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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas han sido un problema de salud publica desde la revolucion
industrial del siglo XVIIl. En ese momento las personas vivian en grandes ciudades donde se
dieron las condiciones idéneas para que las enfermedades infecciosas causadas por bacterias se
convirtieran en la principal causa de mortalidad. Tales fueron las condiciones que la esperanza
de vida media en el campo era mucho mayor a la de las ciudades.

Esto cambid a principios del siglo XX con la llegada de los antibidticos. Su introduccién en la
practica clinica duplicé la esperanza de vida en menos de un siglo, lo que ha provocado que su
uso se generalice a nivel mundial solventando muchos problemas clinicos de la época. Hoy en
dia no se concibe un mundo sin antibidticos gracias a su gran eficacia y facil adquisicidn para la
mayoria de la poblacién mundial.

Sin embargo, es este uso generalizado, sumado a las malas précticas por parte de la poblacién,
ya sea por desconocimiento o por automedicacidn, las que estan provocando que las bacterias
adquieran resistencia hacia muchos de los antibiéticos mas comunes. A raiz de este problema
las patologias infecciosas han vuelto a ser objeto de estudio debido a los inconvenientes que
esta provoca en clinica.

En el presente trabajo se analizardn los distintos antibidticos mas usados en el ambito clinico,
asi como el efecto que provocan sobre las bacterias. Ademas, se detallardn los distintos
mecanismos que han utilizado las bacterias durante las Ultimas décadas para adquirir esta
resistencia.
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ABSTRACT

Infectious diseases have been a public health problem since the industrial revolution of the 18"
century. At that time people lived in big cities where the ideal conditions were in place for
infectious diseases caused by bacteria to become the main cause of death. Such were the
conditions that the average life expectancy in the countryside was much higher than that of the
city.

This changed in the early 20" century with the advent of antibiotics. Its introduction into clinical
practice doubled life expectancy in less than a century, causing its use to become widespread
worldwide solving many clinical problems of the time. Nowadays a world without antibiotics is
not conceived thanks to its great efficacy and easy acquisition for most of the world's population.

However, it is this widespread use, coupled with bad practices on the part of the population,
either due to ignorance or self-medication, that is causing bacteria to gain resistance to many of
the most common antibiotics. As a result of this problem, infectious pathologies have been
studied again due to the inconveniences it causes in the clinic.

This paper will analyse the different antibiotics most used in the clinical field, as well as the effect
they cause on bacteria. In addition, the different mechanisms that bacteria have used during the
last decades to acquire this resistance will be detailed.
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1. INTRODUCCION

1.1. Las enfermedades infecciosas
El ser humano ha convivido con patologias causadas por agentes infecciosos durante toda su

historia. Sin embargo, con la llegada de la revolucién industrial del siglo XVIII la poblaciéon
comenzé a vivir masivamente en grandes ciudades. En ellas las condiciones de hacinamiento y
mala higiene fomentaron la propagacidon de la enfermedad infecciosa. Esto supuso que la
esperanza de vida de la poblacién estadounidense a principios del siglo XX fuera de 47.3 afos y

de 40 afios en Argentina (llustracion 1) (Belloso, 2009).
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llustracion 1 Expectativa de vida al nacer (Belloso, 2009)

Gracias al descubrimiento de los antibidticos se consiguié que a finales del siglo XX la esperanza
de vida fuera de casi 80 afios, casi el doble que en los inicios de ese mismo siglo (llustracion 1)
(Belloso, 2009). Su introduccién en las décadas de 1950-1960 hizo pensar que eran sustancias

milagrosas que podian curar cualquier infeccién bacteriana.

Sin embargo, solo seis décadas mas tarde se comprobdé como estas sustancias no son tan
eficaces como se pensaba hace afios (Zinner, 2007). Actualmente, la resistencia bacteriana es

un problema para la salud publica a nivel mundial.

Las bacterias pueden adquirir resistencia ante los antimicrobianos de forma natural o intrinseca,
como es el caso de genes de resistencia o la ausencia de la diana especifica sobre la que actua
el antibidtico (llustracion 2); o gracias a su gran capacidad de replicacidon y adaptacién pueden
adquirir una resistencia de forma adquirida. De esta ultima destaca la transferencia horizontal

de genes.

Segln los datos obtenidos en 2015 de la European Antimicrobial Resistance Surveillance
Network (EARS-Net) se estima que mas de 670000 casos de infecciones en EU se producen por
bacterias resistentes. De dicha cifra mas de 33000 se asocian con casos de mortalidad (Cassini

et al., 2019).



Microorganismo Antimicrobiano Mecanismo

Bacterias Grampositivas Polimixinas Diana (lipopolisacérido) ausente

Enterococcus spp. Cefalosporinas PBPs de baja afinidad

Bacterias Gramnegativas Glucopéptidos Baja acumulacién intracelular

Enterobacter spp., Citrobacter freundii, | Diversos B-lactamicos | BB-lactamasa cromosomica de clase

Pseudomonas aeruginosa, ... C

Kibesiella spp., Cltrobacter koseri,. .. Aminopenicilinas p-lactamasa cromosdmica de clase A

Stenotrophomonas maltophilia Carbapenémicos Carbapenemasa cromosémica de
clase B

Anaerobios Aminoglucdsidos Transporte inadecaudo

llustracion 2 Ejemplos de resistencia intrinseca a los antibioticos (Martinez Martinez, 2016).

1.2. Los antibidticos
El término antibidtico ya se conocia y usaba en el siglo XIX para hacer referencia a aquellos

lugares que presentaban condiciones desfavorables para la vida (Becerra & Néstor, 2020). No
fue hasta 1941 cuando el microbiélogo estadounidense Selman Abraham Waksman utilizé por
primera vez el término antibidtico para hacer referencia a las moléculas organicas complejas
que eliminan o limitan el crecimiento de las bacterias actuando sobre dianas especificas (Becerra

& Néstor, 2020).

En 1910 se utilizé por primera vez un antibidtico, conocido como salvarsan, que combatia la
sifilis, causada por Treponema pallidum (Apoita Sanz et al., 2020). A pesar de este gran avance
terapéutico, no fue hasta 1928, con el descubrimiento de la penicilina, cuando se inici6 la época
dorada de las drogas antimicrobianas (Hutchings et al., 2019). Esta época dorada tuvo su

maximo auge en la década de 1950.

El descubrimiento de los antibidticos supuso un cambio en la vida humana, entre los principales

beneficios se destacan:

v' Tratamiento de infecciones: La disponibilidad de un arsenal de moléculas para tratar las
infecciones de todo tipo que hasta las primeras décadas del siglo XX presentaban una

gran mortalidad y eran la principal causa de muerte.

v" Prevencidn de infecciones: A lo largo del siglo XX, en paralelo al desarrollo de los
antibidticos se generd una enorme eficiencia en los tratamientos médicos. Gracias a la
presencia de los antibidticos no solo se trataban las infecciones bacterianas, sino que
también se prevenian estas infecciones con el tratamiento de quimioterapia, en

patologias crénicas o en intervenciones quirurgicas.



Poco después, a partir de la década de 1960, el desarrollo y descubrimiento de nuevos

antibidticos sufrié un declive pronunciado que, entre otros factores, provocé la aparicién de la

resistencia bacteriana ante los diferentes antibidticos conocidos y en uso (Hutchings et al.,

2019).

1.3. Clasificacion de los antibiéticos
Segun el modo de produccién los antibidticos se pueden clasificar en: antibidticos naturales, de

sintesis quimica y semisintéticos.

>

Los antibidticos naturales se corresponden con productos elaborados por
microorganismos, principalmente bacterias y hongos, a lo largo de su crecimiento
celular. Es el caso de la penicilina.

Los antibidticos sintéticos son moléculas producidas por sintesis quimica orgdnica. Estas
moléculas no las produce ninglin microorganismo. Es el caso de las sulfonamidas.

Los antibidticos semisintéticos son los antibidticos mas ampliamente usados en la
actualidad en la practica clinica. Se obtienen mediante la modificacién quimica sintética
de un antibidtico natural para modificar alguna caracteristica que mejore o potencie su

efecto.

En cuanto al rango de efectividad los antibiéticos se pueden clasificar en:

>

>

Antibidticos de espectro amplio: Este tipo de moléculas pueden actuar sobre un gran
grupo de microorganismos. Por ejemplo, las tetraciclinas son un grupo de antibidticos
que actuan sobre la mayoria de las bacterias (Grossman, 2016).

Antibidticos de espectro intermedio: Este tipo de compuestos actiian sobre un cierto
grupo de bacterias. Por ejemplo, las penicilinas naturales presentan actividad sobre las
bacterias Gram positivas, como estreptococos y estafilococos, y Gram negativas como
gonococos y meningococos (Suarez & Gudiol, 2009).

Antibidticos de espectro reducido: Este tipo de agentes quimioterdpicos solo pueden
actuar sobre un grupo limitado de microorganismos. Por ejemplo, las polimixinas son
un grupo de antibidticos que solo muestran actividad sobre una parte de las bacterias
Gram negativas; o las isoniacidas que actlan sobre una parte de las Micobacterias, en

concreto Mycobacterium tuberculosis (Fernandes et al., 2017).

Segun el tipo de microorganismo sobre el que actian los antibidticos se clasifican como: drogas

antibacterianas, antifungicas, antivirales y antiprotozoos. Algunos compuestos en particular son

capaces de actuar sobre mas de un grupo de microorganismos a la vez.



En otro sentido, en funcién del efecto que producen, las drogas antimicrobianas pueden inducir
dos resultados diferentes: la muerte del microorganismo diana, entonces se habla de cidas; o

bien limitan o bloquean el crecimiento, siendo el caso de los estaticos (Becerra & Néstor, 2020).

Otra caracteristica importante de los antibidticos es su toxicidad selectiva que se caracteriza por

dos factores: la dosis terapéutica y la dosis téxica.

La dosis terapéutica es la dosis del antibiético a la cual produce el efecto deseado. Ahora bien,
en muchas ocasiones, las mismas moléculas administradas en dosis mas altas pueden producir

un efecto téxico que puede ser letal.

e Elindice terapéutico (IT) refleja como de efectiva es la molécula para producir un efecto
terapéutico sin llegar causar toxicidad al paciente. El indice terapéutico se define como
la dosis a la cual se produce una letalidad o toxicidad del 50% frente a la concentracion
a la cual se produce un efecto terapéutico del 50%. Cuanto mayor sea el indice
terapéutico mas efectivo y seguro resulta su administracion.

e El indice de seguridad (IS) es la dosis a la cual hay una toxicidad del 1% entre la
concentracion a la cual se produce un efecto terapéutico del 99%. Cuanto mayor sea el

indice de seguridad mas seguro resulta el uso terapéutico de la droga.

Dado lo anterior, valores de IT elevados implican que la dosis a la cual se ven efectos
terapéuticos esta alejada de la dosis a la cual se produce toxicidad. En cambio, cuando se
encuentran muy préximas, cercanas a 1, se puede generar una toxicidad facilmente resultando

peligrosa su administracion.

Esto depende en gran medida de si el antibidtico actua sobre dianas exclusivas de los agentes
infecciosos patogénicos o sobre las presentes también en el paciente. Por ejemplo, los
antibidticos con efectos antitumorales son moléculas que frecuentemente se intercalan en el
DNA, pero su efecto lo ejercen tanto sobre las bacterias que producen una determinada
infeccion y también sobre el DNA de las células del paciente. Es por esa razén que la dosis
terapéutica se solapa con la dosis tdxica, produciendo un efecto negativo (Ej: Efecto secundarios

asociados a la quimioterapia tumoral).



2. ANTIBIOTICOS DE USO CLiNICO

2.1. B-LACTAMICOS
Los betalactamicos son un grupo de antibiéticos naturales que se caracterizan por la presencia

de un anillo B-lactdmico. Dentro de este grupo se encuentran las penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos y monobactdmicos (llustracion 3) (Sudrez & Gudiol, 2009; Becerra & Néstor,

2020).

B-lactamicos (Anillo B-lactdmico +- Anillo secundario)
Penicilinas Anillo B-lactamico + Anillo tiazolidinico Ry s
& N
Cefalosporinas Anillo B-lactamico + Anillo dihidrotiacinico R- NH .
. Gf N Rt H
Carbapenems Anillo B-lactamico + Anillo pirrolinico R, ™
R
g N
Monobactamicos Anillo B-lactamico + Ninguno e NHH R U
g N

lustracion 3 Clasificacion de 8-lactdmicos (Becerra & Néstor, 2020)

Estos antibidticos, gracias al anillo B-lactdmico, son capaces de inhibir la sintesis de la pared
bacteriana. Son sustancias de espectro medio ya que pueden actuar sobre bacterias Gram
positivas, Gram negativas y espiroquetas. Sin embargo, no son efectivas contra Mycoplasma, ya
qgue no presenta pared celular, ni sobre bacterias intracelulares, ya que son moléculas que

dificilmente entran en las células.

Los antimicrobianos de este grupo presentan wuna actividad bactericida lenta
independientemente de la concentracién que alcancen en plasma, siempre y cuando superen la
concentracién minima inhibitoria (CIM). En las bacterias que sean resistentes se observa un

efecto bacteriostatico (Sudrez & Gudiol, 2009).

2.1.1. PENICILINAS
Las penicilinas son un grupo de antibiéticos de origen natural que inhiben la ruta de biosintesis

del peptidoglicano, en concreto la Ultima etapa en la cual se establecen enlaces peptidicos entre
los diferentes polimeros que constituyen la estructura mediante reacciones de transpeptidacion

(llustracion 4) (Becerra & Néstor, 2020).
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llustracion 4 Accién de los 8-lactdmicos (Becerra & Néstor, 2020)

Concretamente las penicilinas se unen a las transpeptidasas, también llamadas PBP (Penicilin-
Binding-Protein) inhibiendo su actividad enzimatica y con ello la correcta formacion del
peptidoglicano. Esto provoca finalmente que la pared bacteriana carezca de estabilidad

ejerciendo un efecto bactericida.

2.1.2. CEFALOSPORINAS
Las cefalosporinas, al igual que las penicilinas, son una familia de B-lactdmicos que inhiben la

formacién de la pared bacteriana. Sin embargo, a diferencia de ellas, su anillo B-lactdmico esta
unido a un anillo dihidrotiazinico que les confiere ciertas ventajas: resistencia a las
betalactamasas y un mayor espectro de actuacion ya que penetran con mayor facilidad la

membrana externa de las bacterias Gram negativas (Becerra & Néstor, 2020).

2.1.3. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS B—LACTAMICOS
Las bacterias pueden adquirir resistencia a los B-lactdmicos mediante 3 mecanismos principales

(Becerra & Néstor, 2020; Sudrez & Gudiol, 2009):

1. Produccidon de betalactamasas: La produccion de estas enzimas representa el
mecanismo de resistencia mas utilizado frente a los B-lactdmicos. Son enzimas capaces
de hidrolizar el anillo B-lactdmico y por tanto inhibir su accién sobre las PBP. Este

mecanismo es mas frecuente en los microorganismos Gram negativos.

2. Modificacion de la diana en las PBP: Este mecanismo se basa en la alteracién mediante
mutacion, modificacién de la actividad e hiperextension de la diana del antibidtico, en
concreto las PBPs. Esto dificulta la unidn del antibiético y con ello su actuacién. Este

mecanismo es mas frecuente en los Gram positivos como Streptococcus pneumoniae.



3. Bombas de expulsidn: La presencia de proteinas de membrana que actuen como
bombas que expulsen el antibiético al exterior mediante el gasto de energia es otro de

los mecanismos propios de resistencia ante los B-lactamicos.

2.2. GLUCOPEPTIDOS
Los glucopéptidos son un grupo de antibidticos naturales que, al igual que los B-lactamicos,

inhiben la biosintesis del peptidoglicano. Dentro de este grupo destacan la vancomicina,
producida por Amycolatopsis orientalis, y la teicoplanina, producida por Actinoplanes

teichomyceticus (llustracidon 5) (Becerra & Néstor, 2020; Stogios & Savchenko, 2020).

o OH
(:)H N WOH
HC,, O O\(TOH R
Ho™ oo “u,,,-OH
CIH,C NH, cl
(o) (0]
HO,,“ OH o
0 (o] (9] CH, .
H H JJ\/' + NH,
O N)J\:/N N N N : NH,
H = o H H =
_HN = o) CH,
S NH,
CH,
ye °
HO oHOH HO OH
OH

llustracion 5 Representacion quimica de la vancomicina (izquierda) y la teicoplanina (derecha) (Quetglas & Perea,
2003)

Estos antibidticos presentan un espectro de accién reducido que incluye principalmente a los
cocos Gram positivos como Staphylococcus aureus o Clostridium difficile. Su elevado tamaiio

impide que atraviesen la membrana externa de las Gram negativas (resistencia natural).

2.2.1. VANCOMICINA
El mecanismo de la vancomicina, al igual que otros glucopéptidos como la teicoplanina, es la

inhibicidn de la ruta de biosintesis del peptidoglicano en la fase de transglucosilacién (llustracion
6). Estos antibidticos se unen a los residuos de D-alanina de las subunidades (LCP-NAM-NAG)

precursoras del peptidoglicano (Palomo, 2012).

La modificacidn de estos residuos bloquea la ruta de biosintesis del peptidoglicano e impide que
las proteinas PBP puedan actuar en la fase siguiente. Esto provoca que no se formen los
polimeros [[NAM-NAG)n] y por tanto la célula sufre estrés osmatico que deriva en la ruptura de

su pared (efecto bactericida) (Becerra & Néstor, 2020; Stogios & Savchenko, 2020).
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llustracion 6 Inhibicion de la sintesis de la pared celular bacteriana por accién de la vancomicina (Becerra & Néstor,
2020)

2.2.2. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS GLUCOPEPTIDOS
La vancomicina se habia considerado inmune a la resistencia bacteriana gracias a su mecanismo

de accion basado en su unidn a la pared bacteriana y no sobre una enzima especifica como es el

caso de los B-lactamicos.

Aun asi, hoy se conocen especies de Enterococcus que han desarrollado mecanismos de
resistencia a los glucopéptidos gracias a la modificacién de su sustrato. En concreto la regién
especifica D-ala-D-ala se ve remplazada por D-Ala-D-lac o D-Ala-D-Ser disminuyendo con estas

variantes la afinidad del antibiético (Palomo, 2012; Stogios & Savchenko, 2020).

2.3. AMINOGLUCOSIDOS
Los aminoglucésidos son un grupo de antibidticos naturales sintetizados principalmente por

bacterias del género Streptomyces. Presentan en su estructura un nicleo aminociclitol (alcohol
ciclico con grupos amino) unido a aminoazucares. Aunque existen excepciones como es el caso
de la estreptomicina (llustracion 7) que no presenta estos compuestos en su estructura (Ramirez

& Tolmasky, 2017).

OH HaN
o 8 2" I y
HO HO N 2 e 0 H,N
HO o OH 3 o]
— HN
NH HO
0 N / NH
0 OH
OHG— HeN -NHz
oH CH; HeN

llustracion 7 Estructura quimica de la estreptomicina (izquierda) y la gentamicina (derecha) (Ramirez & Tolmasky,
2017).

Estas drogas antimicrobianas se asocian a varias estructuras de la superficie bacteriana. En el
caso de las bacterias Gram negativas la asociacién se da en los lipopolisacaridos mientras que

en las Gram positivas esta unién se da en los acidos teicoicos y/o fosfolipidos.



Dicha unién aumenta la permeabilidad de la membrana permitiendo de esta manera una mejor
circulacidon de los aminoglucdsidos hacia el interior de la célula. Una vez en el citosol estas
sustancias se unen especificamente a la regidn 16S ARNr que forma parte de la subunidad 30S
del ribosoma. Esto provoca un fallo en la traduccién de proteinas y con ello la muerte celular

(Clark & Burgess, 2020; Doi et al., 2016).

2.3.1. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS AMINOGLUCOSIDOS
La resistencia de las bacterias frente a los aminoglucésidos estd mediada por 3 mecanismos

diferentes (Clark & Burgess, 2020; Houghton et al., 2010):

1. Modificacién enzimatica: Este mecanismo de resistencia es el mds comun de todos y el
gue otorga una mayor resistencia ante los aminoglucdsidos. Los genes que codifican
estas enzimas suelen adquirirse por transferencia horizontal de genes o por
conjugacion. Las enzimas modificadoras son acetiltransferasas, adeniltransferasas y
fosfotransferasas capaces de alterar la estructura quimica del antibidtico lo que en

consecuencia conduce al bloqueo de su unidn al ribosoma.

2. Modificacion de la diana: Este mecanismo se basa en la modificacién del sitio de unién
del aminoglucésido para que se reduzca la afinidad de este. Esta proceso se lleva a cabo
en la region 16S ARNr mediante metiltransferasas que inhiben la accion de ciertos

antibidticos de esta clase como la gentamicina, tobramicina y amikacina.

3. Aumento de transporte activo: Las bombas de transporte activo son proteinas de
membrana encargadas de transportar el antibidtico al exterior para que de esta forma
no llegue a la concentracidon necesaria para ejercer su funcidn bactericida. Estas
proteinas se obtienen por mutaciones cromosémicas que alteran el patrén de

reconocimiento de sus sustratos naturales o por transferencia horizontal de genes.

2.4. MACROLIDOS

Los macrélidos son un grupo de antibidticos naturales sintetizados por Streptomyces, asi como
otras especies de actinobacterias de los géneros Micromonospora y Saccharopolyspora. Estas
sustancias se caracterizan por contener en su estructura un anillo lacténico macrociclico (Dinos,

2017).



14 atomos! 15 atomos! 16 atomos?

Claritromicina Azitromicina Diacetil-midecamicina
Eritromicina Espiramicina
Roxitromicina Josamicina

TNumero de atomos del anillo macrolactonico

llustracion 8 Clasificacion de macrdlidos (Becerra & Néstor, 2020)

Estos antibidticos se introducen facilmente en bacterias Gram positivas y células con actividad
fagocitica por lo que, a diferencia de otros antibidticos, los macrélidos son efectivos contra
especies intracelulares como Mycoplasma. Por el contrario, las bacterias Gram negativas
presentan una resistencia natural debido a las caracteristicas de su pared que dificultan la

entrada del antibidtico.

Sin embargo, estas sustancias son inestables en presencia del pH acido del estdmago. Por esta
razéon se han desarrollado variantes semisintéticas, denominadas segunda generacidn, que
suplan esta desventaja como es el caso de la roxitromicina, azitromicina o la claritromicina
(Hustracidn 9). Estas variantes provienen de la modificacién quimica de la eritromicina (Dinos,

2017).

erythromyci

", Clarithromycin  ©~ " : H

llustracion 9 Estructura molecular de la claritromicina, roxitromicina y azitromicina. En negro se representa la
estructura de la eritromicina. En rojo se representan las modificaciones que se han llevado a cabo a partir de la
eritromicina para dar lugar a cada una de las moléculas (Dinos, 2017).

Los macrélidos presentan un mecanismo de actuacion comun que provoca la inhibicion, ya sea
directa o indirecta, de la sintesis proteica en bacterias. Para ello se unen a la subunidad 50S del
ribosoma, concretamente y de manera reversible a NPET (nascent peptide exit tunnel) préxima
al PTC (peptidyl transferase centre) donde se cataliza la formacidon de los enlaces peptidicos y la

liberacion de los péptidos (Gomes et al., 2017; Polacek & Mankin, 2005).

La unién del macrdlido se ve estabilizada por diversos enlaces de hidrégeno localizados en la
region 23S de la subunidad grande ribosomal. Segun la visidn clasica, la unién del macrélido con
la regién NPET impide que la sintesis proteica se lleve a cabo a través del bloqueo del canal
ribosomal; sin embargo, actualmente se sabe que algunos macrélidos no bloquean este espacio

en su totalidad permitiendo cierta traduccién de las proteinas (Dinos, 2017).
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Sin embargo, este proceso se ve ralentizado produciendo largos periodos de traduccién que
generan proteinas defectuosas. Debido a esto, los macrdlidos presentan una actividad

principalmente bacteriostatica (Becerra & Néstor, 2020).

2.4.1. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS MACROLIDOS
Los mecanismos de resistencia bacteriana mas comunes frente a los macrélidos son (Dinos,

2017):

» Modificacién de la diana: Algunas bacterias, como Escherichia coli. son capaces de
modificar el sitio de unidn del macrélido. En concreto adquieren genes que codifican

metilasas capaces de modificar la regién 23S ARNTr.

» Bombas de expulsidn: Las proteinas de membrana capaces de transportar activamente
estos antibidticos al exterior con gasto de energia solo actuan con los macrdlidos de 14
y 16 atomos (llustraciéon 8). Estas bombas estan codificadas por el gen mefE presente en

gran cantidad de transposones.

2.5. TETRACICLINAS
Las tetraciclinas son antibidticos de origen natural caracterizados por su amplio espectro de
actuacién. Son capaces de actuar sobre bacterias Gram positivas, Gram negativas, asi como

espiroquetas y protozoos parasitos (Grossman, 2016).

En este grupo de antibidticos (llustracidon 10) se pueden encontrar tanto compuestos naturales
sintetizados por Streptomyces, como sustancias semisintéticas, que potencian alguna

caracteristica en concreto como su efecto antibacteriano, la resistencia, la solubilidad, etc.

H,C-,.CH
Cl_CH, Ms 3
HOG ff H N HO

OH O HOSO 0 OHOHOﬂO 0 OHOHOﬂO (0]
Chlortetracycline (Aureomycin, 1948)  Oxytetracycline (Terramycin, 1951) Tetracycline (Teracyn, 1953)
H.C.  .CH H.C., _CH
Cl STNTT 8 CH, "N 3
GH N HOGCH H N

OH O HOCH)O o} OHOHOﬁ)O O

Demethylchlortetracycline (Declomycin, 1957) Rolitetracycline (Reverin, 1958)

llustracion 10 Estructura quimica de diferentes tetraciclinas de uso clinico. Se incluyen tetraciclinas de origen natural
como la clortetraciclina y también de origen semisintético como la rolitetraciclina (Grossman, 2016).
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Las tetraciclinas atraviesan, asociadas a Mg, la pared celular de las Gram negativas a través de
las porinas OmpF y OmpC. Una vez se introducen en el espacio periplasmico, las tetraciclinas se
liberan e internalizan mediante transporte activo. Por otro lado, en el caso de las Gram positivas

estos compuestos se introducen mediante difusidn pasiva.

Una vez en el citosol bacteriano inhiben la sintesis proteica ya que impiden la unién de los tRNA
cargados con el ribosoma, bloqueando el proceso de elongacién. Esto se lleva a cabo ya que
estos antibidticos se unen a la regién 16S localizada en la subunidad 30S del ribosoma (Becerra
& Néstor, 2020; Grossman, 2016). A consecuencia de esta actividad se produce un efecto

bacteriostatico.

2.5.1. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LAS TETRACICLINAS
En las bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas se han desarrollado diferentes
mecanismos de actuacidn para evitar los efectos dafinos de las tetraciclinas. Entre los mas

importantes se encuentran (Becerra & Néstor, 2020; Grossman, 2016):

> Liberacidn de la tetraciclina: Algunas bacterias son capaces de sintetizar RPPs
(Tetracycline ribosomal protection proteins) capaces de proteger a los ribosomas de la
accion de las tetraciclinas. Las RPPs catalizan la liberacion de la tetraciclina del ribosoma
mediante gasto de GTP.

» Bombas de transporte activo: El mecanismo mas comun de resistencia bacteriana es la
presencia de transportadores de la superfamilia MFS. Se han descrito mas de 20 tipos

de transportadores para las tetraciclinas en bacterias.

3. RESISTENCIA BACTERIANA

El descubrimiento de los antibidticos a principios del siglo XX ha sido un hito en la historia de la
medicina moderna. La introduccién de estas sustancias ha logrado una notable disminucién en
la mortalidad humana gracias a su capacidad para combatir numerosas enfermedades
infecciosas. Por ejemplo, con el descubrimiento de la estreptomicina se redujo en gran medida

la mortalidad asociada a la tuberculosis.

Sin embargo, esta practica es uno de los responsables directos de la aparicion de la resistencia
bacteriana. A raiz de esto surge el término “superbichos” referido a todos aquellos
microorganismos que han adquirido resistencia a multiples drogas antimicrobianas especificas

para su tratamiento.
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La Organizacion Mundial de la Salud advierte que algunas bacterias ya presentan estas
caracteristicas que dificultan su erradicacion en pacientes. Se estima que en 2025 las
enfermedades infecciosas causadas por microorganismos Gram negativos provocaran millones
de muertes, como sera el caso de Klebsiella pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, e incluso
bacterias Gram positivas como Mycobacterium tuberculosis (Davies & Davies, 2010; Impey et al.,

2020).

3.1. MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA INTRINSECA O NATURAL

Frecuentemente se tiene la idea de que las bacterias adquieren resistencia Unicamente por su
incorporacién a través de la transferencia horizontal de genes o la aparicién de mutaciones
especificas y puntuales en su cromosoma que, a través de sucesivas divisiones, se transmite a la

descendencia.

Sin embargo, algunos microorganismos muestran una resistencia intrinseca o natural hacia
diferentes antibidticos, como es el caso de la permeabilidad de membrana o la presencia de

bombas de eflujo (Cox & Wright, 2013).

3.1.1. PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA EXTERNA

La membrana citoplasmatica (CM) de las células se encarga, entre otras cosas, de delimitar el
citoplasma del medio externo para mantener unas condiciones éptimas para el correcto
funcionamiento de la célula. Debido a la naturaleza lipidica que denota, la permeabilidad y la

fluidez de la membrana estan relacionadas de forma proporcional.

A partir de esto, las bacterias con menor permeabilidad seran menos susceptibles a la accidn de
ciertos medicamentos. Sin embargo, y debido a su relacién con la fluidez, la excesiva disminucion
de la permeabilidad afectaria a la estructura y funcion de muchas de las proteinas de membrana.
Por ello muchas bacterias han adquirido estructuras externas adicionales que les permiten eludir

sustancias toxicas sin la desventaja asociada de la rigidez.

En el caso de las bacterias Gram positivas destaca su peptidoglicano de gran tamafio en el cual
estan insertados los polimeros de acido teicoico, asi como diversas proteinas unidas
covalentemente. Esta estructura protege a la célula de la presién osmoética. A pesar de estas
cualidades, la pared de las bacterias Gram positivas permiten el paso de moléculas de 30-57
kDa, lo que explica su susceptibilidad hacia ciertos antibidticos, como la vancomicina (Cox &

Wright, 2013; Impey et al., 2020).

13



A diferencia de las anteriores, las bacterias Gram negativas presentan resistencia intrinseca
hacia muchos antibidticos gracias a la estructura de su pared celular. En ella destaca una capa
de peptidoglicano fina y sobre ésta una estructura molecular denominada membrana externa

(MO).

Normalmente las membranas celulares estdn compuestas de fosfoglicéridos, sin embargo, en el
caso de la membrana externa de las bacterias Gram negativas destaca un tipo de lipido,
denominado lipido A, unido de forma covalente a distintos polisacaridos (llustracién 11).
Ademas, los lipidos estdn saturados por lo que se da una uniéon mas fuerte entre ellos, formando
una membrana muy rigida y por tanto poco permeable. Esta baja permeabilidad puede llegar a
ser contraproducente a la hora de obtener nutrientes, por lo que la MO esta embebida de

multiples proteinas capaces de captar diferentes sustancias, como es el caso de las porinas.

O-antigen
e
LPS 2
Core
saccharide
Lipid A
Outer
membrane
Peptidoglycan
Periplasm
SesSnsa
Cell
membrane
2
Gram-positive Cytoplasm Gram-negative

llustracion 11 Estructura de la pared de bacterias Gram positivas y Gram negativas= CAP: proteina unida
covalentemente; IMP: proteina integral de membrana; LP: lipoproteinas; LPS: lipopolisacdrido (Silhavy et al., 2010).

La importancia de la MO en relacién con la resistencia intrinseca de los microorganismos Gram
negativos es evidente. A pesar de este hecho, cuando esta barrera de defensa se ve alterada por
la presencia de agentes permeabilizantes, la bacteria sigue siendo resistente a ciertos

antibidticos.

Esto se debe a que la MO no es capaz de impedir el paso del 100% de las sustancias, pero si de
ralentizar la entrada de ciertos farmacos, por lo que la existencia de un segundo agente como
las B-lactamasas presentes en el periplasma en P. aeruginosa o la accién de las bombas de eflujo
activo generan un efecto conjunto que explica la resistencia de las bacterias Gram negativas

(Cox & Wright, 2013; Impey et al., 2020).
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3.1.2. BOMBAS DE EXPULSION ACTIVA

La célula debe mantener el equilibrio entre los nutrientes adquiridos y los desechos que se
producen. Con este fin, y para eliminar estos ultimos, las bacterias han desarrollado proteinas
de membrana, denominadas bombas de eflujo, las cuales mediante gasto de energia pueden

transportar sustancias al exterior celular.

Estas bombas son capaces de eliminar infinidad de sustancias, como acidos grasos, detergentes,
antisépticos, toxinas e incluso, antibidticos. Pueden ser proteinas especificas de un solo
producto o ser capaces de eliminar diversas sustancias, estas Ultimas en particular promueven

en gran medida la resistencia bacteriana (Impey et al., 2020).

Algunas bombas de eflujo en bacterias Gram negativas forman conjuntos tripartitos para poder
extenderse desde la membrana interna a la membrana externa (llustracidon 12). Este tipo de
bombas estan relacionadas directamente con las RND (resistance-nodulation-cell division), y la

familia de transportadores ABC.

RND ABC

llustracion 12 Estructura de la familia de proteinas RND y ABC (Teelucksingh et al., 2020).
De todas ellas destaca AcrAB-TolC, una bomba de eflujo caracteristica de la familia
Enterobacteriaceae. Su presencia permite que la bacteria sea resistente a muchos antibiéticos,
como pueden ser B-lactdmicos, tetraciclinas y macrdlidos, entre otros (Impey et al., 2020;

Teelucksingh et al., 2020).

Ademas, estas proteinas se encuentran muy conservadas, lo que permite inferir que presentan

una funcion esencial y ventajosa sobre el resto.
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3.2. MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA EXTRINSECA O ADQUIRIDA

Como se ha detallado en el punto anterior, las bacterias pueden ser resistentes a multiples
sustancias exégenas de forma intrinseca, ya sea por las caracteristicas de su membrana o por la
presencia de proteinas de transporte activo. Sumado a esto, los microorganismos se pueden
volver resistentes por la adquisiciéon de informacién genética adicional mediante transferencia

horizontal de genes.

3.2.1. PLASMIDOS

Los plasmidos son moléculas de DNA circular de pequefio tamafio (aproximadamente 80 kb) que
no forman parte del cromosoma de la célula, sino que son elementos extracromosémicos. Estas
moléculas se caracterizan por replicarse de manera independiente al resto de DNA de la célula,
ya que son capaces de secuestrar la maquinaria replicativa de la célula huésped sin interferir con

la normal replicacién del cromosoma bacteriano (llustracién 13).

llustracion 13 Imagen de microscopia electronica de pequefios pldsmidos bacterianos (Bennett, 2008).

Por lo general los plasmidos no codifican genes esenciales para el desarrollo de la célula. Sin
embargo, si que otorgan ventajas que permiten a la célula portadora adaptarse mejor al medio,
ya sea por una mejora en el uso de nutrientes o mediante la adquisicion de resistencia a

sustancias exdgenas.

A pesar de las ventajas claras que estas moléculas pueden otorgar, su permanencia en las
poblaciones se encuentra bajo critica. De todas las posibles explicaciones destacan dos visiones
opuestas: Por un lado, los plasmidos solo buscan como fin ultimo su replicacién, para lo cual
utilizan a la célula huésped; mientras que, por otro lado, los plasmidos confieren ventajas a la

célula que lo porta sin ningun tipo de desventaja.

Sin embargo, lo mas probable es que ninguna de estas hipdtesis sea cierta completamente ya
que los plasmidos tienen una tasa de transferencia demasiado elevada para ser solo estructuras
que se replican sin presentar ninguna ventaja ni tampoco son moléculas permanentemente

beneficiosas debido al coste que deriva de su mantenimiento (Carroll & Wong, 2018).
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3.2.2. TRANSPOSONES

Los transposones (Tns) son fragmentos de DNA que, a diferencia de los plasmidos, tienen la
capacidad de moverse libremente por el genoma de la célula. Son elementos genéticos
ampliamente distribuidos, tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas. Ademas,
generalmente se pueden apreciar varias copias en una misma célula, lo que favorece en gran

medida la recombinacién homéloga (Lima-Mendez et al., 2020; Partridge et al., 2018).

Su presencia, al igual que en el caso de los plasmidos, favorece la aparicién de patégenos
resistentes a la quimioterapia. Normalmente estan constituidos por unas pocas kb con
capacidad codificante para una transposasa (tnpA), este enzima se encarga de cortar el ADN y
de esta forma permite la movilidad del transposén por el genoma bacteriano. Ademas, estos
segmentos de ADN se encuentran flanqueados por secuencias repetidas denominadas IR que

contienen sitios de unidn para dicha enzima.

De todos ellos, destacan los Tns de la familia Tn3 por integrar en su secuencia genes adicionales
relativos a la resistencia a diferentes sustancias exdgenas como antibiéticos o metales pesados

(Hustracion 14) (Lima-Mendez et al., 2020).

A) Tn3 (4.957bp) 4
IRL | ~—RE tnpA D~ IRR
blatem P .
mia
B) : Tn501 (8.355bp) >
IRL =D A merA N REBRA tipA 24 1R
merR merT merD merE B
Cm
o) < Tna430 (@14%p) >
IRL [lEApI>- tapA_ >~ IRR
e ™
IR1 IR2 DR1 DR2
D) < TnXax1 (8,944bp) !
IRL \_ \;X0P52 M tnpA >—1 mitB L/ —_| IRR
IR1 IR2 IRa IRb

llustracion 14 Estructura de la familia Tn3. En amarillo se representa el tamafo de cada una de las secuencias (A, B,
Cy D) expresado en pares de bases (pb). En cada extremo se localizan las secuencias IRs (IRL extremo izquierda y IRR
extremo derecha) en gris. Los sitios de recombinacion (res, irs y rst) se representan en verde; los genes propios de los
transposones en morado; y los genes de resistencia en rojo (8-lactamasas), naranja (genes de resistencia para
metales pesados), y amarillo claro (genes de patogenicidad en plantas).
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llustracion 15 Ejemplos de elementos genéticos moviles (MGE) y los procesos que se llevan a cabo (Partridge et al.,
2018)

El citoplasma bacteriano esta aislado del medio externo gracias a la presencia de una o mas
membranas, por esta razén los genes exdgenos, como es el caso de aquellos contenidos en
pldsmidos, deben atravesar estas membranas, para de esta forma acceder al citoplasma. En base
a esto se conocen tres mecanismos por los cuales el material genético exdgeno se introduce en

la célula (llustracion 15) (Daubin & Sz6ll6si, 2016; Partridge et al., 2018):

» Transformacion: Mecanismo activo por el cual una bacteria absorbe material genético
exogeno del medio. Usualmente derivado de organismos préximos que han muerto. El
fin principal de esta practica es la obtencidn de nutrientes, pero se ha visto que algunas
bacterias son selectivas a la hora de internalizar DNA, lo que da a entender que este

mecanismo podria actuar como método de recombinacidn entre colonias semejantes.

» Conjugacién: Mecanismo activo por el cual una bacteria adquiere material genético
exogeno. A diferencia de la transformacidn, este mecanismo se lleva a cabo mediante

III

una estructura denominada “pili sexual” desde una célula donadora a una célula
receptora. Los genes responsables de este mecanismo derivan de plasmidos o de
bacteriéfagos gracias a los cuales aseguran su transmision. Sin embargo, en algunas

ocasiones se pueden transmitir genes de la célula huésped.
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» Transduccion: Este mecanismo deriva del ciclo de vida de los bacteriéfagos de caracter
litico. Inicialmente utilizan la maquinaria replicativa de la célula para poder replicarse y
asi aumentar su nimero; posteriormente provocan lisis celular para salir de la célula y
propagarse. Sin embargo, durante el proceso de empaquetamiento del material
genético, puede empaquetarse por error ADN de la célula huésped y no del
bacteriéfago. Muchas a-proteobacterias se benefician de este mecanismo que favorece

la transferencia de genes propios denominados “gene transfer agents” (GTAs).

En entornos clinicos la resistencia bacteriana suele diseminarse mediante conjugacion. Sin
embargo, en el ambiente de laboratorio todos los mecanismos entran en juego como método
de transmisién de genes de resistencia con fines dedicados a la investigacidon (Lerminiaux &

Cameron, 2019).
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4. PROBLEMAS DETONANTES DE LA RESISTENCIA

En este apartado se detallan algunas de las causas que han generado la aparicién de esta

resistencia bacteriana:

» Consumo excesivo de antibidticos: El abuso de estas sustancias es una de las causas
principales de la aparicidn de esta resistencia. Los antibidticos se deben usar de forma

racional y siempre adecuada a los requerimientos del paciente (Cardetti et al., 2020).

Segun las estimaciones realizadas por la OMS el 50% de los antibidticos se prescriben de manera
errénea. En la mayoria de los casos este abuso se produce en mujeres embarazadas y/o en el
recién nacido. Concretamente el 65% y mas del 70% respectivamente reciben antibidticos
durante las hospitalizaciones. Este abuso influye tanto en la resistencia bacteriana como en
diferentes alteraciones de la microbiota humana (disbiosis), lo que favorece a su vez la aparicion

de multitud de enfermedades (diabetes, ateroesclerosis, obesidad, etc.).

» Prescripcion inadecuada: La administracion de los antibidticos de manera errénea es
otra de las causas mas alarmantes de la aparicion de resistencia bacteriana.
Frecuentemente, y anadido a lo anterior, la seleccidn y periodo de administracion de

estas sustancias tampoco son los adecuados (King et al., 2018).

En 2015 se suministrd a la poblacidon estadounidense mas de 260 millones de antibidticos. De
todos ellos se estima que un tercio eran innecesarios. Lo que resulta en un uso inadecuado de
estas sustancias, ya sea por no ser apropiada su administracion para la patologia en tratamiento,

por una seleccién inadecuada o por utilizar dosis subdptimas.

» Uso agricola y ganadero extensivo: El uso de antibidticos en al dmbito agricola y
ganadero promueve la aparicidn de resistencia por parte de las bacterias hacia los

antibidticos (Lim et al., 2020).

Normalmente en la industria ganadera se recurre a la administracion de antibidticos en
animales, como puede ser el cerdo, para mejorar su produccién y crecimiento. Debido a esto,
las heces de dichos animales contienen cantidades muy elevadas de antibiéticos, como B-
lactdmicos, tetraciclinas, aminoglucdsidos, etc. Estas superan las concentraciones que se
pueden encontrar en ambientes naturales como rios y suelos. Debido a esto se promueve, tanto
en la microbiota de estos animales, como en el medio natural, la aparicion, mantenimiento y

consolidacion de genes de resistencia.
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