tanto en otro punto a controlar. La reduccion en el consumo de
antibidticos por parte de animales disminuiria la transmisién animales-humanos
decreciendo consecuentemente los niveles de resistencia en humanos segun
(VanBunnik et al., 2017)(36)

Acinetobacter baumannii multirresistente, es un patdégeno oportunista que se transmite
con facilidad siendo altamente contagioso. De las cepas descritas, las nuevas de la
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clase, OXA-23, OXA-24, OXA-58, OXA-143 y OXA 253 son las mayores de impacto
clinico (En Espafia, OXA-23, OXA-24, OXA-58) , reducen la permeabilidad,
sobreexpresan sistemas de bombeo activo, transforman aminoglucésidos y cloranfenicol
mediante metilasas y modifican el sitio de unién. También pueden producir
carbapenemasas. Se encuentra entre las principales causas de infeccion en unidades
de cuidados intensivos. Referente a esto, se ha realizado un estudio por parte de (Maciel
et al., 2017) (37) acerca de las resistencias a carbapenémicos en A. baumannii (CRAB)
en una UCI de un hospital publico de Brasil entre 2013 y 2015. Se aislaron CRABs de
muestras rectales y puntas de catéter en 21 recién nacidos y se compararon con un
control, que este caso fueron recién nacidos carbapenem sensibles. La colonizacién fue
relacionada principalmente con sindromes respiratorios y su prematuridad. Los
resultados muestran una clara correlacidon entre la resistencia a carbapenémicos y el uso
de catéteres y ventilacion asistida, ademas de otros tipos de contaminacién por contacto
como puede ser a través de manos por parte del personal hospitalario. Es responsable
de ésto la presencia de ISAbal, que le proporciona un promotor a bla-23 (38).
Nuevamente, hay que destacar la importancia de la higiene tanto dentro como fuera de
los hospitales, pero sobretodo dentro, dado que se encuentran personas mas sensibles a
contraer una infeccién por contagio, como por ejemplo los neonatos.

MILIEU EXTRACELLULAIRE

Fluoroquinolone

2.2.3. Modificaciones en la membrana celular: Las
porinas y bombas de expulsién

f-lactamine

Las porinas pueden participar como vehiculo para la
entrada de moléculas que no son apropiadas para la
célula, por tanto esta regula su expresion evitando asi
su efecto toxico. Las porinas por tanto regulan la VY
permeabilidad de membrana, y lo hacen de 3 formas,
mediante porinas no especificas: OmpF. Ompc,
PhoeE, OmpD y Omp36 y las especificas, LambB o
FhuA para azucares y OmpA y TolC para proteinas.
La resistencia a los antibiéticos sigue 3 procesos que
incluyen mutaciones en las porinas, alteraciones y
degradaciones de la misma. A este proceso se le
suman las bombas de expulsion que eliminan las
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moléculas intercelulares. Juntos forman una barrera
casi infranqueable contra R-lactamicos y quinolonas
(39) (FIGURA 5)

Pseudomonas aeruginosa es considerada la causa
mas comun de infecciones nosocomiales e
infecciones cronicas respiratorias en pacientes con
fibrosis quistica. El principal mecanismo de
resistencia a carbapenémicos es debido a la
combinacion de 2 factores, como son la inactivacion

FIGURA 5: Esquema de la doble membrana
de E. Coli. Las Fluroquinolonas y -
lactamico penetran por la porina OmpF de
la membrana externa (ME), atraviesan la
pared de proteoglucanos, el espacio
periplasmatico vy finalmente la membrana
interna (MI) donde las fluoroquinolonas
penetraran a través de la capa de
fosfolipidos(PL), mientras que los R-
lactamicos se uniran a proteinas de unién a
penicilinas (PLP). Figura extraida de (Pages
et al., 2004) (39)

de la porina OprD que le confiere resistencia a imipenem y un decrecimiento de la



sensibilidad a meropenem sumado a una sobreproduccion de la cefalosporinasa AmpC y
la sobreexpresion de bombas de expulsion tales como MexAB-OprM , MexXT-OprM ,
MexcCD-Oprd o MexXY-OprM (24) (40). Pseudomonas aeruginosa también es causa de
infecciones sanguineas asociadas a morbilidad y mortalidad, tal y como muestra el
estudio realizado por (Estepa et al., 2017) (41) en el Hospital Universitario de
Birmmingham (Reino Unido).

El medio de transmision de este patdogeno es mediante el agua entre pacientes de esta
unidad de Hematologia. Los casos aumentaron hasta un 25% en 2016 siendo en 2010
un 8,6% el porcentaje de infectados. La mortalidad entre estos afios aumentd también,
de un 9% a un 36%. Se incremento el uso de meromepem como tratamiento paliativo
entre 2013 y 2015 hasta un 17% mas, disminuyendo considerablemente su recetado en
2016 dado que el porcentaje de meropenem resistente ascendié de un 17% en 2010 a
un 38% en 2016. Los datos muestran que el uso prolongado de meropenem hasta 2015
indujo consecuentemente un aumento de resistencia en 2016 a dicho antibidtico.
Ademas de controlar los medios de propagacion, es necesario disminuir el consumo
excesivo de antibidticos, afadiéndose por tanto a la lista de factores potenciales de
riesgo, entre los que se encuentran los materiales hospitalarios, el contagio directo y el
turismo.

Se han hechos estudios sobre esta misma especie, Pseudomonas aeruginosa en lIran,
Turquia y Espafa con resultados muy similares (42) (43) (44). El principal mecanismo de
resistencia a carbapenémicos surge de una pérdida considerable de porinas OprD
mediante delecciones, mutaciones o inserciones en su gen codificante como las
secuencias de inserccion (IS). En Iran, el estudio demuestra que todos los antibidticos
empleados (R-lactamicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos) no tienen efecto contra
esta cepa, a excepcidn de la colistina. En un 10% aproximadamente de los casos estas
resistencias vienen mediadas por la presencia de genes oprD y no por carbapenemasas,
especialmente cuando el antibiético suministrado es imipenem.

En este caso se han identificado, tal y como comenté antes, elementos IS. Los
elementos IS introducen repeticiones de secuencias cortas en los extremos del gen. El
reportado en Iran, ISPpu21, inserta secuencias repetidas de 6 pares de bases (TCTGAA)
en cada uno de los extremos, llegando a formar un inserto de 1179 pb (42). En Turquia,
es estudio detalla que el 25% de los aislados redujo la expresion de porinas y el 47,6 %
incrementa la expresion de bombas de expulsion de tipo MexAB-OprM y MexXY-OprM
relacionada con la resistencia a meropenem. Soélo un 5% como maximo presentan
ambos mecanismos (43).

En un hospital espafiol (San Pedro, Logrofio) se encontré una cepa multirresistente
(ST175) que presentaba una mutacion en la porina D, genes truncados por las
secuencias ISPsp4 y ISPa1328 que inactivan la expresion de los genes para dicha
porina y relacionada nuevamente con la resistencia a carbapenémicos (44)(FIGURA 6)

En Salmonella typhimurium la resistencia a R-lactamicos es mediado también por
bombas y porinas segun los datos testados por (Uddin et al., 2018) (45). Se trabajé con 3
cepas diferentes, una salvaje (WT-ST) y las otras dos mutantes, una con resistencia
inducida por ciprofloxacin (CI-ST) y otra con resistencia adquirida clinicalmente (CA-ST).
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La actividad de las bombas de expulsion fue determinada por la expresion relativa de
fluorescencia residual usando un método de acumulacién de un sustrato, que en este
caso se trata de Bromuro de Etidio (EtBr) (FIGURA 7). El resultado es un incremento en
la actividad R-lactamasa en los 2 mutantes junto con un aumento también de las
bombas de expulsion en comparacion a la cepa salvaje cuando hay ceftriaxone en el
medio. Esta diferencia es debida a una sobreexpresion de genes que puede llegar a
alcanzar el triple que WT-ST. Por ejemplo, los genes marA, soxS y ramA regulan los
niveles de expresion de acrAB, tolC y ompF. En CA-ST, la sobreexpresion de marA y
ramA esta relacionada con la supresion de ompF( porina responsable de la regulacion de
la permeabilidad). Si a mayores se sobreexpresa también soxS, no solo se inactiva la
transcripcion para la porina ompF sino que también se potencia la expresion de los
genes AcrAB-TolC codificantes para bombas de expulsion de R-lactamicos, cloranfenicol,
sulfonamidas, tetraciclinas, macrolidos...etc. En conclusion, existen diversos tipos de
bombas con actividades diferentes que regulan la permeabilidad y actuando como una
barrera contra los antibiéticos
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FIGURA 6 y 7: La Figura 6 corresponde al antibiograma de las muestras de P. aeuriginosa cabapenem
resistentes extraidas de 60 pacientes de un hospital espafol (San Pedro , Logrofio). Se observan
resistencias en mas de un 60% de las muestras analizadas a 8 de los 15 antibidticos suministrados. Sin
embargo la sensibilidad no supera un 40% en en 12 de los 15 antibidticos. P. aeuriginosa cabapenem
resistentes es completamente sensible a colistin , en un 90% de los casos amikacin y en un 70% a
ceftadime. Figura extraida de (Estepa et al., 2017) (44). En la Figura 7 se observa un diagrama de barras,
las blancas corresponden a la actividad R-lactamasa en micromoles/min/ml y las oscuras al fujo de EtBr en
%. Las letras (A-C y a-c) representan las diferencias que hay entre los 3 ensayos con la cepa salvaje WS-
ST, la inducida por ciprofloxacin (CI-ST) y otra con resistencia adquirida clinicalmente (CA-ST). Se observa
que la actividad B-lactamasa es considerablemente menor en la cepa salvaje (B) que en los mutantes,
cuya actividad es similar (A). El % de EtBr ,que mide la actividad de las bombas de expulsion, es bastante
superior en las cepas mutantes CI-ST y CA-ST (a y b) que en la salvaje WT-ST (c) . Por tanto segun este
ensayo, CA-ST es la cepa que mas resistencia presenta. Figura extraida de (Uddin et al., 2018) (45).

La resistencia o sensibilidad puede venir mediada por la presencia o ausencia de
inhibidores de R-lactamasas o inhibidores de bombas como fenilalanina-arginina-3-
Naftilamida (PARN). Sin embargo, hay datos que revelan que la presencia de PARN
puede ocasionar igualmente una resistencia a carbapenémicos, tal y como muestra el
estudio realizado por (Vera-Leiva et al., 2018) (46) sobre Klebsiella pneumoniae



productora de KPC. Esto ocurre porque el sitio de unién de PABN a la bomba de
expulsion no es el mismo que el de este grupo de antibidticos y éstes pueden penetrar
sin ser inhibidos por competicion. No obstante, se ha confirmado la presencia de bombas
acrAB-tolC, que aunque no son funcionales para carbapenémicos si los son para
ciprofloxacin (igual que el caso anterior de Salmonella typhimurium). Ciprofloxacin y
PARN si compiten por el mismo sitio de union por lo que este sistema puede ser inhibido
por competicion.

2.3 Tercera barrera: Intracelular

La siguiente barrera se situa dentro de la células, en el citoplasma y organulos
(ribosomas). A este nivel la célula modifica la toxina mediante reacciones redox o
transferasas con la finalidad de desactivarla o hacerla menos competitiva por el sitio
activo de union. El sitio activo de unién también puede ser un punto importante de
regulacion, la célula puede tanto alterarlo como sintetizar nuevas sustancias que
compitan con el antibiético. En cuanto a los organulos, los ribosomas, por su importancia
en la sintesis proteica, es una de las principales dianas contra la eliminacién de
bacterias, por lo que éstas también han desarrollado tacticas defensivas contra estos
ataques. Los antibiéticos mas comunes contra esta diana son los macrolidos,
aminoglucdsidos, tetraciclinas, cloranfenicol, clindamicina, lincomicina...etc

Algunas proteinas de la familia de
casetes de union a ATP (ABC)
confieren resistencia antibioticos ARE ABC-F protein

dirigidos a ribosomas. La <o ‘

x
subfamilia ABC-F, se ha ]
- I

Q .
encontrado mayormente en Gran !
e A

positivos y participa en la X

repa racion del DNA. control de translation antibiotic translation
. . ’ . inhibited dissociation rescued
traduccion y la resistencia a los

antibioticos que se dirigen a la
sintesis de proteinas mas FIGURA 8: Efecto rescate de la proteina ABC-F sobre la

. inhibicion del ribosoma por parte del antibidtico. Esquema
concretamente a la subunidad extraido de (Sharkey et al., 2018) (47)

grande 50S (47) (FIGURA 8).

Estas proteinas se unen al

ribosoma para rescatarlo de la inhibicion. MrsE es una proteina unida a este casete que
participa en la resistencia a macrélidos. Se une al sitio de salida del ribosoma donde
sufre varios cambios conformacionales que no solo impiden que se una el antibiotico al
ribosoma sino que también favorecen su expulsion por transportadores de bombeo. (48)

Asi como los macrdlidos inhiben la subunidad ribosomal 50S, los aminoglucdésidos
afectan a la subunidad pequefa 30S. Las modificaciones en el ribosoma pueden ser por
metilaciones gracias a la presencia de genes como armA, rmtA o rmtB, o bien por
mutaciones puntuales. Mycobacterium tuberculosis presenta resistencia a estreptomicin
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ya que presenta una unica copia del operdén rRNA. Cuantas mas copias haya del mismo
operdn en la célula, menos probabilidades de que las mutaciones afecten a todas es
muy baja, sin embargo con una unica copia la probabilidades aumentan. (49)

2.4 Cuarta barrera: Genética

Por ultimo, a nivel genético, las bacterias regulan todos los mecanismos anteriores, por
lo que se convierte en el principal objetivo de los investigadores. Ademas de regular la
expresion génica con mutaciones, las bacterias pueden trasmitir horizontalmente esos
genes mediante plasmidos. También son importantes los integrones, transposones y
cassetes génicos. Todos ellos, junto con los plasmidos, forman parte de un grupo
denominado genes moviles. Entre los antibioticos mas usados contra la barrera genética
de la resistencia son las quinolonas, acido fusidico, rifampicinas, sulfonamidas...etc

Las quinolonas son un grupo de antibidticos que bloquean la replicacion del DNA
uniéndose a la enzima DNA girasa causante de deshacer el superenrollamiento del DNA.
En Reino unido, el Hospital Universitario de Nottingham se utilizaron fluoroquinolonas
como tratamiento para las bacteriemias de Enterobacterias. Desde 2002 hasta 2006 se
ha usado en todos los casos. Sin embargo desde 2006 hasta 2016 el uso ha ido
decreciendo a causa de la aparicion de resistencias (50) Estas resistencias pueden venir
como resultado mutaciones en los genes que codifican la DNA girasa (51)

TABLA 2: Tabla que muestra la evolucion de las resistencias de bacteriemias de
Enterobacterias a 3 antibidticos desde 2000 hasta 2016 en el Hospital Universitario de
Nottingham (Reino Unido). El uso de quinolonas fue maximo en el periodo de 2006-2013 con
un 20% de resistencia, sin embargo ésto causé el aumento de resistencias. En los afios 2014 y
2015 el % ascencié al 53% de las bacteriemias totales. En 2016 se redujo el uso a sélo 9 casos
y el porcentaje de resistencias también bajo. Tabla extraida de (Mahida et al., 2017) (51)

Enterobacteriaceae No. (%) of isolates during
that were: time-periods:
2000—2002 2006—2013 2014—2015 2016
Fluoroquinolone 22 (65) 60 (20) 48 (53) 9 (16)
resistant
Piperacillin/ 8 (24) 28 (9) 16 (18) 6 (10)
tazobactam
resistant
Gentamicin 7 (21) 31 (10) 13 (14) 7 (13)
resistant

Total 34 (100) 305 (100) 91 (100) 56 (100)




4. Objetivos

Los principales objetivos del presente trabajo es destacar cuales son los principales
mecanismos de resistencia que presentan las bacterias contra los antibiéticos y cuales
son las terapias mas actuales para combatirlas.

5. Conclusiones

Las bacterias son organismos sociales e “inteligentes” que han aprendido a defenderse
de nuestros ataques a través de diversos mecanismos. Las previsiones a nivel mundial
segun la ONU es que en 2050 el numero de muertes sea de 10 millones al afio, superior
al numero de vidas que actualmente arrebata el cancer (53). Actualmente, tal y como
refleja mi trabajo, las resistencias pasaron de ser unicamente naturales, es decir,
intrinsecas de la propia familia a adquirir unas nuevas de otras cepas o familias mediante
transmision del material genético entre ellas (plasmidos). La relevancia de este trabajo
por tanto, radica no solo en las diferentes barreras que dispone una bacteria para resistir
los ataques de moléculas antibidticas, sino en su combinacién, convirtiendo asi la tarea
de busqueda de antibidticos casi en una mision imposible. Estas multirresistencias
pueden venir promovidas por una serie de malos habitos como pueden ser el consumo
excesivo de antibidticos por parte del ser humano y de los animales destinados a
alimentacion, las malas praxis relacionadas con la higiene en ambientes hospitalarios, y
éstas, son extendidas por el turismo y comercio entre paises. No obstante, no todo son
malas noticias, aunque la amenaza es importante, las investigaciones no cesan y son
prometedoras, con buenos resultados, aparecen nuevas sustancias con un gran
potencial antimicrobiano, técnicas contra la formacion y eliminacion de biopeliculas...etc.
Pero no sirven de nada si como bien dije antes, nuestros habitos no son los adecuados.
Debemos avanzar de la mano de los investigadores y ayudarlos a que su trabajo sea
mas eficaz, ya que trabajan para nuestro bienestar.
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