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Resumen

Esta publicacidn describe informacién relevante de los prin-
cipales patdgenos causantes de infecciones resistentes a los
antimicrobianos, mecanismos empleados por los mismos para
ocasionar dicha resistencia, ademas de exteriorizar el panorama
actual de esta problematica que ha llevado a la implementacion
por parte de los entes gubernamentales de diversas estrategias
de intervencion que permitan una mayor prevencién y control
en la diseminacion de estos.

Al mismo tiempo se presentan las diferentes técnicas des-
de, convencionales hasta métodos moleculares, que permitan
un diagndstico rapido del perfil de susceptibilidad o resistencia
para llevar a cabo un posterior tratamiento. Dado que los farma-
cos actualmente utilizados en el control de las infecciones mi-
crobianas, han disminuido su efectividad, se ha hecho necesario
efectuar la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas pro-
metedoras como los péptidos antimicrobianos, los cuales des-
cribimos ampliamente con el fin de combatir estos patégenos
ya sea empledndolos de manera individual y/o conjunta con los
antibidticos.

Palabras clave: Resistencia microbiana, diagndstico, antimi-
crobianos, tratamiento, péptidos antimicrobianos.



Abstract

This publication describes relevant information on the main
pathogens causing antimicrobial-resistant infections, and me-
chanisms used by these pathogens to cause such resistance, in
addition to externalizing the current panorama of this problem,
which has led to the implementation by government agencies
of various intervention strategies that allow greater prevention
and control in the dissemination of these pathogens.

At the same time, different techniques are presented, from
conventional to molecular methods, which allow a rapid diagno-
sis of the susceptibility or resistance profile to carry out a subse-
guent treatment. Since the drugs currently used to control mi-
crobial infections have decreased their effectiveness, it has be-
come necessary to search for promising therapeutic alternatives
such as antimicrobial peptides, which we describe extensively
to combat these pathogens either individually and/or together
with antibiotics.

Keywords: Microbial resistance, diagnosis, antimicrobials,
treatment, antimicrobial peptides.



Introduccion

Los antibidticos fueron inicialmente concebidos como “me-
dicamentos milagrosos”, sobre todo, porque se introdujeron en
una época en la que sélo se disponia de drenajes quirurgicos o
curas espontaneas para tratar infecciones bacterianas graves. A
lo largo de las cinco o seis décadas transcurridas desde su intro-
duccidn aparecieron varias clases de estos farmacos (R. Aminov,
2017). Infortunadamente por diversos mecanismos y, como con-
secuencia de su uso indiscriminado, muchos grupos bacterianos
estdn mostrando resistencia a estos antibiéticos.

En la actualidad, aunque la mayoria de las infecciones bacte-
rianas aun pueden tratarse con los antibidticos disponibles, uti-
lizados solos o en combinacidn, la resistencia microbiana frente
a estos compuestos ha venido en aumento, constituyendo una
problematica de salud publica a nivel mundial (Khabbaz et al.,
2017).

Los microorganismos poseen una variedad de mecanismos
relacionados con la resistencia, tanto intrinsecos como adqui-
ridos. Son ejemplos, los genes de resistencia, codificados en su
material genético o inducibles mediante plasmidos que respon-
den a diferentes estimulos del medio (Santajit & Indrawattana,
2016).

1. Los antimicrobianos, historia y generalidades
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Bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae v,
algunas otras no enterobacterias, son responsables de un im-
portante porcentaje de infecciones que abarcan desde, infec-
ciones urinarias y gastrointestinales leves, hasta complicaciones
mds severas como enfermedades nosocomiales y bacteriemias.
Algunos de estos microorganismos presentan mecanismos de
resistencia, como expresion de enzimas betalactamasas (BLEE
y AmpC), topoisomerasas, baja permeabilidad en la membrana
y formacion de biopeliculas, lo cual hace que cada vez sea mas
complicado dar un tratamiento a las infecciones dadas por estos
microorganismos y asi reduciéndose el numero de antibidticos
efectivos (Shrivastava & Chng, 2019).

En Colombia, el reporte de vigilancia de los aislamientos bac-
terianos por laboratorio y perfiles de resistencia antimicrobiana
en 2018 senalé altos porcentajes de resistencia a cefalosporinas
de tercera generacién en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI)
de adulto, principalmente por la bacteria Gram negativa Klebsie-
lla pneumoniae (K. pneumoniae). De manera similar, se reportd
alta resistencia a carbapenémicos en las UCI para K. pneumo-
niae, Pseudomona aeruginosa (P. aeruginosa) y Acynetobacter
baumannii (INS - Instituto Nacional de Salud, 2018).

Debido a lo anterior, se han propuesto distintos tratamientos
alternativos al uso tradicional de antibidticos; uno de estos, es
el uso de péptidos antimicrobianos (PAMs), los cuales han mos-
trado la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. Gracias
a su particular modo de accidn, dada por su habilidad de unién
a la pared y membrana celular, sin requerir de receptores espe-
cificos, se ha relacionado a una baja tasa de generacion de resis-
tencia microbiana frente a estas moléculas, apoyando la consi-
deracién de los PAMs como una nueva alternativa para combatir
las infecciones bacterianas (Ageitos, Sdnchez-Pérez, Calo-Mata,
& Villa, 2017; Santos, Mufioz, Cruz, Navarrete, & Pinilla, 2021).

Uno de los PAMs mas reconocidos es el péptido LL-37; este
péptido es un miembro de la familia de las catelicidinas en el
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cual se ha evaluado su accién sobre diferentes microorganismos
y, de igual manera, se han evaluado sus derivados isoméricos en
la actividad antimicrobiana y/o anti-biopelicula (Wang, 2014).

En consideracidn a los temas expuestos y el planteamiento
de la problematica mundial de resistencia microbiana a los far-
macos actualmente en uso, el presente libro expone una revi-
sién descriptiva sobre los principales microorganismos de im-
portancia clinica, los mecanismos de resistencia a los farmacos,
el panorama actual de la resistencia en Colombia y a nivel mun-
dial, estrategias de intervencion en curso y las que se pueden
proyectar en diferentes niveles de atencidn. Se incluye un ca-
pitulo sobre los métodos actuales de diagndstico convencional
de la resistencia bacteriana y algunos avances en diagndstico
molecular. Finalmente, se describen las caracteristicas principa-
les, clasificacion y mecanismos de accion de los PAMs, como un
enfoque alternativo a la quimioterapia antimicrobiana frente a
microorganismos resistentes.

1. Los antimicrobianos, historia y generalidades
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De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
los antimicrobianos, bien sean antibidticos, antiviricos, antifun-
gicos y antiparasitarios, son medicamentos que se usan para la
prevencion y tratamiento de infecciones en humanos, animales
y plantas (WHO, 2020). Estas moléculas, actuan inhibiendo el
crecimiento de determinados microorganismos, o destruyendo
las células a través de diversos mecanismos. En su mayoria, los
antimicrobianos son de origen natural, como metabolitos secun-
darios sintetizados por las mismas bacterias y hongos (Dehghan
Esmatabadi et al., 2017).

El uso de antimicrobianos se ha evidenciado desde hace mi-
les de afios, en antiguas civilizaciones como en el antiguo Egipto,
Serbia, Grecia y en China de la Edad Media, donde utilizando
texturas mohosas trataban heridas y dolencias (Gould, 2016). No
obstante, fue hasta el afio 1909 cuando Paul Ehrlich descubri6 la
arsfenamina, un compuesto quimico derivado del arsénico con
actividad antimicrobiana frente al agente causal de sifilis, Trepo-
nema pallidium (R. . Aminov, 2010). El primer antimicrobiano
descrito y, mayormente conocido fue la penicilina; un antibié-
tico derivado del hongo Penicillium chrysogenum y Penicillium
notatum, descubierto en 1929 por Alexander Fleming cuando
identificd que las sustancias producidas por el hongo Penicillium

1. Los antimicrobianos, historia y generalidades
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tenian la capacidad de inhibir el desarrollo de bacterias como
Staphylococcus aureus en cultivo. Posterior a ello, fue comer-
cializado para su uso clinico en la década de 1940 (R. Aminov,
2017). Desde este afio, hasta 1980, se logrd la produccién de
compuestos macrélidos, quinolonas, tetraciclinas y cefalospori-
nas (Mullis, Rambo, Baker, & Reese, 2019).

Ejemplos de estos descubrimientos estan, entre otros: la es-
treptomicina, aislada en el afio 1943 por el microbiélogo Selman
Abraham Waksman a partir del hongo Streptomyces griseus del
suelo; la neomicina, aislada en 1949 del Streptomyces fradiae;
y la kanamicina del Streptomyces kanamyceticus en 1957; en el
afio 1963, se logro aislar la gentamicina derivada de Micromo-
nospora purpurea; en 1976, a partir del Streptomyces tenebra-
rius, aparece la Tobramicina (R. Aminov, 2017). En los afios pos-
teriores se desarrollé una gran variedad de antimicrobianos lo
cual fue ampliando las opciones de tratamiento para el control
de enfermedades infecciosas.

Sin embargo, a finales de la década de los sesenta, el desarro-
llo de farmacos antimicrobianos experimentd una disminucion
al igual que el interés de la industria farmacéutica de invertir en
la investigacion y desarrollo de nuevos compuestos antimicro-
bianos. Es asi como la ultima clase de antimicrobianos descu-
bierta fue la daptomicina en el afio 1968 (Gray & Wenzel, 2020).
Desde entonces, la mayoria de farmacos producidos se basan en
la modificacién en la estructura quimica de medicamentos en
uso, con el fin de mejorar su mecanismo de accién (Guo, 2017).

Anteriormente, la obtencion de los antibidticos se realizaba
por produccién natural mediante un cultivo del microorganismo
productor de la molécula de interés derivados generalmente, del
metabolismo secundario, del cual se extraia ésta para su poste-
rior purificacion y poder ser llevado a su produccién en masa.
En la actualidad, la produccién de los antibidticos se realiza
mediante la modificacion quimica, produciendo asi antibiéticos
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semi-sintéticos, o mediante la sintesis quimica, de la cual se ob-
tienen los antibidticos sintéticos (Guo, 2017).

La llegada de los antibidticos marcé una nueva era en la me-
dicina revolucionando el tratamiento de las enfermedades in-
fecciosas que, en su momento, presentaban alta prevalencia y
mortalidad; facilitando el desarrollo de otros procedimientos
médicos como cirugias y trasplantes.

No obstante, en los afios venideros, la industrializacion de
los antibidticos y su uso inadecuado, al aplicar una dosis insu-
ficiente de antibidtico, y exponer a los microorganismos a una
cantidad no letal del medicamento, han desencadenado que és-
tos adquieran fenotipos de resistencia, desencadenando la pér-
dida de eficacia para el tratamiento de infecciones (Skarzynska,
Zajac, & Wasyl, 2020).

Es asi, como los antimicrobianos se pueden clasificar de
acuerdo a su origen en bacterias, hongos o plantas; con el me-
canismo de accion, su estructura quimica y su espectro de ac-
tividad (Dehghan Esmatabadi et al., 2017). De manera general,
y de acuerdo a su espectro de actividad, pueden clasificarse en
bactericidas o bacteriostaticos, estas diferencias se resumen en
la tabla 1.

Tabla 1. Diferencias entre compuestos bactericidas y bacteriostdticos

Bactericida Bacteriostatico
Provoca la muerte de las bacterias | No destruye ni mata las bacterias,
de manera irreversible pero si detiene su crecimiento
Inhibe la sintesis de la pared, Inhiben la sintesis proteica, excepto
alterando la membrana los aminoglucésidos.

citoplasmica o interfiriendo con
algunos aspectos del metabolismo

del ADN
Ejemplos: aminoglucdsidos, Ejemplos: macrdlidos, tetraciclinas,
betalactamicos, glicopéptidos, cloranfenicol, entre otros.

quinolonas, polimixinas

Fuente: Tomado y modificado de Skarzyriska et al., 2020.

1. Los antimicrobianos, historia y generalidades
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1.1. Mecanismos de accion de los principales
antimicrobianos

Los antimicrobianos poseen diferentes mecanismos a través
de los cuales ejercen su accién; los mas comunes son altera-
ciones en la pared celular, la sintesis proteica, metabolismo de
acidos nucleicos.

 Inhibicién de la sintesis de la pared celular
(B-lactamicos)

La pared celular puede verse afectada en su sintesis o en su
organizacion estructural. La ausencia de la pared bacteriana ge-
nera un desequilibrio por la elevacidn del gradiente de osmo-
laridad entre el medio y el citoplasma bacteriano (Singh, Qu-
reshi, & Hassan, 2021). Estos antimicrobianos suelen ser mas
eficaces en bacterias Gram positivas debido a la presencia del
peptidoglicano.

Teniendo en cuenta que la pared celular se desarrolla en
tres fases, existen los antimicrobianos que inhiben, bien sea, i)
la etapa citoplasmatica, donde se sintetizan los precursores del
peptidoglicano; ii) el transporte a través de la membrana cito-
plasmatica, vy iii) la organizacion final de la estructura del pepti-
doglicano, que se desarrolla en la parte mas externa de la pared
(Singh et al., 2021). Los principales antibidticos que tienen como
mecanismo de accidn la inhibicidn de la sintesis de la pared ce-
lular, se resumen en la tabla 2.




©

Tabla 2. Familias de antibicticos que inhiben la sintesis de la pared celular
y sus mecanismos de resistencia

Mecanismos de resistencia

Familias de antibioticos . .
microbiana

Inactivacién del farmaco.
Produccién de B-lactamasas.
Falta de sensibilidad del blanco.
Reduccion de la permeabilidad

Penicilinas
Cefalosporinas
Carbapenémicos

Alteracidn del blanco a través de
Glucopéptidos la sustitucién de los aminoécidos
terminales del peptidoglicano

« Sintesis de proteinas

La sintesis proteica se ve afectada por la inhibicién, cambio o
modificacion del proceso. Este es el mecanismo de accidon mas co-
mun, a pesar de que es uno proceso selectivo, teniendo en cuenta
que los ribosomas bacterianos estan formados por dos subunida-
des (30S y 50S), que contienen ARN ribosémico (ARNr 16S en la su-
bunidad 30S, y ARNr 5S y ARNr 23S en la subunidad 50S) y diversas
proteinas llamadas S (small o pequefia, en la subunidad 30S) o L
(large o grande, en la subunidad 50S) (Singh et al., 2021).

La sintesis proteica incluye las fases de activacidn, iniciacion,
y elongacién en las cuales actuan diferentes antimicrobianos.
Los principales antibidticos que tienen como mecanismo de ac-
cion Inhibicidn de la sintesis proteica, se resumen en la tabla 3.

1. Los antimicrobianos, historia y generalidades
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Tabla 3. Familias de antibidticos que inhiben la sintesis proteica y sus
mecanismos de resistencia

Subunidad
ribosomica

Familias de
antibioticos

Mecanismos de resistencia
microbiana

Subunidad 50S

Macrolidos
Oxazolidinonas

Mutacidn ribosomal en el 23S rRNA,
descenso de la permeabilidad de la
pared celular, emisién activa

Estreptograminas

Inactivacién del farmaco

Lincosamidas

Metilacion ribosdmica, emision
activa

Anfenicoles

Inactivacién del farmaco a través
de la enzima acetiltransferasa y
glucoronil transferasa

Subunidad 30S

Tetraciclinas

Acumulacién reducida del farmaco
intracelular, falta de sensibilidad del
objetivo e inactivacién enzimatica

Aminoglucdsidos

Inactivacion del farmaco a través de
adenilasas, fosforilasas y acetilasas.
Transferencia de ADN en forma de
plasmidos y permeabilidad reducida
a través de la membrana externa

e Alteracion del metabolismo o estructura de los
acidos nucléicos

Los antibidticos que causan alteracion del metabolismo de
acidos nucleicos pueden afectar el genoma bacteriano ya que
durante el proceso de sintesis de proteinas y de ARN ribosdmico
participan diferentes enzimas y sustratos que constituyen dia-
nas para la accion de diversos antibidticos. Principalmente se
encuentra involucrada la enzima ADN girasa, o bloqueo de la
sintesis de factores metabdlicos (Calvo & Martinez-Martinez,
2009). Esta clase de antibidticos se resumen en la tabla 4.
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Tabla4. Familias de antibidticos que inhiben el metabolismo o la estructu-
ra de los dcidos nucleicos y sus mecanismos de resistencia

Familias de antibioticos

Mecanismos de resistencia microbiana

Quinolonas

Mutacién de los genes de girasa o
acumulacién reducida del farmaco
intracelular

Sulfonamidas

Produccion de objetivos insensibles a
través de la dihidropteroato sintasa
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Las enfermedades infecciosas representan un gran desafio
para el sistema de salud a nivel mundial. A pesar de los esfuer-
zos de la comunidad cientifica en el desarrollo de nuevos an-
timicrobianos y alternativas terapéuticas, actualmente estas
enfermedades han alcanzado niveles alarmantes de mortalidad
y morbilidad, especialmente en pacientes hospitalizados, inmu-
nocomprometidos o de alto riesgo (Garcia Palomo, Agliero Bal-
bin, Parra Blanco, & Santos Benito, 2010; Kollef, Torres, Shorr,
Martin-Loeches, & Micek, 2021). Lo anterior, asociado al desa-
rrollo de resistencia a los antimicrobianos usados comunmente
para su tratamiento, ha empeorado el panorama.

Es asi como la OMS, en el aifo 2017, publicé una lista de
microorganismos con “Prioridad critica” para la busqueda de
nuevos tratamientos eficaces para su control, debido a los al-
tos niveles de resistencia y su prevalencia en los ambientes cli-
nicos (WHO, 2020). Entre los patégenos de mayor importancia
presentado en la lista de patdgenos prioritarios se encuentran:
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae,
Acinetobacter spp, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.,
Escherichia coli, entre otros (Gajdacs & Albericio, 2019).

2. Microorganismos asociados a resistencia microbiana de importancia a nivel hospitalario
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Estos microorganismos son los agentes causales de un am-
plio rango de infecciones que afectan el tracto respiratorio, el
torrente sanguineo, el tracto urinario, infecciones de heridas
e infecciones del sistema nervioso, asociados tanto a entornos
clinicos como a entornos comunitarios. Adicionalmente, pre-
sentan perfiles de multirresistencia y frecuentemente tienen la
facilidad de transferir y adquirir material genético con otros mi-
croorganismos, promoviendo la diseminacidon de microorganis-
mos resistentes asociado a la expresidon de una gran de variedad
de factores de virulencia (Andersson, Nicoloff, & Hjort, 2019;
Jung, Ryu, & Kim, 2019).

A continuacién, se describen las principales caracteristicas
de los microoganismos causantes de infecciones en entornos
clinicos y entornos comunitarios, agrupados en bacterias Gram
positivas, Gram negativas y levaduras.

2.1 Bacterias Gram positivas

Estas bacterias se encuentran como flora normal de la piel
y mucosas en humanos y animales; pero pueden comportarse
como patdégenos oportunistas llegando a ocasionar infecciones
de importancia clinica en tejidos, enfermedades respiratorias,
e intoxicaciones alimenticias. En general poseen un metabolis-
mo respiratorio aerobio facultativo, pueden ser esféricas como
cocos dispuestos en cadenas, tétradas y racimos o en forma de
bacilos (Quispe Pari & Castillo Limberd, 2014).

Staphylococcus aureus (S. aureus) es un coco Gram positi-
vo que suele asociarse en racimos (Figura 1). Forma parte de
la microbiota cutdnea y son también causa habitual de infec-
ciones tanto en la comunidad como en los centros de atencién
de salud. Las infecciones ocasionadas por S. aureus, se presen-
tan desde infecciones en piel y tejidos blandos, otitis, neumonia
hasta sepsis generalizadas (Cheung, Bae, & Otto, 2021).
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Figura 1. Coloracién Gram de S. aureus. Se observan cocos Gram positivos
en diferentes agrupaciones
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Fuente: elaboracidn propia.

La patogenicidad de S. aureus estd dada por una gran diversi-
dad de factores de virulencia, en el que se destaca la produccién
de enzimas que facilita la invasién y destruccion del tejido, como
son la hialuronidasa, DNasa, lipasa y fibrinolisina y la secrecidn
de toxinas como la toxina exfoliatina causante del sindrome de
piel escaldada en recién nacidos y la toxina del sindrome de
shock téxico estafilococico STTT (Bien, Sokolova, & Bozko, 2011).

Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) es un microor-
ganismo comensal presente en la piel y en las membranas mu-
cosas. Sin embargo, debido a ciertos factores, éste se ha con-
vertido en un patdgeno oportunista de gran importancia clinica
debido a su alta prevalencia en las infecciones intra-hospitala-
rias, siendo considerado como el principal agente causal de la
bacteriemia nosocomial afectando en mayor medida a grupos
susceptibles como neonatos, prematuros y pacientes inmunosu-
primidos; asi mismo, ha sido implicado en infecciones asociadas
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a dispositivos médicos como catéter, protesis y sondas y es cau-
sa comun de cistitis, endocarditis y septicemia (Chabi & Mom-
taz, 2019).

Su relevancia a nivel hospitalario estd relacionada con su ca-
pacidad para adherirse rapidamente en la superficie de tejidos o
dispositivos médicos por medio de interacciones hidréfobas, la
secrecion de adhesinas y la expresion de proteina de superficie
estafilocdcica 1y 2 (SSP 1-2) que promueven a su vez la forma-
cion de biopelicula que es el factor de virulencia mds importante
que posee este microorganismo (Bresco et al., 2017).

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) o también lla-
mado neumococo, es un coco Gram positivo que generalmente
se dispone en pares. Es parte del microbiota de las vias aéreas,
pero comunmente puede convertirse en oportunista y producir
infecciones de importancia clinica tanto en nifios como en adul-
tos. Es la principal causa de la neumonia adquirida en la comu-
nidad y puede asociarse también con infecciones respiratorias,
otitis media aguda, meningitis y sepsis (Brooks & Mias, 2018).
En cuanto a sus principales factores de virulencia se encuentra
la capsula que le provee proteccidn contra la fagocitosis. La IgA
proteasa que inhibe la respuesta inmune del huésped y la enzima
hemolisina productora de hemdlisis (Tikhomirova et al., 2021).

Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) es una bacteria Gram
positiva, habitualmente encontrada en piel y mucosas humanas.
Es conocido como el causante principal de faringitis bacteriana
en el hombre y estd implicada en un gran niumero de infecciones
cutaneas como la escarlatina, el impétigo y la celulitis y en otras
infecciones como otitis, neumoniay fiebre reumatica, entre otras
(Lannes-Costa, de Oliveira, da Silva Santos, & Nagao, 2021).

S. pyogenes, cuenta con importantes factores antigénicos
como la proteina M, en su pared celular que le permite evadir
la fagocitosis por parte de células especializadas. El acido lipo-
teicoico presente en la superficie celular le permite una mayor
adhesion al epitelio celular del huésped y presenta también una

@)



)

capsula de acido hialurénico que evade el reconocimiento por
parte del sistema inmune. Ademas, esta bacteria secreta enzi-
mas como la estreptoquinasa, hialuronidasa, estreptolisinaOy S
y la exotoxina pirogénica causante de la escarlatina (Lannes-Cos-
ta et al., 2021).

Enterococcus faecalis (E. faecalis) es una bacteria del tracto
gastrointestinal que puede colonizar otras dreas como la muco-
sa orofaringea y vaginal asi como la piel. Comunmente se dispo-
ne en pares o cadenas y tiene la capacidad de sobrevivir a condi-
ciones extremas lo cual le permite vivir en diferentes ambientes
como el agua, el suelo y los alimentos. Es un microorganismo
frecuente en infecciones nosocomiales y se ha asociado a infec-
ciones urinarias, intra-abdominales, bacteriemias, endocarditis
y enfermedades dentales como periodontitis y caries (Garcia-So-
lache & Rice, 2019).

E. faecalis es considerado uno de los patégenos nosoco-
miales resistentes a multiples farmacos mas prevalentes a nivel
mundial, asociado a factores de virulencia como la presencia de
la proteina de superficie enterocdcica que aumenta la capacidad
de adherencia y colonizacion de superficies bidticas o abidticas,
la produccidn de enzimas como gelatinasa y citolisina y la forma-
ciéon de biopelicula (A. C. Anderson et al., 2016).

2.2 Bacterias Gram negativas

Las bacterias Gram negativas son responsables de generar
diferentes patologias, que van desde infecciones urinarias y gas-
trointestinales leves hasta complicaciones mds severas como
enfermedades nosocomiales y bacteriemias. Se describe que
algunos de estos microorganismos presentan distintos mecanis-
mos de resistencia a antibidticos de tipo multiresistentes o ex-
tremo resistente.

Dentro de los microorganismos Gram negativos de importan-
cia clinica, tanto en humanos como en animales, se encuentra
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Escherichia coli (E.coli), bacteria perteneciente a la familia En-
terobacteriaceae. Es un bacilo anaerobio facultativo, con meta-
bolismo fermentativo, posee flagelos peritricos o algunas son
inmoviles (Figura 2). E. coli forma parte del microbiota del tracto
gastrointestinal de animales y humanos pero que puede conver-
tirse en un microorganismo oportunista y patégeno, asociado a
gran variedad de infecciones.

Figura 2. Coloracién Gram de E. coli. Se observan bacilos Gram negativos
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Fuente: elaboracién propia.

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) es otra bacteria
Gram negativa, caracterizada por poseer capsulay es inmovil. Es
una bacteria intestinal comin que puede provocar infecciones
nosocomiales como: neumonia, septicemias o las infecciones de
los recién nacidos y los pacientes ingresados en unidades de cui-
dados intensivos. Dentro de la familia Enterobacteriaceae, se re-
conoce como una de las especies de mayor importancia clinica,
por su asociacidn a infecciones nosocomiales donde pacientes
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inmunosuprimidos, hospitalizados o con enfermedades de base
son los mas afectados (Han et al., 2022).

Se caracteriza por desarrollar factores de virulencia que au-
menta su patogenicidad como lo son: la capsula, los sideréforos,
los lipopolisacaridos, las fimbrias, las proteinas de la membrana
externa y el sistema de secrecion tipo 6 (Choby, Howard-Ander-
son, & Weiss, 2020).

Figura 3. Morfologia de K. pneumonie. A. Coloracion Gram, se observan
bacilos Gram negativos. B. Colonias de K. pneumonie en Agar
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Fuente: elaboracién propia.

Pseudomona aeruginosa (P. aeruginosa) es un bacilo Gram
negativo aerobio (Ochoa et al., 2013), se encuentra habitual-
mente en el agua, suelo y plantas (Figura 4). Es un patégeno
oportunista, causa enfermedades y/o infecciones nosocomia-
les como neumonias, infecciones del tracto urinario y bacte-
riemias, causante de alta morbilidad y mortalidad en pacientes
con fibrosis quistica y pacientes inmunosuprimidos (Overha-
ge et al., 2008). Causante de alta morbilidad y mortalidad en
pacientes con fibrosis quistica y pacientes inmunosuprimidos
(Overhage et al., 2008).

2. Microorganismos asociados a resistencia microbiana de importancia a nivel hospitalario
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Figura4. Coloracion Gram de P. aeruginosa. Se observan bacilos Gram
negativos

Fuente: elaboracién propia.

P. aeruginosa, presenta una gran variedad de factores de vi-
rulencia dentro de los cuales se encuentran: los flagelos, fim-
brias (pili), matriz de exopolisacaridos, toxinas, exoenzimas vy
formacion de biopeliculas. Produce un polimero de polisacari-
dos que facilita la adherencia a la superficie epitelial pulmonar
ademas de actuar como barrera para los antibidticos. Dentro de
las exotoxinas que este produce se destacan: la exotoxina A que
dafia el epitelio alveolar y las células endoteliales pulmonares,
el sistema de secrecion de tipo lll, responsable de la secrecidn
de las toxinas exo S, exo T, exo U y exo Y; las primeras tres han
sido vinculadas a la virulencia. Exo Sy Exo T desorganizan el ci-
toesqueleto de actina de la célula hospedera, bloquean la fago-
citosis y causan la muerte celular, en tanto Exo U favorece la in-
flamacion excesiva, incrementa el dafo tisular y causa la muerte
celular (Lujan Roca, 2014).
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2.3 Levaduras

Las levaduras son hongos que suelen presentar formas es-
féricas, ovoides o elipsoidales y algunas pueden presentar hifas
(Alfonso et al., 2010). La prevalencia y la mortalidad de las infec-
ciones fungicas ha aumentado considerablemente, dado en ma-
yor medida por las infecciones del torrente sanguineo que son
causadas por especies del género Candida, seguido del género
Aspergillus y otros hongos emergentes (Cortés, Ruiz, Melgarejo,
& Lemos, 2020).

El género Candida, representa las levaduras de mayor rele-
vancia en salud publica como causa de infecciones superficiales
o sistémicas con alta mortalidad, sobre todo en personas in-
munocomprometidas. Es una especie dimérfica, es decir, crece
como una levadura o en forma de hifa, dependiendo de las con-
diciones ambientales (Figura 5).

Figura5. Morfologia de Candida sp. A. Coloracién Gram, se observan leva-
duras en 100X. B. Colonias de levaduras en Agar PDA

Fuente: elaboracién propia.

Candida spp, puede ser comensal en los seres humanos, ya
que vive en las superficies de la mucosa, sin embargo, esta des-
tinado a proliferar cuando las condiciones son permisivas, lo que
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puede conducir a infecciones invasivas y de la mucosa (Min, Ichi-
kawa, Woolford, & Mitchell, 2016).

Del género Candida se han descrito mas de 150 especies, en
su mayoria se presentan como hongos comensales en el cuerpo
humano; sin embargo, un grupo representativo de estas se aso-
cia a infecciones en humanos, entre ellas: C. albicans conside-
rado el principal microorganismo patdgeno aislado con mayor
frecuencia en aislamientos clinicos.

La patogenicidad de C. albicans estd asociada a la expresion
de una gran variedad de factores de virulencia que facilitan la
colonizacién del huésped y su rdpida propagacion por el tejido.
Entre los principales factores estan: la secrecidon de enzimas hi-
droliticas como proteasas, fosfolipasas y lipasas; cambios feno-
tipicos y morfoldgicos; factores de adhesidon como las adhesinas
que facilitan la formacién de biopelicula que, a su vez, esta aso-
ciado a una mayor susceptibilidad a infecciones por dispositivos
médicos como catéteres, tubos endo-traqueales, valvulas car-
diacas, entre otros (Lopez-Avila, Dzul-Rosado, Lugo-Caballero,
Arias-Ledn, & Zavala-Castro, 2016).
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Como se haindicado previamente, la resistencia a los antimi-
crobianos es una grave amenaza para la salud a nivel mundial.
Es un fendmeno en el cual un microorganismo ya sea bacteria,
virus hongo o parasito, deja de ser afectado por un antimicro-
biano al que anteriormente era sensible, es decir que puede so-
brevivir ante la presencia de un antimicrobiano, ya que poseen
la capacidad para neutralizar o inhibir su efecto (Barsoumian et
al., 2015).

La OMS determind la resistencia a los antibidticos como una
de las 10 principales amenazas para la salud publica en el siglo
XXI (WHO, 2020). Y aunque pareciera que hay una gran dispo-
nibilidad de medicamentos con diferentes mecanismos de ac-
cion, el uso inadecuado de estos antimicrobianos, ha llevado a la
aparicion de microorganismos resistentes. La Figura 6, describe
algunas de las causas que generan resistencia a los antimicrobia-
nos incluyendo la falta de control en veterinaria y uso inadecua-
do de los antibidticos.

3. Resistencia a los antimicrobianos
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Figura 6. Causas por las cuales se genera resistencia a los antibiéticos

1 | Prscripliones
£ LSS veterinaric inadecuadas

Falta de control

Dasis inadecuadas Automedicacidn

Fuente: elaboracién propia.

Con el paso del tiempo se han descrito tres categorias de re-
sistencia para las bacterias (Jiménez Pearson et al., 2019):

e MDR o multirresistencia: cuando hay resistencia a 3 gru-
pos de antibidticos.

e XDR o la resistencia extendida: cuando el patdgeno es re-
sistente a 10 6 11 de los 12 grupos de antibidticos.

* PDR o panresistencia: cuando el patégeno es resistente a
todos los antimicrobianos disponibles.

Como consecuencia de la farmacorresistencia, en la actuali-
dad hay menos opciones de tratamiento para los pacientes, lo
que se traduce en un aumento de morbi-mortalidad, un trata-
miento mas extenso, un tiempo de enfermedad y hospitalizacion
mas prolongado, la necesidad de medicamentos mds costosos y
dificultades financieras, tanto para las personas afectadas como
para los sistemas de salud, entre otros (Bordin et al., 2019).

Por lo tanto, se necesitan urgentemente antimicrobianos no-
vedosos para tratar las infecciones debidas a bacterias resisten-
tes a los antibidticos como las identificadas en la lista de la OMS
de patdgenos prioritarios. Ahora bien, si no se cambia la forma
en que se utilizan actualmente los antibidticos, estos nuevos far-
macos tendran el mismo destino que los actuales y se volveran
ineficaces (WHO, 2020).
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Sin herramientas eficaces para la prevencion y el tratamien-
to adecuado de las infecciones debidas a microorganismos que
ya presentan resistencia, aumentara el numero de personas para
quienes el tratamiento estd fallando o que moriran a causa de la
infeccion y, asi mismo, sera mas arriesgado llevar a cabo procedi-
mientos médicos como las intervenciones quirudrgicas y trasplante
de drganos entre otros.

3.1 Tipos de resistencia a los antimicrobianos

Las bacterias como grupo o especie no siempre son unifor-
memente susceptibles o resistentes a alguin agente antimicro-
biano en particular, por el contrario, los niveles de resistencia
pueden variar mucho dentro de los grupos bacterianos. Exis-
ten diferentes tipos de resistencia agrupados en dos categorias
principales, naturales y/o adquiridas resumidos en la Figura 7.

Figura 7. Tipos de resistencia microbiana

Tipos de
resistencia

Matural Adquirida

Intrinseca Inducida Transduccidn Transformacian Conjugacidn

Fuente: elaboracion propia.

La resistencia natural es un rasgo que se comparte univer-
salmente dentro de una especie bacteriana independiente de
la exposicion al antibidtico y no esta relacionada con la transfe-
rencia horizontal de genes; dicha resistencia natural puede ser
intrinseca o inducida. La resistencia inducida es aquella en la
cual los genes se expresan naturalmente en las bacterias, pero
solo después de tener exposicién al farmaco.
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Por otra parte, la resistencia adquirida se presenta cuando hay
transmision de material genético. Existen diferentes mecanismos
de transferencia horizontal de genes como: la transduccidn, con-
jugacién y la transformacion; sus principales caracteristicas se ilus-
tran en la Figura 8 (Calderdn Rojas & Aguilar Ulate, 2016).

Figura 8. Mecanismos de transferencia horizontal de genes

A

Infeccién litica

Ensamblaje del virus
y lisis de la bacteria

Liberacion de
wviriones
y nueva infeccién

Bacteria transducida

Fragmentos de ADN
de la célula donante

Integracion

ula transformada

Célula F+

olo

Conjugacién: se da el trasparo directo de material
gendético de una bacteria a otra por medio de una
estructura conocida como pili mediante el cual se

transfiere ADN generalmente de tipo plasmidico

genética
T duccién: es la f ia de ADN de una Transduccion: la bacteria captura o toma el ADN
iaaotra un virus (k iéfago), este lular del medio que frec es liberado
se intes 1 ypuede t ferir genes, por otra bacteria, este material genético puede integrarse
entre ellos genes de resistencia. en el genoma y expresarse.
C Célula donante F+ Célula receptora F-

f

Replicacién

Célula F-

Fuente: Tomado y modificado de Navarrete y Pinilla, 2020.
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3.2 Mecanismos de resistencia bacteriana

Las bacterias son capaces de adquirir resistencia a los antibio-
ticos a través de diversos mecanismos, estos son: La disminucion
de la absorcién del farmaco, modificacion del sitio blanco, inacti-
vacion del farmaco, bombas de eflujo y material genético foraneo
(Abushaheen et al., 2020). De esta forma, una bacteria puede ad-
quirir la resistencia a uno o varios antibioticos sin necesidad de
haber estado en contacto con estos. Los principales mecanismos
por los cuales los microrganismos pueden adquirir resistencia a los
farmacos antimicrobianos se representan en la Figura 9 y 10.

Figura 9. Mecanismos de resistencia

PARED
. BACTERIANA

MATERIAL
GENETICO
FORANEO

..s
@ @
[®} °®

INACTIVACION
ENZIMATICA

'.n)‘ MODIFICACION
\Sa'd SITIO BLANCO

BOMBAS
DE FLUJO

Fuente: Tomado y modificado de: Comunicacion médica Continua. (2020). Re-
sistencia bacteriana una crisis actual.

Las bacterias, al poseer tan diversos mecanismos a través de
los cuales puede adquirir resistencia a los antibidticos, le permi-
te alcanzar un nivel superior de multirresistencia, el cual se regis-
tro por primera vez en las enterobacterias durante la década de
1950. La situacion se ve agravada ya que diversos microorganis-
mos, son resistentes a la mayoria de los agentes antibacterianos
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actualmente disponibles, se conocen popularmente como su-
perbacterias, lo que representa un desafio terapéutico severo
(Fernandez & Hancock, 2012) (Fernandez y Hancock, 2012).

Figura 10. Mecanismos de resistencia

1. PARED BACTERIANA 2. MODIFICACION DEL SITIO BLANCO
Se produce por una disminucion en la Se disminuye la afinidad de la unidn al
absorcién del firmaco debido a cambios férmaco por alteracidn o mutacién a

en el didmetro, ndmero de porinasy niver ribosomal
caracteristicas intrinsecas de la pared

bacteriana

4.BOMBAS DE EFLUO

Este mecanismo se da a través del
transporte del antimicrobianao fuera de
la membrana celular sin medificarlo

3. INACTIVACION ENZIMATICA

La inactivacion se efectia mediante la
produccién de enzimas gue modifican el
farmace mediante acetilacién o fosforilacién,
o destruccidn de la molécula, lo que ocasio-
na la perdida de la interaccidn farmaco-sitio
activo.

5. MATERIAL GENETICO FORANEO

Es la adquisicién de material genético
mavible a través de mecanismos de
transferencia horizontal

Fuente: Tomado y modificado de Comunicacién médica continua. Resistencia
bacteriana una crisis actual, 2020.

3.2.1 Pared bacteriana

Es importante recalcar que las bacterias tienen una diferen-
cia natural en la composicion lipidica de sus membranas celu-
lares siendo ricas en fosfolipidos cargados negativamente como
el fosfatidilglicerol (PG), la cardiolipina (CL) y la fosfatidilserina
(PS) (Romaniuk & Cegelski, 2015).

Las bacterias Gram negativas tienen una membrana externa
que contiene lipopolisacaridos (LPS) que actua como barrera de
permeabilidad que reduce el acceso a la membrana citoplasmatica
otorgando una resistencia innata a ciertos antimicrobianos. Otras
bacterias como las micobacterias tienen una membrana externa
gue tiene un alto contenido de lipidos, haciendo que farmacos hi-
drofébicos tengan acceso facil a la célula pero los farmacos hidro-
filicos tienen un acceso limitado (Andersson et al., 2019).
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Mientras que las bacterias Gram positivas al no poseer mem-
brana externa su restriccion del acceso de medicamentos no es
tan frecuente. Sin embargo, se ha evidenciado que Staphylococ-
cus aureus posee una pared celular engrosada que dificulta que
el farmaco ingrese a la célula, proporcionando resistencia inter-
media a la vancomicina (Romaniuk & Cegelski, 2015).

En el caso de bacterias con membranas externas de mayor
grosor, requieren que las sustancias a menudo ingresan a la
célula a través de canales de porina. Los canales de porina en
bacterias Gram negativas, generalmente permiten el acceso a
moléculas hidrofilicas. Hay dos formas principales en las que los
cambios en las porinas pueden limitar la absorcion del farmaco:
i) una disminucién en el nimero de porinas presentes; y ii) mu-
taciones que cambian la selectividad del canal de la porina. De
esta manera algunas bacterias pertenecientes a la familia Ente-
robacteridcea adquieren resistencia, debido a la reduccién del
numero de porinas, siendo este un mecanismo de resistencia a
los carbapenémicos (Christaki, Marcou, & Tofarides, 2020).

3.2.2 Modificacion del sitio blanco

Son variaciones naturales o cambios adquiridos en los sitios
blanco de accion de los antimicrobianos que impiden la unién
del farmaco. Estos cambios usualmente resultan en la mutacién
de un gen que codifica para la proteina blanco. Dado que la inte-
raccion del antibidtico con la molécula blanco es generalmente
bastante especifica, una alteracién menor puede tener un efec-
to importante en la unién del antibidtico.

Estas alteraciones pueden ser (Andersson et al., 2019; Chris-
taki et al., 2020):

e Alteracidn en la subunidad 30S o subunidad 50S del ribo-
soma conduce a la resistencia a farmacos que afectan la
sintesis de proteinas.
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e Alteracion de la PBP (proteinas de unién la penicilina): La

modificacién de la PBP es un mecanismo de resistencia en
bacterias Gram-positivas ya que estas son transpeptidasas
involucradas en la construccion de peptidoglicano en la
pared celular el aumento de estas conduce a una menor
afinidad por antibidticos de tipo B-lactdmicos y la dismi-
nucidn de PBP conlleva con la unién normal del farmaco.

Precursores de la pared celular alterados: la sintesis de la
pared celular en bacterias Gram-positivas puede ser inhi-
bida por glicopéptidos (vancomicina), mediante su unién
a residuos de D-alanil-D-alanina de precursores del pepti-
doglucano. La D-alanil-alanina se cambia a D-alanil-lacta-
to como resultado de lo cual los glicopéptidos no se en-
trecruzan con ellos, por lo que se desarrolla resistencia a
ellos. Existen También los lipopeptidos actuan despolari-
zando la membrana.

Farmacos que se dirigen a la sintesis de acidos nucleicos,
la resistencia se produce a través de modificaciones en
la enzima ADN girasa (bacterias Gram negativas) o topoi-
somerasa |V (bacterias gram positivas). Estas mutaciones
provocan cambios en la estructura de la girasa y la topoi-
somerasa que disminuyen o eliminan la capacidad del
farmaco para unirse a estos componentes Mecanismos
de proteccion ribosdmica que confieren resistencia a las
tetraciclinas.

3.2.3 Inactivacion enzimatica

Se da mediante la accion de enzimas que inactivan el farma-

co agregando fracciones quimicas especificas o que destruyen la
molécula en si, lo que hace que el antibidtico no pueda interac-
tuar con su blanco. Hay tres enzimas principales que inactivan
los antibidticos, las i) B-lactamasa, ii) las enzimas modificadoras
de aminoglucdsidos, vy iii) cloranfenicol acetiltransferasas (AAC)
(Kapoor, Saigal, & Elongavan, 2017).
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Beta-lactamasas: hidrolizan casi todos los B-lactamicos que
tienen un enlace éster y amida, por ejemplo, penicilinas, cefa-
losporinas, monobactamicos y carbapenémicos. Hasta la fecha
se conocen unas 300 B-lactamasas. Han sido clasificadas en cua-
tro categorias: i) B-lactamasas de clase A también denominadas
penicilinasa -dentro de estas encontramos las B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE)-; ii) B-lactamasas de clase B son me-
talo-B-lactamasas con actividad sobre cefalosporinas; iii) B-lac-
tamasas de clase C: también denominadas cefalosporinasas; es-
tos son producidos por todas las bacterias Gram-negativas con
excepcion de Salmonella y Klebsiella; iv) B-lactamasas de clase
D estas son enzimas hidrolizantes de oxacilina, que se encuen-
tran mas comunmente en Enterobacteriaceae y en P. aerugino-
sa (Urquizo Ayala, Jackeline Arce Chuquimia, & Gladys Alanoca
Mamani, 2018).

Enzimas modificadoras de aminoglucdsidos (AME): son neu-
tralizados por enzimas especificas: fosforiltransferasas, nucleo-
tidiltransferasas o adeniltransferasas y AAC. Estas AME reducen
la afinidad de una molécula modificada, impiden la unién a la
subunidad ribosémica 30S (Kakoullis, Papachristodoulou, Chra,
& Panos, 2021; Kapoor et al., 2017)

Cloranfenicol-acetil-transferasas: mecanismo usado por po-
cas bacterias Gram positivas, Gram negativas y algunas cepas
de Haemophilus influenzae que son resistentes al cloranfenicol
y tienen una enzima cloranfenicol transacetilasa que acetila los
grupos hidroxilo del cloranfenicol. El cloranfenicol modificado
no puede unirse correctamente a una subunidad ribosomal 50S
(Christaki et al., 2020).

3.2.4 Bombas de eflujo

Son proteinas de membrana que exportan antibidticos de
la célula y mantienen sus concentraciones intracelulares ba-
jas, cuando estos antimicrobianos ingresan a la célula, los
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mecanismos de eliminacion los expulsan nuevamente antes de
que alcancen su objetivo (Huang et al., 2022).

Existen cinco familias de bombas de eflujo: la superfamilia de
facilitadores principales (MFS); la familia de resistencia a mul-
tiples farmacos pequefios (SMR); la familia de divisidn celular
de nodulacidn de resistencia (RND); superfamilia de casetes de
unién a ATP (ABC); y la familia de extrusion de compuestos toxi-
cos y multidrogas (MATEQ). En 2015 se descubrié una nueva fa-
milia de transportadores la superfamilia de eflujo de compuestos
antimicrobianos proteobacterianos (PACE) (Hassan et al., 2018).
Estas familias difieren en términos de fuente de energia ya que
la familia ABC funcionan como bombas de eflujo a través del
hidrdlisis de ATP para el suministro de energia mientras que las
superfamilias MATE, MFS, RND y SMR, utilizan la fuerza motriz
de protones proporcionada por el gradiente de H+ o el gradiente
electroquimico de Na+ para suministrar energia y luego extruir
multiples compuestos. Otra diferencia entre estas familias radi-
ca en el rango de sustratos que son capaces de extruir y en el
tipo de organismos bacterianos en los que se distribuyen (Huang
et al., 2022; Piddock, 2006).

3.2.5 Resistencia mutacional

Corresponde a células bacterianas que desarrollan mutacio-
nes en genes afectando la actividad del medicamento. Estas mu-
taciones se pueden dar en algunos pares de bases durante la
replicacidon bacteriana (mutaciones puntuales), ocasionando el
reemplazo de uno o unos pocos aminodcidos en un blanco criti-
co (enzima, pared celular o estructura celular), asi como genes
de control o estructuras cromosémicas.

La adquisicién de material de ADN extrafio a través de Trans-
ferencia Horizontal de Genes (HGT) es una de las caracteristi-
cas de la evolucion bacteriana y es causante de resistencia
antimicrobiana.
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Las bacterias adquieren material genético externo a través
de tres estrategias: transformacion (incorporacién de ADN des-
nudo) es quizas el tipo mas simple de HGT pero solo algunas
bacterias tienen esta capacidad; transducciéon (mediada por
fagos); conjugacion (“sexo” bacteriano) implica el contacto de
célula a célula estd ampliamente relacionada con la aparicién
de resistencia en el entorno hospitalario; esta utiliza elementos
genéticos moviles (MGEs) como lo son los plasmidos y los trans-
posones como vehiculos para compartir informacidon genética
valiosa, aunque se ha encontrado que uno de los mecanismos
mas eficientes para acumular genes de resistencia a los antimi-
crobianos esta representado por los integrones, que son siste-
mas de recombinaciéon especificos de sitio capaces de reclutar
marcos de lectura abiertos en forma de casetes de genes movi-
les (Munita & Arias, 2016; Ploy, Lambert, Couty, & Denis, 2000).

3.2.6 Biopeliculas o biofilms bacterianos como
mecanismos de resistencia

Es una comunidad de bacterias que se encuentran unidas de
manera irreversible a un substrato las cuales estan protegidas
por un matriz extracelular que les otorga a las bacterias -que lo
poseen- proteccidon a ambientes adversos, resistencia a la accidn
de los farmacos y la respuesta inmune del huésped, asi como
intercambio de nutrientes con otras bacterias.

Navarrete y col. en su Capitulo del 2021 detallan las etapas de
la formacidn de la biopelicula la cual se empieza con una unién
inicial y posterior agregacidn de estructuras multicelulares, en
el que hay un reconocimiento célula a célula que les permite la
adhesion mediante adhesinas a superficies abidticas, biomate-
riales (Santos et al., 2021).

El segundo paso es la maduracion de la biopelicula una vez
se une a la superficie colonizada en donde las bacterias comien-
zan a proliferar y secretar una matriz extracelular compuesta de
polisacdridos, acidos nucleicos y proteinas quedando protegidas
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de factores nocivos del ambiente para formar una estructura tri-
dimensional; el siguiente paso es la dispersidn el cual precede
la lisis y muerte de las células, algunas células se liberan de la
matriz para colonizar nuevas areas.

3.3 Factores que aceleran la propagacion de la
resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos ocurre naturalmente con
el tiempo, generalmente a través de cambios genéticos. Los or-
ganismos resistentes a los antimicrobianos estan presentes en
las personas, animales, alimentos, plantas y el medio ambiente
(agua, suelo y aire). Lo anterior, como consecuencia al uso dado
a los antibioticos para favorecer el crecimiento de los animales,
y mejorar los productos derivados de los mismos. También se
han usado de manera profilactica para evitar afecciones en los
animales, y es asi como llegan trazas de estos antibidticos a los
microorganismos, debido a que el uso racional de los antibiéti-
cos en estos sectores no estd controlado en algunos paises (Celis
Bustos, Vanesa Rubio, & Camacho Navarro, 2017).

Entre los principales factores que aceleran la propagacion de
la resistencia a los antimicrobianos, se encuentran los siguientes:

e Elusoindebido y excesivo de antimicrobianos es el princi-
pal factor que determina la aparicién de organismos resis-
tentes. En muchos lugares los antibidticos se usan en ex-
cesoy tienen un mal uso en personas y animales, ademas,
a menudo se administran sin supervision profesional. Los
ejemplos de mal uso incluyen el tomarlos en infecciones
de tipo viral como resfriados y gripe y cuando se adminis-
tran como promotores del crecimiento en animales o se
usan para prevenir enfermedades en animales sanos.

e La falta de acceso a agua limpia, saneamiento e higiene
tanto para las personas como para los animales.
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* Medidas deficientes de prevencién y control de las enfer-
medades y las infecciones en los centros de atencidn de
salud y las explotaciones agricolas.

e El acceso deficiente a medicamentos, vacunas y medios
de diagndstico asequibles y de calidad; esto es debido a la
inequidad en el acceso a medicamentos y a los sistemas
de salud que se suele presentar debido a la escasez de
recursos, la falta de trabajadores sanitarios lo suficiente-
mente calificados y capacitados, ademas de la desigual-
dad entre los paises.

e Falta de sensibilizacion y conocimientos por parte de la
ciudadania, por lo que se deben implementar estrategias
de educacion en la comunidad, asi como sistemas de vigi-
lancia mas eficaces en el sector de la salud que garanticen
la adhesién a tratamientos (Gonzdles Mendoza, Maguifa
Vargas, & Gonzéles Ponce, 2019; WHO, 2020).
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A nivel mundial se han observado tasas elevadas de resisten-
cia a los antibidticos utilizados habitualmente en los tratamien-
tos lo que indica que se estan agotando los antibidticos eficaces.
Infecciones comunes como las urinarias, la septicemia, las de
transmision sexual y algunas formas de diarrea se han converti-
do en infecciones de gran importancia debido a que quienes las
producen son bacterias que con el tiempo han llegado a adquirir
variedad de genes asociados a resistencia.

Algunas especies bacterianas como E. coli se caracterizan por
presentar un alto perfil de resistencia antimicrobiana, por la pro-
duccion de betalactamasas y carbapenemasas, que le confieren
resistencia frente a un amplio rango de antibioticos. La resisten-
cia de E. coli a las fluoroquinolonas, antibidticos utilizados en el
tratamiento de las infecciones urinarias, esta muy generalizada
(Kot, 2019). En algunos paises, los antibidticos carbapenémicos,
considerados de ultimo recurso, ya no son eficaces en mas de
la mitad de los pacientes con infecciones por K. pneumoniae,
debido a la resistencia. Esta resistencia al tratamiento a los car-
bapenémicos, se ha propagado a todas las regiones del mundo.

De acuerdo con lo anterior, la propagacién de bacterias pro-
ductoras de carbapenemasas es un problema clinico relevante
porque estas enzimas confieren resistencia a la mayoria de los
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B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, mo-
nobactdmicos, entre otros).

La colistina es el Unico tratamiento de ultimo recurso para in-
fecciones potencialmente mortales por enterobacterias (es decir,
E. coli, Klebsiella spp., etc.) resistentes a los antibidticos carbape-
némicos. Sin embargo, también se han detectado bacterias resis-
tentes a la colistina en varios paises y regiones (Torres et al., 2021).

Otra bacteria de gran importancia en salud publica y que ha
presentado gran resistencia es S. aureus resistente a la meticili-
na (SARM). Pacientes con infecciones por esta causa, tienen una
probabilidad de morir 64 veces mayor que los pacientes con in-
fecciones farmaco-sensibles (WHO, 2020).

Es por ello que en el afio 2017 la OMS publicé un listado de
bacterias para las cuales se declara prioritario buscar nuevos an-
tibidticos. En esta lista se incluyen 12 familias de bacterias, sien-
do las de mayor importancia bacterias: Gram negativas (WHO,
2020). De acuerdo con el nivel de prioridad, se dividieron en tres
categorias segun su importancia (tabla 5).

Tabla 5. Bacterias resistentes a los antibidticos priorizadas por la OMS

Prioridad critica: Infecciones graves y letales

Bacterias Resistencia
A. baumannii Carbapenémicos
P. aeruginosa Resistencia a carbapenémicos

Resistencia a carbapenémicos,
Enterobacteriaceae (E. coli, Serratia, | Productoras de BLEE

Proteus, Klebsiella) (Betalactamasas de espectro
extendido)

Prioridad elevada

Bacterias Resistencia

Enterococcus faecium Resistencia a Vancomicina

Resistencia a la Meticilina, con sen-
Staphylococcus aureus sibilidad intermedia y resistencia a

la Vancomicina
®
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Prioridad elevada

Bacterias Resistencia
Campylobacter spp. Resistencia a la Claritromicina
Salmonellae Resistencia a las Fluoroquinolonas

Resistencia a las Cefalosporinasy a
las Fluoroquinolonas

Helicobacter pylori Resistencia a la Claritromicina
Prioridad media

Neisseria gonorrhoeae

Bacterias Resistencia
Streptococcus pneumoniae Sin sensibilidad a la Penicilina
Haemophilus influenzae Resistencia a la Ampicilina
shigella spp. Resistencia a las Fluoroquinolonas

En Colombia, un estudio sobre la vigilancia de la resisten-
cia adelantado por el Instituto Nacional de salud (INS), realiza-
do durante los afios 2012 a 2020 evidencid que, la distribucion
de carbapenemasas por microorganismos fue predominante en
las Enterobacterias sobresaliendo el gen KPCy en Pseudomonas
spp., el gen VIM (Figura 11) (Instituto Nacional de Salud, 2021).

Figura 11. Distribucién geogrdfica de Carbapenemasas en Colombia
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Fuente: Tomado y modificado de Boletin epidemioldgico 2021 (semana 9).
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En la figura 12 se evidencian los perfiles de resistencia obteni-
dos en el afio 2020 en las UCI adultos, en la cual se observa un in-
cremento en la resistencia a carbapenémicos por K. pneumoniae
de hasta el 16% (Instituto Nacional de Salud, 2021).

Figura 12. Perfil de resistencia de E. coli y K. pneumoniae en UCI adulto ario
2020

Perfil de resistencia en UCl adulto afio 2020
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Fuente: Tomado y modificado de Boletin epidemioldgico 2021 (semana 9).

En el afio 2018 en Colombia, el Ministerio de Salud y Protec-
cion Social reportd una gran incidencia y prevalencia de infec-
ciones nosocomiales relacionadas con la colonizacion de dis-
tintos dispositivos médicos por diversos patdgenos, siendo los
mas importantes K. pneumoniae, E. coliy P. aeruginosa, seguido
de bacterias Gram positivas y otras Enterobacterias (Programa
de prevencidn, vigilancia y control de infecciones asociadas a la
atencién en salud (IAAS) y la resistencia antimicrobiana, 2018).

P. aeruginosa presenta gran importancia a nivel clinico debi-
do a su alta resistencia intrinseca a antibidticos la cual es con-
ferida por mutaciones en los genes ampR, ampD o dacB, PBP4,
que conllevan a una hiperproduccién de la betalactamasa cro-
mosdmica tipo AmpC. Lo anterior, confiere resistencia a todas
las penicilinas, cefalosporinas (ceftazidima y cefepima) y mono-
bactdmicos (aztreonam) lo que conlleva a una reduccién en las
opciones de tratamiento (Nicolau & Oliver, 2010).
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También se destaca que este microorganismo tiene la capa-
cidad de generar resistencia gracias a mecanismos de transfe-
rencia horizontal enfatizando la presencia de betalactamasas y
carbapenemasas. Entre los mecanismos mutacionales, mas co-
nocidos se destaca la represion o inactivacion de la porina OprD,
por la que se introducen las carbapenemasas en la célula bacte-
riana, que confiere resistencia al imipenem y sensibilidad redu-
cida al meropenem (Nicolau & Oliver, 2010).

Dentro de las carbapenemasas presente para Pseudomonas
se encuentran: KPC-2 la cual se ha detectado en Colombia, tam-
bién se han encontrado Carbapenemasas de tipo GES-2 y GES-5,
IMP, VIM, y raramente se han aislado cepas con resistencia con-
ferida por OXA 40 (Nicolau & Oliver, 2010).

En Colombia se analizaron 57 aislamientos de P. aeruginosa
entre 2012 y 2013 sospechosas de ser productoras de carbape-
nemasas de las cuales luego de realizar pruebas de microbio-
l6gicas se confirmd la presencia de carbapenemasas en 43 de
estos, de los cuales 33 fueron positivos para el gen bla VIM, 9
para el gen bla KPC, y un aislamiento se detectd con produccion
de las carbapenemasas KPC y VIM, evidencidandose que ningun
aislamiento presentaban carbapenemasas del tipo IMP y NDM
(Abril Riafio et al., 2020).

El estudio sobre resistencia de P. aeruginosa a antimicrobia-
nos en hospitales colombianos, realizado por Villa et al., durante
los afios 2005 al 2009, describe la evolucion del porcentaje de
resistencia a los principales antibidticos (Figura 13). Para los an-
timicrobianos ciprofloxacina y levofloxacina, se observd durante
el estudio una tendencia hacia la disminucién de la resistencia,
a diferencia de la piperacilina / tazobactam, que experimentd
un aumento progresivo de la resistencia llegando al 26,8% en el
afio 2009. Respecto al meropenem e imipenem, no se eviden-
ciaron cambios importantes en este periodo, aunque el nimero
de cepas probadas para cada antimicrobiano fue diferente (Villa
et al., 2013).
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Figura 13. Tasa de resistencia anual durante el periodo de 2005 a 2009
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Fuente: Tomado y modificado de Villa et al, 2013.

De igual manera, se han presentado infecciones fungicas far-
macorresistentes. En mucosa oral, la prevalencia de especies de
Candida varia entre el 2% y el 37% en poblacion sana y entre el
13% y el 76% en pacientes hospitalizados. De las especies de
Candida, C. albicans predomina en candidiasis genital, oral y cu-
tanea (> 90%) (Bedout & Gémez, 2010), presentando asi como
un problema de salud publica, por su recurrencia, frecuencia y
dificil tratamiento.

Esto ultimo debido principalmente a la produccidn de biopeli-
cula, pues el rapido crecimiento y la capacidad de adherencia a la
superficie les confieren mayor resistencia a los tratamientos antifun-
gicos como polienos, azoles y equinocandinas (Garcia et al., 2007).

Ademas, la farmacorresistencia de Candida auris, una de las
causas mas habituales de infeccidon fungica invasiva, ya es gene-
ralizada y se tiene constancia creciente de su resistencia al flu-
conazol, anfotericina B y voriconazol, asi como de la resistencia
emergente a la caspofungina (WHO, 2020).
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El estudio de los mecanismos de resistencia también ha
sido importante en la industria farmacéutica, ya que han sur-
gido multiples agentes nuevos para eludir los mecanismos de
resistencia conocidos. Estos agentes se han desarrollado gene-
ralmente a través de la modificacion de clases de medicamen-
tos que han sido previamente aprobados por la FDA para su uso
como antibioticos.

Los ejemplos incluyen el nuevo aminoglucdsido plazomicina,
la nueva cefalosporina ceftolozane (que se combiné con tazobac-
tam) y los nuevos inhibidores de B-lactamasa como avibactam,
vaborbactam y relebactam que se combinaron con antibidticos
B-lactamicos existentes para formar fadrmacos como ceftazidima
-avibactam, meropenem - vaborbactam, imipenem - relebactam
y aztreonam —avibactam (Eichenberger & Thaden, 2019).

En 2019 la OMS reporté 32 compuestos en fase de desarrollo
clinico contra patdgenos que presentan gran resistencia, de los
cuales solo seis se clasificaron como estructuras novedosas. Es
mas, la falta de acceso a antimicrobianos de calidad sigue siendo
un gran problema. La escasez de antibidticos afecta a paises de
todos los niveles de desarrollo y especialmente a sus sistemas
de atencion de salud.

4.1 Enterobacterias resistentes a carbapenémicos

Actualmente, la resistencia a carbapenémicos por parte de
microorganismos pertenecientes al grupo de las enterobacterias
representa una gran amenaza para la salud publica debido al au-
mento en la morbilidad y mortalidad de las infecciones asocia-
das a estos patdgenos. Esto debido a las limitadas opciones de
tratamiento disponibles para combatir dichos microorganismos
multirresistentes, lo cual ha producido un aumento en la preva-
lencia de infecciones, un tiempo mas prolongado de tratamiento
y hospitalizacién y costos sanitarios y de atencidn mas elevados
(Vanegas-Munera & Jiménez-Quiceno, 2020).
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La resistencia a carbapenémicos en enterobacterias se pro-
duce principalmente por tres mecanismos: modificacidn de las
porinas, lo cual reduce la permeabilidad de la pared celular y
disminuye la captacién del farmaco; la expresion de bombas de
flujo en la membrana que produce la salida activa del farma-
co fuera de las células inhibiendo su mecanismo de accion; y la
produccion de enzimas hidrolizantes de Betalactamicos (Elsha-
my & Aboshanab, 2020). A su vez, las enterobacterias resisten-
tes a carbapenémicos (CRE) pueden sub-dividirse en dos grupos:
CRE productoras de carbapenemasas (CRE-CP) y CRE no produc-
toras de carbapenemasas (CRE-no CP) (Figura 14) (Suay-Garcia
& Pérez-Gracia, 2019). La produccion de enzimas hidroliticas
es el mecanismo de resistencia principal. Estas enzimas de tipo
B-lactamasas hidrolizan los carbapenémicos por lo que reciben
el nombre de carbapenemasas. Este factor es de gran relevancia
ya que facilita la inactivacion de gran variedad de Betalactami-
cos y al ser codificados por genes transportados por plasmidos,
la transferencia horizontal de genes de una especie bacteriana a
otra produce la propagacién de genes de resistencia (Suay-Gar-
cia & Pérez-Gracia, 2019).

Figura 14. Clasificacion de Enterobacterias Resistentes a Carbapenémicos
(CRE)

—

OXA 48y sus
variantes

Modificacion de Serincarbapene- Metalo

masas B-lactamasas

purinas

Inhibe entrada Salida activa del Ampe
del firmaco farmaco BLEE

Fuente: elaboracién propia.
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Las enterobacterias resistentes a carbapenémicos, produc-
toras de carbapenemasas CRE-CP pueden producir diferentes
tipos de enzimas, las cuales segun la clasificacion de Ambler se
dividen en tres grupos: carbapenemasas de clase A, clase B y
clase D.

« Carbapenemasas clase A

Estas enzimas utilizan un residuo de serina en su sitio activo
para la inactivaciéon del farmaco B-lactamico, tienen la capaci-
dad de hidrolizar una amplia variedad de B-lactdmicos, inclui-
dos carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas y aztreonam vy,
ademas, todos son inactivados por inhibidores de B-lactamasa:
acido clavuldnico y tazobactam.

Tabla 6. Carbapenemasas Ambler clase A

Carbapenemasas Especies implicadas

KPC: K. pneumoniae carbapenemasa

GES: carbapenemasas de espectro extendido K. pneumonia

de guayana P. aeruginosa

IMI: B-lactamasa hidrolizante de imipenem E cloacae

SME: Enzima Serratia marcescens S. marcescens

NMC: No metaloenzima carbapenemasa

« Carbapenemasas clase B

Contienen al menos un dtomo de zinc en el sitio activo para
ser usado como cofactor en la hidrélisis de un anillo biciclico de
B-lactama, hidroliza carbapenémicos, cefalosporinas y penicili-
nas, pero no hidroliza aztreonam, y estas son resistentes a los
inhibidores de B-lactamasa disponibles, pero sin son inhibidas
por quelantes de iones metalicos como EDTA.
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Tabla7. Carbapenemasas Ambler clase B

Carbapenemasas Especies implicadas

MBL: metalo-B-lactamasas

NDM: New Delhi metalo-B-lactamasa-1 A. baumannii

VIM: metalo-B-lactamasa codificada por inte- P. aeruginosa

grén de Verona E. coli

IMP: metalo-B-lactamasa imipenemasa C. freundii

GIM: German imipenemasa P mirabilis

SPM: Sao Paulo metalo-B-lactamasa M. morganni

SIM: Seoul imipenemasa

« Carbapenemasas clase D

Denominadas oxacilinasas, este grupo de enzimas tienen
un mecanismo de accién similar. Hidrolizan débilmente car-
bapenémicos, no hidrolizan cefalosporinas y aztreonam, pero
tienen la capacidad de hidrolizar eficientemente la oxacilina.
No se ven afectados por los inhibidores de la B-lactamasa ni
EDTA lo cual puede asociarse a su gran variabilidad en las se-
cuencias de aminoacidos.

Tabla8. Carbapenemasas Ambler clase D

Carbapenemasas Especies implicadas

OXAs: Oxacilinasas, principalmente A. baumannii, E. coli,

OXA 48 y sus variantes. K. pneumoniae, P. aeruginosa
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Dada la problematica de resistencia bacteriana a nivel mun-
dial la OMS implementé el Plan de accién mundial sobre la resis-
tencia a los antimicrobianos a partir del aino 2015, el cual cuenta
con cinco objetivos: i) concienciar y sensibilizar a la poblacién
acerca de la resistencia a los antimicrobianos; ii) mejorar la vigi-
lancia y la investigacion; iii) reducir la propagacion de las infec-
ciones mediante medidas eficaces de saneamiento; iv) higiene y
prevencién de las infecciones; v) optimizar el uso de antibidticos
en la atencién de la salud humana y animal; y vi) aumentar la
innovacién y la inversién (Khabbaz et al., 2017).

Para dar apoyo al desarrollo de este Plan, se cred el Siste-
ma mundial de vigilancia de la resistencia y el uso de antimi-
crobianos (GLASS), del cual, a la fecha participan 127 paises. Se
caracteriza por hacer uso de estdndares de vigilancia, mejorar
la seguridad del paciente, garantizar la calidad de los datos y
estandarizar los reportes sobre bacterias resistentes.

El sistema GLASSS comenzd con la vigilancia de Resistencia a
los Antimicrobianos (RAM), en bacterias que causan infecciones
humanas comunes y ha ampliado su alcance, para incluir la vigi-
lancia del consumo de antimicrobianos (AMC), infecciones fun-
gicas invasivas y un modelo de vigilancia “Una salud” relevante
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para la salud humana. También ha efectuado Vigilancia mundial
de la RAM, cobertura y sistemas de aseguramiento de la calidad
del laboratorio a nivel subnacional (Achmad Ali Fikri, Syamsul
Arifin, 2022; World Health Organization (WHO), 2020)

La OMS también realiza otras intervenciones que son lleva-
das a cabo en los diferentes paises miembros. Dentro de estos
proyectos se encuentra “Trabajando juntos para combatir la re-
sistencia a los antimicrobianos”, que desde 2010, fue instituido
por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y Agricultura (FAO), la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OMSA) y la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), para
combatir la RAM; quienes trabajan de forma coordinada para
disminuir los riesgos en la interfaz salud humana, animal y del
medio ambiente. El objetivo de este proyecto es apoyar los es-
fuerzos para combatir la RAM a través de la implementacién
de los Planes de Accion Nacional de siete paises: Argentina, Bra-
sil, Chile, Colombia, Paraguay, Peru y Uruguay (Trabajando jun-
tos para combatir la resistencia a los antimicrobianos, s. f.).

Ademas, existe la Red Latinoamericana y del Caribe de Vigi-
lancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA), la cual
se establecid en 1996 por la OPS/OMS junto con sus estados
miembros. Su objetivo es establecer las politicas e intervenciones
para la prevencidn y control de la RAM en la Regidn, mediante la
recopilacion de datos confiables, comparables y reproducibles.
Como parte de sus funciones, la red provee informacion clave
para la eleccion del tratamiento empirico de las enfermedades
infecciosas y el diseio de estrategias locales y regionales de utili-
zacion de antimicrobianos, gracias a que cuenta con 20 laborato-
rios nacionales de referencia, que, a su vez, se nutren del trabajo
de 750 laboratorios centinela. Estos laboratorios asesoran a los
paises en temas de evaluacion de nuevos farmacos para el trata-
miento de infecciones graves, utilidad y limitaciones de los mé-
todos fenotipicos para deteccidon de resistencia, entre otros. De
igual manera, esta red de investigacidon permite el intercambio de
conocimientos y aprendizaje entre estudiantes e investigadores.
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Dentro de los paises miembros se encuentran: Argentina,
Belice, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Cuba, Ecuador, El Salva-
dor, Guatemala, Honduras, Costa Rica, México, Nicaragua, Pana-
ma, Paraguay, Peru, Republica Dominicana, Uruguay, y Venezuela
(Giono-Cerezo, Santos-Preciado, Morfin-Otero, Torres-Lopez, & Al-
cantar-Curiel, 2020).

Otra de las iniciativas incluye la participacion activa de las co-
munidades, liderada desde la OPS, REACT Latinoamérica y la Uni-
versidad Internacional de la Florida, y South Centre, para discutir la
importancia de empoderar a las comunidades en la lucha contra la
RAM (Iniciativa: Comunidades Empoderadas frente a la RAM, s. f.).

Ademas de estas, también existe la Asociacion Mundial de
Investigacion y Desarrollo de Antibidticos (GARDP). Organiza-
cion sin fines de lucro que acelera el desarrollo y el acceso a
tratamientos para infecciones resistentes a los medicamentos.
Junto con socios privados y publicos, es financiada por varios
paises y fundaciones. GARDP trabaja para preservar el poder de
los antibidticos para las generaciones venideras (Gajdacs & Al-
bericio, 2019).
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Los péptidos antimicrobianos (PAMs), son moléculas propias
del sistema inmunoldgico que pueden encontrarse en diferentes
tipos de organismos desde procariotas hasta seres humanos (REF).
Tienen un gran potencial para uso clinico, debido a sus multiples
mecanismos de accidon, amplio espectro de actividad y bajo poten-
cial de resistencia (Cassir et al., 2014; Rossi et al., 2012).

En general, los PAMs poseen caracteristicas hidrofobicas y tie-
nen carga neta positiva (Téllez & Castafio, 2010). Estdn constitui-
dos por aminodacidos unidos por enlaces covalentes, dados por el
extremo grupo amino y carboxilo libres. Los aminodacidos poseen
un carbono alfa, al que estan unidos los grupos amino y carboxi-
lo, tienen ademads un atomo de hidrégeno y una cadena lateral.

Al poseer este carbono alfa los aminoacidos presentan la
propiedad de quiralidad, es asi como los aminodcidos pueden
ser L (levégiro o zurdo) o D (dextrdgiro o diestro), dependien-
do de la disposicion espacial de los cuatro constituyentes men-
cionados. Aunque las propiedades fisicas y quimicas son idénti-
cas, independientemente de cual es la disposicidn espacial; por
ende, los péptidos pueden ser L o D, ya que los aminoacidos
determinan las propiedades bioquimicas de estos, encontrando
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que la mayoria de péptidos al igual que las proteinas son del tipo
L (Fabisiak, Murawska, & Fichna, 2016).

Los péptidos mds interesantes son del tipo D, puesto que son
resistentes a la protedlisis, menos inmunogénicos y que por tan-
to in vivo tiene una capacidad mayor para circular y ejercer su
accién (Zheng et al., 2021).

Los diferentes tipos de PAMs son sintetizados y secretados
por varias células y tejidos, incluyendo la piel, las superficies
mucosas, los neutréfilos y los epitelios; siendo componentes del
sistema inmune innato de humanos y otros mamiferos como se
ilustra en la figura 15. Se ha evidenciado que tienen un amplio
espectro de accidn sobre microorganismos como bacterias Gram
positivas y Gram negativas, hongos, virus, parasitos o incluso cé-
lulas cancerigenas (Zhu, Liu, & Niu, 2017), inclusive de inhibir la
formacion de las biopeliculas (Bechinger & Gorr, 2017).

Figura 15. Sitios de produccion y secrecion de PAMs en los humanos

{ ﬁ (2

Rifién y Mucosa
urogenital:
defensinas; alfay
beta defensinas

W

Células epiteliales Piel: Defensinas y Cuero cabelludo:
de pulmén catelicidina Psoriasina

Tejido testicular:
defensinas y mRNA
de catelicidina

Epitelio de intestino
Colon: B- defensinas delgado: defensinas
HD5yHD 6

Mucosa urogenital:
defensinas

Fuente: Tomado y modificado de Zhu et al., 2017.

6.1 Clasificacion de los péptidos antimicrobianos

En la literatura existen diferentes formas de clasificar los
PAMs dentro de las cuales se destacan, segln su estructura, su
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composicion y también por su actividad biolégica (Kumar, Ki-
zhakkedathu, & Straus, 2018).

e Segun su estructura, pueden ser anidnicos o lineales ca-
tionicos (Tabla 9)

Tabla9. Clasificacidn y caracteristicas de los PAMs
T,' po de Caracteristicas Ejemplos
péptidos
Para ser funcional requie-
Péptidos ren Zinc Fo.r;rllo clofalctc.)r, 0N | Maximina (anfibios),
anionicos ricos €n acido g utamico dermicidina (humanos)
y aspartico, provienen de
animales y humanos
Son del tipo hélices LL-37 (humanos), magainina,
a, y adquieren esta dermaseptina, bombinina,
conformacién cuando brevinina-1, esculentinas
Péptidos estan en presencia de y buforina Il (anfibios),
lineales la membrana celular pleurocidina (Secrecion
catidnicos | bacteriana y asi poderse mucosa de piel de peces),
insertar o afectar la misma, | CAP18 (conejos), Cecropinas,
en este grupo se encuentra | PMAP (ganado, ovejas y
el péptido LL 37. cerdos).

e Segln su composicién, pueden ser:

T'|po- de Caracteristicas Ejemplos
péptidos
Abaecina (abejas),
apidaecinas (abejas),
Péptidos Generalmente lineales, ca- drosocin (Drosophila),
catidnicos recen de cisteina, son ricos bacteriocinas del ganado
enriquecidos | en aminoacidos especificos (Bac7), (ovejas), profenina
por segun el péptido: prolina, PR-39 (cerdos), holotripcina
aminodcidos | arginina, fenilalanina, glicina, | (escarabajos), histatina
especificos | triptéfano, histidina (humano), himenoptaecina

(abejas), histatinas
(hombre y primates)
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Tipo de L ue .
'po Caracteristicas Ejemplos
péptidos
zﬁipétlncils;s Lactoferricina (de la
catic’)nicosy Poseen fragmentos de lactoferrina 1), Casodicina
! proteinas mayores y su (caseina humana), algunos
que son L . . - A
f actividad en la inmunidad dominios de lactoalblimina
ragmentos | . X . . T
; innata no estd descrita bovina, ovoalbuminay
de proteinas :
hemoglobina humana
mayores

e Segln su actividad bioldgica, pueden ser:

Tipo de
péptidos

Caracteristicas

Ejemplos

Antibacterianos

Presentan multiples
mecanismos de accion

LL-37

Antiparasitarios

Los estudios de la relacion de
la actividad con estructura
indicaron que la actividad
antiprotozoaria y antiviral

es mediada por diferentes
mecanismos

Magainina 2

Antivirales

El mecanismo de accién es

el bloqueo de la entrada

del virus por la interaccion
con el heparan sulfato.

El heparan sulfato es el
glicosaminoglicano mas
importante para la union viral.
El bloqueo del heparan sulfato
reduce la infeccion viral. Un
segundo mecanismo antiviral
consiste en bloquear la
diseminacion entre células.

B-defensina
(retrociclina Il),
interactla con una
alta afinidad con la
glicoproteina B del
virus herpes simplex II
(HSV-2), protegiendo
eficientemente a las
células de la infeccidn
por HSV-2.1

Antifiingicos

Se ha observado que lisan las
células o que interfieren en la
sintesis de proteinas de pared
celular

Péptidos derivados de
lactoferrinas como P18
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6.2 Mecanismos de interaccion de los PAMs
con la membrana

Es importante recalcar que los PAMs presentan diferentes
mecanismos de interaccidon y permeabilizacion de la membra-
na, dentro de los que se destacan: modelo de hoyo de polilla o
modelo de alfombra (carpet mechanism), el de barril (barrel-sta-
ve), el del poro toroidal. En general esta interaccidén ocasiona i)
formacién de canales, ii) formacidon de micelios o disolucién de
la membrana, y iii) translocacion a través de la membrana (Man-
goni, Mcdermott, & Zasloff, 2016).

Los péptidos de tipo anfipatico son los que mayormente for-
man poros en las membranas bioldgicas, generando los tipos de
interaccion, modelo poro toroidal y modelo de barril, y aquellos
gue no forman poro son mayormente los del modelo de alfom-
bra (Kumar et al., 2018). A continuacién, se describen breve-
mente, estos modelos de interaccion.

6.2.1 Modelo de alfombra

Figura 16. Modelo de accion de los péptidos antimicrobianos en alfombra

Fuente: Tomado de Kumar et al. 2018.
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En este mecanismo los péptidos buscan acumularse para lle-
gar a una concentracion umbral y asi cubrir la superficie de la
membrana con una orientacidn paralela a la cara externa de la
misma, pero no se insertan en esta (Fig 16). Primero los péptidos
son atraidos por cargas electrostaticas a los grupos fosfato de los
fosfolipidos de la membrana cubriéndola. Una vez cubierta, se
orientan y actian como detergentes, rompiendo la membrana a
través de la formacion de micelas. Dentro los péptidos que usan
este modelo se incluyen, la cecropina, indolicidina, aurein, LL-37
y latarcin Ltc2a (Kumar et al., 2018).

6.2.2 Modelo barril

Figura 17. Modelo de accién de los péptidos antimicrobianos en barril
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Fuente: Tomado de Kumar et al., 2018.

En este modelo, los péptidos forman un poro en la membra-
na luego de haber alcanzado una concentracion suficiente en la
superficie (Fig. 17). Las regiones hidrofébicas del péptido se ali-
nean con la region lipidica de la membrana y la region hidrofilica
del péptido, y asi se forma la region interior del poro. Un ejem-
plo de péptido que induce este tipo de poro en la membrana
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es la ovispirina, alameticina, pardaxin, y protegrinas (Téllez &
Castafo, 2010).

6.2.3 Modelo del poro toroidal

Figura 18. Modelo de accién de los péptidos antimicrobianos de poro coloidal

Fuente: Tomado de Kumar et al., 2018

Los PAMs en conformacidn alfa hélices unidos ala membrana,
se agregan e inducen a la monocapa de lipidos a plegarse sobre
si misma de forma continua, estabilizando la formacidn del poro
por las interacciones hidrofébicas entre las regiones apolares
del péptido y las regiones no polares de los lipidos, alcanzando a
interaccionar simultdneamente con las cadenas acilares (Fig 18).
Esto forma un poro con los grupos hidrofilicos orientados hacia
el centro del poro, atrapando agua en el corazén del mismo. Este
tipo de poro transmembranal estd formado por diferentes PAMs
como magaininas, y melitina (Téllez & Castano, 2010).
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6.2.4 Mecanismo de agregado

Figura 19. Modelo de accién de los péptidos antimicrobianos de agregado

Fuente: Tomado de Kumar et al., 2018.

Este mecanismo es similar a la funcidn de los detergentes. El
péptido se une a la membranay, a una concentracion suficiente,
se reorienta, lo que permite la formacién de estructuras pareci-
das a los micelios que se extienden en la bicapa en un complejo
péptido lipidico (Fig 19). Estos agregados forman un canal por
el cual se liberan iones, causando la muerte celular por pérdida
del contenido citoplasmatico, o pueden desintegrarse esponta-
neamente, lo que lleva a la translocacién de los péptidos hacia
el citoplasma donde pueden afectar blancos de accidn interna
(Téllez & Castafio, 2010).

6.3 Los PAMs como alternativa terapéutica

Ante la necesidad de busqueda de nuevas estrategias que
permitan combatir la RAM, y que presenten mecanismos
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novedosos de accidn, la ciencia hoy en dia se ha interesado en
proponer el disefio y uso de PAMs como alternativa terapéutica.

Existen tres enfoques en el desarrollo de técnicas de produc-
cién de PAMs, como son la modificacidn de secuencias conoci-
das denominadas plantillas, el modelado biofisico, el cual per-
mite entender la actividad del péptido; y por ultimo el cribado
virtual (Dehghan Esmatabadi et al., 2017). Estas estrategias han
avanzado mediante la ayuda de herramientas computacionales.

Existen ventajas y desventajas en el disefio de las secuencias
de los péptidos. La longitud de las secuencias del péptido, puede
ser una desventaja que estd intimamente ligada a mutaciones
que se introducen en forma aleatoria, lo cual limita el control en
el disefio de la secuencia. Los métodos combinatorios sintéticos
permiten disefiar una secuencia personalizada, pero se limitan
por el tamafio del péptido. Adicionalmente, es importante tener
en cuenta que cada disefio de un péptido debe evaluarse in vi-
tro, para obtener mayor informacion sobre sus mecanismos de
accion, la degradacién de por proteasas que se encuentran en
el medio, el estudio del potencial de citotoxicidad, entre otros
factores.

6.4 Péptidos antimicrobianos de la familia
catelicidinas

Los péptidos humanos se dividen en dos grandes grupos:
defensinas y catelicidinas. Las catelicidinas son una familia de
PAMs con mds de 30 miembros, de tipo catidnico, distribuidos
ampliamente en animales y seres humanos. Desempefian fun-
ciones inmunomoduladoras como, angiogénesis, regulacion del
cancer al modular la apoptosis, ademds de actuar en los siste-
mas respiratorio, gastrointestinal y en la piel (Agier, Efenberger,
& Brzezinska-Blaszczyk, 2015).

Todas las catelicidinas comparten un patron de expresion si-
milar, se sintetizan como pre-proteinas con dominio N-terminal
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altamente conservado y dominio antimicrobiano C-terminal. El
dominio N-terminal consta habitualmente de 94 a 114 aminoa-
cidos y comparte homologia de secuencia con cathelin, un inhi-
bidor de cisteina proteasa derivado de neutrofilos porcinos (por
lo tanto, el nombre dominio similar a catelina (CLD)) (Fabisiak et
al., 2016).

6.5 Actividad antimicrobiana del péptido LL-37

Dentro de los péptidos catelicidinas, el miembro mas impor-
tante es el LL-37, ya que es el unico miembro de esta familia de
péptidos antimicrobianos de defensa del huésped expresados
en humanos (Hell, Giske, Nelson, Romling, & Marchini, 2010).
LL-37 es un péptido antimicrobiano compuesto por 37 aminodci-
dos (LLGDFFRKSKE-KIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES) iniciando su
secuencia por dos leucinas (L) y de conformacién tridimensional
helicoidal (Figura 20).

Se almacena en granulos de neutrofilos y células epiteliales
especificos como un propéptido inactivo que se codifica en el
cromosoma 3p21.3, y escinde extracelularmente por la protei-
nasa-3 para producir el péptido activo maduro.

La expresidn es constitutiva o inducida por contacto con bac-
terias o componentes de la pared celular bacteriana tales como
LPS, alteracion de la barrera de las células epiteliales, estrés del
reticulo endopldsmico (ER), infecciones y heridas (Vandamme,
Landuyt, Luyten, & Schoofs, 2012).
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Figura 20. Estructura del péptido LL-37. A. Estructura tridimensional de LL-
37. B. Secuencia primaria de LL-37 se indican los extremos N-ter-
minaly C-terminal. C. Representacion helical wheel de los residuos
que componen LL-37
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Fuente: Tomado de Santos et al., 2021y Vandamme et al., 2012.

LL-37 ha demostrado ser un agente terapéutico contra gran
cantidad de enfermedades como infecciones y cancer, ademas
posee gran capacidad para destruir biopeliculas bacterianas y
la membrana de diferentes microorganismos (Duplantier & Van
Hoek, 2013). La propiedad antimicrobiana mas importante de
LL37 in vivo se relaciona con su potente actividad antiinflamato-
ria (anti endotdxica) y su capacidad selectiva para modular la res-
puesta inmune favorable. Se ha incluido como terapia antimicro-
biana, ya que este péptido no solo ataca las bacterias, sino que
también inhibe la formacién de biopelicula (Hell et al., 2010).

Se cree que LL-37 actua formando un poro en la membrana
celular o inhibiendo la biogénesis de la pared celular, Es decir,
actua sobre la membrana del microorganismo en estado helicoi-
dal, exponiendo al péptido a serias amenazas que lo neutralizan,
incluyendo ciertas proteasas del huésped o compuestos bacte-
rianos, lo que puede ser evitado por la presencia de formas mo-
noméricas (Ageitos et al., 2017).

Todas las caracteristicas mencionadas hacen del LL-37 un
péptido ideal para su utilizacién como plantilla en el disefio
de péptidos miméticos optimizados mediante herramientas
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bioinformaticas que podrian ser empleados como estrategia
para inhibir la conglomeracidon de microorganismos dispuestos
en estructuras rigidas.

En investigaciones realizadas por el grupo de investigacién
REMA de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, se ha
logrado evidenciar la capacidad de inhibicidn del péptido LL-37
sobre la formacion de la biopelicula en microorganismos Gram
positivos (S. aureus y S. epidermidis) y Gram negativos (E. coli y
P. aeruginosa). En su conformacion Ly D a concentraciones de
5 uM logré una disminucidn de la formacién de la biopelicula
de 10 a 17 % en el 40% de los aislamientos analizados (Alba et
al., 2022). Para las cepas de P. aeruginosa es el péptido LL-37 y
D-LL37-1 logré inhibicidn en la formacion de biopeliculas en un
rango de del 49,8 al 79,4 %; por lo anterior este tipo de péptidos
suponen una interesante alternativa de tratamiento para com-
batir infecciones por patdgenos con alta prevalencia (Acosta, E.,
& Martinez, 2018).
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La ingenieria genética y la biologia sintética han permitido
explorar otras alternativas frente al tratamiento de aquellas in-
fecciones causadas por microorganismos resistentes a los anti-
microbianos convencionales, ya que la tasa de resistencia antimi-
crobiana a nivel mundial ha superado la identificacién, desarro-
llo y/o creacidn de nuevas moléculas que permitan combatirlas.
Es por ello que existen otras alternativas no convencionales de
tratamiento y control, ademas de los péptidos antimicrobianos,
que estan en fase de desarrollo y que pueden resultar prome-
tedoras. Dentro de estos encontramos los siguientes métodos:

7.1 Bacteriéfagos contra bacterias resistentes a
farmacos

Los bacteriofagos o fagos son virus tipo DNA que infectan y
se replican dentro de bacterias. Su accidn principal es infectar
bacterias de manera selectiva, esto hace que sean mas precisos
y no se vea afectada la flora comensal o tengan efecto adverso
en el ser humano. Ademas, han demostrado gran eficacia cuan-
do se usan en forma sinérgica con los antibiéticos (Liu et al.,
2020). Sin embargo, dentro de las desventajas se encuentran
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es que esta terapia es transitoria, pues se ha identificado que
las bacterias desarrollan resistencia; ademas si se usan fagos de
ciclo lisogénico pueden causar efectos nocivos ya que pueden
transmitir informacidn genética a las bacterias y generar aun asi
mayor resistencia (Ghannad & Mohammadi, 2012).

Otra alternativa descubierta gracias a los bacterdfagos es el
uso de endolisinas, enzimas cuya accion principal es la activi-
dad hidrolitica sobre la pared celular de microorganismos Gram
positivos. Pero una gran desventaja es la baja capacidad de hi-
drolisis sobre bacterias Gram negativas, debido al contenido de
lipopolisacaridos de la pared celular, que las hace impermea-
bles. Por ello, estudios han demostrado que, a través de la mo-
dificacidn de estas enzimas mediante ingenieria de proteinas se
obtienen artilisinas, las cuales poseen la capacidad de atravesar
la membrana externa de microorganismos Gram negativos como
P. aeruginosa y A. baumannii (Briers et al., 2014).

Una de las mayores limitaciones frente a esta alternativa no
convencional es el hecho de que no hay muchos ensayos clinicos
para su desarrollo e identificacion de efectos adversos sobre el
hospedero. Algunos estudios sugieren que suelen ser identifica-
dos por el sistema inmune antes de llegar a la bacteria de interés.

7.2 Repeticiones palindromicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas o CRISPR (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats)

Funciona como un sistema inmune adaptativo bacteriano
gue memoriza infecciones previas, integrando secuencias cortas
de genomas invasores denominados espaciadores en el locus
CRISPR. Esta constituido por repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y espaciadas entre si, junto con sus proteinas aso-
ciadas que hacen este sistema funcional (Cas). La proteina de
tipo nucleasa Cas9, tiene la capacidad de cortar con precision
el ADN basado en una secuencia de ARN guia, es decir puede
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usarse como alternativa en contra de secuencias genémicas de
tipo bacteriano (Wu, Kriz, & Sharp, 2014).

Desde su descubrimiento el sistema CRISPR se ha usado para
editar un genoma en especifico, y gracias a esto tienen varias
aplicaciones como el tratamiento de enfermedades genéticas,
ingenieria del genoma, y la aplicacidn y edicidon en genes de re-
sistencia a antimicrobianos. El mecanismo por el cual este siste-
ma es efectivo es gracias a que posee la capacidad de identificar
y neutralizar secuencias especificas, a través de 3 pasos: adap-
tacion, expresion, e interferencia (Gholizadeh et al., 2020). Exis-
ten dos clases de sistemas CRISPR-Cas de acuerdo a Makarova
dependiendo de sus mddulos efectores y del tipo de nucleasa
asociada. Los sistemas CRISPR-Cas de clase 1 se caracterizan por
un moédulo efector con multiples proteinas de unidn e incluyen
los sistemas CRISPR-Cas de tipo |, Il y IV; mientras que la clase
2 cuentan con un médulo efector de una sola subunidad ARNcr.
Esta clase incluye los sistemas de tipo Il, V y VI. Los tipos Il son
los mds simples en cuanto al nUmero de genes. El gen caracteris-
tico es Cas9 en el tipo Il, Cas12 en el tipo Vy Casl3 en el tipo I,
es por lo cual sistema CRISPR detecta cualquier DNA blanco in
vivo, y por ello se ha usado en la edicién de genes asociados a vi-
rulencia y codificacion de genes de resistencia (Wu et al., 2014).

Un ejemplo es el sistema CRISPR-cas13a de Leptotrichia sha-
hii ha demostrado atacar secuencias de cepas de E. coli resis-
tentes a carbapenémicos y de S. aureus resistentes a meticilina;
este sistema es empaquetado en una cadpside de un bacteriéfago
que reconocen directamente el sitio de accidn, ya que escinde el
ARN monocatenario (ARNss) bacteriano guiado por una ARN, y
restringiendo asi el crecimiento bacteriano y asi evitar la propa-
gacion de los genes asociados a la resistencia (Kiga et al., 2020).

7. Otras alternativas terapéuticas no convencionales
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7.3 Compuestos anti-biopelicula e inhibidores del
sistema Quorum Sensing

Las biopeliculas como anteriormente fue descrito, son una
agrupacion de microorganismos envueltos en una matriz de
exopolisacdridos, que actian como un factor de virulencia, que
le permite al microorganismo sobrevivir ante situaciones de es-
trés. Detras de esta formacion de biopelicula hay genes y facto-
res asociados, que favorecen su desarrollo y fortalecimiento; es
alli donde los compuestos pueden actuar ya que los que estan
actualmente disponibles actuan directamente sobre células ais-
ladas o planctdnicas (Roy, Tiwari, Donelli, & Tiwari, 2018).

Uno de los factores asociados es el sistema Quorum Sensing,
el cual concede la comunicacion celular y ayuda a determinar la
densidad bacteriana en el medio y asi mismo, se crean sefiales
gue permiten o no la activacién de genes autorreguladores del
sistema (Penesyan, Gillings, & Paulsen, 2015). Una de las alter-
nativas actuales frente a este sistema son los péptidos anti-bio-
pelicula (PAB), los cuales inhiben la formacion de la biopelicula
o el crecimiento de la misma luego de su formacidn. Se ha de-
mostrado que algunos de estos PAB in vitro generan un aumento
en la susceptibilidad de cepas de K. pneumoniae productoras de
Carbapenemasas, ademas de gran potencial cuando actuan en
sinergia con los antibidticos de uso convencional.

7.4 Anticuerpos

Los anticuerpos son una de las grandes alternativas terapéu-
ticas ya que poseen gran capacidad en el reconocimiento de los
antigenos, opsonizacién y neutralizacidon de toxinas derivadas de
los microorganismos. La forma mdas comun en el uso de anticuer-
pos es la administracidon de inmunoglobulina humana via intrave-
nosa o el suero hiperinmune, y se han usado en casos de botulis-
mo, difteria y tétanos (Katragkou, Roilides, & Walsh, 2018).
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Debido al constante aumento de la resistencia antimicrobia-
na, y de manera especial a los compuestos carbapenémicos, se
hace necesario identificar los microorganismos productores de
carbapenemasas. La deteccidon oportuna de bacterias carbape-
nemasas positivas, permite al personal médico, brindar al pa-
ciente un tratamiento adecuado y especifico, haciendo un uso
racional de los antimicrobianos.

En el laboratorio clinico de diagndstico microbiolégico, se
usan técnicas que permiten establecer el fenotipo de sensibili-
dad y de resistencia antimicrobiano. para ello, se realiza un cri-
bado sobre las enterobacterias para clasificarlas en dos grupos:
cepas susceptibles a carbapenémicos y cepas con resistencia in-
termedia o total a carbapenémicos. Para ambos grupos se usan
métodos fenotipicos, dentro de los mas comunes encontramos:
Test de Hodge modificado, Test basado en inhibidores (APBP,
EDTA y Cloxacilina), Medios de cultivo cromogénicos que con-
tienen carbapenémicos, y métodos colorimétricos como el Test
CarbaNP.

Existen métodos mas especializados, pero que poseen mayor
limitacidn en el laboratorio como lo son MALDI-TOF, y ensayos de
inmunodiagndstico, entre otros (Bou, Vila, Seral, & Castillo, 2014).

8. Diagnéstico microbioldgico de |a resistencia a los carbapenémicos




Panoramay perspectivas en el diagndstico y tratamiento de la resistencia microbiana

El antibiograma es usado para la determinacion de la sen-
sibilidad de un antimicrobiano, y consiste en enfrentar el mi-
croorganismo de interés frente a un disco impregnado con anti-
microbiano, mediante difusidon en agar. Para esto se deben usar
aislamientos frescos y colonias puras, teniendo en cuenta que
los discos a usar, son especificos al tipo de microorganismo y
la resistencia intrinseca ya identificada previamente. Su inter-
pretacion se realiza midiendo el halo de los diametros (mm) de
inhibicidn para cada disco de antibidtico usado y luego de la lec-
tura se debe comparar las medidas con la tabla de lectura ya es-
tandarizada por la CLSI. Los resultados se deben informar como
sensible, intermedio o resistente (Velasco, Araque, Araujo, Lon-
ga & Nieves, 2008).

Uno de los métodos mas utilizados en el laboratorio es la
metodologia del Método de Hodge, ya que es el Unico método
de deteccion recomendado por el CLSI para la deteccion de car-
bapenemasas. Esta prueba se basa en la inactivacién de un car-
bapenémico por algin microorganismo (Bou et al., 2014), aun-
que esta metodologia no permite la clasificacién de la enzima
presente, y no esta recomendado por EUCAAST ya que la inter-
pretacion de los resultados presenta dificultad, es por ello que se
han realizado ciertas modificaciones al Test (Rickett et al., 2015).

Actualmente, se han desarrollado diferentes sistemas de
identificacion comerciales debido a la necesidad de obtener re-
sultados mas rapidos y una forma de identificacion mas eficaz y
exacta del microorganismo y la sensibilidad a los antimicrobia-
nos. Dentro de los sistemas mds usados estdan MicroScan y Vitek,
entre otros.

Pero algunos de estos métodos requieren un tiempo estima-
do de 24 a 48 horas para establecer el resultado, debido a que
se debe exponer el crecimiento del patdgeno ante los diferentes
antimicrobianos, dificultando asi un resultado oportuno; ade-
mas que, solo permiten poner en evidencia la presencia de las
carbapenemasas, mas no su clasificacion.
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Los métodos fenotipicos convencionales se basan en eviden-
ciar la hidrdlisis del carbapenémico o en la inhibicidn de las car-
bapenemasas. Uno de los métodos mas recientes y basado en
técnicas bioquimicas es el método carbaPN, el cual se basa en
la hidrdlisis del anillo betalactamico del imipenen, con lo cual
surge un cambio de color que permite evidenciar la reaccion.
Este método posee buena sensibilidad y especificidad (Sanchez
& Josa M, 2020).

En el laboratorio encontramos otras metodologias que nos
permiten la verificacion o determinacién de la formacidn de bio-
pelicula como mecanismo de resistencia, el monitoreo del cre-
cimiento de microorganismos y su exposicidn ante agentes anti-
microbianos, y asi mismo la identificacidn de la hidrélisis de los
carbapenémicos a través de la espectrofotometria. La seleccion
del método a emplear dependera de las necesidades y capacida-
des de los laboratorios de diagndstico o investigacidn.

8.1 Curvas de crecimiento bacteriano

Durante el crecimiento microbiano, se generan diferentes
procesos complejos determinados por los nutrientes y la regu-
lacién de la expresidn génica, metabolismo dependiendo de los
nutrientes, respiracion, y replicacion, a través de la division ce-
lular en un tiempo determinado.

Las curvas de crecimiento microbiano, se generan en dife-
rentes fases, representadas en la figura 21, como son i) fase de
latencia o Lag; ii) fase logaritmica o exponencial; iii) fase esta-
cionaria o de plateu; y iv) la fase de muerte (Hajmeer, Basheer,
Marsden, & Fung, 2000). Existen equipos automatizados que
cuentan con esta metodologia, dentro de ellos encontramos el
equipo Bioscreen C, que permite el seguimiento de curvas de
crecimiento.
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Figura 21. Fases de la curva de crecimiento bacteriano
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Fuente: Tomado y modificado de Acosta, E., & Martinez, 2018.

8.2 Fases de las curvas de crecimiento

8.2.1 Fase de latencia (Fase Lag)

Se define como el retraso en la tasa de crecimiento en un
periodo transitorio, por el proceso de adaptaciéon al nuevo en-
torno. Esta dada por las condiciones ambientales previas como
es la temperatura y el medio de cultivo. Durante la fase LAG las
células se dividen en categorias segun su proceso de transicion.
En la primera, son células que se adaptan para duplicarse, en
la segunda, son células nuevas que estdn adecuadas al entorno
para duplicarse y, una tercera, son las células que no se adaptan
al nuevo ambiente y mueren (Swinnen et al., 2004)

Se presentan dos subdivisiones, la fase LAG1 o fase LAG ini-
cial, ocurre entre la inoculacién y el inicio del crecimiento de
la biomasa. Es una adaptacion de la fisiologia celular a nuevas
condiciones; en esta fase la biomasa no crece, pero sucede lo
contrario con los genes presentes que se expresan exponencial-
mente. La fase LAG2 o fase LAG intermedia, esta etapa inicial al
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final de LAG1 y el tiempo de inicio de crecimiento. En esta fase
la biomasa crece, pero las células no se dividen. Dando paso a la
nueva generacion de células, y se define en la curva en la inter-
seccion de la linea constante de la biomasa y el comienzo de la
curva exponencial (Madar et al., 2013). En ambos casos se pre-
senta un proceso de cambio debido a que, al inocular bacterias
en un medio fresco de laboratorio, presentan una transicion de
un medio a otro, utilizando el mecanismo de adaptacién o regu-
lacién, que no se adaptan al nuevo ambiente y mueren (Swin-
nen, Bernaerts, Dens, Geeraerd, & Van Impe, 2004).

8.2.2 Fase exponencial (Fase Lag 2)

La fase lag 2 da inicio a la fase exponencial, también cono-
cida como “log phase”, fase logaritmica o fase exponencial, se
caracteriza por un crecimiento acelerado de la poblacion celular.
Esta fase se divide en dos, en la primera parte, las bacterias au-
mentan su tamafo como consecuencia del aumento de la repli-
cacion del material genético, como preparacion para la segunda
fase que es la reproduccion por fision binaria, en donde el nu-
mero de bacterias se multiplican de forma exponencial; es decir
que, si no hay factores que interrumpan el crecimiento, la du-
plicacion continuard a un ritmo constante y, asi sucesivamente,
hasta alcanzar el punto maximo de la curva de crecimiento. Este
crecimiento dependera de factores ambientales como tempera-
tura, pH y a los nutrientes disponibles en el medio. Las bacterias
consumen de forma acelerada los metabolitos presentes en el
medio, con el fin de mantener constante la tasa de crecimiento
(Rickett et al., 2015).

En esta etapa se incrementa la producciéon de ARNm, necesa-
rio para lograr el principal objetivo, que es la estabilidad y repro-
duccion masiva del numero de células. Este proceso se debe a
que, en la fase anterior, la expresion génica estd dirigida a man-
tener el control osmotico a lo largo de la curva de crecimiento.
Dichos cambios pueden representar ventajas o desventajas para
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los microorganismos. Si las mutaciones que se presentan, pro-
porcionan genes de resistencia o, por el contrario, el material
genético se vuelve mas fragil (K. L. Anderson et al., 2006).

8.2.3 Fase estacionaria

En la fase estacionaria, las bacterias se encuentran en equi-
librio donde contindan dividiéndose, pero a un ritmo mas lento
en comparacion con la fase anterior, esto significa que el nime-
ro de bacterias producidas, es igual al numero de células que
mueren, debido a factores externos como los bajos niveles de
carbono y otros nutrientes. Los cambios en el ambiente de los
microorganismos generan que para cada uno de ellos se desa-
rrollen respuestas metabdlicas especificas; a este proceso se le
[lama, efecto diauxico o “shift”, en el cual las bacterias son ca-
paces de encender o apagar genes permitiendo que se adapten
a los nutrientes disponibles en el medio donde se estan desa-
rrollando, es decir, que en lugar de metabolizar los dos azucares
disponibles de manera simultanea, las células microbianas los
suelen consumir en un patrén secuencial, lo que resulta en dos
fases de crecimiento separadas; en la primera, se utiliza el azu-
car o metabolitos de preferencia, cuando estos se agotan, co-
mienzan a utilizar otros factores de menor prioridad; estas dos
etapas estan divididas por un corto periodo en donde se eviden-
cia disminucidn del crecimiento generando cambios enzimaticos
de adaptacion.

En consecuencia, a dichos cambios metabdlicos, la cantidad
de proteinas liberadas disminuye, conservando la produccién de
las necesarias para sobrevivir, como proteinas metabdlicas, las
cuales son utilizadas para la conservacion de energia; también
funcionan como factor de virulencia que influye en la adhesion
y en la capacidad de invasidn a la célula huésped (Mariappan,
Vellasamy, Hashim, & Vadivelu, 2011; Spratt & Lane, 2022).
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8.2.4 Fase de muerte

En esta fase se puede evidenciar por medio de la turbidez,
donde se incrementa el numero de células muertas debido a la
disminucién del sustrato que va siendo consumido en las ulti-
mas horas de incubacidén posterior a la fase estacionaria. Las cé-
lulas contintdan realizando procesos metabdlicos, pero de forma
lenta, iniciando una disminucién progresiva de células viables,
es decir que la poblacidn pasa a la fase de muerte culminando
asi el ciclo de crecimiento bacteriano (Archer et al., 2011; Con-
treras & Sepulveda, 2014).
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Los estudios moleculares tienen diversas areas de aplicacién
en las ciencias bioldgicas y disciplinas como: la infectologia, epi-
demiologia, farmacologia y terapia génica, entre otras. La ma-
yoria de los métodos moleculares han avanzado en rapidez, sin
embargo, muchos de ellos siguen dependiendo de un cultivo,
el cual atrasa el resultado. Es por ello que las muestras ideales
para la deteccidn de las carbapenemasas deben ser las muestras
obtenidas directamente del paciente y obtener asi un diagnds-
tico mucho mas eficaz y rapido. En la toma de muestras para los
estudios de diagndstico microbiolédgico molecular existen facto-
res y recomendaciones a tener en cuenta. Cuando es necesa-
rio obtener muestra de sangre periférica no es necesario que
la persona se encuentre en ayunas debido a que este factor no
modifica ni la estructura o concentracion de los acidos nuclei-
cos; sin embargo, lo ideal es estar en ayuno para evitar que una
concentracion elevada de lipidos interfiera durante la extraccion
de los acidos nucleicos.

Gracias a los avances de la tecnologia, actualmente es posi-
ble identificar fenotipicamente y genotipicamente los microor-
ganismos que presentan resistencia mediante técnicas como
la Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), electroforesis y
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enzimas de restriccidon para la identificacion de mutaciones. Es
por ello que con el paso del tiempo la biologia molecular y sus
diferentes técnicas han permitido la rapida identificacion de la
resistencia antimicrobiana, considerandose asi métodos de refe-
rencia para la identificacion de los genes que codifican para las
carbapenemasas.

9.1 Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

Es el método molecular mas cominmente empleado, siendo
una técnica de diagndstico muy sensible, capaz de amplificar y
revelar hasta una sola copia de ADN, a partir de muestras de
diferente origen. El desarrollo de esta técnica se da gracias a la
enzima ADN polimerasa, que interviene en el crecimiento de la
molécula de ADN, realizando la polimerizacion de los nucleéti-
dos complementarios a la cadena molde de ADN. Con el descu-
brimiento de la polimerasa estable al calor, aislada de la bacteria
Thermus aquaticus se logrd simplificar y automatizar esta técni-
ca (Bermudez, 2022).

La eficacia de la PCR esta determinada por criterios de suma
importancia para técnicas de laboratorio como son: especifici-
dad, eficiencia, fidelidad y sensibilidad. La especificidad se ob-
tiene por la generacidn de un Unico producto de amplificacidn.
La eficiencia con la maxima produccidon de amplificacidon en fun-
cién del numero de ciclos y la fidelidad con el menor niumero
de errores introducidos por la enzima ADN polimerasa durante
la sintesis de la nueva cadena vy, por ultimo, la sensibilidad de
la PCR, que permite obtener gran cantidad de copias a partir
de una cantidad minima de ADN extraido de la muestra. Es de
destacar que se encuentran diferentes variantes de la PCR con-
vencional como son la: RT-PCR, PCR multiplex, PCR Anidada, PCR
en tiempo real, entre otras (Bermudez, 2022).

Mediante PCR en tiempo real ya se han desarrollado nue-
vas metodologias comerciales que permiten la identificacidon de
las carbapenemasas y sus variantes alélicas (blalMP, blaNDM,
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blakPC, blaVIM, blaOXA-48, blaOXA-181 y blaOXA-232) como lo
son GenPOC, SpeedDx, Carba (beta) PCR y Xpert Carba R, entre
otros (Bordin et al., 2019; Cabrera Monroy, 2020), que ademas
de su buen desempefo permiten la determinacion a través de
diferentes muestras bioldgicas.

La PCR y sus variantes se ha convertido en una herramienta
efectiva para la identificacion de genes asociados a resistencia
de Carbapenémicos de mayor importancia a nivel mundial como
son el gen blaKPC, blaVIM y blaIMP, blaNDM, entre otros (Bou et
al., 2014); en el caso de la identificacion de resistencia asociada
a la formacion de biopelicula por parte de Candida albicans en-
contramos los genes ALS3, HWP 1y BCR 1, ademas la resistencia
de azoles medida por la actividad aumentada de las bombas de
eflujo, conferida por los genes CDR1 y CDR2 los cuales confieren
resistencia a casi todos los azoles, pertenecientes a la superfa-
milia del casete de unidon al ATP, y MDR1 el cual proporciona
resistencia al Fluconazol.

La sobreexpresion de estos genes y el subsiguiente aumento
de la actividad de estas bombas impiden la acumulacién del far-
maco dentro de la célula en el sitio de accidn perjudicando asi
la eficacia del mismo (Brilhante et al., 2016) lo que ha permitido
que esta técnica adquiera un mayor valor diagndstico.

9.2 Electroforesis

El término electroforesis proviene del griego phorésis, que
significa ser llevado y, dentro de este contexto, se refiere a trans-
porte de electricidad; es un método electroanalitico de separa-
cién, basado en la migracion de las particulas cargadas o poten-
cialmente cargadas al ser sometidas a la accién de un campo
eléctrico. Esta separa los iones debido a la diferencia de la rela-
cidon carga-tamafo (Bermudez, 2022). Esta técnica nos permite
la identificacidn de la presencia de los productos esperados a
través de la reaccion en cadena de la polimerasa.

9. Diagnéstico molecular de la resistencia microbiana
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En la figura 22 se evidencia la presencia de productos de ampli-
ficacion que cumplen con el tamafio esperado, estos son de aisla-
mientos K. pneumoniae que poseen el gen mrkA relacionado con la
proteina MrkA que esta asociada a fimbrias de tipo 3, la cual facilita
las interacciones bacterianas para la formacion de biopelicula.

Figura 22. Gel de electroforesis. PCR para el gen mrkA. 1. Marcador de peso

molecular BIOLINe 50 pb. 3,5, 7 y 9 Muestras positivas para el gen.
CN: control negativo

e 240 4 5. 6T B g CN

618 pb—> w— - o w -

) Hgeac

Fuente: elaboracién propia.
9.3 Enzimas de restriccion

Uno de los mecanismos de defensa bacteriana lo constitu-
yen las enzimas de restriccion, las cuales degradan moléculas de
ADN invasoras a través de, la hidrdlisis del enlace fosfodiéster
entre nucledtidos. Estas enzimas se denominan endonucleasas
debido a que su actividad catalitica implica la generacion de un
corte en el interior de la doble cadena del ADN, destruyendo su
continuidad lineal. Si bien es un mecanismo de defensa contra
ADN bacteridfago, estas enzimas no distinguen ADN propio de
ADN extrafio por lo que la bacteria hospedera restrictiva debe
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proteger su propio ADN de potenciales efectos letales de las en-
donucleasas de restriccidn, produciendo asi modificaciones en
el ADN bacteriano.

Las enzimas de restriccién han sido agrupadas en forma ge-
neral y genérica, en tres grupos diferentes: enzimas tipo |, enzi-
mas tipo Il y enzimas tipo lll. La clasificacién tiene en cuenta su
estructura, sitio de reconocimiento, caracteristicas del proceso
de degradacién del ADN blanco, cofactores que intervienen en
su especificidad de reconocimiento de secuencias de nucledti-
dos y su asociacién con el fendmeno paralelo de la modificacién
(Bermudez, 2022).

Dentro de los usos mas comunes que se les da a las enzimas
de restriccidn son localizar y aislar determinadas secuencias es-
pecificas, usadas para diagndstico diferencial de mutaciones.

9.4 Electroforesis en campo pulsado

Es una técnica en la cual la direcciéon del flujo de la corriente
en la camara de electroforesis se cambia periddicamente. Como
consecuencia, las moléculas a separar, tienen un cambio de
orientacidn al aplicarse multiples campos eléctricos.

Esta técnica suele emplearse para la identificacion y diferen-
ciacion de clones bacterianos; es de gran importancia en estu-
dios epidemioldgicos de brotes causados por E. coli, Salmonella
spp, Shigella spp., entre otras, detectar la transmisidn la trans-
mision cruzada de patdgenos y reconocer cepas particularmen-
te virulentas (Cardozo-Bernal, Ramdn, Poutou-Pifiales, Carras-
cal-Camacho, & Zambrano, 2013).

9.5 Microarreglos o microarrays

Esta metodologia permite el estudio de multiples genes al
mismo tiempo, utilizando procesos de hibridacién para detectar
mediante imagenes la unién de una molécula diana a una sonda
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especifica que se encuentra inmoévil en un soporte. Involucra
una sintesis previa de secuencias cortas de oligonucleétidos o,
productos de PCR o sondas de ADN o cDNA, de cadena sencilla,
las cuales se unen a un soporte en donde poseen una posicidon
conocida en el sistema. Sobre este soporte o chip se va a rea-
lizar la hibridacion con la muestra problema, la cual se marca
por diversos métodos enzimaticos o fluorescentes entre otros;
posteriormente se produce una cantidad de luz que se puede
medir y asi se identifica a que sonda se ha unido la muestra. Esta
metodologia permite la deteccidn y cuantificacion de la presen-
cia 0 ausencia de varios genes y su expresion de resistencia, para
diferentes betalactamasas al mismo tiempo (BLEE, AmpC y car-
bapenemasas). El resultado del analisis se obtiene en 8 horas 'y
presenta una sensibilidad y una especificidad practicamente del
100% (Cabrera Monroy, 2020; March-Rosselld, 2017).

9.6 Espectrometria de masas MALDI-TOF

La espectrometria de masas realiza un analisis de proteinas
mediante el cual se hace la identificacidn de bacterias, hongos o
levaduras. Con esta técnica se obtienen resultados en un tiempo
promedio de tres horas para la identificacién de enzimas que hi-
drolizan un determinado antibidtico. Si el microorganismo posee
la enzima se observara la desaparicion del pico correspondiente
al antibidtico, de lo contrario se observara la presencia del pico.
Esta técnica posee una sensibilidad casi del 100%. También es
posible estudiar la sensibilidad a los antibiéticos mediante la in-
cubacién de microorganismos en presencia de antibidticos en
un medio con moléculas marcadas con isétopos. Si el microor-
ganismo es resistente, este incorporara las moléculas marcadas
que podran ser detectadas (Cabrera Monroy, 2020; March-Ros-
selld, 2017).

Estas técnicas que involucran protedmica se han implemen-
tado de manera paulatina en los laboratorios de microbiologia
(Bou et al., 2014).
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Esta publicacién describe informacién relevante de los
principales patégenos causantes de infecciones resistentes a los
antimicrobianos, mecanismos empleados por los mismos para
ocasionar dicha resistencia, ademas de exteriorizar el panorama
actual de esta problematica que ha llevado a la implementacion
por parte de los entes gubernamentales de diversas estrategias
de intervencidon que permitan una mayor prevencion y control
en la diseminacién de estos.

Al mismo tiempo se presentan las diferentes técnicas desde,
convencionales hasta métodos moleculares, que permitan un
diagnéstico rapido del perfil de susceptibilidad o resistencia
para llevar a cabo un posterior tratamiento. Dado que los
farmacos actualmente utilizados en el control de las infecciones
microbianas, han disminuido su efectividad, se ha hecho
necesario efectuar la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas prometedoras como los péptidos antimicrobianos,
los cuales describimos ampliamente con el fin de combatir
estos patdgenos ya sea empledndolos de manera individual y/o
conjunta con los antibidticos.
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