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Presentacion

Tengo al gusto de presentar la publicacién “Resistencia
Antimicrobiana” que es el resultado del trabajo del Grupo de
Investigacién del programa de Bacteriologfa y Laboratorio

Clinico GRIBAC de la Universidad de Boyac.

Las investigadoras Maria Inés Torres Caycedo, Maritza
Angarita Merchdn, Yaline Sdnchez Neira, Astrid Aguilera
Becerra, Eliana Ximena Urbano Cdceres y Diana Paola
Lépez Velandia, mediante investigacién aplicada logra-
ron tener “evidencia de la dindmica de circulacién de los
diferentes mecanismos de la Resistencia Antimicrobiana
(RAM), del cambio epidemiolégico y de las posibles opcio-
nes de manejo” de un grandisimo problema que afecta la
salud publica de los colombianos.

Su esmerado trabajo no se limit6 con la revisién de la lite-
ratura sino que realizaron una cuidadosa investigacién con
aislamientos bacterianos de tipo clinico tanto de humanos
como de animales, y describen los ensayos de laboratorio
para encontrar la respuesta de bacterias aisladas a diferen-
tes sustancias biocidas de los 22 tipos de productos que
normalmente se utilizan, tales como antibidticos, desinfec-
tantes, conservantes, plaguicidas u otros como los que se
usan en la agricultura.

La gran amenaza que se cierne sobre la humanidad es la
resistencia bacteriana hov dia agrupadas en las Gram posi-
tivas y en las Gram negativas, porque a pesar de los avances
cientificos y tecnoldgicos se encuentran infecciones bacte-
rianas multiresistentes que son de dificil tratamiento.



Esta investigacién fue revisada y avalada por Comité de
Bioética de la Universidad de Bovacd para asegurar la
proteccién de las personas y de los animales y asegurar la
confidencialidad de la informacidn recolectada.

Estoy seguro que esta publicacién va a ser de una gran
utilidad para los profesores, investigadores y cientificos del
pais y del exterior.

Osmar Correal Cabral
Presidente Universidad de Boyaca
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Resumen

En el enfoque de una sola salud, la Resistencia
Antimicrobiana (RAM) es una problemitica vigente y de
alto impacto, al ser un proceso bioldgico ciclico y bidirec-
cional entre los ambientes humano, animal y ambiental.
El grupo de Investigacién del Programa de Bacteriologia
y Laboratorio Clinico (GRIBAC) de la Universidad de
Boyacd, mediante investigacién aplicada, aporta evidencia
de la dindmica de la circulacién de los diferentes mecanis-
mos de RAM, del cambio epidemiolégico y de las posibles
opciones de manejo ante este problema de salud publica.
En este documento se presentan resultados de investigacién
y estudio: de manera secuencial se describen las determina-
ciones fenotipicas y los genes relacionados con mecanismos
de resistencia, perfiles de resistencia y determinantes gené-
ticos de la RAM en aislamientos bacterianos de origen
clinico humano y animal (capitulos 1 y 2); asimismo, se
describen y se presentan ensayos de laboratorio de la res-
puesta de bacterias aisladas de alimentos y de origen clinico
a sustancias biocidas, mediante mecanismos especificos
relacionados con la tolerancia a estas sustancias (capitulo
3). Finalmente, la revisién de la literatura se complementa
con el estudio de los principales mecanismos de resistencia
de levaduras potencialmente patégenas, pertenecientes al
género Cindida. Se concluye que la circulacién de la RAM
en los ambientes muestreados por el grupo de investigacién
es de potencial riesgo y se hace necesario dar continuidad
a la busqueda de estrategias de contencién que integren la
salud humana, animal y ambiental.

Palabras Clave: bacteria, bacterias Gram negativas,
bacterias Gram positivas, farmacorresistencia microbiana,
genes, ADN, transferencia horizontal de genes, compuestos
quimicos, biocida, resistencia, Cédndida, fungemia,
candidemia, una sola salud (Palabras validadas en DeCS:

Descriptores en Ciencias de la Salud / MeSH)






Summary

In the one-health approach, Antimicrobial Resistance
(AMR) is a current and high-impact problem, as it is a
cyclical and bidirectional biological process between
human, animal, and environmental environments.
The Research Group of the Bacteriology and Clinical
Laboratory Program (GRIBAC) of the University of
Boyaci, through applied research, provides evidence of the
dynamics of the circulation of the different mechanisms
of antimicrobial resistance (AMR), the epidemiological
change and possible Management options for this public
health problem. Research and study results are presented,
sequentially describing the phenotypic determinations
and genes related to resistance mechanisms, resistance
profiles, and genetic determinants of AMR in bacterial
isolates of human and animal clinical origin (Chapters 1
and 2); Laboratory tests of the response of bacteria isolated
from food and of clinical origin to biocidal substances are
described and presented, addressing specific mechanisms
related to tolerance to these substances (Chapter 3). Finally,
through a review of the literature, it is complemented by
the study of the main resistance mechanisms of highly
pathogenic yeasts belonging to the genus Candida. It is
concluded that the circulation of AMR in the environments
sampled by the research group is of potential risk and it is
necessary to continue to search for containment strategies
that integrate human, animal and environmental health.

Key words: Bacteria, Gram-Negative Bacteria, Gram-
Positive Bacteria, DrugResistance, Microbial, Genes, DNA,
Gene Transfer Horizontal, Chemical Compounds, biocide,
resistance, Candida, Fungemia, Candidemia, One Health.
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La evolucién humana ha sido acompafiada de manera
permanente por microorganismos considerados primiti-
vos, residentes en la microbiota del cuerpo y en mdltiples
ambientes. Su beneficio para la humanidad es evidente, a
la vez que el riesgo y la amenaza que representan para la
salud humana, animal y ambiental, al tener interacciones
con resultados negativos (infecciones), por eso, ademds de
estudiar su biologfa y determinar sus beneficios en el equi-
librio de los ecosistemas que influyen en la conservacién de
la salud humana, animal y ambiental, se explora cudles son
las estrategias que contrarrestan los efectos negativos de su
interaccidn; es por ello que, se han desarrollado sustancias
con accién de inhibicién en el crecimiento y control de las
cargas microbianas, buscando mayor precisién en la activi-
dad antimicrobiana, toda vez que, por la presién antibi6tica
o biocida, los microorganismos evolucionan y por medio
de la maquinaria genética expresan procesos bioquimicos
que contrarrestan la accién inhibitoria, conocida como la
Resistencia Antimicrobiana (RAM).

De manera paralela al surgimiento de las infecciones y al
cambio de perfiles epidemiolégicos relacionados con las
enfermedades infecciosas, se desarrollan las sustancias
antibidticas y anti fungicas; estas generan la constante
exposicién en el uso humano, veterinario, agricola e indus-
trial a las sustancias con efecto antibiético o biocida, lo
que conlleva la bioacumulacién y el flujo permanente y
bidireccional de trazas de las sustancias microbicidas en los
diferentes ambientes en donde las acciones antropogénicas
han involucrado estas aplicaciones (figura 1).
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Figura 1. Flujo de la presion antibidticay
microbicida en diferentes ambientes
Fuente: elaboracién propia.

Por medio de heces, fluidos procedentes de los animales,
efluentes domésticos, hospitalarios o industriales y aguas
de escorrentia, las trazas de antibiéticos o metabolitos
activos de sustancias biocidas procedentes del uso para el
control de infecciones, actividades industriales, atencién en
medicina veterinaria y produccién pecuaria, que incluye la
actividad piscicola y avicola, caen a los suelos y a fuentes
de agua receptoras, lo que origina el cambio en algunos de
los grupos bacterianos del microbioma de los suelos (Hou
et al., 2015; Sahoo et al., 2019). Ademds de la resistencia
natural y el flujo de la presién selectiva en las interfaces de
los ambientes humano, animal y ambiental, los microorga-
nismos han evolucionado por la mediacién de las sustancias
antimicrobianas en este sistema interconectado; el uso



permanente de estas sustancias tiende a la reduccién de la
biodiversidad y a la seleccién de grupos de microorganismos
por la modificacién del resistoma, que codifica mecanismos
mds evolucionados y efectivos que contrarrestan la accién
microbicida y potencian a la vez los determinantes de pato-
genicidad y de virulencia en todos los ambientes (Gudda
et al., 2020; Jurelevicius et al., 2021; Zhu et al., 2019), lo
anterior se traduce en cambios en los microbiomas animal,
ambiental y en el del hombre, lo que promueve el riesgo
de la presencia de bacterias y hongos multirresistentes y la
reduccién de las opciones terapéuticas frente a los agentes
infecciosos (Mclnnes et al., 2020; Kim, D. W., & Cha,
C.J., 2021).

Seguird vigente la investigacién cientifica y la inversién
de recursos y esfuerzos humanos para el logro de la
supervivencia entre las especies; en los maltiples estudios
realizados para la bisqueda de la comprensién y el con-
trol de la RAM, se ha determinado la resistencia como
problema global, atendiendo a los costos econémicos en
términos de morbilidad y mortalidad, por eso, se promueve
la planeacién de estrategias de contencién e investigacién
bésica en la biologia de los microorganismos, e investiga-
cién aplicada respecto a la proyeccién de estrategias para
la formulacién de politicas en salud humana, animal y
ambiental que modifiquen, controlen o vigilen todas las
acciones humanas frente al uso de las sustancias antimicro-
bianas y su relacién con el medio ambiente, la educacién,
la prevencién y la promocién.

Uso histérico de los antibiéticos

El empleo de sustancias antibidticas se remonta a las
practicas de la medicina oriental, hace 2500 millones de
afos, con el uso de metabolitos de los mohos para el tra-
tamiento de carbuncos, fortinculos e infecciones similares



(Dias, D. A., Urban, S., & Roessner, U., 2012); existen
ademds reportes del uso de los mohos como productores
de sustancias antibidticas desde los periodos neolitico y
paleolitico (Ganeshpurkar ez 4/., 2010). El estudio mico-
l6gico de la momia del hombre de hielo (momia de 3300
a. C.), encontrada en el paso Hauslabjoch (Austria-Italia
>3.200 m.s.n.m), mostré restos metabdlicos de los géneros
de hongos Fomes fomentarius y Piptoporusbetulinus, este
tltimo utilizado como antiparasitario. Otro, posterior-
mente reportado en Grecia (I siglo e.c.), fue el Fomito
psisofficinalis, hoy conocido como la quinina para el trata-
miento de la tuberculosis (Capasso, 1998; Peintner ez al.,
1998). Se suman a las evidencias los escritos antiguos persas
que mencionan el liquido extraido de trufas (ZTuberaceae),
usado para el tratamiento de infecciones oculares (Vera

Vidal ez al., 2011).

En hallazgos arqueolégicos de los afios 350 a 550 d. C. se
han reportado restos de tetraciclina en huesos de esquele-
tos de una poblacién de Nubia (Egipto). Por espectroscopia
de masa, se identificé una posible relacién con uno de
los géneros bacterianos mds estudiados: el Streptomyces,
microorganismo asociado con la produccién de la estrep-
tomicina, que se encontraba en los granos y cereales
consumidos en su régimen alimenticio; género bacteriano
que ademds produce la estreptomicina considerada como
una de las primeras opciones de eleccién en el tratamiento
de la tuberculosis (Bassett ez /., 1980; Nelson ez al., 2010).

Entre los siglos XIX y XX se generaron desarrollos
acelerados en relacién con la produccién de sustancias
antimicrobianas, especialmente los antibiéticos. El veteri-
nario francés Jean Antonie Vuillemin en 1889 asocié la
palabra antibiosis (antivida) como el antagonismo entre
microorganismos. Por su lado, el microbiélogo Selman
Abraham Waksman expuso la palabra antibiético por pri-
mera vez en 1942 en su publicacién titulada “Distribution



0f antagonistic Actynomz’cetes in natura’, y posteriormente
en 1943 en Biological abstracts, ambas relacionadas con
el estudio del antibiético estreptomicina, proveniente del
Streptomyces qginligensis (Waksman, et al., 1942; Schatz et
al., 1944; Waksman & Flynn, 1973; Watve ez al., 2001).

En estudios bioarqueoldgicos se ha indicado la relacién
de las enfermedades infecciosas y las acciones de control
que se han puesto en prictica desde la era neolitica
con el desarrollo de la agricultura y el contacto con los
animales. En la edad media, por ejemplo, los mecanismos
de resistencia intrinseca o natural desarrollados por los
microorganismos se remontan a dos mil millones de afos
atrds, gracias a la exploracién de los mecanismos asociados
a la transferencia de genes y al papel de los elementos
genéticos moviles como pldsmidos extracromosomales,
mediante transduccién, transformacién o conjugacién
(Martinez & Baquero, 2002; Meynell ez al., 1968; Nelson
et al., 2010).

En los ultimos dos siglos, las acciones para limitar la
infeccién han comprendido la aplicacién de medidas de
higiene, el control epidemiolégico, el desarrollo de vacunas
y de manera significativa el desarrollo de los antibidticos,
que representaron un impacto trascendental en el trata-
miento de la enfermedad y la relacién del hombre con los
patégenos. La adaptacién genética de los microorganismos
se haacelerado desde hace 80 anos aproximadamente, como
consecuencia del uso extensivo de las sustancias antibidti-
cas. Los cambios fenotipicos han podido ser demostrados
mediante estudios de cepas coleccionadas entre 1914 y
1950, periodo considerado como la “era preantibidtica”,
expuestas a diferentes compuestos que evidenciaban su sen-
sibilidad a los agentes antimicrobianos comunes (Hooper y
Jacoby, 2016; Lépez-Velandia ez al., 2018).



En esa era preantibidtica, el primer compuesto con activi-
dad antimicrobiana lo identificé Paul Erlich (nobel 1908)
en 1911: el salvarsdin (R =3 diamino- 4.4- dihidroxiar-
senato — benceno), sintetizado por Bertheim y probado
biolégicamente por Hata. Los origenes de este compuesto
se remontan al afno de 1863, cuando Peirre Bechamp aislé
un compuesto entre el dcido arsénico y la anilina, menos
toxico que el arsénico inorgdnico (atoxyl). Esto fue publi-
cado en 1905, y se demostré su eficacia en el tratamiento
de la “enfermedad del sueio” en Africa (Waksman y Flynn,
1973). Posteriormente, se acelerd el estudio y uso de la peni-
cilina, de la cual en 1929 se tiene su primera publicacién
basada en los resultados de la investigacién y observaciones
de Alexander Fleming del hongo Penicillium, advertido en
un cultivo bacteriano en estudio. Sin embargo, este hecho
fue reportado 32 afios antes de Fleming por el médico
francés Ernest Duchesne, quién escribi6 su tesis doctoral
en 1897: “Contribution a [’étude de la concurrence vital
echez les TNICTO-0TgANISINeES. ANtagonisme entre les moisissures
et les microbes”. En ella Duchesne exponia las posibilida-
des terapéuticas de los hongos (género Penicillium) y su
potencial antimicrobiano. Para el afo 1957 se identifica
el 6 amino-penicildnico (ndcleo de las penicilinas) y un
afo después se inicia la sintesis de los derivados semisin-
téticos de la penicilina, como la meticilina, antibiético
que ha tenido amplio uso en el tratamiento de la sepsis
intrahospitalaria por Staphylococcus aureus y que reporta
un fenotipo de resistencia importante relacionado con un
problema global en la actualidad (Batchelor ez al., 1959
Holden et al., 2013).

Se muestra un acelerado incremento en el descubrimiento
de los antibidticos en la industria farmacéutica alemana
con Gerhard Dogmak, quien sintetizé la primera sulfona-
mida (prontosil - 1932). Se reportaron los ensayos clinicos
de su efectividad frente a estreptococos en animales de
laboratorio y se introdujo su uso en pacientes con gonorrea



e infecciones por neumococo y estreptococo en el ano 1940
(Loudon, 1987). Se retomé el amplio uso de la estrepto-
micina proveniente del Streptomyces griseus estudiada por
el norteamericano Alberth Israel Schatz, introducida y
patentada para el tratamiento de la tuberculosis en 1947
(Lépez-Velandia et al., 2018). La rifampicina desarrollada
en laboratorios italianos se produjo a partir de una modi-
ficacién quimica de la rifamicina, metabolito natural de
la Nocardia mediterranei, introducida para el tratamiento
de infecciones por Gram positivos y en infecciones de vias
biliares. Su principal aplicacién ha sido en el tratamiento
de la tuberculosis y la resistencia a este antibidtico fue

reportada en 1993 (Sensi, 1983).

Otro grupo de estudio son los macrélidos descubiertos
en 1942 por Gardner y Chain. El primer antibidtico de
este grupo fue la pricomicina. Diez afios mds tarde, a
partir del Streptomyces erythreus, se obtuvo la eritromicina
por McGuier y colaboradores en 1952, y a mediados de
los afos 50 se describié la resistencia a este antibidtico

(Waschington y Wilson, 1985).

La RAM en el contexto mundial se reporta posterior al
uso de la penicilina en la primera guerra mundial. Para
entonces surgieron las primeras bacterias resistentes que
expresan las enzimas de resistencia de tipo B-lactamasas.
Luego, en la década de los 60, la resistencia se amplié con el
hallazgo de cepas con enzimas de B-lactamasas de espectro
extendido como las de tipo Temoniera - TEM y la variable
sulfhidrilo - SHV (Bush y Jacoby, 2010; Bradford, 2001).
En el ano 2008 se present6 la alarma mundial de una nueva
enzima, la “New Delhi Metalobetalactamasa” (NDM),
que confiere resistencia a todos los antibidticos betalactd-
micos, excepto aztreonam, novedad que se extendié en el
continente americano (Oduro-Mensah ez 4/., 2016).



A continuacidn, se presenta en la figura 2 un paralelo entre
el avance de los descubrimientos y la sintesis de sustancias
antimicrobianas, y los mecanismos desarrollados por los
microorganismos. Alli se evidencia la coevolucién entre
antibidticos y mecanismos de resistencia.
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® Figura 2. Esquema de la coevolucién de
antibiodticos - resistencia bacteriana
Fuente: Tomado de Prada, Torresy Castro (2015).

La expresién de los fenotipos de resistencia ha provocado
el estudio de los genes relacionados, mediante el andlisis de
secuencias genémicas bacterianas. Se presume que existen
cerca de 20.000, aunque funcionalmente la resistencia se
expresa en muy pocos. El descubrimiento de secuencias
de genes bacterianos putativos en genomas eucariotas
y la identificacién y distribucién de islas genémicas de



patogenicidad identificadas en Escherichia coli encontradas
en otros patégenos de animales, humanos y plantas han
determinado la teoria de la transferencia horizontal de

genes (Hacker y Kaper, 2000).

En la evolucién bacteriana, la transferencia horizontal de
genes es la adquisicién de material genético de linajes no
parenterales, este proceso conlleva rdpidas modificaciones
fenotipicas expresadas en mecanismos de virulencia y resis-
tencia. Dicho flujo de genes ha generado la necesidad de
determinar las frecuencias de estas transferencias e inter-
cambios, y los factores que median o influyen.

Se ha demostrado que existe una red de 10.770 genes
transferidos, detectados en 2.235 genomas bacterianos
identificados; estudios ecolégicos han permitido observar,
por ejemplo, que se presenta 25 veces mds transferencia
horizontal de genes entre bacterias y humanos que entre
cepas bacterianas no humanas, con ello se demuestra
entonces un efecto en las caracteristicas moleculares de
la microbiota humana que, al ser explorado, proporciona
informacién para el seguimiento de la resistencia y los
genes asociados (Smillie ez /., 2011).

El método con el que las diferentes especies pueden
transferirse informacién entre especies poco relacionadas
es la conjugacién, en la que estdn involucradas estructu-
ras genéticas moviles como los pldsmidos, bacteriéfagos,
transposones, integrones y casetes que trasladan genes
responsables de la codificaciéon de funciones para su propia
transferencia o para otras como la RAM (Bennett, 2008;
Carattoli, 2001; Hall, 1997). Los genes presentes en estos
elementos determinan la seleccién de una poblacién bac-
teriana (por presién selectiva del antibidtico). Algunos
codifican ademds procesos metabdlicos y moleculares
que ponen de manifiesto factores como la sintesis de
bacteriocinas, sider6foros y citoxinas que producen dano



tisular, inducen la necrosis o una respuesta apoptética, y a
la vez potencian la resistencia y la virulencia de la bacteria
en el proceso infeccioso. La adquisicién de los plasmidos
asegura a la bacteria la capacidad de colonizar un nicho
ecoldgico diferente y permite evadir la competencia con
otras especies al minimizar el impacto que genera el nuevo
elemento genético en la célula portadora, esto incrementa
la capacidad invasiva de la cepa que ha evolucionado
desde diferentes origenes cromosémicos y garantiza la
permanencia de fenotipos invasivos con las caracteristicas
de resistencia y virulencia provenientes de linajes separa-
dos; la transferencia se evidencia cuando se muestran los
cambios fenotipicos en un género o especie determinada

(Donnenberg y Whittam, 2001).

Como se observa, la evolucién de la humanidad, los
cambios de estilo de vida, las acciones antropogénicas y la
transformacién de los microorganismos han generado la
aparicién de nuevas infecciones o el recrudecimiento de las
ya existentes, que se han tornado de dificil manejo y control
con las alternativas terapéuticas vigentes. En ese constante
cambio y por los procesos de adaptacién del microbioma
debidos a la presién ejercida por las sustancias de actividad
antimicrobiana utilizadas en todos los ambientes, han sur-
gido los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos.

La evolucién de la RAM, en el enfoque de una sola salud,
estd identificada como una de las problemdticas de mayor
impacto, dado que en los entornos de salud humana,
animal y ambiental (McEwen y Collignon, 2018; Miller
et al., 2022; de Mesquita., et al., 2022; Larsson y Flach
2022) la transferencia de los mecanismos de resistencia
tiene su comportamiento ciclico y bidireccional (Walsh,
2018); por eso, cualquiera de las acciones antropogénicas
que se ejerzan en relacién con el uso de los antimicrobia-
nos aportan a los factores de riesgo de las enfermedades
infecciosas causadas por microorganismos que expresan



RAM, pues aumentan la presién selectiva, consecuencia
del uso no adecuado de sustancias antimicrobianas como
los antibidticos, antifiingicos y biocidas, entre otros.

De acuerdo con el contexto anterior, y dando respuesta
segun la funcién, el aporte y los intereses de docentes inves-
tigadores, desde hace 10 anos la RAM ha sido el proceso
biolégico de estudio del grupo de Investigacién del pro-
grama de Bacteriologfa y Laboratorio Clinico (GRIBAC)
de la Universidad de Boyacd; mediante investigacién apli-
cada, durante este tiempo se ha expuesto la dindmica de
la circulacién de los diferentes mecanismos de resistencia
antimicrobiana, se han evidenciado cambios en los perfiles
epidemiolégicos y se han explorado posibles opciones de
manejo ante este problema de salud publica.

El grupo ha venido desarrollando la caracterizacién de la
RAM en diferentes ambientes. Se le ha explorado en salud
humana en el ambiente hospitalario y en comunidad, en
salud animal en animales de compaia, en ambientes de
produccién pecuaria y de alimentos, y en el ambiente en
suelos. El desarrollo de un macroproyecto de investigacién
ha generado diversos productos y ha mostrado la dindmica
de la circulacién de la RAM, caracterizando los fenotipos
y determinando la presencia de genes relacionados, por eso
se origina esta compilacién, en la cual se socializa la expe-
riencia del grupo de estudio y de investigacién de la RAM,
y se aporta evidencia de laboratorio y andlisis documental.

El presente libro de investigacién contiene cuatro capitu-
los: los tres primeros se desarrollan con el formato IMRYD
(Introduccién al tema, Materiales y métodos, Resultados,
Discusién y adicionalmente Conclusiones) y el cuarto
capitulo presenta una revisién critica de tema que refleja el
comportamiento actual de la resistencia a los antifiingicos
por parte de las levaduras. El proceso de investigacién se
enmarca en los procesos y procedimientos establecidos por



la Universidad para la funcién de investigacién, atendiendo
a todas las consideraciones metodoldgicas, bioéticas y de
manejo de recursos.

En los capitulos I y II se aborda la conceptualizacién de
la resistencia bacteriana a los antibiéticos, se desglosan
teéricamente los mecanismos de los diferentes grupos de
antibiéticos y los géneros bacterianos con mayor repre-
sentatividad, se presentan los resultados de los perfiles de
susceptibilidad y fenotipos de resistencia obtenidos de la
caracterizacién de aislamientos clinicos y de animales, y se
presentan los determinantes genéticos asociados a los per-
files fenotipicos del ambiente hospitalario explorado. En
estos capitulos se muestran las diferencias de los perfiles de
susceptibilidad en los que difieren los antimicrobianos con
bacterias Gram negativas y Gram positivas, en las regiones
geograficas y entornos hospitalarios de cuatro proyectos de
investigacién que ilustran la existencia de un alto predo-
minio de aislamientos de bacterias Gram negativas sobre
los microorganismos Gram positivos, con evolucién de la
resistencia a los antibidticos; también, se presentan resulta-
dos de investigaciones para la deteccién molecular de genes
que codifican la resistencia a los antibiéticos a partir de ais-
lamientos bacterianos de origen clinico humano y animal.

En el capitulo III se abordan los mecanismos mediante
los cuales se ejerce tolerancia de los microorganismos a
diferentes agentes quimicos utilizados en diferentes entor-
nos, principalmente a nivel hospitalario, este es uno de
los temas que actualmente genera interés en el estudio y
vigilancia en salud publica, y que se resuelve a través del
diagndstico molecular e identificacién de genes que estdn
caracterizados por mecanismos de resistencia a sustancias
antibiéticas y a la tolerancia a los biocidas. El abordaje
incluye clasificacién, mecanismos de accién y resultados
de investigacién con diferentes agentes quimicos de origen
sintético o natural sobre cepas bacterianas, se estudia el



tema de bombas de eflujo que facilitan el transporte de
varios agentes quimicos del interior al exterior de la
bacteria, como un mecanismo celular especializado para
contrarrestar la accién de sustancias antimicrobianas. Por
ultimo, se complementa con el estudio de los métodos de
evaluacién de la tolerancia a los biocidas, sustancias de uso
frecuente en cosmética, desinfeccién, higienizacién para
disminucién de cargas microbianas en diferentes super-
ficies y fémites en ambientes hospitalarios, domésticos e
industriales.

Finalmente, en el capitulo IV se recopila literatura que
evidencia los principales mecanismos de resistencia de
levaduras potencialmente patdgenas, pertenecientes al
género Candida, estas tienen la capacidad de adquirir
resistencia mediante dos mecanismos: la resistencia natural
y la resistencia adquirida; este género es relevante por su
impacto en el tratamiento de las infecciones en los entor-
nos hospitalarios con resistencia a los azoles.
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Introduccion

Desde el desarrollo de los antibidticos se crefa que esa era
la solucién a todos los problemas generados por bacterias
resistentes, sin embargo, con el paso de los anos se fueron
generando avances tecnolégicos y cientificos que han
permitido identificar nuevos patrones de resistencia. La
preocupacién inicialmente se centré en bacterias Gram
positivas; no obstante, en las Gltimas décadas, una mayor
aprehension se ha desplazado hacia el patrén de susceptibi-
lidad de las bacterias Gram negativas, dada la versatilidad
y la facilidad que tienen para adquirir elementos genéticos
(Silva ez al., 2011).

Los perfiles de susceptibilidad de las bacterias pueden
variar entre ubicaciones geogréficas y también entre dife-
rentes hospitales en un mismo pafs, probablemente debido
al uso de antimicrobianos y a la variabilidad genética
natural. Por lo tanto, los informes periddicos de vigilancia
local de los patrones de susceptibilidad son necesarios para
orientar la eleccién de una terapia antimicrobiana eficaz

(Cardona, 2018).

La resistencia bacteriana es considerada un grave problema
de salud publica, teniendo en cuenta que cada vez se cuenta
con menos alternativas para tratar a pacientes, esta es una de
las mayores amenazas para los seres humanos. De acuerdo
con el informe de Riesgos Globales del Foro Econémico,
se estima que en Europa mueren 25.000 personas cada
afio como resultado de infecciones bacterianas multirre-
sistentes. Sumado a esto, los costos para tratar patologias
de este tipo rondan, en la Unién Europea, un gasto anual



de mds de 1.500 millones de euros aproximadamente. En
Estados Unidos, anualmente mds de 2 millones de sujetos
padecen infecciones de origen bacteriano con resistencia a
los antibidticos, lo que concluye en 23.000 muertes apro-
ximadamente (Blair ez /. 2015), esto genera gastos de mds
de 20 millones de délares al ano (Munita y Arias, 2001);
ahora, se prevé que las muertes resultado de infecciones
resistentes a los medicamentos aumenten de 700.000 a 10

millones al ano, y el costo llegue hasta los 100 billones de
délares en todo el mundo para 2050 (Tanko ez a/., 2020).

Los antibidticos fueron disefiados para actuar en diferentes
componentes celulares, esto hace que existan varios meca-
nismos de resistencia relacionados entre si, sin embargo,
las bacterias pueden presentar mutaciones genotipicas que
dan razén a cambios; estas modificaciones dificultan el
control de la terapia antibiética, lo que ocasiona impac-
tos negativos. En tales circunstancias, la comprensién de
cémo las bacterias se desarrollan o adquieren genes que
codifican para la resistencia a los antibiéticos tiene un
papel fundamental en el desarrollo de propuestas para
luchar contra estas superbacterias o bacterias multirresis-
tentes. Identificar estos mecanismos mejora el pronéstico
de los resultados de los pacientes, disminuye la mortalidad,
genera una menor duracién de la estancia hospitalaria,
reduce tasas de superinfeccién y reacciones adversas a
medicamentos y menores costos (Endimiani ez a/., 2020).

Dichas bacterias han sido descritas como bacterias con
resistencia a la accién de multiples antibiéticos, lo que
significa una amenaza importante para la salud de las
personas, pues estas bacterias tienen la capacidad para
provocar una alta infecciosidad y mortalidad. Esta alta
infecciosidad la logran las bacterias gracias a estas carac-
teristicas, y en especial por la capacidad de liberacién de
gran cantidad de toxinas. Incluso, algunas de ellas son
candidatas para su uso como armas biolégicas mediante



exposicién en aerosoles; ejemplos de este tipo de bac-
terias son Staphylococcus aureus meticilino resistente y
Pseudomonas aeuroginosa, las cuales han sido catalogadas

por la Organizacién Mundial de la Salud [OMS] como
patdgenos prioritarios (Cao et al., 2022).

Los mecanismos de expresion de resistencia bacteriana se
caracterizan por diferentes procesos tales como evitar que la
molécula llegue a su sitio blanco de accién por mecanismos
de cierre de porinas, bombas de expulsién, mutaciones del
sitio de anclaje y la produccién de enzimas hidroliticas. En
el caso del mecanismo de tipo enzimdtico expuesto por el
microorganismo, se generan enzimas capaces de hidrolizar
antibiéticos desde el rango reducido hasta amplio espectro

(Bush, Jacoby, y Medeiros, 1995).

Actualmente, la farmacorresistencia ha generado diferentes
definiciones debido a la contencién de los patégenos, tal es
el caso de los multidrogorresistentes (multi drug resistant
[MDR]), en quienes la identificacién fenotipica y genoti-
pica son herramientas de interés para la vigilancia y control
en el dmbito hospitalario (Angarita, ez al., 2019; Perrin ez
al., 2017). Para acercar al lector a los conceptos claves de la
resistencia a los antibidticos, se presenta un recorrido ted-
rico de los mecanismos desarrollados por cepas bacterianas
Gram positivas y Gram negativas:

Mecanismos de resistencia en
bacterias Gram positivas

Las bacterias Gram positivas desarrollan  distintas
enfermedades infecciosas, son preocupantes por su ficil
propagacion, que las convierte en un problema creciente
de salud publica. Normalmente, la problemdtica no radica
en lo virulento que pueda llegar a ser el microorganismo,
sino en el desarrollo de posibles mecanismos de resistencia



que desarrollan las bacterias. Hoy en dia estos microorga-
nismos presentan resistencia a muchos de los antibiéticos
empleados en la prictica clinica, presentando variacién en
la prevalencia del mecanismo de resistencia y la capaci-
dad de diseminacién, de acuerdo con el microorganismo
(Lozano y Torres, 2017). A continuacidn, se describen los
mecanismos mds frecuentes en el 4rea clinica:

Resistencia en Staphylococcus
aureus [S. aureus]

Este patégeno se encuentra asociado con infecciones cutd-
neas, neumonia, intoxicaciones alimentarias y bacteriemias;
el tratamiento de eleccién ha sido la penicilina, aunque al
poco tiempo de su introduccién presenté resistencia a este
antibiético. En 1959 nacié la primera penicilina sintética
denominada meticilina, empleada para aquellas cepas que
eran resistentes a la penicilinasa; sin embargo ese anti-
biético en la actualidad ya no se emplea (Aguayo-Reyes
et al., 2018).

Este microorganismo presenta las proteinas de unién a
la penicilina [PBP], las cuales participan en el proceso de
transpeptidacion y divisién de la membrana, que a su vez
es un sitio diana, ya que varios antibi6ticos actian sobre
esta estructura. La mutacién que puede llegar a presentar
las PBP puede finalizar en una resistencia a antibiéticos.
Tal es el caso del S. aureus resistente a meticilina [SARM],
que tiene el gen mecA que codifica la PBP2a, la cual con-
fiere la resistencia a la meticilina de la que se hard mencién
posteriormente (Figura 3) (Morales, 2018). Gracias a esta
resistencia se han documentado diferentes cepas emergen-
tes de SARM que incluyen SARM asociado a la atencién
médica [HA-SARM] en Norteamérica y Europa, SARM
asociado a la comunidad [CA-SARM] USA300 presente
en Norteamérica, y SARM asociado al ganado, incluyendo
ST398 y ST93, en Australia (Turner e /.,2019).



Maritza Angarita Merchan « Diana Paola Lépez Velandia

j"u X j"u X
\O \O

PBP
a)
N4 N4
A o Jo¥®
L Q\e ) OOQ\ L Q\e ) OOQ\
N (o) N (o)

a) Representacién de PBP ubicada en la membrana citoplasmatica en el que el antibidtico
betalactdmico tiene accion frente al microorganismo y genera lisis. b) Representacion de PBP
en el que se observa modificacién en la PBP.

Figura 3. Representacion de PBP en membrana citoplasmatica @
Fuente: elaboracién propia.

Betalactamicos

Los betalactdmicos son ese grupo de antibiéticos mayor-
mente usados en la prictica clinica diaria, los cuales
inhiben la formacién de la pared bacteriana en su dltima
etapa. En el afio 2017 se reporté que mds del 90 % de
los aislamientos clinicos de S. aureus han presentado resis-
tencia a la penicilina, gracias a mecanismos desarrollados
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por enzimas (betalactamasas) codificadas por el gen blaZ
(Lozano y Torres, 2017).

En las tltimas décadas, el SARM ha tenido cambios impor-
tantes en su presentaciéon epidemioldgica. Inicialmente, se
identificaba solo en ambientes hospitalarios, (Lozano y
Torres, 2017), pero con posterioridad se extendié a ambien-
tes comunitarios, en poblacién que no presenta factores de
riesgo que se puedan asociar a infecciones por este tipo
de microorganismos. Hasta hoy se han descrito diferentes
tipos de cepas entre las que se han encontrado resistentes a
distintos tipos de antibidticos, por ejemplo a tetraciclinas,
ceftarolina y oxacilina (Aguayo-Reyes ez al., 2018). Esta
resistencia se caracteriza por la modificacién en PBP-2a,
la cual desarrolla una baja afinidad por antibiéticos beta-
lactdmicos y estd dada por la presencia del gen mecA. Las
cepas bacterianas son resistentes a casi todos los betalactd-
micos, excepto a las cefalosporinas de quinta generacién
(ceftarolina y ceftobiprole) (Lozano y Torres, 2017).

Resistencia en Streptococcus sp. a
glucopéptidos y lipoglucopéptidos

Las cepas de S. awureus que expresan una sensibilidad
intermedia o también denominada heterorresistencia a
los glucopéptidos estdn relacionadas con el incremento de
pacientes con fracaso terapéutico y un mayor niimero de
casos con bacteriemia. Este mecanismo inhibe la unién al
dipéptido D-Ala-D-Ala, con lo que impide la transpepti-
dacién y transglucosilacién de los monémeros en la pared
celular (estructura diana). Estas alteraciones metabdlicas
generan engrosamiento de la pared bacteriana y que el
antibidtico quede atrapado en las capas externas sin afectar
la sintesis activa de precursores (Rincén et al., 2014).



S. aureus puede presentar una resistencia intermedia a la
vancomicina y denominarse VISA, por las siglas en inglés
[vancomycin intermediate S. aureus], u otras cepas deno-
minadas VRSA [vancomycin resistant S. aureus] con alta
resistencia al mismo antibidtico gracias a la adquisicién
del transposén Tnl1546. Se ha documentado que cepas
VISA pueden surgir durante el tratamiento antibi6tico con
vancomicina, sin embargo, los mecanismos de este tipo de
resistencia no son claros adn, lo que sugiere la posibilidad
de la existencia de mutaciones en moléculas controladoras
de la sintesis de la pared celular bacteriana y/o en el gen
rpoB, codificante de la subunidad B de la enzima ARN
polimerasa bacteriana (Lozano y Torres, 2017). Existe una
reciente preocupacién debido a que se ha encontrado que
la mayoria de las cepas VISA se han aislado de S. aureus
resistente a la penicilina, pero se desconoce el mecanismo
adicional que da origen a VISA a partir de cepas sensibles
a la meticilina (Zhu ez al., 2021).

En lo relacionado con lipoglucopéptidos como la dalba-
vancina, telavancina y oritavacina, se ha encontrado alta
eficiencia en SARM y cepas de S. awureus resistentes a
otros antibidticos, incluidas las multirresistentes. Para la
dalbavancina se han evidenciado cepas con Concentracién
Minima Inhibitoria [MIC] levemente incrementadas
para este antibidtico, pues oscilan entre 0,25 - 0,5 pg/mL
(Lozano y Torres, 2017).

Macrolidos-lincosamidas-estreptograminas

Este grupo de antibidticos es cominmente empleado en
el tratamiento de SARM, aunque en algunos centros hos-
pitalarios lo emplean como tratamiento empirico contra
infecciones de S. aureus. Este actda gracias a la produccién
de metilasas que le otorgan resistencia a estreptograminas,
macrélidos y lincosamidas, que impiden la unién de los
firmacos a la regién 508 ribosomal (Gastelo y Maguifia,



2018), cuyo sitio de unién es igual para diferentes anti-
bidticos. Al actuar mediante uno de los mecanismos
compartidos, la bacteria puede desarrollar resistencia
cruzada a la estreptogramina B, macrélidos y lincosamida
(Zelmer et al., 2022). En relacién con este mecanismo, se
encuentran asociadas tres posibles formas de resistencia:
la primera, dada por las bombas de expulsién codificadas
por el gen ms7; la segunda, generada por la inactivacién del
antibiético producido por el gen /un; y la tercera alteracién,
producida por el sitio de unién ribosémica, generada por
mutacién y/o metilacién del gen 235 rRINA (Khodabandeh
et al., 2019).

Fluoroquinolonas

Estructuralmente, las quinolonas tienen una estructura de
anillo biciclico y se pueden dividir en 2 y 4-quinolonas.
Desde la introduccién del dcido nalidixico (la primera
generacion, el prototipo de antibiéticos de 4-quinolonas) se
han desarrollado dos clases principales de compuestos de la
molécula bésica: quinolonas y naftiridonas (Zhang ez al.,
2018). Estas actian uniéndose a las enzimas topoisomera-
sas bacterianas tipo II, al ADN girasa y a la topoisomerasa
IV, inhibiendo la replicacién y transcripcién del ADN. De
la mayoria de las bacterias Gram negativas, el ADN girasa
es su enzima diana principal. Por su parte, la topoisome-
rasa IV es la de muchas de las bacterias Gram positivas.
Las quinolonas son mds selectivas para con la ligasa de
topoisomerasa IV, por lo que tienen un espectro frente a
varias bacterias Gram positivas (Morosini ez a/., 2012).

El uso de este grupo de antibidticos empez6 en la década
de los 80. Ha sido identificada resistencia en bacterias sin
pared como los Mycoplasmas spp. (Navarro ez al., 2011),
Enterococcus  faecalis, Staphylococcus spp., Enterococcus

spp- 'y Streptococcus pneumoniae (Castellano-Gonzdlez
et al., 2021).



Aminoglucoésidos

Este grupo de antibidticos tiene efecto bactericida que actda
en la subunidad 308 del ribosoma. Estructuralmente tiene
uno o varios aminoazucares y un aminociclitol unidos por
un enlace glucosidico. La resistencia por S. aureus a este tipo
de antibiéticos es moderada y se presenta por la inactivacién
causada por el desarrollo de dos enzimas modificadoras
de los aminoglucésidos: la enzima bifuncional AAC(6’)-
APH(2”), la cual combina la actividad acetiltransferasa con
la fosfotransferasa y genera resistencia a gran parte de los
aminoglucdsidos, excepto a la estreptomicina; y la enzima
ANT(@#)(4”), la cual adenila grupos hidroxilos de este tipo
de antibiéticos. Se ha descrito que inactiva con mayor efi-
ciencia a la trobamicina, siendo actualmente el mecanismo
mds frecuente en SARM (Morosini et al., 2012).

Tetraciclinas y glicilciclinas

En S. aureus es poco frecuente encontrar resistencia a las
tetraciclinas, sin embargo, dicha resistencia se ha asociado
a cepas de SARM-AG (asociado a ganado). Esta resistencia
es debida al aumento del eflujo activo o proteccién ribo-
somal, gracias a la produccién de proteinas citoplasmdticas
que impiden la unién del antibiético con el ribosoma
(Gastelo y Maguifa, 2018; Lozano y Torres, 2017).

En relacién con las glicilciclinas, la tigeciclina es un pro-
ducto sintético de la minociclina, que no estd afectada
por mecanismos de resistencia a las tetraciclinas. Se cree
que esto se debe a la presencia de bombas de expulsién o
también conocidas como eflujo tipo MepA que confieren
resistencia adicional a las fluoroquinolonas. Este tipo de
antibidtico es contemplado dentro de los de mayor espectro,
comunmente empleados para el tratamiento de infecciones
complicadas con microorganismos multirresistentes. Sin



embargo, debido a su toxicidad y elevada resistencia, su
uso actualmente es muy escaso (Lozano y Torres, 2017).

Oxazolidinonas (linezolid)

El antibidtico sintético bacteriostdtico denominado
linezolid tiene su sitio diana en la subunidad 50S, en la
que inhibe la sintesis de proteinas. Su accién se presenta
gracias a la unién en el centro peptidil-transferasa [CPT]
con el N-formil-metionil-ARN de transferencia [ARN{].
Este antibiético de amplio espectro se usa para tratar
infecciones dermatoldgicas, pues su espectro de actividad
va dirigido fundamentalmente contra los microorganismos
Gram positivos y neumontias bacterianas de tipo Gram
positivas, incluidos los grupos de SARM, enterococos y
estreptococos. Adicionalmente, este antibidtico hidroliza
eficazmente al Enterococcus faecium [E. faecium], resistente
a la vancomicina (Rincén ez al., 2014).

Resistencia en enterococos

Este género bacteriano presenta resistencia intrinseca a
las penicilinas semisintéticas, lincosamidas, vancomicina,
aminoglucédsidos, polimixinas y estreptograminas (Lozano
y Torres, 2017).

Betalactamicos

Los reportes de los tltimos afnos muestran un aumento de
cepas de enterococos resistentes a bectalactdmicos, espe-
cialmente de E. faecium, de las que el 90 % son resistentes
a penicilinas en Hospitales Europeos. Lo anterior obedece
a un aumento exagerado en la produccién de PBP (en
Enterococcus faecalis [E. faecalis | PBP-4 o en E. faecium
la PBP-5) o a la presencia de cambios a nivel genético
(mutacién) que provocan alteraciones de los aminodcidos



en su sitio activo. Las mds comunes son las modificaciones
en PBP-5. Estos cambios se detectan en mayor proporcién
en cepas bacterianas de E. faecium, lo que les confiere un
nivel alto de resistencia a la ampicilina. Algunas cepas de
enterococos tienen la capacidad de producir betalactamasas
parecidas a las de tipo A originadas por los estafilococos,
pero es un mecanismo poco frecuente (Seguel ez al., 2020).

Glucopéptidos y lipoglucopéptidos

Los enterococos resistentes a glucopéptidos han despertado
una alerta a nivel mundial, pues presentan prevalencias de
resistencia a la vancomicina entre 0 y 25 %, particular-
mente en cepas de E. faecium. Esta resistencia se debe a
la sintesis de precursores modificados en su pared celular,
con baja afinidad por este tipo de antibiéticos y los cuales
se han asociado a diversos genes (Manassero et al., 2016).

En relacién con los lipoglucopéptidos, este tipo de antibié-
ticos tiene actividad frente a las bacterias Gram positivas,
especialmente a las que tienen el operdn vanA, el cual ha
sido identificado en cepas del linaje genético CC5, CC8y
CC30 (Lozano y Torres, 2017).

Lipopéptidos

Los lipopéptidos, como la daptomicina, son antibi6ticos
ciclicos con principio activo para la mayoria de los microor-
ganismos Gram positivos, incluyendo a los enterococos
resistentes a la vancomicina. Este tipo de fdrmacos forma
un complejo catiénico que se introduce en la membrana
celular de la bacteria y despolariza su potencial, lo que
permite la salida de iones de potasio. Esto genera que no
se desarrolle la sintesis de las proteinas y dcidos nucleicos,
lo que provoca la muerte celular por autélisis (Gastelo y
Maguina, 2018).



La resistencia estd dada por el aumento en la célula bacte-
riana de carga neta positiva en la membrana celular, que
rechaza el complejo daptomicina-Ca++. Asi mismo, se ha
descrito que los enterococos redistribuyen los fosfolipidos
de tipo aniénico (cardiolipinas), que es el primer sitio de
accién de este tipo de antibiéticos, lo que impide su accién
sobre la membrana celular (Pigrau y Almirante, 2009).

Macrolidos-lincosamidas-estreptograminas

Son un grupo de tres familias de antibiéticos naturales y
semisintéticos cuya accién consiste en la inhibicién de la
sintesis de proteinas, esta se genera a partir del paso de
elongacién en donde la cadena polipeptidica se une a la
subunidad ribosomal 50S. La resistencia de los enteroco-
cos a estos antibi6ticos es de tipo intrinseco. La resistencia
a las estreptograminas se atribuye a modificaciones en la
diana y a la inactivacién del antibiético o bombas de eflujo
(Lozano y Torres, 2017).

Fluoroquinolonas

Las quinolonas son un grupo amplio de antibidticos sin-
téticos cuya accién estd dada sobre la sintesis del ADN,
pues inhibe la funcién del ADN girasa y topoisomerasa IV,
las cuales se encargan del empaquetamiento de este dcido
nucleico en la célula bacteriana, por lo que finaliza con la
muerte bacteriana de manera rdpida (Durdn, 2018).

Este tipo de resistencia es frecuente en la clinica y se pre-
senta gracias a cambios en los aminodcidos en las proteinas
GrlA y GyrA, es decir, modificaciones en las dos molé-
culas proteicas, siendo la mds comun la que se genera en
la posicién S83 de GyrA S80 de GrlA (Lozano y Torres,
2017); otro mecanismo de resistencia se debe a mutaciones
espontdneas de genes cromosdmicos con capacidad de



alterar el ADN girasa y topoisomerasa IV, lo que altera la
permeabilidad de la membrana externa de la pared celular.
Asi mismo, se ha descrito la posibilidad de adquisicién de
genes por transferencia horizontal que, aunque no son sufi-
cientes para hacer que estas cepas adquieran resistencia a
las fluoroquinolonas, facilitan la seleccién y las mutaciones
a nivel cromosémico (Singh y Jain, 2019).

Por otro lado, la resistencia a quinolonas se da debido a
la modificacién de una enzima encargada de acetilar los
aminoglucésidos, la cual estd en plasmidos presentes en la
variante acetiltransferasa modificadora de aminoglucésidos
[AAC] (6')-Ib-cr. Esta genera la acetilacién en la posicién 7
del radical piperazinilo de la norfloxacina y ciprofloxacina.
Asi mismo, se ha descrito la existencia de pldsmidos con
capacidad de codificar para bombas de eflujo, aunque son
poco frecuentes (Hooper y Jacoby, 2016).

Tetraciclinas

Son un grupo de antibidticos que penetran al interior de
la célula bacteriana a través de difusion pasiva, haciendo
uso de las porinas presentes en la membrana externa de la
pared celular. Su mecanismo de accién consiste en impedir
que se lleve a cabo la sintesis de proteinas en la fase de
traduccién. Para ello, se une a la subunidad 30S del ribo-
soma e impide la unién del aminoacil-ARNE, con lo que
interrumpe la incorporacién de aminodcidos del nuevo

péptido (Lopardo, 2020).

La resistencia estd dada al impedir la unién del antibi6-
tico al sitio de accidn, que genera una expulsién a través
de bombas de eflujo, por ende, proteccién ribosomal.
Igualmente se ha descrito el desarrollo de enzimas que
inactivan la accién de la tetraciclina. Este mecanismo de
resistencia es frecuente encontrarlo en bacterias Gram



negativas, especialmente en Acinetobacter baumannii,
codificadas por los genes tez(A) a tet(E) y tet(K) encontrado
en S. aureus (Fang et al., 2020; Kurnia ez al., 2018).

Oxazolidinonas (Linezolid)

Estos son antibi6ticos que inhiben la sintesis de proteinas
al interactuar con el ARNr en su subunidad 23S, con lo
que impiden la unién del aminoacil-ARNt en el centro de
la peptidiltransferasa [CPT]. Igualmente, tiene actividad
bacteriostatica (Saavedra ez /., 2020).

La resistencia de enterococos al Linezolid estd mediada por
la aglomeracién secuencial de mutaciones en el ARNr 23S
y mutaciones en genes 7plCy rplD, los cudles codifican
para la generacién de las proteinas ribosomales L3 y L4
respectivamente. Otros mecanismos descritos incluyen
adquisicién de un gen plasmidico denominado ¢fr que
implica la metilacién postranscripcional de la adenosina

(Silva y Aquino, 2018).

Resistencia en Streptococcus
pneumoniae [S. pneumoniae]

ELS. pneumoniae es un patégeno comun del dmbito comu-
nitario, principalmente en nifos. Por lo general, causa
neumonia, meningitis, septicemia y otitis media, asi como
sinusitis y bronquitis. La mortalidad por S. pneumoniae en
nifios menores de 5 anos este alrededor de 5,2 % (Wang ez
al., 2019). Se ha considerado que el aumento de la resisten-
cia a los antibidticos se debe a la seleccién de antibi6ticos
para el tratamiento empirico. El estudio de mecanismos en
bacterias Gram positivas requiere una investigacion deta-
llada y exhaustiva, de tal manera que pueda realizarse un
tratamiento adecuado, asi como el seguimiento y control
epidemioldgico de las infecciones (Morosini ez a/., 2012).



Resistencia en Streptococcus
sp. a betalactamicos

La resistencia a los betalactimicos se produce por mutacio-
nes en los genes que codifican para la PBP, principalmente
las PBP-1a, 2b y 2x, asi{ como por alteraciones en PBP-2b y
2x que le permiten al estreptococo ser resistente a la peni-
cilina. Por su parte, los cambios en PBP-1a le permiten una
alta resistencia al mismo antibiético en cepas que tienen
alterada la PBP-2x 0 ambas. Los cambios en el PBP-2x y 1a
conllevan que las cefalosporinas de tercera generacién no
se unan al PBP-2x y generen la resistencia (Pugazhendhi
et al., 2020).

Resistencia en Streptococcus sp. a
glucopéptidos y lipoglucopéptidos

De otra parte, se han encontrado cepas de S. pneumoniae
con tolerancia a la vancomicina. Se cree que este signo es
precursor de la aparicién de fenotipos de resistencia, pues
ha sido asociada a fallos en las terapias. Se ha sugerido que
esa tolerancia se debe a la inactividad de una de las enzimas
que intervienen en el control de la autdlisis celular bac-
teriana, requiriendo el papel de un polisacdrido capsular
mutado para el ¢jercicio regulador (Llor ez al., 2018).

Macrélidos-lincosamidas-estreptograminas

Se ha descrito que el mecanismo de resistencia a los macré-
lidos en cepas de estreptococos se debe a la modificacién en
la diana del antibiético (ribosomal) (Hawkins ez a/., 2017),
la cual ocurre en el ribosoma a través de una rRNA meti-
lasa que modifica en el rRNA 23S un residuo de adenina.
Esto genera una metilacién que cambia la conformacién
ribosomal y da lugar a una baja afinidad en la unién a
este tipo de antibi6ticos. El tipo de resistencia puede ser



constitutiva o inducible. Un segundo mecanismo se debe a
la expresién de bombas de expulsién activas que permiten
la eliminacién del antibiético al exterior del citoplasma

celular (Portillo ez al., 2000).
Fluoroquinolonas

La accién de las quinolonas consiste en alcanzar el cito-
plasma celular bacteriano a través de difusién pasiva,
empleando los canales acuosos de las porinas, los cuales son
transmembrana o se presentan en la capa de lipopolisaciri-
dos. Una vez alli, se fijan sobre células diana e interfieren
con mecanismos bioquimicos necesarios para que la bacte-
ria se multiplique o sobreviva (Taléns ez a/., 2002).

La S. pneumoniae ha desarrollado resistencia a este tipo
de antibidticos de tres formas: cromosémica, alteraciones
en la membrana externa y expulsién del firmaco (Taléns
et al., 2002).

Mecanismos de resistencia
en Gram negativos

Se ha documentado que las infecciones por cepas bacte-
rianas Gram negativas presentan mayor prevalencia en
pacientes hospitalizados, particularmente en las Unidades
de Cuidados Intensivos [UCI], y en los cuales la multirre-
sistencia se ha declarado reto al tener menor disponibilidad
de alternativas terapéuticas para el tratamiento de dichas
infecciones (Tafur ez al., 2008).

Las bacterias Gram negativas han desarrollado una serie
de mecanismos de resistencia generada por procesos evo-
lutivos constantes, responsables de las fallas terapéuticas;
es frecuente encontrar resistencia a los antibiéticos beta-
lactdmicos con accién bactericida lenta, los cuales inhiben



la dltima fraccién en la sintesis de la pared celular bacte-
riana. Este tipo de mecanismos de resistencia es uno de
los més frecuentes, dado que es la familia de antibiéticos
mds numerosa y la mds empleada en la prescripcién clinica

(Bello y Dingle, 2018; Tafur ez 4l., 2008).

Ahora, las modificaciones en la molécula original han dado
lugar a productos con mayor espectro antimicrobiano, de
igual forma, estos pueden actuar sobre enzimas denomina-
das betalactamasas, cuyo origen puede ser plasmidico y/o
cromosdémico. Estas enzimas se clasifican de acuerdo con la
secuencia de aminodcidos, siendo la clasificacién de Ambler
mis utilizada, al dividir las betalactamasas en cuatro clases
(A, B, Cy D) (Hall y Barlow, 2005). Ambler originalmente
especificé dos clases: clase A, las betalactamasas de serina
del sitio activo; y clase B, las metalo-betalactamasas que
necesitan de un ion metilico bivalente, normalmente Zn
2+, para su actividad (Lépez et al., 2015).

Mids tarde se encontré una nueva clase de serina beta-
lactamasas que tenfa poca similitud de secuencia con las
enzimas de clase A conocidas hasta ese momento: la clase
designada C. Dos de sus miembros también se conocen
como betalactamasas ‘AmpC’. Igualmente, se encontrd
que otra clase de serina betalactamasas, conocida familiar-
mente como betalactamasas OXA, tenfa poca semejanza
con la clase A o la clase C y se denominé clase D. También,
se dispone la clasificaciéon de Bush-Jacoby-Madeiros
(Bush, Jacoby, y Medeiros, 1995) que se basa en la carac-
terizacién de inhibicién o no por el dcido clavuldnico y
similitud funcional, estas enzimas son codificadas por
genes que llevan el mismo nombre de la enzima (Tabla 1).



® Tabla 1. Clasificacién de las betalactamasas de
acuerdo con Bush- Jacoby y Jacoby-Madeiros

Inhibicién por
Grupo  ciase molecular Substratos g Principales Enzimas

Bush-

Jacoby Subclase preferidos caracteristicas representativas

Clav* EDTA

Mejor hidrélisis de
1 C Cefalosporinas No No cefalosporinas que
de bencilpenicilina

AmpC, P99, ACT-1,
CYM-2, FOX-1, MIR-1

Hidrolisis incremen-
tada hacia ceftazidima

1e C Cefalosporinas No No . GC1, CMY-37
y otros oximino-be-
ta-lactdmicos
Penicilinas Hidrdlisis similar de
2b A ' Si No bencilpenicilinasy  TEM-1, TEM-2, SHV-1

cefalosporinas .
P de cefalosporinas

Hidrolisis incre-
mentada hacia

Cefalosporinas de cefatazidimay otros
P . . 2 YOS TEM-3, SHV-2, CTX-

2be A espectro extendido Si No oximino-beta-lacta-
Py . X M-15, PER-1, VEB-1

y monobactamicos micos (cefotaxima,

ceftazidima, ceftria-
xona, cefepime)

Resistencia a acido
2br A Penicilinas No No clavulanico, sulbactam  TEM-30, SHV-10
y tazobactam

Hidrdlisis incre-
mentada hacia

Cefalosporinas de oximino-beta-lactami-

2ber A espectro extendido No No X TEM-50
P cos combinados con
y monobactédmicos R .
resistencia a AC, sul-
bactamy tazobactam
Hidrélisis
2¢C A Carbenicilinas Si No incrementada de PSE-1, CARB-3
la carbenicilina
Hidrolisis
2ce Carbenicilinas, si No incrementada de RTG-4

la carbenicilina,
cefepimey cefpirome

cefepime

Hidrolisis incremen-
2d D Cloxacilina Variable No tada de la cloxacilina OXA-1, OXA-10
o de la oxacilina

Hidrolisis de
cloxacilinau
oxacilina y oximi-
no-beta-lactamicos

Cefalosporinas de

2de D espectro extendido

Variable No OXA-11, OXA-15



Inhibicién por
GBLUST: Clase molecular Substratos g Principales Enzimas

Subclase preferidos caracteristicas representativas
Jacoby Clav¢  EDTA

Hidrolisis de
2df D Carbapenems Variable No cloxacilinauoxacilina OXA-23, OXA-48
y carbapenems

Hidrolisis de
cefalosporinas.
Si No Inhibido por acido CepA
clavulanico, pero
no por aztreonam

Cefalosporinas de

2e A espectro extendido

Hidrélisis incremen-
tada de carbapenems,
oximino-betalacta-
micos, cefamicinas

2fF A Carbapenems Variable No KPC-2, IMI-1, SME-1

Hidrélisis de espectro
extendido incluyendo IMP-1, VIM-1,
carbapenems, pero CrA, IND-1
no monobactams

32 B (B1) Carbapenems No Si

Hidrdlisis preferente

3b B (B2) Carbapenems Mo el de carbapenems

CphA, SFh-1

*acido clavulanico

Fuente: elaboracién propia con base en datos de Lépez et al. (2015).

AmpC

Las betalactamasas tipo AmpC se encuentran agrupadas en
la clase C de la clasificacién de Ambler. Estas enzimas son
cefalosporinasas que provocan hidrélisis de cefamanicinas
como cefoxitina, otras cefalosporinas de amplio espectro y
monobactamas como aztreonam (Endimiani ez /., 2020).

Se ha descrito que estas enzimas son codificadas por cro-
mosomas en la mayoria de las cepas, y por pldsmidos en
bacterias como Klebsiella pneumoniae [K. pneumoniae] y
Salmonella spp, que son especies que no expresan natu-
ralmente AmpC cromosémico. Las bacterias con AmpC
cromosémico producen las enzimas en cantidades limi-
tadas en condiciones normales, sin alterar la sensibilidad



a cefalosporinas de 32 generacién. Sin embargo, existe la
posibilidad de mutaciones espontdneas a nivel genético
que permiten la produccién constitutiva de la enzima con

capacidad hidrolitica (Tafur ez /., 2008).

Betalactamasas de espectro
extendido [BLEE]

Las BLEE se han reportado mds frecuentemente en cepas
como Klebsiella spp. y Escherichia coli [E. coli]. Estas enzi-
mas le confieren resistencia a las oximinocefalosporina,
aztreonam, penicilinas y cefalosporinas de espectro redu-
cido, y no poseen la capacidad de hidrolizar cefamicinas
como la cefotaxina, cefotetdn y carbapenem. Asi mismo,
pueden ser inhibidas por los inhibidores de las betalactama-
sas como 4cido clavuldnico, el sulbactam y el tazobactam.
Se han descrito diversas familias de BLEE y entre las mds
prevalentes estdn las tipo TEM, SHV y CTX-M, vy las
menos prevalentes son PER, VEB-1 y BES-1 (Lépez ez al.,
2015; Tafur, Torres y Villegas, 2008).

La mayoria de las BLEE han sido desarrolladas por medio
de mutaciones espontdneas de betalactamasas de espectro
reducido, gracias al cambio de aminodcidos en su sitio
activo. Segun la clasificacién de Ambler, las familias BLEE
tipo CTX-M, TEM y SHYV son las mds prevalentes entre
las cuatro clases moleculares de betalactamasas (A, B, Cy

D) (Tanko ez al., 2020).

Las BLEE tipo TEM y SHV hidrolizan con mayor eficien-
cia a ceftazidime. Por su parte, las CTX-M, a cefotaxime,
ceftriaxona y a cefepime con gran eficacia y con concentra-
ciones minimas inhibitorias mayores a otro tipo de BLEE.
La caracteristica mds importante de este mecanismo de
resistencia radica en que son mediadas por pldsmidos, por



lo que confieren capacidad de diseminacién a otras espe-

cies (Taftur, Torres y Villegas, 2008).
Resistencia a colistina

La colistina es un antibiético polipeptidico con actividad
contra la mayorfa de las bacterias Gram negativas, cuyo
objetivo inicial es la unién al lipopolisacérido polianiénico
[LPS] de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas y la interaccién con el componente lipido A
hidréfobo del LPS a la membrana externa (Borsa ez 4l.,
2019). Dicha unién se produce por una interaccién elec-
trostdtica entre grupos amino cargados positivamente y
los fosfatos del lipido A cargados negativamente, lo que
desencadena un intercambio catiénico al reemplazar los
cationes divalentes de calcio y magnesio por la colistina.
Con ellos se cambia la estructura del lipopolisacérido y se
compromete la integridad de la capa de fosfolipidos de la
membrana citoplasmadtica, lo que lleva a la ruptura de la
célula bacteriana (Costa y Da Silva, 2018).

Resistencia a las Carbapenemasas

Este mecanismo consiste en la capacidad para hidrolizar
las carbapenemasas que pueden estar codificadas en el
cromosoma bacteriano o en elementos genéticos moéviles.
La capacidad hidrolitica de estas enzimas se ejerce sobre la
penicilina, las cefalosporinas de 12 generacién y débilmente
sobre los carbapenems, para lo que se requiere Zinc como
cofactor. No hidrolizan cefalosporinas de 32 generacién
ni aztreonam.

Las principales familias son IMP, VIM y OXA. Esta tltima
familia, gracias a la baja afinidad por los carbapenems, le
confiere a la bacteria resistencia a este tipo de antibiéticos
cuando expresa mecanismos de resistencia adicionales



como el cierre de porinas y la sobreexpresién de bombas de

eflujo (Tafur, Torres y Villegas, 2008).

De acuerdo con la anterior revisién, el objetivo de este
capitulo es abordar los perfiles de susceptibilidad a los
antibiéticos en cepas bacterianas y presentar los resul-
tados de investigaciones realizadas por el Grupo de
Investigacién del Programa de Bacteriologfa y Laboratorio

Clinico (GRIBAC).

Materiales y Métodos: investigaciones
realizadas por GRIBAC

Los diferentes proyectos de investigacién aqui considera-
dos fueron de tipo descriptivo y de corte transversal. Se
analizaron las bases de datos de los resultados de cuatro
proyectos de investigacién; una de las investigaciones se
realiz a partir de muestras de leche de vacas con mastitis
pertenecientes al cordén lechero de Boyacd. Este fue el
tinico proyecto del 4mbito veterinario; los otros tres corres-
pondieron a aislamientos de hospitales de tercer nivel del
departamento de Boyacd, y sus muestreos fueron por un
periodo de seis meses. Las cepas analizadas presentaban
mecanismos de resistencia determinados con pruebas
fenotipicas como difusién en disco y MIC por método
automatizado.

Resultados

En las investigaciones realizadas por el grupo de investi-
gacion se evaluaron un total de 84 (100 %) aislamientos
clinicos de tres hospitales de tercer nivel del departamento
de Boyacd, seleccionados para el estudio del perfil de
susceptibilidad. Estas cepas fueron aisladas de diferentes
muestras y en ellas se encontré un total de 54 (64,2 %)
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aislados en muestras de orina, que fue la forma mds repre-
sentativa; seguidos de abscesos y secreciones con 12 (14,2 %)
aislamientos; muestras respiratorias con 9 (10,7 %); hemo-
cultivos, 7 (8,3 %) y finalmente liquidos con 2 (2,3 %).

Para permitir un mejor contexto sobre el tipo de microor-
ganismo aislado y el tipo de muestra, se presenta la
informacién en la figura 4. Allf se resalta que la muestra
con mayor nimero de aislamientos fue orina con 53 (63 %)
cepas de Gram negativos y 1(1,1 %) de Gram positivos.

60
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10 I
, ob l- » -
Absceso, Muestra H i Liquid
secrecion respiratoria emocuttivo 1quidos
Total 12 9 7 2
Gram positivos 5 1 4 1
Gram negativos 6 7 2 1

® Total @ Gram positivos Gram negativos

Orina

54

53

Figura 4. Aislamiento Gram positivos y Gram negativos por tipo de muestra e
Fuente: elaboraciéon propia
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Género y especie

Asi mismo, con la identificacién de género y especie se
encontrd que el 14 % de los aislamientos correspondieron
a microorganismos Gram positivos (n=12/84) representa-
dos por los géneros S. aureus y Staphylococcus saprophyticus
[S. saprophyticus], y el 86 % a Gram negativos (n=72/84),
con mayor prevalencia de E. coli, seguido en su orden por
K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa [P. aeruginosal,
Klebsiella oxytoca [K. oxytocal, Serratia marcescens [S. mar-
cescens] y Enterobacter aerogenes [E. aerogenes] (Figura 5).
Este tltimo grupo fue el de mayor prevalencia con reportes
de mecanismos de resistencia.

Staphylococcus saprophyticus {

Staphylococcus aureus (NG

Serratia marcescens @
Enterobacter aerogenes {
Pseudomona aeuroginosa (G

Klebsiella pneumoniae (G

Klebsiella oxytoca ¢

Escherichia coli (N

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

NUmero de aislamientos

® Figura 5. Microorganismos aislados agrupados por género y especie.
Fuente: elaboracion propia

En relacién con los mecanismos de resistencia encon-
trados, se identificé en las 72 cepas Gram negativas el
predominio de BLEE, seguido de carbapenemasas, AmpC
y BLEA (figura 6).
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Discusion

Los resultados presentados en este capitulo muestran que
existe un alto predominio de aislamientos de bacterias
Gram negativas sobre los microorganismos Gram positi-
vos, lo cual guarda relacién con otros estudios realizados
en aislados clinicos en donde se reporta prevalencia del
78,9 % de Gram negativos en muestras de orina provenien-
tes de un centro asistencial en México (Veldzquez, Cornejo
y Volkow, 2016), y del 79,15 % de microorganismos Gram
negativos en un estudio realizado en un Hospital de Cuba
durante el ano 2010 con muestras de UCIL. Esto permite
tener un contexto sobre la prevalencia de estos microor-
ganismos independientemente del lugar del estudio
(Rodriguez-Bafio ez al., 2004; Perrin et al., 2017).
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Por otro lado, fue posible establecer que E. coli es el
microorganismo con mayor prevalencia en muestras de
diferentes sitios anatémicos y servicios de aislamiento. Asi
lo demostré un estudio cuyo objetivo fue evaluar la pre-
valencia de microorganismos y sus perfiles de resistencia
en 79 hospitales de Colombia entre 2007 y 2009. Dicho
estudio report6 que la E. coli se aislé con mayor frecuencia
en los tres afos de estudio (Villalobos-Rodriguez ez al.,
2011; Villalobos et al., 2014). Del mismo modo, un ani-
lisis realizado en Villavicencio (Colombia) por Gutiérrez
(2015), identificé que, de 485 aislados evaluados, un 22 %
resulté positivo para E. coli, y que fue el microorganismo
de mayor presentacién.

Teniendo presentes estos datos, se puede indicar que los
resultados del GRIBAC son muy similares a los datos
reportados en diferentes departamentos de Colombia,
con semejanzas en la prevalencia de este microorganismo.
Sin embargo, al comparar con estudios internacionales,
como el realizado en una UCI en Cuba, se muestra que
las bacterias Gram negativas frecuentes son enterobacterias
en general, aunque entre ellas se incluye E. coli (Angarita
et al., 2019).

En lo relacionado con el servicio del cual se recogieron
muestras y se obtuvieron aislamientos bacterianos en los
estudios del grupo, el servicio que aporté el mayor niimero
de muestras fue urgencias. Asi ocurrié también en el tra-
bajo de Sdnchez ez al. (2018), en el que a partir de muestras
del mismo servicio se establecié la presencia de cepas de
S. aureus, posiblemente asociadas a infecciones adquiridas
en comunidad.

Con respecto al andlisis fenotipico para evaluar los meca-
nismos de resistencia presentes en las cepas aisladas, se
encontrd que la E. coli presenta mecanismo de resistencia
tipo BLEE como el mds predominante. Por otro lado, las



cepas de E. cloacae, C. freundii, E. aerogenes, C. farmerii
y S. marcescens presentaron el mecanismo de resistencia
AmpC, y en las cepas aisladas de K. pneumoniae se iden-
tificaron dos mecanismos de resistencia: BLEE y AmpC
(Malachowa y DeLeo, 2011). Asi también lo menciona un
estudio realizado por Castro ez al. (2015) en una Institucién
Prestadora de Servicios de Salud (IPS) de segundo nivel del
departamento de Boyacd en el afio 2015. A partir de 458
cepas aisladas, se identificé el mecanismo BLEE como el
presente en todos los aislados Gram negativos evaluados.
Asi queda confirmado que en Boyacd este es el mecanismo
de resistencia mds frecuente en los aislados hospitalarios en
cepas Gram negativas.

Ahora, en la ciudad de Cartagena, un estudio realizado a
partir de muestras de infecciones de tracto urinario pro-
ducidas por E. coli (Asenjo et al., 2012) mostré que, de
90 cepas aisladas, 7 presentaron fenotipo BLEE. En este
estudio se describieron también los factores asociados a
dicha resistencia y se encontré que existe asociacién entre la
infeccién y la historia clinica de hospitalizaciones recientes,
suspension del tratamiento y recurrencia de infecciones.
De otra parte, un hallazgo importante es la susceptibilidad
a cefalosporinas en aquellos pacientes sin hospitalizacién
previa, lo que sugiere que la E. coli que presenta los genes
que codifican enzimas de resistencia estd relacionada con
la exposicién no controlada a los antibiéticos.

Del mismo modo, estudios internacionales muestran una
alta prevalencia de E. coli aislada de muestras de sangre y
orina durante el afo 2010. De 59 aislamientos productores
de BLEE, el 86,4 % mostré este fenotipo en muestras de
orina y un 13,6 % en hemocultivos (Ticona, 2014).



Conclusiones

La resistencia bacteriana es un problema de importancia
en salud publica y existe dificultad para su manejo y tra-
tamiento, pues hay pocas opciones farmacolégicas para el
control de procesos infecciosos. Desafortunadamente, la
presencia de microorganismos multirresistentes estd pre-
sentdndose con frecuencia en el departamento de Boyacd.

Los fenotipos de resistencia circulantes en el departamento
y con mayor presentacion en los estudios realizados fueron
carbapenemasas, BLEES y AmpC en Gram negativos, y
resistencia a la meticilina en Gram positivos. Con relacién a
fenotipos AmpC, se evidencié un alto porcentaje de resisten-
cia a cefalosporinas de primera generacién como cefazolina
y cefamicina, y a betalactdmicos como ampicilina.

El hallazgo de una cepa con fenotipo de resistencia BLEE
y carbapenemasa muestra el impacto que genera el trata-
miento empirico sin apoyo diagndstico del laboratorio. Es
importante entonces adaptar las recomendaciones de las
guias de manejo en el medio extrahospitalario de acuerdo
con los perfiles epidemioldgicos regionales y la terapéutica
antibidtica que se ordena en la atencién primaria.

Los expuestos en este capitulo son datos que evidencian
la propagacién de los mecanismos de resistencia, lo que
genera la urgente necesidad de obtener informacién del
flujo de bacterias asociadas a infecciones relacionadas con
la atencién en salud [IAAS] en el medio intrahospitalario
y en la comunidad. El objetivo es fortalecer el sistema de
vigilancia epidemioldgica y las politicas del uso racional de
antibiéticos como estrategia de contencidn.



Consideraciones Eticas

Proteccién de personas y animales. Los autores decla-
ran que en este articulo no se realizaron experimentos
con animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
los datos tuvieron un manejo ético y confidencial de la
informacién segin las normas constitucionales y legales
sobre proteccién de datos personales (Ley habeas data).

Todos los datos analizados de los diferentes proyectos
fueron revisados y avalados por el Comité de Bioética
Institucional de la Universidad de Boyaci.
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Introduccion

En los tltimos afios se han realizado andlisis a genomas
que ponen en evidencia la existencia de al menos 20.000
genes de resistencia, aunque la expresién de la resistencia
se presenta en muy pocos. Asi se ha documentado la teoria
de la transferencia horizontal de genes, fundamentada
en la identificacién de islas genémicas de patogenicidad
en patdgenos de animales, plantas y humanos, las cuales
se han investigado gracias al estudio de las secuencias de
genes bacterianos (Torres ez al., 2018).

Dichos mecanismos de resistencia estin presentes en
bacterias Gram negativas y Gram positivas e implica un
desafio evolutivo en cuanto a menudo las bacterias adquie-
ren determinantes genéticos; esto puede presentarse por
elementos genéticos méviles capaces de moverse dentro
o entre moléculas de ADN, que incluyen secuencias de
insercidn, transposones y casetes/integrones de genes, y por
elementos que pueden transferirse entre células bacterianas,
como pldsmidos y elementos integrativos y conjugativos
(ICE) (Estepa et al., 2017). Esa transferencia puede darse
entre la misma o diferente especie, inclusive entre Gram
positivas y Gram negativas, también, la insercién de peque-
fios fragmentos dentro del cromosoma bacteriano puede
transferirse de manera horizontal, de modo que adquieren
genes de resistencia mds fdcilmente.

Aparte de este mecanismo, existen otras formas para
que las bacterias obtengan esos determinantes genéticos,
entre ellas predomina la transferencia por medio de la



CAPITULO II. Determinantes genéticos de la resistencia bacteriana

conjugacion, transformacién y transduccién (Figura 7)
(Partridge ez al., 2018).

RI: Regidn insertada

TN: Transposones

@ Sitios recombinacion

=) Genes de resistencia
Transferencia horizontal

® Figura 7. Intercambio de determinantes genéticos
Fuente: Elaboracién Propia

De otra parte, se conocen otros mecanismos para que las
bacterias puedan llegar a ser resistentes, como la produccién
de enzimas que inactivan antibidticos, la modificacién
del sitio diana, la disminucién de la permeabilidad de la
membrana celular y las bombas de eflujo (Bello & Dingle,
2018) (Tabla 2).
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Tabla 2. Determinantes genéticos frecuentes de Gram negativos e

Gram-negativos que con
mayor frecuencia presentan
el gen de resistencia

Ubicacién
del gen

Genes de resistencia
representativos

Fenotipo de

Mecanismo Antibidticos resistencia

Penicilinasa clase

bla bla i
Ade Ambler TEM, ®leSHV PoC Enterobacteriaceae
bla bla
Ambler clase A BLEE T,,E,\g.i.x_fAHv’ PoC Enterobacteriaceae
bla
b SK &E Enterobacteriaceae,
Carbapenemasade 50 NMC PocC Pseudomonas aeruginosa [P.
clase Ade Ambler s M| aeruginosaj, Acinetobacter
s GES baumannii [A. baumannii]
Betalactamicos bla NDM
blay/|M .
. Metalobetalactamasa sia M P PAG Enterobacteriaceae, P.
Enzimas que de clase Bde Ambler o aeruginosa, A. baumannii
inactivan it
antibiéticos Sim
bla ,bla , bla g
Cefalosporinasa mi/:;bla 240/;,,[3 g’,?f PoC C-0Organismos SPICE-HaM
clase Cde Ambler 80 ACT 515 ACC/Y CFE P - Otras Enterobacteriaceae
Ambler clase D BLEE 86 OXA PoC Enterobacteriaceae, P.
o carbapenemasa aeruginosa, A. baumannii
AME - acetiltrans- , Numerosos organismos
ferasa (AAC) aac (3)-, aac (6') PoC Gram-negativos
. - AME - nucleotidil- 5 . Numerosos organismos
Aminoglucésido transferasa (ANT) hormigal(2’) POE Gram-negativos
AME - fosfotrans- , Numerosos organismos
ferasa (APH) aph (3’) PoC Gram-negativos
Haemophilus influenzae [H.
Betalactamicos Alteracién de PBP ftsl, penA C influenzae], Neisseria spp.,
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa
Proteccion de nr PoC Numerosos organismos
ADN girasa q Gram-negativos
. Alteracién de la Numerosos organismos
ARy Fluoroquinolonas ADN girasa gyrA, gyrB c Gram-negativos
Modificacion 1 i6ndel
del A te'racmn el parC, parE C Enterobacteriaceae, P. aeruginosa
objetivo de topoisomerasa IV
antibidticos . o Metilacion del rmtA, rmtB, Numerosos organismos
Aminoglucdsidos ARNr 16S rmtC, armA IPAG Gram-negativos
i i Mutacién DHPS folp, sull, sulll PAG N“"‘Gems"s organismos
Trimetoprima/ ram-negativos
sulfametoxazol dfr PAG H. influenzae, Enterobacteriaceae
Mutacién DHFR i A . . .
dhfri T(Tn7) Escherichia coli [E. coli]
Polimixinas Alteracion de LPS mcr PAG Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
acrAB, tolC adeABC ;\ baumgnnu
. . aeruginosa
Expresion de la mex PoC Serratia marcescens
familia RND sdeAB, sdeCDE
[S. marcescens]
smeABC
Stenotrophomonas malto-
philia [S. maltophilia]
Bomba de Expresion ABC vcaM, macAB C Vibrio cholerae [V. cholera], E. coli
eflujo Numeroso Expresion MFS emrAB C E. coli
., Vibrio parahaemolyticus [V.
Expresion MATE norma, ydhE C parahaemolyticus], E. coli
Expresion SMR emrE, qac, sugk C Numerosos organismos
Gram-negativos
Sobreexpresion de m’;g’;hieVASBoi’X c A. baumannii, E. coli, Neisseria
la bomba de eflujo mdf4, mtrCDE gonorrhoeae [N. gonorrhoeae]
Pérdida de la funcmn oprD c P. aeruginosa
de laporina
Barrera de B-lactdmicos N. h
permeabilidad Mutacién de la omp36, porB, ompF, V- gonorrhoeae,
. C Acinetobacterspp.,
porina (bucle L3) ompC, carO .
Enterobacteriaceae

P, plasmido; C, cromosoma; T, transposén

Fuente: elaboracién propia con base en datos de Bello y Dingle (2018).



Con el objetivo de la mejor comprensién de la temdtica
abordada y la informacién previamente expuesta, se hace
un acercamiento a los componentes genéticos de la resisten-
cia bacteriana de cepas Gram negativas y Gram positivas:

Genes de resistencia en
bacterias Gram negativas

La identificacién de cepas resistentes ha sido uno de los
grandes desafios para el laboratorio de microbiologia.
En la dltima década ha adquirido gran importancia la
caracterizacién de genes encargados de codificar la resis-
tencia a antibiéticos, especialmente en cepas de la familia
Enterobacteriaceae, pues estas son consideradas los microor-
ganismos mds frecuentes. Al respecto, la OMS publicé
una lista de prioridades mundiales de bacterias patégenas
resistentes a los antimicrobianos, en el que se encuentra
este grupo de bacterias.

El alto nimero de cepas resistentes en humanos estd
asociado a las frecuentes visitas a hospitales, estadias
prolongadas en establecimientos de salud, hospitales de
atencion terciaria y hospitales universitarios (Taggar ez al.,
2020). La tipificacién de estos genes ha demostrado que
la deteccién rdpida de resistencias mejora los resultados de
los pacientes, pues disminuye la mortalidad, la duracién
de la estancia hospitalaria, las tasas de superinfeccién y
reacciones adversas a los medicamentos y, por ende, reduce
los costos (Endimiani ez /., 2020).

AmpC

Los genes que codifican estas betalactamasas se encuen-
tran cominmente en los cromosomas de algunas
Enterobacteriaceae como Citrobacter freundii [C. freundii],
Morganella morganii [M. morganannil, Providencia spp.,



Enterobacter spp. y S. marcescens, y puede transmitirse a los
pldsmidos. La resistencia a cefalosporinas de amplio espec-
tro entre Enterobacteriaceae que carecen de genes AmpC
cromosémicos inducibles como E. coli, Salmonella spp.,
Klebsiella spp. y Proteus mirabilis [P. mirabilis] ha surgido
mediante la adquisicién de betalactamasa AmpC mediada
por plasmido (Etemadi ez @/, 2020; Tamma ez al., 2019).
Dentro de este gen se han identificado variaciones alélicas
y actualmente han surgido numerosas betalactamasas tipo
AmpC. Sin embargo, la betalactamasa ** CMY-2 de tipo

AmpC es la mds prevalente.

Entre bacterias Gram negativas, el gen ** CMY-2 se puede
encontrar de forma plasmidica y proporciona resistencia
a antibidticos betalactdmicos como penicilina, cefoxitina
o cefotetan, cefalosporinas, especialmente cefalosporinas

de tercera generacién, y ocasionalmente carbapenémicos
(Fallah et 2/. 2020; Tamma ez a/., 2019).

Betalactamasas de espectro
extendido (BLEE)

Durante la década de 1980, las BLEE evolucionaron prin-
cipalmente por mutacién puntual de ** TEM, ¥ SHV y "
OXA. No obstante, desde el 2000 empezaron a presentar
cambios genotipicos en los que la betalactamasa tipo *C-
TX-M se identific con una presentacién mds alta entre las
bacterias Gram negativas (Chevet ez 4/., 2012).

Las BLEE hidrolizan el anillo betalactdmico de las cefalos-
porinas de tercera generacién. Los genes codificantes para
la resistencia a las betalactamasas son de origen plasmidico,
el cual es una estructura que puede llegar a ser altamente
movil y albergar genes de otro tipo de resistencia a otras
clases de antimicrobianos no relacionados, como quinolo-
nas y aminoglucésidos. Durante el proceso catalitico, las



enzimas TEM, SHV y CTX-M utilizan sus residuos Ser70,
Glul66, Lys73, Lys234 y Ser130, y la enzima OXA utiliza
residuos Ser70, Lys73, Ser118 y Lys216 secuencialmente, lo
que genera su hidrdlisis. Se han reportado e identificado
mds de 211 variantes de estas enzimas, que se originan
principalmente por sustituciones de un solo aminodcido
que conducen a una alteracién de la especificidad del sus-

trato y la actividad hidrolitica (Dhara & Tripathi, 2014).

Los genes ““TEM, "*SHV y *“CTX-M mediados por plds-
midos son los mds comunes en las especies de Klebsiella
spp., seguido de E. coli. Estos genes BLEE producen
enzimas que son capaces de llevar a cabo la hidrélisis de
cefalosporinas y monobactamas de amplio espectro, pero
que son inactivas frente a cefamicinas e imipenem. Se ha
demostrado que cambios alélicos en los genes conducen a
la sustitucién en la secuencia de uno o dos aminodcidos,
los cuales pueden mejorar la actividad catalitica de las
betalactamasas contra las cefalosporinas de espectro exten-
dido. La principal sustitucién del aminodcido Gly238Ser
en las betalactamasas TEM o SHV produce hidrélisis de
las oximinocefalosporinas, mientras que la sustitucién de

Glu240Lys aumenta la actividad enzimdtica (Elmowalid
et al., 2018).

Gen %¢CTX-M

La primera enzima CTX-M (cefotaximasa) se descubrié
en 1986. Esta familia de BLEE ahora incluye mds de 60
enzimas diversas en cinco grupos filogenéticos (Dhara &

Tripathi, 2014).

Los genes ““CTX-M, en particular *“CTX-M-15, han
estado involucrados en diversas situaciones epidemioldgi-
cas y se han diseminado por todos los continentes como
resultado de pldsmidos epidémicos y/o cepas epidémicas
particulares. Su prevalencia aumenta constantemente



y varia del 6 % al 88 % en varios entornos de atencién
médica en todo el mundo. Ademds, los genes ““TEM y
b2 CTX-M son los genes productores de BLEE mds comunes
(Pishtiwan & Khadjija, 2019). Incluso, los genes *“CTX-M
se han convertido en el genotipo BLEE mds cominmente
detectado en diversas ubicaciones geograficas del mundo,
aunque existe una variacién en las tasas de resistencia a
los antimicrobianos y los genes asociados, dependiendo del
drea geografica del estudio (Yasir ez al., 2020).

GenbY“TEM

La primera betalactamasa fue identificada en Grecia en
la década de 1960. Esta era mediada por pldsmidos en
bacterias Gram negativas y se denominé TEM por el
paciente del que se aisl6 (Temoniera). Dicha betalactamasa
estaba presente en una cepa de E. coli (Haghighatpanah
et al., 2016). Posteriormente, se descubrié una enzima
estrechamente relacionada y se denominé TEM-2. Esta
presentaba caracteristicas similares a la TEM-1 en cuanto
a sus propiedades bioquimicas, y se diferenciaban por el
cambio de un solo aminodcido (Gln por Lys en la posicién
39) que resulta en un valor de punto isoeléctrico distinto:
para TEM-1 de 5,4 y para TEM-2 de 5,6. Las cepas que
adquieren el gen por lo general son microorganismos mul-
tirresistentes (Fast & Sutton, 2013).

Resistencia a carbapenémicos

Dentro de los antibidticos betalactdmicos, los carbape-
némicos se consideran la dltima opcién de tratamiento
para las infecciones causadas por bacilos Gram negativos
multirresistentes, por lo que la aparicién de resistencias a
esta familia involucra graves implicaciones para la salud
publica. Desafortunadamente, la produccién de enzimas
resistentes es cada vez mds frecuente, lo que ha limitado las
opciones terapéuticas disponibles (Rodriguez ez al., 2020).



Las carbapenemasas son enzimas que pertenecen a las
betalactamasas, que se dividen en diferentes clases: las
principales son las metalobetalactamasas (Clase B de
Ambler), de mayor frecuencia en bacterias no fermenta-
doras, y las Serinocarbapenemasas (Clase A de Ambler),
predominantes en enterobacterias (Torres ez al., 2018).

Dentro de las betalactamasas, las tipo A de la clasificacién
de Ambler (KPC), las clase B (VIM, IMP, NDM) vy las
clase D (OXA-48) son las que se encuentran con mayor
frecuencia y generan infecciones en el dmbito hospitalario,
de igual forma, existen variantes de los genes que codifican
para estas enzimas, como los clones de alto riesgo (ST)
adquiridos en hospitales. Entre ellos estdn las variantes
ST258 y ST11, las cuales se difundieron en todo el mundo
(Vargas et al., 2019).

Por otro lado, las enzimas que confieren la resistencia a
carbapenémicos se encuentran clasificadas dentro de tres
clases de Ambler: clase A, incluidas las carbapenemasas de
serina KPC, FRI, IMI y SME; clase B, incluidas las meta-
lobetalactamasas, VIM, NDM, e IMP; y clase D, incluidos
OXA-48, OXA-23, OXA-24 y OXA-58. Sus genes codifi-
cantes llevan el mismo nombre. Ante esto, la transferencia
horizontal de genes de pldsmidos que transportan genes
que codifican carbapenemasas juega un papel clave en la
propagacién de estas bacterias multirresistentes (Soliman
et al., 2020).

Las metalobetalactamasas estdn clasificadas en la clase B
segtn hidrolizan antibidticos betalactdémicos, excepto los
monobactdmicos que son inhibidos por quelantes de catio-
nes divalentes como EDTA y mercaptoacetato de sodio, y
segtn hidrolizan los inhibidores de betalactamasas, como
el dcido clavuldnico y la sulbactam (Togneri ez /., 2013).
De otro lado, existen muchos tipos de carbapenemasas que
se encuentran en pldsmidos como los presentes en Klebsiella



pneumoniae [K.  pneumoniae], OXA-betalactamasas y
metalobetalactamasas, incluyendo Nueva Delhi MBL
[NDM], Verona Integron codificada metalobetalactamasa
[VIM] y metalobetalactamasa de tipo IMP (Yamakawa
et al., 2019).

Gen blaKpPC

Este gen se ubica dentro de un elemento genético mévil
y confiere resistencia a todos los antibidticos betalactdmi-
cos. Fue identificado por primera vez en 1996 en Estados
Unidos y ha tenido una distribucién global (Limbago ez
al., 2011). K. pneumoniae es considerada la especie mds
importante en la produccién de KPC, sin embargo, se ha
detectado en otras cepas de la familia Enterobacteriaceae
como Klebsiella oxytoca [K. oxytoca], Salmonella enterica [S.
enterical, E. coli, M. morganii, Proteus spp., C. freundii, S.
marcescens, Enterobacter spp., Raoultella ornithinolytica [R.
ornithinolytical, Pantoea spp. y Providencia spp. De igual
forma, ha sido reportada en bacilos Gram negativos no fer-
mentadores como A. baumannii, P. aeruginosa, Raoultella
spp. y Pantoea spp. (Saldanha Ribeiro ez al., 2016).

Gen OXA

Las enzimas de las carbapenemasas de clase D son las
OXA-B-lactamasas, subdivididas en varios subgrupos,
principalmente ** OXA-24/,40, " OXA-23, " OXA-58, "
OXA-143, " OXA-51 y " OXA-48. Estas betalactamasas
de tipo OXA se encuentran ampliamente en Acinetobacter
spp-» que es la mds abundante ** OXA-51 que estd codi-
ficada cromosémicamente y, por lo tanto, es intrinseca
a estas especies, aunque puede conferir resistencia a los
carbapenémicos cuando su expresién estd regulada por
incremento por reorganizacion genética. Estas enzimas se
encuentran agrupadas en dos clases: (I) carbapenemasas
identificadas por primera vez en otras familias bacterianas



antes de la diseminacién secundaria en enterobacterias
(OXA-198, OXA-23, OXA-58 y OXA-40), y (II) carbape-
nemasas identificadas por primera vez en enterobacterias

(OXA-372 y OXA-427) (Aruhomukama ez 4l., 2019).

Dentro de las variantes de este gen estd *“ OXA-23, que
ha sido identificado en pldsmidos conjugativos diferen-
tes, aunque es el mds comin en A. baumannii. El gen
b OXA-23 se encuentra con mayor frecuencia en varios
transposones asociados con IS Abal (por ejemplo, Tn 2006
o Tn 2008) o IS Aba4 (Tn2007). Esta cabapenemasa estd
ampliamente distribuida, pero en el afio 2002 fue descrita
en un género distinto a Acinetobacter spp. Dentro de las
variantes descritas en otras enterobacterias estd la OXA-
198 en P. aeruginosa, OXA-372 en C. freundii, OXA427
en K. pneumoniae, E. coli, Providencia rettgeri [P. rettgeri,
K. oxytoca'y S. marcescens (Bonnin et al., 2020).

Gen e yVIM

Las metalobetalactamasas fueron identificadas por primera
vez en una P. aeruginosa de Italia en 1999, poco después
de provocar un brote generalizado en un hospital griego
(Protonotariou ez al., 2020). Este gen ha sido identificado
en especies como K. pneumoniae y E. cloacae. Se puede
encontrar como pldsmidos y transposones, también cono-
cidos como elementos genéticos mdviles, los cuales pueden
portar integrones que incluyen genes que codifican resis-
tencia a los medicamentos aminoglucésidos, sulfonamidas
y fluoroquinolonas a través de enzimas modificadoras de
aminoglucédsidos, dihidrofolato reductasa [dhfr] y resis-
tencia a quinolonas mediada por pldsmidos [qnr] (Villa

et al., 2017).



Gen %« NDM-1

La inhibicién de las metalobetalactamasas [MBL] estd
mediada por agentes quelantes de Zinc, como el dcido
etilenodiamino tetra acético [EDTA]. Los genes que las
codifican para estas enzimas, como el /NDM-1, son de
origen plasmidico o cromosémico. Las MBL son las encar-
gadas de la hidrélisis de un amplio grupo de antibi6ticos
betalactdmicos, incluyendo carbapenemas, penicilinas y
cefalosporinas (12, 23, 32 y 42 generacién); sin embargo,
presentan sensibilidad a aztreonam. Por consiguiente,
son de gran importancia clinica, ya que actian frente a
los carbapenémicos que son de amplio espectro de accién
y son utilizadas como dltimo recurso en tratamientos de
infecciones con resistencia a otros antibidticos betalactdmi-
cos, principalmente en bacilos Gram negativos resistentes
(Estepa ez al., 2017).

Tabla 3. Variantes del gen bla NDM-1

Variantes NDM-1 Sustitucién de aminoacidos
NDM-2 P28A
NDM-3 D95N
NDM-4 M154L
NDM-5 V88L, M154L
NDM-6 A233L
NDM-7 D130N, M154L
NDM-8 D 130 por G / M154L
NDM-9 Q152 porK
NDM-10 R32S, G36D, G69S, A74T y G200R
NDM-12 G 22 por D/ M154L
NDM-13 D95N, M154L
NDM-14 D130G
NDM-15 A233V, M154L
NDM-16 A264H
NDM-17 V88L, M154L, E170L

Fuente: elaboracién propia con base en datos de Khan et al. (2017).

El gen “NDM-1 presenta diferencia a las caracteristicas
con otras MBL, pero posee un 32,4 % de identidad con
VIM-1/VIM-2. Por la misma razén, se sugiere que NDM-1
se encuentra en la subclase Bl (Monge, 2013). A la fecha
se conocen 17 variantes de NDM-I relacionadas (Tabla 3),



entre las que se identifican las sustituciones de aminodci-

dos (Khan ez al., 2017).
Resistencia colistina

Las polimixinas son antibacterianos de tipo bactericida e
incluyen seis compuestos: A, B, C, D, E y M. Son con-
sideradas como la terapia de tdltimo recurso contra las
enterobacterias resistentes a carbapenémicos. Su descu-
brimiento se dio en 1947 por Koyama ez al., quienes le
otorgaron su nombre por tratarse de un metabolito secun-
dario de Paenibacillus polymyxa subsp. colistinas, bacteria
Gram positiva presente en el suelo (Melgarejo, 2022). En
el 2015 fue descrita la resistencia de Ewnterobacteriaceae
transferible a la colistina mediada por el plismido (gen
mer-1) en aislados humanos, animales y ambientales
(Dalmolin ez al., 2018). Actualmente se conocen alrededor
de 22 varjantes genéticas del “gen” mcr-1, las cuales son
completamente funcionales y sus diferencias radican en
uno o pocos aminodcidos, que les provocan una elevada
identidad de nucledtidos y aminodcidos que les permiten
efectos similares para la resistencia a la colistina. Estas
variantes son: mcr-1: mer-1.1, mer-1.2, mer-1.3, mer-1.4,
mer-1.5, mer-1.6, mer-1.7, mer-1.8, mer-1.9, mer-1.10, mcr-
1.11, mer-1.12, mer-1.13, mer-1.14 y mer-1.15, mer-1.16,
mer-1.17, mer-1.18, mcr-1.19, mer-1.20, mcr-1.21 y mcr-
1.22 (Melgarejo 2022).

Gen mcr-1

En 1996 se identificé resistencia a los carbapenémicos.
Esta se convirtié en una preocupacién fundamental en
el sector sanitario, debido al aumento de la mortalidad y
a las limitadas opciones terapéuticas. Por esta situacién,
la tigecilcina y la colistina se emplean como la “terapia
de dltima linea” para estos organismos resistentes. No



obstante, el uso excesivo de la colistina ha conducido a
un aumento de la notificacién de patégenos bacterianos
resistentes en todo el mundo, y esa es la principal causa de
la resistencia a las polimixinas, junto con la modificacién
del lipopolisacdrido [LPS] y su asociacién a sistemas de
dos componentes: phoPQ, pmrAB vy el regulador mgrB
(Mobasseri et al., 2019).

El gen mcr-1 fue identificado por primera vez en China
en el afo 2015, a partir de aislados de E. coli en alimentos
(Srinivas & Rivard, 2017). Se encontré que era transmi-
tido por pldsmidos y que se propagaba ficil y rdpidamente
entre diferentes poblaciones bacterianas. Este gen codifica
una proteina transmembrana citopldsmica conocida como
MCR-1, presente en bacterias Gram negativas, la cual se
produjo gracias a una modificacién de la ubicacién 1’ o
4" del grupo principal del lipido A. Su efecto consiste en
ocultar los grupos fosfato cargados negativamente en la
superficie bacteriana y retirar la atraccién electrostdtica
inicial de la que dependen en gran medida la colistina y
otras polimixinas (Son et al., 2019).

Genes de resistencia en
bacterias Gram positivas

Gen mecA

Los primeros aislados clinicos de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina [SARM] fueron reportados en 1961
tras la introduccién de la meticilina en la prictica clinica.
Al poco tiempo, se evidencié que presentaba un perfil
heterogéneo de resistencia a antibidticos betalactdmicos.
Algunos estudios han reportado que dicha resistencia
puede darse por mutaciones en los genes asociados con
la divisién celular, asi como al metabolismo central, los



cuales influyen en la expresion de la resistencia a los beta-
lactédmicos y el fenotipo resultante (Rolo ez al., 2017).

El gen mecA es el encargado de codificar una proteina de
unién a la penicilina [PBP] de clase B, llamada PBP2A,
la cual presenta un dominio C-terminal que cumple una
funcién de transpeptidacién y un dominio N-terminal sin
ninguna funcién atribuida. La resistencia la proporciona
el hecho de que esta PBP tiene una menor eficiencia de
acilacién por los antibiéticos betalactdmicos.

Este gen se transporta dentro de un elemento gené-
tico mévil cuyo nombre y sigla provienen del inglés
“Staphylococcal Cassette Chromosome mec” [SCC mec],
el cual estd delimitado por repeticiones directas e inversas.
Estos casetes se encuentran en el cromosoma con el gen
orfX, el cual codifica para una metiltransferasa ribosomal.
Todos los casetes poseen un complejo de genes mec, que
estd compuesto por mecA (que codifica la PBP2a) y los
genes mecl y mecR, cuyos productos regulan la expresion
de la resistencia a meticilina (Aguayo-Reyes, ez al., 2018).

Dicho elemento genético mévil estd compuesto por dos
elementos centrales: el complejo mec, que contiene mecA
y formas intactas y eliminadas de sus reguladores (mec,
mecR1); y el complejo ccr, compuesto por un casete de cro-
mosomas recombinasas [ccr] involucrados en su movilidad

(Miragaia, 2018).

La estructura genética del SCC mec presenta tres clases
de complejos mec: A, By C. La A con el complejo mec
completo (mecl-mecR1-mecA), y las clases B y C que
contienen genes reguladores de mecA, los cuales se inte-
rrumpen debido a la presencia de secuencias de insercién
[S431AmecR1-mecA y WIS1272-AmecR1-mecA, respecti-
vamente. La combinacién de estos complejos ha hecho que
actualmente se encuentren ocho tipos denominados de I



a VIIL los tipos I, IV, V, VI y VII codifican Gnicamente
para la resistencia a antibidticos de tipo betalactimicos;
los tipos II, III y VIII incluyen genes adicionales que le

permiten la expresién de la resistencia a gran variedad de
antibiéticos (Lujdn, 2013) (Figura 8).

orfX - AmecR1

Estructura del complejo de genes mec

Figura 8. Estructura de SCCmec
Fuente: Elaboracién propia

Este es un ejemplo de estructura de SCCmec con el trans-
posén Tn554 en la regién J2 (joining), responsable de la
resistencia a diferentes antibiéticos betalactimicos y no
betalactdmicos. También muestra los genes que regulan a
mecA interrumpidos, debido a la presencia de secuencias
de insercién 1S431AmecR1-mecA y WIS1272-AmecR1-

mecA, respectivamente.
Gen Van

La vancomicina es un glucopéptido que ha sido empleado
para tratar infecciones por SARM. Sin embargo, en la
década de los 80 se empezd a evidenciar resistencia no
solo en Staphylococcus spp., sino también en Enterococcus
spp- Su mecanismo estd regulado por vanA, un operén
que es codificado en el transposén Tn 1546, de un plds-
mido conjugativo presente en enterococos resistentes a
vancomicina [VRE], mientras que Staphylococcus aureus
[S. aureus] puede, durante el proceso de conjugacion,
adquirir pldsmidos enterocécicos. La resistencia a la van-
comicina en S. aureus se mantiene dentro de un pldsmido
enterocécico original o mediante una transposicién de

Tn 1546 del pldsmido VRE en un pldsmido residente de

orfX




CAPITULO II. Determinantes genéticos de la resistencia bacteriana

estafilococos. La formacién de la pared bacteriana de bac-
terias Gram positivas estd dada por cadenas de glucanos
NAG [N-acetilglucosamina] y NAM [N-4cido acetilmu-
ramico], anclados entre si mediante puentes de glicina
y pentapéptidos por la unién de varios aminodcidos. La
vancomicina interfiere con la sintesis de peptidoglicano
en etapa tardia, pues forma enlaces de hidrégeno no
covalentes con los pentltimos residuos de D-Ala-D-Ala
de pentapéptidos recién sintetizados, lo que interrumpe el
ensamblaje de peptidoglicano (Figura 9) (Ghahremani ez
al., 2018; McGuinness et al., 2017).

Sensor - regulador Sintesis de aminoacidos Actividad peptidasa
vanR vanS vanH vanA vanX vanY vanZ © |\J/earno n
o mE o w
Piruvato vanH VanA B
. . vanX
Vancomicina o X -
D-lac @ >
Val lll D-Ala DAla M
Q B DAk A L-Lys
L-Lys D-Glu
D-Glu L-Ala
L-Ala
”~
' ~~
-~ N U
: N
Stag/g)l/IOCOCCUS aureus \ Staphylococcus aureus
sensible a vancomicing ) Enterococcus resistente resistente a vancomicina
Transferencia avancomicina

horizontal N~ >

Nota: Eloperdn vanA estd compuesto por genes vanA, vanH, vanX, vanS, vanR, vanYy vanZ. Se controla mediante
un sistema sensor-regulador conformado por dos componentes codificados por vanSy vanR, los cuales detectan
la vancomicinay activan la transcripciéon del operén, respectivamente.

83

Figura 9. Mecanismo molecular de la resistencia a la
vancomicina de tipo vanA en Staphylococcus aureus.
Fuente: elaboracién propia con base en datos

de McGuinness et al. (2017).



Gen erm

Los genes de la familia de la metilasa ribosémica [erm]
codifican N-metiltransferasas y metilan el ARNr 23S
para prevenir la unién de antibidticos. Este gen confiere
resistencia a lincosamidas, macrélidos y estreptoGramina

B (Schroeder & Stephens, 2016).

La resistencia a los macrélidos estd generada por la expre-
sién de varios genes, dados por la modificacién en la
metilacién del sitio diana ribosémico en el rRNA 23S, la
proteccién del ribosoma a través de proteinas ABC-F, la
salida activa a través de transportadores de la Superfamilia
Facilitadora Mayor [MFS] y por la inactivacién enzimdtica
por fosfotransferasas o esterasas (FefSler ez al., 2018).

Materiales y métodos: investigaciones
realizadas por GRIBAC

Las diferentes investigaciones adelantadas por el Grupo de
investigacion del Programa de Bacteriologia y Laboratorio
Clinico —GRIBAC- fueron estudios de tipo descriptivo
de corte transversal. A partir de aislamientos de cepas
bacterianas de origen clinico y animal (Tabla 4), se plan-
te6 el objetivo de identificar genes que codifican para la
resistencia a antibiéticos. Para la ejecucién de los diferentes
proyectos, se inicié con aislamientos bacterianos, seguidos
de la extraccién de ADN bacteriano. Para ello se utilizaron
kits comerciales siguiendo las indicaciones del fabricante.
Una vez establecidas las condiciones de pureza y calidad
de la muestra, se procedi6 al montaje de la reaccién en
cadena de la Polimerasa [PCR] convencional, con previa
estandarizacién de protocolos, con el fin de establecer la
presencia de genes codificantes para la resistencia a anti-

bidticos (Tabla 5).



Tabla 4. Resumen de proyectos, poblacién,
cepas bacterianasy genes estudiados

Titulo Proyecto

Tipificacion molecular de
genes de resistencia en
bacilos gramnegativos

asociados ainfecciones en

una Institucién Prestadora
de Servicios de Salud del
departamento de Boyaca.

Tipificacién molecular de
genes de resistencia en
bacilos gramnegativos

aislados de urocultivo en

una Instituciéon Prestadora
de Servicios de Salud del
departamento de Boyaca.

Tipificacién mole-
cular de genes de
resistencia en bacterias en
una Institucién Prestadora
de Servicios de Salud.

Deteccion de genes de
resistencia a betalacta-
micos en aislamientos de
Staphylococcus spp. aso-
ciados a mastitis bovina.

Poblacion
estudiada

Muestras
provenientes
de diferentes
servicios de un

hospital de tercer

nivel de atencién

del departamento
de Boyaca.

Muestras de orina
provenientes
de diferentes

servicios de un
hospital de tercer
nivel de atencién
del departamento
de Boyaca.

Muestras
provenientes de
diferentes servi-

cios de un hospital

de tercery cuarto

nivel de atencién

del departamento
de Boyaca.

Muestra con masti-

tis provenientes de

61 fincas lecheras
de Boyaca.

Cepas bacterianas

P. aeruginosa
E. coli
K. pneumoniae

E. coli
K. pneumoniae
P. aeruginosa
S. maltophilia

E. coli
K. pneumoniae
K. oxytoca

Enterobacter aerogenes
[E. aerogenes]

Enterobacter cloacae [E. cloacae]
C. freundii
Citrobacter farmerii [C. farmerii]
S. marcescens
P. aeruginosa

Staphylococcus warneri [S. warneri]
Staphylococcus xylosus [S. xylosus]
Staphylococcus hominis [S. hominis]

Staphylococcus epidermidis
[S. epidermidis]

Staphylococcus hyicus [S. hyicus]

Staphylococcus chromogenes
[S. chromogenes]

Staphylococcus haemolyticus
[S. haemolyticus]

Staphylococcus simulans [S. simulans]

Staphylococcus sciuri [S. sciuri]
Staphylococcus lentus [S. lentus]
Staphylococcus capitis [S. capitis]

Fuente: elaboracién propia

Genes

BLEE:

baTEM,

blaSHVI
blaCTXM-1

AmpC

BLEE:
HaTEM,
b[aSHV,

baCTXM-1

AmpC

BLEE:
blaTEM,
blaSHvy
bCTXM-1
AmpC:
MOX, CMY,
DHA, ACC,
MIRy FOX

mecA
blaz



Tabla 5. Condiciones de la PCR

Gen Secuencia5’—3’ Tamano Desnaturalizacion

Ciclos Alineamiento Extensiéon

Extension
final

72°C
10 minutos

72°C
10 minutos

72°C
10 minutos

72°C
5 minutos

72°C
5 minutos

(pb) inicial
5-AAACGCTGG
TGAA AGTA 3’ 94°C, 49°C, 72°C
blaTEM ] 239 35 i ]
5-AGCG 30 segundos 1 minuto 1 minuto
ATCTGTC TAT 3°
5°’ATGCGT TATAT
TCG CCTGTG 3’ 94°C, 72°C
blaSHV B 241 35 56°C )
5-TGCTTTGTTA 30 segundos 1 minuto
TTCGG GCCAA 3’
5-GACGAT
GTCACTGG
blaC- CTGAGC 3’ 94°C, 72°C
) 499 35 58°0C i
TX-M1 5-AGCCG 30 segundos 1 minuto
CCGACGCT
AATACA 3’
5-ATCAAA AC
TGGCA GCCG-3' 94°C, 72°C
Amp-C 170 35 56.9°C )
5-GAGCCCGTT 30 segundos 1 minuto
TTATGC ACCCA-3’
5-ACTTCA
ACACCTGC o ° 72°C
94°C 55°C
blaz TGCTTTC3 639 30 g 35 30 q 30
5-TGACCACTTT segundos segundos segundos
TATCAG CAACC-3’
5-AAAATC
GATGG TAAAGG
TTGGC-3’ 94°C 55°C 72°C
mecA 356 30 .
5'AGTTCTG 30 segundos 30segundos 1 minuto
CAGT ACCGGA
TTTGC-3’
DN: desnaturalizacién inicial; CS: ciclos; Alin.: alineamiento;
Ext.: extensién; EF: extensién final
Fuente: Adaptado de Velandia et al. (2016),
Soares et al., (2012) y Lee (2006).
Resultados

Los resultados obtenidos en relacién con genes de resis-
tencia en Gram negativos muestran una estrecha relacién
con el fenotipo de resistencia tipo BLEE. Se obtuvo un
predominio del gen 7EM, el cual confiere resistencia a
ampicilina, penicilina y cefalosporinas de primera gene-
racién. Seguido aparece el predominio del gen C7XM
que confiere resistencia a cefotaxima y a la ceftriaxona.



Respecto a la presencia del gen SHV] este se asocia con la
resistencia a las penicilinas y a las cefalosporinas de primera
generacién. De su parte, el gen AmpC es de naturaleza
inducible y puede hidrolizar cefamicinas, oximino cefalos-
porinas, monobactdmicos y aminopenicilinas combinadas
con inhibidores de betalactamasas (Figura 10).

La presencia de los cuatro tipos de estos genes es alarmante,
ya que confirma que son cepas multirresistentes de interés
en salud publica al presentarse en el 25 % de los aislamien-
tos. No obstante, la correcta identificacién de dichos genes
permite ofrecer un tratamiento oportuno y efectivo a los
pacientes que cursan infecciones de origen bacteriano, ya
que las bacterias pueden presentar falsas sensibilidades. La
identificacién de genes mediante técnicas moleculares es
considerada la prueba de oro, pues su deteccién ayuda a un
tratamiento mds rdpido y efectivo, ya que disminuye mor-
bimortalidades en los centros hospitalarios. Sin embargo,
las técnicas moleculares son complementarias, ya que las
pruebas genotipicas permiten definir si los microorga-
nismos presentan el gen, aunque no siempre esté activo
el mecanismo.

Por otro lado, una vez analizados los aislamientos de los dos
centros hospitalarios, se observé que habia una presencia
alta de cepas del servicio de urgencias y consulta externa,
por lo que se deberfa restringir el uso de antibidticos
betalactdmicos de amplio espectro e implementar medi-
das rigurosas de higiene para el control de las infecciones
y para la prevencién y control de la diseminacién de
microorganismos productores de betalactamasas. A su
vez, estos servicios se encuentran dentro de los de mayor
demanda, lo cual sugiere una grave problemadtica debido a
que el mayor nimero de muestras aisladas son de pacientes
ambulatorios, lo que demuestra la existencia de patégenos
multirresistentes en la comunidad, por lo que se presume
un uso indiscriminado de antibidticos en este medio.
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Figura 10. Genes de resistencia identificados en bacterias
Gram negativas aisladas a partir de muestras clinicas
Fuente: elaboracién propia

En lo relacionado con la deteccién de genes de resistencia
en cepas Gram positivas, estos se identificaron en muestras
de origen animal (mastitis) de donde se aislaron diferentes
especies de Staphylococcus spp. Entre ellas se encuentran
especies de S. aureus, S. lentus, S. warneri 'y S. epidermidis
(n=87). De estas, el 83,9 % (73 aislamientos) presentaron
el gen blaZ'y el 5,7 % (5 aislamientos) el mecA (Figura 11).

Las demds no presentaron ninguno de los dos genes.
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que presentaron el Gen

Gen blaz Genes Gen mecA

Figura 11. Genes de resistencia identificados en

bacterias Gram positivas de origen animal
Fuente: elaboracién propia
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Discusion

Los bacilos Gram negativos son una amenaza en los cen-
tros hospitalarios por tener circulacién clonal con cepas de
este tipo de genes, entre los que predomina el gen 7EM.
Esto es similar a lo reportado por Shaoo ez a/. (2019) en su
estudio, en el que a partir de aislados clinicos predomina-
ron los genes 7EM y CTXM. De igual forma, en la ciudad
de Ghana se detecté el gen T7EM en un 48,1 %, como el
de mayor deteccién en los aislados clinicos (Oduro ez al.,
2016). No obstante, la prevalencia de los genes varia de
acuerdo con la distribucién geogrifica.

Otras investigaciones han reportado presencia de genes que
codifican para antibidticos betalactdmicos en los que han
sobresalido cepas productoras de AmpC, como ** CTX-M-2
y ¥« SHV-129 (Neto et al., 2020). En Egipto identificaron
aislados con multirresistencia en los que se detectaron las
variantes 7EM1, SHV1, SHVI1l, SHVI2 y SHV3Il. En
México el predominio ha sido de variantes alélicas de
AmpC como CMY, aunque este tltimo es la betalactamasa
de tipo AmpC mds frecuente en enterobacterias como E.
coli, reportada en paises como Espana y Japén (Merida ez
al., 2020). Para el ano 2017, en Estados Unidos evaluaron
diferentes grupos de genes entre los cuales predominaron
el CTXMy SHV;, resultados que difieren de lo obtenido en
los datos analizados (Castanheira ez al., 2019).

Las infecciones dentro del entorno hospitalario son una
de las principales problemdticas a nivel mundial, ya que
la mortalidad por su causa es de alrededor del 30 %. Esto
estd directamente relacionado con pacientes inmunocom-
prometidos o con comorbilidades, que deben prolongar su
tiempo de hospitalizacién, lo que genera mayores costos
para el sistema de salud (Gémez y Sdnchez, 2018).



La resistencia a betalactdmicos estd mediada por el gen
blaZ que codifica la produccién de penicilinasas (beta-
lactamasas) que hidrolizan el anillo betalactdmico de la
penicilina. Los resultados reportados en nuestros estudios
no presentan coincidencia, segiin lo encontrado fenoti-
picamente, al detectar betalactamasas con la prueba de
Cefinasa, pues solo se encontraron 15 (n=67) aislamientos
positivos. Genotipicamente, fue mds detectable esta resis-
tencia, con un 83,9 %, similar a lo reportado por otros
autores como Michael Zschock, quien en un estudio reali-
zado en Venezuela reporté resistencia a betalactdmicos en
un 84,91 % (Castellano-Gonzélez ez al., 2012).

La resistencia a la meticilina (oxacilina, meticilina, cloxa-
cilina, nafcilina) en cepas Staphylococcus spp. de origen
animal se debe a que las bacterias adquieren un gen
codificante para la produccién de una proteina fijadora de
penicilina [PBP] de baja afinidad por los betalactimicos,
lo que impide la accién del antibiético. Las PBP2a o PBP2’,
de 78 kDa, son codificadas por el gen mecA, cuya expresién
fenotipica de la resistencia es compleja y se puede afectar
por diferentes factores, como presencia de secuencias cro-
mosémicas reguladoras, osmolaridad, pH, temperatura, y
de otros genes cromosémicos no relacionados.

Al respecto, es posible la diferenciacién de dos tipos de
cepas de SARM o de Staphylococcus coagulasa negativos
resistentes a la meticilina: el primer grupo tiene expresién
de resistencia homogénea y el segundo grupo tiene resis-
tencia heterogénea. Las cepas del primer grupo, también
conocidas como de alto nivel a la oxacilina, estdn presentes
en la mayor parte de la poblacién (Jiménez ez al., 2020).

Adicionalmente, se detectaron aislamientos que expresaron
el gen mecA. Este resultado concuerda con lo obtenido en el
antibiograma, pues los mismos aislamientos con resistencia
a la oxacilina y la prueba positiva al cefoxitin presentaron



el gen. El bajo porcentaje de deteccién de este gen no se
relaciona con los resultados de estudios nacionales que
reportan prevalencia de 27 % en regiones colombianas,
especialmente en leche bovina. Asi mismo, se evidencié en
los reportes de la literatura que el fenotipo de resistencia
a la meticilina (oxacilina) es mucho mds frecuente entre
las diferentes especies de Staphylococcus coagulasa negativa
que en S. aureus (Jiménez ez al., 2020).

Conclusiones

Es necesario contar con procedimientos bioquimicos y
microbiolégicos estandarizados que permitan detectar
especificamente las cepas multirresistentes, y hacer uso
de las herramientas que ofrece la epidemiologia molecular
para detectar clones y otras caracteristicas genéticas de la
poblacién bacteriana, pues esta es parte crucial de la poli-
tica de control de la vigilancia antibidtica. Asi lo orienta
la Organizacién Mundial de la Salud [OMS], justificada
en que la identificacién facilita la supervisién del com-
portamiento y el control de resistencia, particularmente
ante el empleo o consumo de un antibidtico especifico
que genera resistencia cruzada hacia otros antibié6ticos del
mismo grupo o clase o con el mismo mecanismo de accién
o incluso a compuestos de familias diferentes.

En los aislamientos de Staphylococcus spp. evaluados se
encontrd la presencia del gen blaZ, resultado que no es
fenotipicamente comparable con la deteccién de betalac-
tamasas al usar la prueba de Cefinasa, pues no en todos
los aislamientos se tuvo amplificacién del gen, como en
el estudio realizado en muestras de leche con mastitis
bovina. Esto podria significar que la sensibilidad de las
técnicas microbioldgicas, en comparacién con las técnicas
moleculares, no es la misma en este caso. Por eso, se sugiere



combinar el uso de diferentes métodos para lograr un diag-
ndstico seguro.

La importancia epidemiolégica de la presencia de estas
cepas en productos como la leche no solo es relevante para
los animales, sino que también es de interés en el dmbito
de salud publica, debido a la posibilidad de diseminacién
en humanos. Eso porque la multirresistencia de estas cepas
provoca dificultades en el tratamiento y complica la reso-
lucién de las infecciones.

En cuanto al gen mecA, la incidencia registrada en estos
estudios es baja, pues solo se present6 en cinco aislamien-
tos de especies de Staphylococcus spp. Con ello se corrobora
la alta sensibilidad a antibidticos presente en los agentes
etiol6gicos de la mastitis bovina en Boyacd.

Abhora, el conocimiento del perfil de susceptibilidad de los
estafilococos y la deteccién de genes de resistencia permi-
tirfan un manejo efectivo de los antibidticos para controlar
las infecciones de la glindula mamaria.

Por otro lado, la multirresistencia en bacterias Gram nega-
tivas es un importante desafio clinico y de salud publica.
El principal mecanismo de resistencia estd relacionado con
la produccién de enzimas que hidrolizan los antibi6ticos
betalactdmicos, como las betalactamasas de espectro exten-
dido, y tienen una resistencia cruzada a muchas otras clases
de antibiéticos, lo que limita las opciones terapéuticas.

El desarrollo de herramientas de biologia molecular para
el diagndstico de cepas resistentes permite monitorear los
cambios epidemioldgicos, la circulacién clonal y determi-
nar el impacto socioeconémico. De acuerdo con esto, es
necesario generar medidas de deteccién y vigilancia junto a



programas estrictos de prevencién y control de infecciones
y programas de administracién de antimicrobianos.

Consideraciones éticas

Proteccién de personas y animales. Los autores declaran
que en este capitulo del libro no se realizaron experimentos
con animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
los datos tuvieron un manejo ético y confidencial de la
informacién segin las normas constitucionales y legales
sobre proteccién de datos personales (Ley habeas data).

Todos los datos analizados de los diferentes proyectos
fueron revisados y avalados por el Comité de Bioética
Institucional de la Universidad de Boyacd.
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Introduccion

Desde hace varios siglos, en el contexto mundial se han
utilizado diferentes agentes y compuestos que ejercen una
actividad antimicrobiana, para evitar una transmisién de
microorganismos patégenos en diferentes entornos. Sin
embargo, la actividad de estos agentes biocidas puede verse
modificada por varios factores que disminuyen la accién o
control de los microorganismos, bien sea por la concentra-
cién utilizada, el tiempo de accidn, la temperatura, el pH,
entre otros. De cierta forma, en estos casos los biocidas
permiten que se presenten tolerancias a agentes quimicos
o biolégicos y esto conlleva a la proliferacién y disemina-
cién de infecciones causadas por microorganismos. Ante
el aumento de estas resistencias, se busca evidencia que
permita conocer la relacién entre la tolerancia bacteriana
que se presenta actualmente en los diferentes biocidas, la
resistencia a los antibidticos y los mecanismos de accién de
los biocidas.

Es importante conocer y comprender la causa del incre-
mento de la tolerancia de los biocidas y de la expresién
de la resistencia de los diferentes microorganismos a las
sustancias con accién biocida. El propésito es mitigar el
impacto de la transmisién de microorganismos patégenos
que implican determinantes de resistencia, tolerancia y a su
vez de virulencia.

Este capitulo aborda, clasifica y presenta los mecanismos
de accién de los diferentes agentes quimicos, ya sean de
origen sintético o natural, y de las bombas de eflujo. Estas
Gltimas se caracterizan por transportar varios agentes



quimicos del interior al exterior de la bacteria, mediante
sistemas que actdan especificamente en cada una de las
familias de bombas de eflujo. Por otro lado, describe los
métodos de evaluacién de la tolerancia a los biocidas que
se utilizan en cosmética, desinfeccién y disminuciéon de
cargas microbianas en diferentes superficies y fémites
en ambientes hospitalarios, domésticos e industriales.
Finalmente, presenta los resultados de investigacién en
diferentes microorganismos y biocidas.

Biocidas

Las sustancias con efecto antibidtico y biocida son com-
puestos utilizados desde siglos atrds para la inhibicién o
eliminacién del desarrollo bacteriano. Estos se diferencian
entre ellos por aspectos como los mecanismos de accién, las
aplicaciones de cada uno y el espectro. Asi, se pueden tratar
no solo las enfermedades bacterianas con antibidticos, sino
que sirven también como agentes que permiten preservar
o promover el crecimiento. Por otro lado, los biocidas se
utilizan como antisépticos, conservantes o desinfectantes
para impedir el crecimiento y multiplicaciéon de diferentes
microorganismos (bacterias, hongos, virus) en el entorno
hospitalario, doméstico, veterinario o industrial. Por eso,
el riesgo de corresistencia y resistencia cruzada a ambos
agentes es un problema de salud publica (Fuentes ez al.,

2014; Gilbert & McBain, 2003).

Los biocidas son de origen sintético o bioldgico.
Actualmente existe un gran nimero de compuestos para el
control, destruccién y neutralizacién de microorganismos,
pero no ejercen una actividad especifica para determinado
grupo bacteriano. Estos compuestos forman parte de los
procedimientos y estrategias que se utilizan para disminuir
la presentacién y propagacién de infecciones en el dmbito
asistencial, pues se ha evaluado su eficacia en métodos de



desinfeccién (Russell, 2002). Desde el punto de vista de los
mecanismos de accién, los antibiéticos han sido conocidos
y documentados con evidencia cientifica, mientras que los
biocidas se encuentran en investigacion respecto a las dife-
rentes concentraciones, interacciones bioqul'rnicas y sitios

de acciédn (Cabrera ez al., 2007; Gilbert & McBain, 2003).

Dentro de los biocidas se encuentran los desinfectantes, los
antisépticos, los conservantes, los pesticidas, los herbicidas,
los fungicidasy los insecticidas (Ministerio de la Presidencia
Relaciones con las Cortes y Memoria Democrética, 2002),
ampliamente utilizados tanto en superficies inanimadas
como en la piel, bien sea de manera tinica o a partir de mez-
clas. De acuerdo con Herndndez-Navarrete er al. (2014), la
actividad de estos productos quimicos depende del tipo de
formulacién, concentracién, pH, periodo de contacto y de
la presencia de otros compuestos orgdnicos e inorgdnicos
que influyen en la accién y que permiten agruparlos en 22
categorfas quimicas con una gran variedad de compuestos
(Denyer, 1995; Hernindez-Navarrete ez al., 2014).

Segiin Gargao Curiao (2014), existe un grupo de agentes
quimicos “compuestos de amonio cuaternario (QACs),
cloruro de benzalconio (BKC) y cetrimida” que hace parte
de esos biocidas de origen catiénico formados a partir
de un nitrégeno cuaternario y un conjunto de sustancias
hidréfobicas. Por otro lado, existen agentes quimicos for-
mados por dos grupos catidnicos, los cuales se encuentran
aislados por un grupo hidrofébico y son las bisbiguani-
das y la clorhexidina (CHX) o alexidina. Finalmente, la
biguanida polihexametileno PHMB presenta mds de dos
grupos cationicos.

Cabe destacar que, ante la exposicién de biocidas catiénicos
como los compuestos de amonio cuaternario, se presenta
un desequilibrio en la membrana celular de la bacteria, lo
que genera una lisis celular por un movimiento de cationes



divalentes. Asi mismo, se produce un dafio de la mem-
brana externa con pérdida de contenido citoplasmdtico en
bacterias Gram negativas. Por otro lado, la clorhexidina
produce una alteracién en la permeabilidad de la mem-
brana, gracias a los grupos etilexil terminales, que hacen
que sea uno de los agentes mds utilizados en higiene de

manos y a nivel oral, pues destruyen las bacterias (Denyer,
1995; Gonzdlez et al., 2014).

De acuerdo con Gar¢ao Curiao (2014), uno de los agen-
tes fungicidas y antibacterianos de amplio espectro mds
utilizado en higiene oral y de la piel es el triclosin, el cual
hace parte del grupo de los bisfenoles, conformado por
dos anillos fendlicos. Este tipo de biocida ejerce activida-
des especificas de inhibicién en la proteina que participa
en el anabolismo de 4dcidos grasos y de dafios a nivel del
citoplasma. Segun Russell (2004), este agente permite que
exista una desestabilizacién bacteriana segtin las diferentes
concentraciones con las cuales se utilice, pues su resultado
varfa desde la inhibicién en procesos de absorcién de
nutrientes requeridos por los diferentes microorganismos
hasta la destruccién celular. Es asi como su uso se extiende
a diferentes mercados tanto a nivel industrial como en
servicios del hogar (Gargao Curiao, 2014; Russell, 2004).

En ese mismo contexto se encuentra uno de los agentes
derivados del cloro. Si bien existen diferentes formas
de presentacién, el hipoclorito de sodio sigue siendo el
mds utilizado para la desinfeccién de superficies, agua e
infecciones. Los hipocloritos presentan una gran variedad
de actividad que hace que se consideren fungicidas, espori-
cidas, bactericidas y virucidas, aunque es poco definida la
cloracién o mecanismo de accién de estos agentes (Sdenz y

Sénchez, 2005).



Los datos presentados en la tabla 5 compilan diferentes
biocidas de uso frecuente. Allf se describen los grupos, los

compuestos y las funciones.

Grupo

Amonio
cuaternario

Biguanidinas

Fenoles

Aldehidos

Alcoholes

Halogenados
y Peréxido de
hidrégeno

Tabla 5. Biocidas: grupos, compuesto y funcién

Biocida

Cloruro de
benzalconio

Clorhexidina

Triclosan

Glutaraldehido

Alcoholes

Yodo, cloroy
peroxido de
hidrégeno

Funcion

Son tensoactivos que facilitan la unién
de manerairreversible a fosfolipidos 'y
proteinas de membrana. Adicionalmente, la
porcion hidrofébica dentro de la membrana
genera alteracién de la permeabilidad y
una disfuncién de la cadena respiratoria.

Se asocian fuertemente a sitios aniénicos
encima de la membranay pared celular,
mientras que generan un movimiento de
los cationes divalentes Mg2+y Ca2+. Esto
reduce la fluidez de la membranay provoca
variacion osmotica en la célula bacteriana.

Produce variaciones en la membrana
bacterianay el compuesto logra ser
absorbido por difusion al citoplasma
bacteriano. Causa dano principalmente en
las vias metabdlicas de sintesis de dcidos
grasos, que inhibe enzimas como la NADH-
reductasa dependiente de 4cidos grasos.

Dano en las proteinas de la pared y membrana
bacteriana, lo que interfiere en los grupos
tioles, aminos y sulfhidrilos. Por lo tanto,
la union a estos grupos “fijan” estructuras
y enzimas con inhibicién en la funcién
basica de supervivencia bacteriana.

Produce alteraciones en la membranay pro-
teinas bacterianas. Ante el contacto con agua,
ocasiona la desnaturalizacién y dafos metabé-
licos que permiten una rapida lisis bacteriana.

Altamente reactivos que participan como
oxidantes y radicales libres capaces de
interactuar con componentes celulares

como ribosomas y diversas proteinas.

Fuente: elaboracién propia con base en datos de Lépez et al., (2010).

Estos

antisépticos

y  desinfectantes

anteriormente

mencionados generan presién ambiental ante su uso
indiscriminado, pues este implicaria la posibilidad de

Fuente

Wessels
& Ingmer
(2013)

Gilbert
& Moore
(2005)

Schweizer
(2001)

Gilbert
& Moore
(2005)

Gilbert
& Moore
(2005)

Maillard
(2002)



resistencias bacterianas en diferentes entornos y el desarro-
llo de resistencias cruzadas con antibiéticos (Gnanadhas

et al., 2013).

Mecanismos de tolerancia a los
antisépticos y desinfectantes

Actualmente existen conocimientos significativos respecto
a las reacciones de las bacterias frente a aquellos compuestos
que pueden producir su muerte. La tolerancia que presen-
tan pueden ser de dos formas: mediante una propiedad
intrinseca demostrada principalmente en microorganismos
Gram negativos, como esporas bacterianas y micobacterias,
y en microrganismos Gram positivos, como especies del
género de Staphylococcus (Partridge et al., 2018); y, segin
Cabrera e al. (2007), mediante “mutacién o adquisicién
de pldsmidos (autorreplicacién, ADN extracromosémico)
o transposones (cromosomal o integrado en pldsmidos,
cassettes de ADN transmisibles)”. Por consiguiente, un
gen de resistencia en pldsmidos se deriva de una mutacién
puntual en un gen blanco en las bacterias que van a estar
susceptibles, asi como aquellos genes que van a proveer
proteccién contra otras bacterias.

En efecto, tanto antisépticos como desinfectantes son
utilizados frecuentemente en cantidades considerables
en centros de salud, laboratorios y sobre todo en la parte
asistencial de hospitales, para la prevencién de infecciones
adquiridas durante la estancia del paciente. En la tabla 6
y en la figura 12 se resumen e ilustran los mecanismos
de acci6én y lugares blanco de los principales agentes qui-
micos utilizados en desinfeccién (Cabrera et al., 2007;
Herndndez-Navarrete ez al., 2014).



Tabla 6. Mecanismos y lugar de accién de los principales agentes e

quimicos utilizados como antisépticos y desinfectantes

Desinfectante/

Antiséptico

Compuestos de
Amonio Cuaternario

Clorhexidina

Diaminas
Fenoles
Glutaraldehido

EDTA, otros
permeabilizantes

Halégenos

Peroxido de hidro-
geno, iones de Plata

Acridinas

Formaldehido
Glutaraldehido

Compuestos con plata

Halégenos

Peroxigenos

Mecanismo de accion Lugar de accion
Afectacion general en la membranay Membranainterna
disminucién de la sintesis de fosfolipidos. citoplasmatica

Concentraciones disminuidas dafian
laintegridad de la membrana.

Concentraciones elevadas generan
congelacién del citoplasma.

Induce la supresién de aminoacidos.

Pérdiday desajuste.

Unidén cruzada a proteinas Envoltura celular (pared

Bacteria Gram negativa: celular, membrana externa)
eliminaciéon de Mg++,
liberacion de algunos lipopolisacaridos
Inhiben la sintesis del ADN Alteracion del ADN
Rompimiento de la hebra de ADN

La acridina se coloca entre dos Intercalaciéon con el ADN
pares de bases del ADN, lo que
ocasiona su separaciéon

Uniones y combinaciones entre Unién cruzada a
las proteinas, ARN y ADN. acromoléculas
Forma puentes de unién de proteinas de
la envoltura celular y otros sitios celulares

Accion de grupos tiol con enzimas Interaccion con grupos tiol
que se ensamblan a membrana (un dtomo de azufre y un
atomo de hidrégeno (-SH))
Oxidacion de los grupos tioles a Agentes oxidantes

disulfitos, sulféxidos o disulféxidos
En el peréxido de hidrégeno se forman
radicales libres OH- que oxidan a los
grupos tioles en enzimas y proteinas.
Acido paracético: inhibe los grupos
tioles en proteinas y enzimas

Fuente: elaboracién propia con base en datos de Cabrera et al., (2007)
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Membrana Celular: «——

Aldehidos
Amonio Cuaternario
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-+ Ribosomas:
Compuestos
halogenados

! X{otﬁi?asz
. coholes
Pared Celular: ADN bacteriano: Aldehidos
Biguanidinas Peréxido de hidrégeno Compuestos halogenados
Aldehidos lones de Plata Fenoles
Acridinas
Halégenos

Figura 12. Accién de los biocidas en las células bacterianas
Fuente: elaboracion propia

Tolerancia / Resistencia a biocidas

Teniendo en cuenta lo presentado por Russell (1997), la
expulsion de los agentes quimicos, principalmente a partir
de las bombas de eflujo y bloqueo en la entrada de dichos
agentes a la membrana celular, se presenta por las formas
intrinsecas como extrinsecas, lo que conlleva incrementos
en la tolerancia bacteriana a los diferentes biocidas.

Sin embargo, la falta de membrana externa permite en
algunos microorganismos que los biocidas actien directa-
mente en la estructura bacteriana y, como menciona Gargao
Curiao (2014), causen dafio a las proteinas, composicién de
dcidos grasos o fosfolipidos, que permiten que se presenten
procesos de respuesta y expulsién ante un estrés, cambios
en las caracteristicas hereditarias, asi como en la actividad
metabdlica, que facilitan la resistencia a los biocidas.
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Bombas de eflujo

Las bombas de expulsién/eflujo, son un mecanismo de
resistencia mixto, puede ser adquirido cuando estd presente
un elemento genético mévil o cuando una mutacién oca-
siona su sobreexpresién o es intrinseco si estdn codificadas
por el propio ADN del microorganismo. Estas exportan un
amplio rango de compuestos como biocidas, colorantes o
antibidticos mediante gradientes de iones transmembrana
(protones o sodio) o por la hidrélisis del ATP. La expresién
de las bombas de exporte suele estar sometida a regulacién
transcripcional a través de productos de genes activadores
o represores que se unen al ADN.

En la figura 13 se muestra un esquema de bomba de eflujo
y su posicién en la membrana y el periplasma bacteriano

(Tauch et al., 2003).

RN 0020020000000

SULbbbbdd4d Lot besUse

Periplasma

299909999009 192002000000009
$6804é $666660666666666

Citoplasma

Figura 13. Bomba de eflujo que representa la salida del
complejo tripartito ensamblado (AcrAB-TolC).
Fuente: Modificado de Blair & Piddock (2009).
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RND

oM

H*

H+

Los genes de bombas de expulsién/eflujo, localizados en
pldsmidos o en el cromosoma bacteriano, se dividen en
cinco grandes familias de acuerdo con su composicién, el
nimero de regiones transmembrana, las fuentes de energia
y los sustratos (figural4).

SMR MFS MATE ABC

. EXTRACELLULAR
MEDIA

H H Na*/H* PERIPLASM
ATP ADP + Pi

@ Antibiotic @ [ [ [
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Figura 14. Cinco grandes familias que componen
los genes de bombas de eflujo
Fuente: Tomado de Wales & Davies (2015).

Familia de resistencia, division, nodulacion
(RND, resistance nodulation division)

Esta familia se ha descrito en bacterias Gram negativas
y sus 16 miembros suelen estar formados por un sistema
de tres componentes AcrAB/TolC (como se observa en la
tigura 15) con un gran dominio periplasmdtico (en torno a
1000 amino4cidos divididos en 12 hélices). AcrB se une a
una proteina peripldsmica de fusién AcrA (en torno a 400
aminodcidos) y a un poro de la membrana externa, TolC
(sobre 500 aminodcidos), para formar un canal tripartito
que va desde el citoplasma hasta el exterior, pasando
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por la membrana externa. Se divide en tres subfamilias
encargadas del antiporte de firmacos, metales, biocidas o
lipooligosacdridos (Rosenberg ez al., 2003).

Familia RND
Y
o
= Membrana
Externa
g 4
S »
I v
Membrana Ach
H+
Citoplasma I

“ Antibidtico

Figura 15.Bomba de eflujo de la familiade @
resistencia, division, nodulacion (RND)
Fuente: elaboracién propia con base en datos de Gargao Curiao (2014)

Familia de resistencia a multiples
fFarmacos de pequeio tamano (SMR,
small multidrug resistance)

Existen bombas de resistencia a multiples firmacos que se
caracterizan por tener proteinas de tamafio reducido con
cuatro fracciones. Estas facilitan la expulsién de agentes
antibacterianos, principalmente aquellos de origen cati6-
nico como los compuestos de amonio cuaternario (figura

16), y son reguladas por pldsmidos que contribuyen a que ,I ,I 9
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se ejerza una defensa contra estos compuestos (Lavilla ez a/,
2014). En este mismo contexto, se resalta lo presentado por
Gargao Curiao (2014), para los sustratos como “aztcares,
péptidos, carbohidratos, antimicrobianos de alto peso
molecular y metales” que son de dificil transporte por ser
de gran tamano.

Familia SMR

Membrana

Citoplasma

H*

“ Antibiético

e Figura 16.Bomba de eflujo de la familia de resistencia

amultiples farmacos de pequeiio tamano (SMR)
Fuente: elaboracién propia con base en datos de Garcao Curiao (2014)

Superfamilia del Facilitador mayor
(MFS, major Facilitator superfamily)

Los miembros de la familia MFS son proteinas trans-
portadoras de membrana con un tamafio cercano a 400
aminodcidos estructurados en 12 hélices transmembrana,
como TetB, o en 14 hélices, como QacA (figural7), encar-
gadas del simporte, antiporte o uniporte de varios sustratos
como firmacos o biocidas. Se dividen en 17 subfamilias
que pueden encontrarse en procariotas y eucariotas y se
han descrito aproximadamente 500 miembros. En bac-
,] 2 O terias Gram negativas, estos sistemas pueden funcionar



Yaline Sanchez Neira * Maria Inés Torres Caycedo

como componentes de sistemas tripartitos junto a los
canales adicionales MFPs (membrane fusién proteins) y
OM (outer membrane), como los sistemas EmrAB-TolC
o EmrKY-TolC descritos en E. coli (Floyd et al., 2010;
Fluman & Bibi, 2009).

Familia MFS

Membrana

Citoplasma

“ Antibidtico

Figura 17. Bomba de eflujo de la Superfamilia e
del facilitador mayor (MFS)
Fuente: elaboracién propia con base en datos de Garcao Curiao (2014)

Familia de mualtiples fFarmacos
y toxicos (MATE, multidrug and
toxic-compound extrusion)

En esta familia se encuentran proteinas conformadas por
12 fragmentos transmembrana. Segtn Lavilla (2014), estas
usan energfa a partir de “iones de Na+, con bombas como
la NortM de Vibrio parahaemolyticus (como se observa en
la figura 18), y estdn presentes en bacterias tanto Gram
positivas como Gram negativas’.
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Familia MATE

Membrana

Citoplasma

Na*
Antibiético

® Figura 18. Bomba de eflujo de multiples farmacos y téxicos (MATE)
Fuente: elaboracién propia con base en datos de Gargao Curiao (2014)

Familia de casete de unién al ATP
(ABC, ATP binding cassette)

Esta familia presenta factores que dependen de la hidrdli-
sis del ATP (como se muestra en la figura 19) y utiliza la
energfa en los procesos de los mecanismos de resistencia
bacteriana. En ella se destacan tres condiciones a nivel
funcional: “los exportadores (clase I), los no involucrados
en transporte (clase II) y los importadores (clase III)”

(Céspedes, 2009, p.18).

Familia ABC

Membrana

Citoplasma

“ Antibiético

—® Figura 19. Bomba de casete de unién al ATP (ABC)
Fuente: elaboracién propia con base en datos de Garcao Curiao (2014)



Materiales y métodos

Para los ensayos de microtitulacién de biocidas fueron pro-
bados compuestos como cloruro benzalconio, cetrimide,
clorhexidina y triclosdn, y se utilizaron diferentes concen-
traciones de la sustancia del biocida. Las diluciones de cada
biocida se prepararon en un medio nutritivo liquido estéril
como tripticasa, soya o caldo infusién cerebro corazén.
A excepcién del triclosin que requiere dilucién inicial en
alcohol etilico de 96°, los demds biocidas se prepararon en
el medio. Las cepas de prueba fueron cultivadas mediante
incubacién en agitacién y alcanzaron en 18 horas el cre-
cimiento exponencial suficiente para obtener un recuento

celular estindar equivalente al patrén McFarland N° 0,5
(Cottell, ez al., 2009).

El montaje en las placas de microtitulacién tuvo un
volumen final de 200 ul por pozo. El inéculo bacteriano
correspondi6 a un volumen de 20 pl de la dilucién del
cultivo bacteriano en SS al 0,85 % en 180 pl de biocida
(estandarizando el recuento de células). Las diluciones
de biocidas que se propusieron para estos ensayos corres-
pondieron a a Cl1: 1 %, C2: 0,25 %, C3: 0.0025 %, C4:
0.00025 % y C5: 0,00025 %. Las cepas bacterianas se
aplicaron a las 5 concentraciones de biocidas, teniendo en
el templado de la placa controles para biocidas, medio BHI
(control de esterilidad) y control de crecimiento de cepas
(control de vitalidad) (figura 20).



# CEPA
CONCENTRACION

A (A(c1)c1)

B(c2)

C(c3)

D (c4)

E (c5)

F (control cepa)

G (control
Biocida)

H (control
caldo)

#1
1
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
ulCepa
180 pl
C4+ 20
ulCepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
Ci 200
pl
180 pl
caldo
BHI

#2 #3
2 3
180pl 180 pl
C1 + C1 +
20 pl 20 pl
Cepa Cepa
180l 180 pl
C2+ 20 C2+ 20
plCepa plCepa
180 ul 180l
C3+20 C3+ 20
plCepa plCepa
180ul 180l
C4+20 C4+ 20
plCepa plCepa
180l 180 pl
C5+ 20 C5+ 20
ulCepa plCepa
180l 180l
caldo  caldo
BHI + BHI +
20 pl 20 pl
Cepa Cepa
Ci200 C1200
pl ul
180 pl
caldo
BHI

#4
4
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
plCepa
180 pl
C4+ 20
pl Cepa
180 pl
C5+ 20
pl Cepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C1200
ul

#5
5
180 pl
1+
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
ulCepa
180 pl
C4+ 20
ulCepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C2200
pl

#7
6
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
pl Cepa
180 pl
C3+ 20
pl Cepa
180 pl
C4+ 20
plCepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C2200
ul

#8
7
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
pl Cepa
180 pl
C4+ 20
pl Cepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C3 200
ul

® Figura 20. Montaje microdilucién para

determinacion de tolerancia a biocidas
Fuente: Elaboraciéon propia

#9
8
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
plCepa
180 pl
C4+ 20
ulCepa
180 pl
C5+ 20
pl Cepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C3200
ul

#10
9
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
plCepa
180 pl
C4+ 20
ulCepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C4200
pl

#11
10
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
pl Cepa
180 pl
C3+ 20
pl Cepa
180 pl
C4+ 20
plCepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C4 200
ul

#12
1"
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
pl Cepa
180 pl
C3+ 20
pl Cepa
180 pl
C4+ 20
pl Cepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C5200
ul

#13
12
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
ulCepa
180 pl
C4+ 20
ulCepa
180 pl
C5+ 20
pl Cepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C5200
pl

Este procedimiento fue realizado en condiciones épti-
mas de esterilidad e incubado a 37°C por 24 horas. La
lectura de la tolerancia se basé en la determinacién de la
absorbancia de cada pozo de prueba, teniendo en cuenta la
lectura inicial de los controles: el control del medio debe
ser negativo, la lectura de la absorbancia debe ser <0,050,
que es considerado el blanco, y la del medio de cultivo
y crecimiento 0. De otra parte, se verific6 el control de
viabilidad para cada cepa que debe reportar crecimiento.
La lectura se realiz6 a 595 nm. Para los estudios del grupo
se trabajé con el equipo Imark — Biorad®. La lectura de
tolerancia se realizé calculando el resultado de la lectura
de la turbidez de cada pozo de prueba menos el control
de biocidas en cada dilucién. Se establecié un punto de
cohorte con absorbancias > a 0,500. Lecturas inferiores
muestran una actividad biocida.



Resultados

Ensayo con bacterias saprofitas
(Matriz carnicos)

La tolerancia reportada por las cepas de Gram negati-
vos a los cuatro biocidas ensayados mostré el 1,2 % de
cepas con intolerancia; es decir, no hubo crecimiento de
las cepas en la menor concentracién (<C5:0.00025 %).
Sin embargo, el triclosin (TC) fue el biocida en el que se
mostré mayor nimero de cepas intolerantes, seguido de
cloruro de benzalconio (BC), clorhexidina (CHX) vy, por
ultimo, cetrimide (CT). El 98,8 % mostraron tolerancia
principalmente en las concentraciones C5 (0,00025 %) y
C4 (0,0025 %). La concentracién con mayor tolerancia
de las cepas en estudio fue en la C4: la clorhexidina es el
biocida que muestra mayor niimero de cepas tolerantes. De
otro modo, la tolerancia en las concentraciones C1 y C2
fue poco frecuente.

La resistencia se determind principalmente en el triclosin y
el cloruro de benzalconio, que son biocidas que se han refe-
rido como los de mayor espectro de uso y se han utilizado
por mayor tiempo. Las cepas en estudio provienen de un
ambiente no expuesto a presién antibidtica o antimicro-
biana, sin embargo, se debe considerar que estos géneros
corresponden a microbiota proveniente posiblemente de la
manipulacién (sacrificio, preparacién en canal, transporte,
comercializacién) (figura 21).
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PERFILES DE TOLERANCIA A BIOCIDAS
Bacterias Gram negativas saprofitos - matriz: carnicos
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(10%)  (0.25%) (0.025%) (0.0025%) (0.00025%)
o CETRIMIDE 0,4 61,6 27,5 10,5
o TRICLOSAN 8,1 3,5 19,0 12,4 7,4 49,6
CLORURO DE BENZALCONIO 1,2 2,3 62,8 12,4 21,3
CLORHEXIDINA 5.4 76,0 6,2 12,4
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Concentraciones de biocidas
@ CETRIMIDE @ TRICLOSAN CLORURO DE BENZALCONIO CLORHEXIDINA

Figura 21. Tolerancia de biocidas a bacterias saprofitas
Gram negativas aislados de matriz de carnicos

Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).

Los resultados muestran los perfiles de tolerancia frente a
los biocidas, probados en diferentes concentraciones. Los
géneros bacterianos crecieron principalmente en la con-
centracién C4, donde se colocaron los sapréfitos probados
para los géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter,
Klebsiella y Serratia, que muestran tolerancia a los biocidas
CHX, BC, CT y en menor porcentaje TC en los otros
géneros Salmonella, Shiguella, Kluyvera, Proteus, Hafnia,
Burkholderia, Acinetobacter, Aeromonas. De otra parte, de
Plesiomonas, Tatumella, Providencia y Rabnella se present6
tolerancia en esta concentracién para los biocidas CT,
CHX y BC, excepto al triclosdn (figura 22 a la 26). La
tolerancia a CT se presenté principalmente en las concen-
traciones C5 y C4.
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Perfil de tolerancia a biocidas en cepas Enterobacter aislada de carnicos

25
20
m
0
w
2
> 15
e
c
o
v 10
% | | |
a
@
v
v 5 I
: J
X
, ¥ v l'
Cc1 c2 Intolerante
(10%) (0.25%) (0.025%) (0.0025%) (0.00025%)
© CETRIMIDE 171 7,0 2,3
@ TRICLOSAN 2,3 1,2 3,9 3,5 1,9 13,6
© CLORURO DE BENZALCONIO 0,4 18,2 2,7 5,0
CLORHEXIDINA 1,6 20,5 1,2 3.1

Concentraciones de Biocidas

Figura 22. Perfil de tolerancia a biocidas género @
Enterobacter aislado de céarnicos.
Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).

Perfil de tolerancia a biocidas en cepas Citrobacter aislada de carnicos
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Citrobacter aislado de carnicos.
Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
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Perfil de tolerancia a biocidas en cepas Klebsiella aislada de carnicos

20
§ 18
-
w
(o
o 10
a 8
S 6
3
S I L.l |||
- i
c1 c2 Intolerante
(10%) (0.25%) (0.025%) (0.0025%) (0.00025%)
= CETRIMIDE 0 0 0 3 4 6
W TRICLOSAN 2 0 4 1 1 15
= CLORURO DE BENZALCONIO 1 0 1 10 4 7
CLORHEXIDINA 0 0 1 19 2 1

Concentraciones de Biocidas

® Figura 24. Perfil de tolerancia a biocidas del
género Klebsiella aislado de carnicos

Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).

Perfil de tolerancia a biocidas en cepas Serratia aislada de carnicos
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® Figura 25. Perfil de tolerancia a biocidas del
género Serratia aislada de carnicos.

Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).
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Perfil de tolerancia a biocidas en otras Gram negativa aislados de carnicos
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Figura 26. Perfil de tolerancia de otros géneros
de Gram negativos aislados de carnicos

Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).

Ensayo con bacterias de aislados clinicos

Se expusieron 71 aislados clinicos que presentaron dife-
rentes perfiles de resistencia a sustancias antibidticas. Los
fenotipos relacionados fueron AmpC y BLEE. Los ensayos
se realizaron con la metodologia anteriormente expuesta.
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Perfil de tolerancia a biocidas en cepas Enterobacter aislada de ambiente clinico
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Enterobacter aislada del ambiente clinico
Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).

Discusion

Los géneros aislados de cdrnicos muestran bajos perfiles de
tolerancia a los cuatro biocidas probados CT, BC, CHX, y
TC. Es decir, se presenta crecimiento bacteriano en todos
los géneros de Gram negativos. Esta respuesta puede estar
mediada por mecanismos de susceptibilidad intrinsecos,
como la produccién de enzimas, expresién de bombas de
eflujo, cambios en la permeabilidad celular o capacidad
de produccién de biopeliculas y quorum sensing. En
el presente estudio se aislaron grupos en los que se han
reportado estas tolerancias aumentadas anteriormente, y
géneros bacterianos relacionados con formacién de bio-
films. Posiblemente, estos géneros han sido expuestos a la
presién microbicida proveniente de los ambientes que se
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generan en una cadena de produccién (Mah & O’Toole,
2001; Webber, 2003; Amaral et 2., 2014).

En todos los biocidas y géneros bacterianos, tanto en cdrni-
cos como en clinica, la concentracién que presenté mayor
tolerancia fue la 4 (0,0025 %), con resultados similares a
otros estudios (Lerma ez al., 2015 y Garrido ez al., 2015)
en los que se estudiaron psicréfilos y bacterias del género
Salmonella presentes en produccién de cdrnicos. Para los
aislados clinicos se puede observar similitud en la respuesta
de tolerancia en los biocidas cetrimida, cloruro de benzalco-
nio y clorhexidina con otros estudios que exploraron cepas
de Enterobacter multirresistentes (Boutarfi ez 2/. 2019).

El hallazgo de bacterias que presentan tolerancia a los
biocidas implica un riesgo potencial en las cadenas de
produccién y entornos de procesamiento de carnes. Este
incremento en la tolerancia se puede adquirir mediante la
exposicién a concentraciones de biocidas que no son letales
para la célula bacteriana o por la exposicién cruzada con
antibiéticos. En combinacién con las pricticas de desin-
feccion, el uso de antibiéticos como promotores o agentes
terapéuticos podria generar la coseleccién de bacterias

patégenas (Spellberg & Gilbert, 2014).

Los resultados de tolerancia en estas cepas que provienen
del ambiente de manipulacién son importantes porque el
mecanismo por el cual se genera el aumento de la tole-
rancia a las concentraciones de biocidas que se consideran
seguras pueden estar asociados a la presencia de elementos
genéticos. Ademds, al estar estas bacterias en un ambiente
de relacién zoondtica, podrian transmitirse algunos
géneros directamente a través de la cadena alimentaria.
Dichos géneros son patdgenos transmitidos por alimen-
tos, como Salmonella y Shiguella, que para este estudio
fueron aislados en bajo porcentaje y presentaron tolerancia
hasta C4, excepto con el triclosdn con el cual se inhibié



su crecimiento. Sin embargo, el potencial riesgo puede
ser para otros géneros, como se presenta en otros estudios

(Garrido et, al. 2015, Holah ez /., 2002,).

Las cepas multirresistentes del ambiente clinico mostraron
una tolerancia mayor que las cepas sapréfitas en las con-
centraciones C1, C2 y C3, principalmente para cetrimida
y triclosdn. Estas son respuestas similares a otros géneros
de bacterias de importancia clinica o involucradas como
etiologias infecciosas multirresistentes y en infecciones
recurrentes por colonizacién, dada la inhibicién del
efecto residual de estos compuestos. Asi como se muestra
en estas cepas multirresistentes, la tolerancia al triclosin
podria interpretarse como el mecanismo cruzado entre la
resistencia antibidtica y la tolerancia a sustancias biocidas.
Este mismo comportamiento se observé en los géneros de
Klebsiella y Enterobacter, ambos como géneros con mayor
porcentaje de aislamiento en los dos ambientes (Hughes &
Ferguson, 2017; D’Arezzo et al., 2012; Cottell ez al., 2009).

Conclusiones

Los ensayos realizados proporcionan informacién sobre
la respuesta de tolerancia a sustancias biocidas utilizadas
con frecuencia. El crecimiento en concentraciones del
1 %, especialmente con el triclosdn, tanto en los aislados
clinicos multirresistentes como con las bacterias sapréfi-
tas, evidencia que el aumento de la tolerancia a sustancias
microbicidas circula en ambientes diferentes.

En las muestras estudiadas se hallaron géneros comunes
como Klebsiella y Enterobacter, con respuesta similar a los
biocidas entre los ambientes “alimentario” y “clinico”, dado
que muestran porcentajes de tolerancia en la concentracién
C1, principalmente con el triclosin. Esto puede deberse a
que esta sustancia biocida ha sido una de las primeras en



usarse para el control del crecimiento bacteriano y en la
industria cosmética, lo que ha originado mayor exposicién
de la microbiota humana y ambiental.

En la produccién de los alimentos, especificamente de
los cdrnicos, confluyen muchos factores humanos, ani-
males y medioambientales que provocan la exposicién
a las sustancias biocidas, asi como tratamientos fisicos
que conllevan la adaptacién de los microorganismos a
las condiciones ambientales fluctuantes de temperatura,
concentraciones de carga orgdnica, humedad y procesos de
desinfeccién. Por eso, los saproéfitos llegan a presentar resis-
tencia al efecto biocida y por lo tanto pueden potenciar
otros determinantes.

Consideraciones éticas

Proteccién de personas y animales. Los autores decla-
ran que en este articulo no se realizaron experimentos
con animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
los datos tuvieron un manejo ético y confidencial de la
informacién segiin las normas constitucionales y legales
sobre proteccién de datos personales (Ley habeas data).

Todos los datos analizados de los diferentes proyectos
fueron revisados y avalados por el Comité de Bioética
Institucional de la Universidad de Boyac.
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Introduccion

Las especies de Candida son la causa mds comin de
infecciones por hongos. La mds prevalente es Candida
albicans. Estas son patégenos comensales que hacen parte
de los microorganismos normales de la piel, los genitales
y la zona gastrointestinal. Otras especies de este género
han surgido como patégenos emergentes y pueden llegar
a hacer parte de la microbiota mucocutdnea. El estado
inmune y la enfermedad de base del hospedador pueden
llegar a influenciar la patogenicidad de este grupo de
microorganismos (Denning ez al., 2018; Jiménez-Guerra
et al., 2018; Rodriguez M.O., 2019).

La frecuencia de Candida spp. en hemocultivos en
Colombia corresponde al 5 % y se notifica como el quinto
microorganismo mds cominmente aislado. Entre los datos
mds recientemente reportados se indica que el porcentaje
de resistencia a los azoles es bajo y permanece estable, en
comparacién con el de otros gérmenes, como es el caso
de algunas bacterias. Sin embargo, dicha resistencia no se
ha estudiado a profundidad y se desconocen muchos de
los mecanismos de resistencia de las especies de Candida
frente al grupo de antifiingicos empleados para combatirlas
(Rojas et al., 2020). Por ejemplo, en la tltima década se ha
visto un aumento de las candidemias generadas por espe-
cies de Candida y No - C. albicans (NCA). Dentro de los
antifingicos estd el fluconazol, que es un antimicético de
primera linea empleado para contrarrestar las candidemias,
debido a que este actia de manera sistémica con toxicidad
reducida. Comercialmente se presenta para toma oral o
intravenosa. Su mecanismo de accién se fundamenta en la



inhibicién de la sintesis del ergosterol, el principal esterol
presente en la membrana de los hongos (Popp ez 4/., 2019)

En ese orden, el presente capitulo presenta los principales
mecanismos de resistencia desarrollados por las diferentes
especies del género Candida spp. encontrados en la revisiéon
de literatura en bases de datos como Science Direct, Google
Scholar, NCBI, Scielo, libros en archivos digitales y fisicos,
asi como articulos de estudios seleccionados a convenien-
cia. En general, se evidencia un cambio permanente del
perfil epidemiolégico de la resistencia de las levaduras a los
antifingicos, directamente relacionado con el huésped, el
microorganismo involucrado, el mecanismo de resistencia
y la etiologfa de la enfermedad. De acuerdo con este pano-
rama epidemiolégico, el manejo de los pacientes se torna
complicado, lo que genera una alta tasa de mortalidad. Es
por ello por lo que es importante realizar una vigilancia
local y regional que permita conocer la distribucién de
especies de Candida presentes, asi como el perfil de sen-
sibilidad, con el objetivo de instaurar en los pacientes una
terapia antifingica adecuada (Zurita Macalupu, 2018).

Las especies del género Candida spp. pueden adquirir
resistencia mediante dos mecanismos: el primero de ellos
se debe a una resistencia de tipo natural, y el segundo al
desarrollo de una resistencia adquirida, como la resistencia
alos azoles. La resistencia natural es provocada por procesos
como la alteracién de las enzimas relacionadas en la sintesis
del ergosterol, la generacién de mutaciones moleculares de
la enzima diana del antifingico y, finalmente, la alteracién
en las bombas de expulsién: facilitadores mayores (MF)
y ATPbinding cassette (ABC) (Perurena et al., 2016;
Quintana et al., 2017).



Generalidades del género Candida

El género Candida tiene aproximadamente 163 especies;
a 10 de ellas se les atribuye la mayoria de las infecciones
fungicas invasivas y es Candida albicans la especie mds
importante clinicamente. Candida spp. son microorganis-
mos comensales en el ser humano y tienen la capacidad
de colonizar mucosas de la boca (30 % a 50 %), del
tracto intestinal (50 % a 70 %), de piel (4 % a 7 %) y de
vagina (5 % a 30%) (De Bedout y Gémez, 2010; Zurita
Macalupu, 2018).

Candida albicans y especies emergentes de Candida no
albicans como C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis y C.
tropicalis pueden causar infecciones superficiales de la
mucosa oral y vaginal, asi como infecciones diseminadas
en el torrente sanguineo y en el tejido profundo (Whaley
et al., 2017).

Candida es un microorganismo que tiene la capacidad de
formar biopeliculas mediante la produccién de polisaciri-
dos extracelulares, que le permite a la levadura adherirse
a practicamente cualquier tipo de superficie, evadir el
sistema inmune y aumentar su resistencia a moléculas
antimicrobianas, en comparacién con microorganismos
en estado plancténico (Bermudez ez al., 2018; Del Pozo y
Cantdn, 2016; Gil et al., 2017).

La candidiasis comprende una serie de afecciones clinicas
variadas que pueden generar desde una infeccién superficial
hasta una diseminada (Duque ez 4/, 2020). Sin embargo,
la principal fuente de infeccién para el hombre es de origen
enddgeno. Para el caso de C. albicans puede presentarse
una alteracién del balance de la microbiota que, junto con
la alteracién del sistema inmune, generan un aumento de



las levaduras y, por ende, una sobrecolonizacién e invasién

(De Bedout y Gémez, 2010; Pappas et al., 2018).

A lo largo del tiempo, el patrén etioldgico de la candide-
mia ha venido cambiando, aunque C. albicans continta
presentando prevalencias significativas. Actualmente las
estadisticas han disminuido dristicamente y han dado
lugar al aumento de especies no albicans. Con ellas han
emergido nuevos patrones de sensibilidad a los antifungi-

cos que en ocasiones son desconocidos (Clancy y Nguyen,
2018; Lamoth ez al., 2018; Lazo et al., 2018).

Mecanismos de resistencia
naturales en levaduras

En Colombia se reporta una incidencia de infecciones por
especies de Candida de 2,3 casos por cada 1000 dias de
estancia de pacientes en unidades de cuidado intensivo, y
presenta una mortalidad entre el 36 % y el 78 % (Cortés
Hidalgo ez al., 2018; Cortés ez al., 2020). La prevalencia de
candidiasis invasiva ha presentado altas tasas de morbimor-
talidad, debido probablemente al incremento de pacientes
VIH positivos y al aumento de resistencia al fluconazol,
medicamento que ha sido de eleccién para el tratamiento,
por varios afios, de especies previamente sensibles (Candida

albicans) (Cortés Hidalgo ez al., 2018)

La infeccién por C. albicans depende de diversos factores
de virulencia. Particularmente se destaca su capacidad
de adhesién, pues este proceso es esencial para generar la
patogenicidad, ya que favorece la formacién de biopeliculas
que le permiten al microorganismo adherirse y ocasionar la
invasién y diseminacién de la infeccién. Este es un impor-
tante mecanismo de resistencia antifingica (De la Calle
Rodriguez et al., 2012)



Resistencia a los azoles en
especies de Candida

Existen varias clases de compuestos utilizados para tratar
las infecciones por Candida. Dentro de ellos se destacan
polienos, azoles, equinocandinas, andlogos de nucledsidos
y alilaminas, que se utilizan con eficacia variable segin
el tipo y el sitio de infeccién y la sensibilidad de la espe-
cie Candida (Cortés ez al., 2020). La anfotericina B y el
fluconazol son los principales antifiingicos utilizados para
el tratamiento de micosis causadas por estos microorganis-
mos. Sin embargo, es un problema importante en el drea
clinica la actual resistencia a ellos (Carrillo-Mufoz ez 4l.,

2010; Rodriguez, M.O., 2019).

El fluconazol aparecié hacia los anos ochenta y combatié
las candidemias causadas por Candida tropicalis y por
Candida albicans. Sin embargo, las causadas por Candida
glabrata y Candida krusei aumentaron drdsticamente,
debido a que este tltimo patdgeno posee resistencia intrin-
seca al fluconazol. Por su parte, C. glabrata es una de las
especies consideradas de baja virulencia, pero que en com-
paracién con C. albicans presenta una mortalidad mayor,
debido a la dificultad de tratar las infecciones que causa.
Asi mismo, sus caracteristicas genéticas le confieren por
sf mismas resistencia a firmacos azdlicos, principalmente
al fluconazol (Cirdenas Parra y Pérez Cdrdenas, 2020;
Zurita Macalupt, 2018).

Los azoles inhiben la 14-a-esterol desmetilasa, codificada
por el gen ERGII, la cual es una enzima involucrada en
la biosintesis del esterol ergosterol de membrana espe-
cifico para hongos. Dado que algunas especies de NCA
exhiben resistencia intrinseca a los azoles, su uso es pro-
bablemente un factor que contribuye a la incidencia mds
frecuente de infecciones causadas por ellas (Arrieta, 2018;
Rivero Menéndez, 2019). Ademds, muchos estudios han



documentado la capacidad de la Candida para desarro-
llar un alto nivel de resistencia a los antifingicos azoles
(Whaley ez al., 2017). A continuacién, se describird la
principal problemdtica de la frecuencia de las levaduras
patdgenas del género Candida.

Candida albicans: las infecciones causadas por C. albicans
se asocian a diferentes niveles de resistencia al fluconazol
segan el tipo de infeccién. Los aislamientos de C. albicans
de pacientes candidémicos tienen la menor incidencia de
resistencia a los azoles (0 a 5 %). La incidencia de resisten-
cia al fluconazol en aislados de C. albicans de candidiasis
orofaringea es mayor y depende del tratamiento previo con
fluconazol y de infecciones previas (Herrera Diaz, 2018).

Candida glabrata: esta levadura presenta una mayor
incidencia de resistencia antifingica a los azoles entre las
especies de Candida. Presenta una susceptibilidad intrin-
seca disminuida a la clase de antifingicos azoles, incluida
la adicién mds reciente a la clase isavuconazol. C. glabrata
también puede desarrollar un alto nivel de resistencia des-
pués de la exposicién a antiftingicos azdlicos y es una de las
especies mds frecuentes aisladas en infecciones de pacientes
que reciben profilaxis con azol. Dentro de sus mecanismos
de resistencia se resalta la sobreexpresién o la mutacién
del gen ERGII, que media la regulacién de las bombas
de expulsién de drogas, que se traduce en la disminucién
de la acumulacién del fluconazol en el medio intracelular

(Carton Herrdn, 2018 y Munoz del Valle, 2015).

Candida tropicalis: la resistencia al fluconazol de esta
especie de Candida varfa de 0 a un médximo del 83 %
(Quintero, 2010). Esta es tipicamente mds susceptible a los
azoles; sin embargo, en paises asidticos como China, India
y Tailandia en los tltimos tiempos se ha convertido en un
problema que va en aumento (Fan ez al., 2019).



Candida parapsilosis: la incidencia mundial de resisten-
cia al fluconazol en infecciones diseminadas oscila entre el
2% yel5%.Como C. krusei, exhibe resistencia intrinseca
al fluconazol. Existe cierta controversia sobre si su mayor
tasa de infeccién estd relacionada con la profilaxis con
fluconazol o con un tratamiento previo. Esto evidencia
la necesidad de incluir procesos de diagnéstico molecular
para la identificacién de aislamientos pertenecientes a este
complejo, pues pueden existir diferencias en los patrones
de sensibilidad a los antiftingicos, especialmente para los
azoles (Colombo ez al., 2017; Moreno ez al., 2017 y Whaley
et al., 2017).

Alteracion de las enzimas que
permiten la sintesis del ergosterol

ERGI1P es una enzima del citocromo P450 de la familia
51 (CYP51) codificada por el gen ERGII. Esta enzima
convierte el lanosterol en ergosterol, que cataliza la eli-
minacién oxidativa del grupo 14o-metilo del lanosterol.
El esterol 14-o-desmetilasa contiene un resto del grupo
hemo en su sitio activo. El nitrégeno sin obstéculos de
los azoles se une al hierro hemo de ERGI1IP e inhibe la
reaccién enzimdtica. Ademds, un segundo nitrégeno en los
azoles tiene el potencial de interactuar directamente con
la apoproteina de lanosterol-desmetilasa. La inhibicién de
ERGIIP conduce a la acumulacién de esteroles 14a-me-
tilados y bloquea la biosintesis de ergosterol, con lo que
provoca defectos en la membrana y la integridad celular
(Fuentes et al., 2014; Lépez—Avila et al., 2016 y Mellado ez
al., 2002) (Figura 30).
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La resistencia a los agentes antifiingicos azdlicos se ha
asociado a cambios en la expresién del gen ERGII ylo
mutaciones puntuales y alteraciones en la via biosintética
del ergosterol. La sobreexpresién del ERGII aumenta el
nimero de copias de la enzima ERGI1P, lo que da como
resultado una sintesis elevada de ergosterol que sobrepasa
la capacidad del firmaco antifingico (Fan er al., 2019;
Lépez-Avila et al., 2016).
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Alteracion en las bombas de expulsion:
Facilitadores Mayores (MF) y los
ATPbinding cassette (ABC).

Los transportadores Facilitadores Mayores (MF) y los
ATPbinding cassette (ABC) son un sistema de bombeo
mediado por ATP que se localiza en la membrana cito-
plasmdtica. Se encarga de contribuir en la resistencia de
multiples drogas, incluyendo casi todos los azoles. Su
mecanismo de accién se fundamenta en la expulsion del
antifiingico hacia el exterior de la célula. Los transpor-
tadores MF y ABC son codificados por los genes CDR
[Candida Drug Resistance] y genes MDR [Multidrug
Resistance] respectivamente (Lépez-Avila ez al., 2016).

Actualmente, la sobreexpresién de estos transportadores
son la causa mds comdn de resistencia a los antifingicos,
en su mayoria a los azoles. En la figura 32, por ejemplo, se
muestra el fenémeno ocurrido en una célula susceptible,
en la que los antifingicos azdlicos entran por difusién
pasiva y actdan sobre la enzima lanosterol desmetilasa, que
es producto del gen ERGII, lo cual inhibe la sintesis del
ergosterol (Herndndez Santiago, 2018).



CAPITULO IV. Resistencia antimicrobiana en levaduras

SUSCEPTIBILIDAD

gen CDRs gen MDR

NIVELES BAJOS DE CDRy MDR
MEMBRANA CELULAR

AZOLES FLUCONAZOL

INHIBICION

e Figura32.Susceptibilidady alteraciones

en el transporte de farmacos
Fuente: elaboracién propia

Asi mismo, en la figura 33 se muestra el proceso que ocurre
en las células sensibles que tienen niveles bajos de los genes

CDR (Herndndez Santiago, 2018).

En especies de C. albicans se han logrado caracterizar los
genes CDRI y CDR2, que representan mds del 50 % de
las cepas resistentes a los antiftingicos (Rojas ez /., 2020).
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Fluconazol

El fluconazol es un antimicético de tipo triazol. Los azoles
funcionan inhibiendo la enzima lanosterol desmetilasa
(14a-desmetilasa) en la via de biosintesis del ergosterol.
Mds especificamente, el dtomo de nitrégeno libre del anillo
de azol se une a un dtomo de hierro dentro del grupo hemo
de la enzima y evita la activacién de oxigeno y la desmeti-
lacién del lanosterol. Esto inhibe el proceso de biosintesis
de ergosterol, el cual es un componente esencial de la
membrana celular de los hongos. La inhibicién ocasionada
es téxica y genera que los esteroles metilados se acumulen
en la membrana celular, lo que detiene el crecimiento de la
célula (Berkow y Lockhart, 2017; Cardenas Parra y Pérez
Cdrdenas, 2020).

El fluconazol es fungistdtico en lugar de fungicida, por
lo que el tratamiento brinda la oportunidad de que se
desarrolle una resistencia adquirida en presencia de este
antifingico. En los EE. UU., C. albicans tiene una baja
incidencia de resistencia al fluconazol: aproximadamente
de 0,5 % a 2 %. Por otro lado, C. tropicales, C. parapsilosis
y C. glabrata tienen tasas més altas: de 42 9 %, 2a 6 %
y 11 a 13 %, respectivamente. La levadura emergente C.
auris puede presentar una tasa de resistencia al fluconazol
de hasta 93 %. Alternativamente, sin la introduccién previa
del antiftingico, la resistencia al fluconazol también puede
ser innata, como se observa con C. krusei. Comprender los
mecanismos que subyacen a la resistencia al fluconazol es
una parte crucial de la gestién de nuestro limitado reper-
torio antifiingico y del objetivo de mantener el fluconazol
como una posible opcién para tratar muchas infecciones
por Candida (Carton Herrdn, 2018).

A este grupo de medicamentos fungistdticos se le asocian
dos mecanismos de accién principalmente: la acumulacién
de peréxido de hidrégeno, que genera una alteracién de



Microorganismo

Candida
albicans

Candida auris

Candida
glabrata

los mecanismos enzimdticos intracelulares encargados de
intervenir en su sintesis y detoxificacién, y una lesién en los
organelos intracelulares; y la inhibicién de la enzima C-5
desaturasa, implicada en la deshidratacién del episterol, que
es un precursor del ergosterol, y del mecanismo asociado a
la enzima 14 alfa-desmetilasa encargada de la desmetilacién
del antiftingico (Cdrdenas Parra y Pérez Cdrdenas, 2020).

Mecanismos de resistencia
especies de Candida

La resistencia que presenta la Candida varifa respecto a las
especies que generan la infeccién fungica. Por ello, en la
tabla 7 se presentan los mecanismos de resistencia de las
especies mds prevalentes en el dmbito médico-clinico.

Tabla 7. Mecanismos de resistencia en especies de Candida

Mecanismo de resistencia Fuente

Lépez-Avila et al.
(2016); Whaley et al.
(2017); Bermudez
Presencia de mutaciones puntuales en ERG71. et al. (2018); Pinilla

La levadura tiene capacidad de adhe-
siény de formar biofilms.

Es capaz de invadir tejidos y evadir la fagocitosis. Bermudez et al.

(2020); Hoffmann
Vieira, A. J., & dos
Santos, J. 1. (2017)

Presenta la habilidad de cambiar su morfologia
entre levaduras, hifas y pseudohifas.

Actualmente no se tienen identificados de forma clara los
mecanismos de resistencia empleados por esta especie.
Posiblemente seria inducible por la presidn de seleccion,

Araujo Ribeiro
etal. (2020);

. . . Correa-Delgado
Esta especie podria tener genes que se relacionan con et al. (2020); Tapia

resistencia a los antifingicos como son ERG3, ERG11, y Batarce (2017);

lo que le produce cambios mutacionales rapidos.

FKS1, FKS2y FKS3;y genes que codifican para las familias Pereira et al. (2022).

de transportadores ABC y MSF (bombas de flujo). Esto
podria explicar la multirresistencia del patdégeno.

Presencia de genes MDR (Multi Drug Resistance)
y CDR (Candida Drug resistance).

La resistencia a los polienos se ha relacionado con
cambios en el contenido de esteroles de la membrana
plasmatica de hongos que, a su vez, se han relacionado

con mutaciones en los genes ERG2, ERG6 0 ERGT1.

Colombo et al.
(2017); Torres (2018);
Rodriguez P.N. (2019);

Campos et al. (2020).
Mutaciones en los genes codificantes de la subunidad

catalitica de la enzima b-1,3-D-glucano sintasa se han
relacionado con laresistencia a la equinocandina.

Fuente: compilacién autores



Conclusiones

Esta revisién confirmé que en los ultimos afios se han
producido cambios no solo en el diagnéstico, sino en el
tratamiento de las micosis oportunistas. Por eso, es indis-
pensable conocer los mecanismos de resistencia de las
levaduras con el fin de disminuir las tasas de mortalidad
generadas por estos microorganismos.

Finalmente, se concluye que la resistencia a los antifiingicos
es un serio problema de salud publica, especialmente en
pacientes inmunocomprometidos, debido a la gravedad de
los cuadros clinicos causados por estas infecciones fingicas
que pueden ser fatales. El antifingico que genera mayor
resistencia actualmente es el fluconazol, lo que requiere de
manera urgente la adopcién de nuevas estrategias para el
tratamiento. Entre dichas estrategias se sugiere el aumento
de procesos de investigacion para el desarrollo de antifin-
gicos con mecanismos de accién diferentes.

Consideraciones éticas

Proteccién de personas y animales. Los autores decla-
ran que en este articulo no se realizaron experimentos
con animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
los datos tuvieron un manejo ético y confidencial de la
informacién segin las normas constitucionales y legales
sobre proteccién de datos personales (Ley habeas data).

Todos los datos analizados de los diferentes proyectos
fueron revisados y avalados por el Comité de Bioética
Institucional de la Universidad de Boyaca.
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