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“El insensato no se nutre de cosas mundanas: la inquietud lo devora; conoce a medias su locura; pide a los
cielos las mds hermosas estrellas y a la Tierra los mds sublimes regoctjos, v, tanto lo que estd cerca, como lo

que esta lejos, no basta a satisfacer su profundo y agitado corazon.”

-Fausto, Goethe.
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RESUMEN

Las bacterias productoras de BLEE en la familia Enterobacteriacea han sido ampliamente
estudiadas y encontradas tanto en humanos como en animales de compaifiia, cambiando
la manera en la actualmente son tratadas las infecciones. No obstante, es el uso de
antibiéticos lo que ha impulsado a la evolucion de los patégenos productores de
resistencia a antimicrobianos, por ello el propdsito de este estudio es la identificacion de
cepas de enterobacterias productoras de p-lactamasas de espectro extendido en felinos
domeésticos en Puebla, México. Por medio de aislamientos de pacientes felinos sin ningin
signo de enfermedad. Un total de 75 felinos fueron muestreados de los cuales se
obtuvieron 51 enterobacterias que fueron sometidas a pruebas de sensibilidad antibiética
por difusion en disco, con la cual fueron detectadas 15 bacterias productoras de BLEE
por medio de la prueba fenotipica; y se encontraron niveles altos de resistencia
principalmente a Ceftriaxona con un 66% (33/50), 56% (28/50) a Cefotaxima, 54% (27/50)
a Aztreonam, 52% (26/50) a Cefepime.

Los resultados son alarmantes, el grado de resistencia a los p-lactdmicos encontrados
en las muestras procesadas en pacientes sanos llega a ser altamente preocupante
debido a que esta familia de antibiéticos se sigue utilizando como tratamiento de primera
0 segunda linea para infecciones comunes y ello implica un riesgo importante para los

seres humanos, al tener una estrecha relacion con los animales de compafia.
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I. INTRODUCCION

En un entorno que contiene un vasto numero de microorganismos expuestos
repetidamente a antibioticos, la teoria darwiniana predice la inevitable seleccion de

organismos resistentes (1).

La adaptacion ecoldgica de los organismos no debe ser considerado como el producto
final de la seleccién natural sino s6lo como un recurso o un efecto secundario, como es

en el caso de la resistencia bacteriana.

Después de la introduccion de un nuevo antibiético, inmediatamente en tan solo un afio
se informd de cepas resistentes, y después de un intervalo latente de algunos afos, la
resistencia ha aumentado drasticamente, a pesar de que la generacion de nuevos

productos no ha sido tan constante.

Un ejemplo de ello, es el Staphylococcus aureus ahora es casi universalmente resistente
a la penicilina, un fenébmeno observado por primera vez en brotes hospitalarios de una
sepsis quirtrgica a fines de la década de 1940. Este organismo ha demostrado una
notable facilidad para volverse resistente a cada antibiotico introducido, incluso a la
vancomicina y ahora se ha detectado en S. aureus resistente a meticilina (MRSA), lo que
hace que el organismo sea completamente resistente a los glucopéptidos. Es solo
cuestion de tiempo antes de que se vean cepas que son sensibles a solo un pequefio
namero de antibiéticos nuevos o en desarrollo y tal vez a algunos de los antibiéticos mas

antiguos (por ejemplo, tetraciclina, cloranfenicol).

En contraste, algunos organismos aun no han adquirido resistencia a la Penicilina, a
pesar de las enormes presiones; estos incluyen Streptococcus pyogenes, anaerobios

gram positivos como Clostridium spp. y Peptostreptococcus spp. y Neisseria meningitidis

(1).
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La creciente ola de resistencia bacteriana impone una tremenda carga econdmica y social
sobre el sistema de salud en todo el mundo y, lamentablemente, el desarrollo de nuevos
antibiéticos se ve muy superado por las terapias actuales que estan perdiendo su eficacia.
La resistencia es impulsada por el uso de antibiéticos en la practica humana y

agricola/veterinaria.

La seleccidn de resistencia ocurre por mutaciones espontaneas que ocurren a una tasa
de 10%-108 impulsada por la presencia de antimicrobianos. Los elementos de resistencia
aparecen en las bacterias saprofitas como resultado del uso de antibiticos para
promover el crecimiento y proteger los cultivos. Cuando los productos agricolas son
consumidos, la resistencia puede transferirse a bacterias humanas que ocasionalmente

son patogenas (1).

La probabilidad de encontrar organismos resistentes en el tracto gastrointestinal esta
relacionada con el tonelaje de uso de antibiéticos en el pais en el que reside el individuo,
en teoria todos los paises deberian estas regidos por los mismos preceptos para el uso
de antimicrobianos, de ello dependera la facilidad con que pueda surgir un mecanismo

de resistencia.

La resistencia nueva generalmente se detecta en diferentes lugares del mundo
aproximadamente al mismo tiempo, lo que puede sugerir que las presiones antibidticas
son similares en todo el mundo y que las bacterias tienen medios limitados para lidiar con

el problema de la supervivencia.

Tras la aparicién de una progenie resistente a mutantes, las bacterias que se replican
rapidamente pueden recolonizar los sitios portadores en menos de 24 h. Una vez que se
ha seleccionado la resistencia, los organismos transferidos de persona a persona
contintan siendo resistentes. Cuando se elimina la presion antibittica, la nueva flora
colonizadora e infecciosa tiende a volver al fenotipo sensible. Algunas bacterias que
contienen plasmidos de gran resistencia se consideran no aptas y desaparecen del

entorno clinico con mayor facilidad que otras (1).

8|Pagina



Las causas de la resistencia a los antibiéticos son complejas e incluyen el
comportamiento humano en muchos niveles de la sociedad; las consecuencias afectan a
todos en el mundo. Las similitudes con el cambio climatico son evidentes. Se han hecho
muchos esfuerzos para describir las diferentes facetas de la resistencia a los antibiéticos

y las intervenciones necesarias para enfrentar el desafio.

Sin embargo, la accién coordinada esta en gran parte ausente, especialmente a nivel
politico, tanto a nivel nacional como internacional. Los antibiéticos allanaron el camino
para desarrollos médicos y sociales sin precedentes, y hoy son indispensables en todos
los sistemas de salud. Los logros en la medicina moderna, como la cirugia mayor, el
trasplante de 6rganos, el tratamiento de bebés prematuros y la quimioterapia contra el
cancer, no serian posibles sin el acceso a un tratamiento eficaz para las infecciones

bacterianas de caracter oportunista.

En unos pocos afios, podriamos enfrentarnos a graves retrocesos, médica, social y
econémicamente, a menos que se tomen acciones coordinadas globales reales de

inmediato (2).

La disminucion de la efectividad de los antibiéticos en el tratamiento de infecciones
comunes se ha acelerado en los ultimos afios, y con la llegada de cepas no tratables de
la familia Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos, estamos en los albores de

una era pos antibiética (2).

En los paises de altos ingresos, las altas tasas continuas de uso de antibi6ticos en los
hospitales, la comunidad y la agricultura han contribuido a la presion de seleccion que ha
mantenido a las cepas resistentes, forzando un cambio a antibiéticos de mayor amplio
espectro y con precios mas elevados debido a los costos de produccion.

La resistencia surge como consecuencia de mutaciones en los microorganismos y la
presiéon de seleccion del uso de antibidticos, lo cual proporciona una ventaja competitiva

para las cepas mutadas y sobrevivencia en el medio.
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Se ha concluido que la utilizacion de dosis de antibiético por debajo del nivel terapéutico
optimo ayuda a la seleccion gradual de la resistencia. Los genes de resistencia se
transmiten en los elementos cromosomicos, y cada vez mas, en elementos extra
cromosOmicos transmisibles. Los clones resistentes resultantes, se diseminan

rapidamente en todo el mundo (2).

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae, aunque son miembros naturales del
tracto gastrointestinal de los mamiferos, pueden ser causa de enfermedades del tracto
urinario, piel, oido, tejidos blandos, y aparato respiratorio en gatos y perros. Para
infecciones no complicadas, la opcion terapéutica de primera linea son ampicilina,
amoxicilina y acido clavulanico o cefalosporinas de primera y segunda generacion,
mientras que la amikacina, fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generacion

pueden ser apropiadas para infecciones mas severas (3).

No obstante, como ya se ha mencionado con anterioridad; es el uso de antibioticos lo que
ha impulsado a la evolucibn de los patdégenos portadores de resistencia a
antimicrobianos. La resistencia bacteriana esta mediada por diversos mecanismos, por
ejemplo, la produccién de enzimas que hidrolizan e inactivan a los antibiéticos, tal como

las B-lactamasas (4).

Las B-lactamasas, son enzimas que inactivan antibidticos B-lactdmicos, revelandose
como una de las mayores causas de resistencia. El nUmero de [B-lactamasas ahora
excede a las 1300, haciendo de este grupo de enzimas una de las familias mas

estudiadas a detalle.

El impacto clinico de estas enzimas es particularmente critico, debido a la dependencia
de las cefalosporinas y carbapenémicos para el tratamiento de enfermedades graves e

infecciones especialmente en entornos sanitarios.

Sin embargo, estas bacterias han evolucionado hasta el punto donde multiples genes
gue codifican B-lactamasas se producen en un solo organismo, junto con determinantes
de resistencia para muchas otras clases de antimicrobianos, en el caso de las

enterobacterias a este fendmeno se le conoce como B-lactamasas de espectro extendido
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(BLEE), como el grupo de enzimas TEM-, SHV-, (CTX)-M, las cuales son capaces de

hidrolizar el aztreonam y cefalosporinas de tercera generacion (5).

La apariciébn de enterobacterias que producen BLEE en animales de compafiia tanto
sanos como enfermos constituye un desafio cada vez mayor para el tratamiento de
infecciones en la terapia veterinaria. Ademas, la resistencia causada por las BLEE se
asocia a menudo con la resistencia a otras clases de antibiticos como los
aminoglucosidos, las fluoroquinolonas y el sulfametoxazol/trimetoprima que son

antimicrobianos de importancia critica en la medicina humana.

En consecuencia, existe una creciente preocupacion sobre las bacterias productoras de
BLEE en animales de compafia ya que representan un peligro potencial para la salud de
los seres humanos, ya sea a través de la transmision directa de patégenos resistentes, o

indirectamente por medio de la transmision de genes de resistencia (3).

Esta propagacion se ve facilitada por la transmision de genes entre especies, la falta de
saneamiento y la higiene en las comunidades y los hospitales, y la frecuencia cada vez

mayor de transmision global, de viajes, comercio y enfermedades (2).

La seleccién de antibidticos para el tratamiento de infecciones bacterianas sigue siendo
empirica, pero generalmente se basa en los sintomas fisicos presentados por los
pacientes y para los cuales se aprueba un antibiético determinado. Dicha terapia se inicia
antes de que estén disponibles los resultados de una prueba diagnéstica realizada para
determinar qué cepas bacterianas son responsables de la infeccion. Muchos de los
antibioticos Gram-negativos orales también inhiben los patdgenos anaerdbicos en el
intestino que alteran la flora intestinal y provocan enfermedades debido al desequilibrio

de las especies microbianas intestinales, fendmeno conocido como disbiosis.

La resistencia bacteriana a los antibiticos parece ser inevitable. Los mecanismos de
resistencia pueden incluir la modificacién del objetivo para alterar la union al farmaco, la
produccion de mecanismos alternativos para realizar la funcion del objetivo, la
inactivacion del farmaco, la reduccion de la entrada del farmaco y la expresién de las

bombas de salida para eliminar los farmacos del interior de las células bacterianas (6).
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En ciertos casos, las bacterias no solo son resistentes a una clase de antibidticos, sino a
varias clases simultaneamente, lo que limita significativamente las opciones de

tratamiento.

Por ejemplo, el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) no solo es

resistente a las penicilinas sino también a las cefalosporinas y carbapenémicos.

Lo que es mas alarmante actualmente es la tasa de resistencia a muchos medicamentos

gue se producen en muchos patégenos gramnegativos criticos.

Esto ha llevado a la seleccion de una lista de seis patégenos prioritarios (dos Gram-
positivos y cuatro Gram-negativos) denominados ESKAPE (Enterococcus faecium, S.
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter) por Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA). No existen
agentes efectivos contra las cepas resistentes de muchas de estas bacterias Gram

negativas, en particular, A. baumannii.

Los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) estiman que mas
de 23,000 personas murieron en los Estados Unidos de América en 2013 debido a

infecciones causadas por cepas resistentes de bacterias.

Un informe completo reciente sugiere que mas de 700,000 personas mueren cada afio
por infecciones resistentes a los medicamentos en todo el mundo. Los paises de bajos y
medianos ingresos son los mas afectados por la resistencia a los antibiéticos, donde se
estima que 214,000 muertes por sepsis neonatal por afio son directamente atribuibles a

las bacterias resistentes a los antibidticos.

Se necesitan nuevos antibiéticos con nuevos modos de accién o una nueva clase quimica
con nuevas interacciones diana y un modo de accién establecido. La pregunta es, ¢ por
gué estamos donde estamos después del descubrimiento de la penicilina y muchos otros
antibioticos altamente efectivos entre 1940 y 1962. ¢ Cuales son los retos? Que hemos

aprendido ¢ Hay un camino potencial hacia adelante? (6).
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ll. JUSTIFICACION

Las bacterias productoras de BLEE en la familia Enterobacteriacea han sido ampliamente
estudiadas y encontradas tanto en humanos como en animales de compafiia, cambiando
la manera en la actualmente son tratadas las infecciones. No obstante, es el uso de
antibioticos lo que ha impulsado a la evolucion de los patégenos productores de
resistencia a antimicrobianos, debido a que esta familia de antibiéticos se sigue utilizando
como tratamiento de primera o segunda linea para infecciones comunes y ello implica un
riesgo importante para los seres humanos, al tener una estrecha relacion con los
animales de compafiia.

Se han realizado estudios en los cuales se han identificado enterobacterias productoras
de B-lactamasas de espectro extendido en animales de compafia procedentes de
diferentes paises, la mayor parte de estos han sido realizados en caninos, y en menor
cantidad felinos domeésticos.

Sin embargo, dichas investigaciones se han fundamentado en poblaciones conjuntas de
perros y gatos, de muestras provenientes de distintos sitios corporales. Este estudio
pretende identificar enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido
Unicamente en felinos domésticos, ya que ningun estudio se ha enfocado solamente en
esta especie.

Por lo cual se pretende identificar enterobacterias productoras de B-lactamasas de
espectro extendido Unicamente en felinos domésticos sin ninguna complicacion clinica,

siendo asi el primer estudio que se realiza en México de manera puntual y especifica.
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[ll. OBJETIVOS GENERALES

Identificar cepas de enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido

en felinos domésticos que no presentan ninguna complicacion clinica.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislamiento e identificacion de especies de enterobacterias en felinos domésticos.

2. ldentificacion a través de la prueba fenotipica de difusion en disco doble del
fenotipo B-lactamasas de espectro extendido.

3. Evaluacién de la susceptibilidad in vitro a antibiéticos no betalactdmicos a través

de la prueba de difusion en disco.
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V. MARCO TEORICO

La resistencia a los antibioticos es un fendmeno natural que ocurre cuando los
microorganismos se exponen a medicamentos antimicrobianos. Bajo la presion selectiva
de los antibioticos, las bacterias susceptibles son eliminadas o inhibidas, mientras que
las bacterias que son resistentes de forma natural (o intrinseca) o que han adquirido
rasgos resistentes a los antibidticos tienen una mayor probabilidad de sobrevivir y
multiplicarse. No solo el uso excesivo de antibioticos sino también el uso inadecuado
(elecciones inapropiadas, dosificacion inadecuada, mala adherencia a las pautas de
tratamiento) contribuyen al aumento de la resistencia a los antibioticos (7).

La resistencia a los antibioticos ha sido descrita como una de las mayores amenazas
mundiales del siglo XXI. Aunque se reconocié poco después de la introduccion de
antibiéticos, el impacto fue mitigado inicialmente por el desarrollo y el uso de agentes
MAas nuevos. Sin embargo, se han desarrollado muy pocas clases nuevas de antibiéticos
desde fines de la década de 1960, y el desarrollo se ha estancado en los ultimos afios.
Para algunos organismos, particularmente bacterias Gram negativas y algunas

Enterobacteriaceae, existen opciones terapéuticas extremadamente limitadas (8).

Los antibidticos han tenido un profundo impacto en el manejo de las enfermedades
infecciosas, pero también se han convertido en un componente esencial en la atencion
médica moderna. Debido a que ningln avance en la practica médica o quirargica seguiria
siendo exitoso si las infecciones ocasionadas por agentes oportunistas no se pudieran
tratar, por ejemplo, en el caso de la quimioterapia, trasplantes de 6rganos que tienen un
efecto de inmunosupresion en el paciente, dicho estado puede contribuir a la adquisicion
de infecciones bacterianas.

Los microorganismos se transfieren facilmente entre individuos y, por lo tanto, la
resistencia que emerge en un paciente o en las interacciones entre e paciente y el medio
ambiente, puede afectar pronto a otro organismo susceptible. Por lo tanto, abordar la
resistencia a los antibioticos es de gran importancia para la salud publica y no debe

subestimarse.
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La resistencia a los antibioticos es realmente un problema en el enfoque “One Health” y
necesita ser monitoreada y controlada no solo en la medicina humana, sino también en

diversos aspectos de la agricultura y la acuicultura.

Si bien la resistencia a los antibioticos puede considerarse una consecuencia del
inevitable uso de antibioticos, la utilizacion nociva de antibidticos también es un factor
importante que facilita la aparicion de resistencia en todo el mundo. En muchas éareas, la
disponibilidad de antibi6ticos de venta libre o por Internet permite que quien no prescribe
tenga acceso libre y sin restricciones a estos agentes. Una vez que ha surgido resistencia,
la posterior difusiébn de cepas resistentes se ve facilitada por la presion de seleccion
ejercida por el uso adicional de antibi6ticos, el incumplimiento de las medidas de control
de infecciones y la falta de higiene (especialmente en términos de higiene de manos,
condiciones sanitarias y preparacion de alimentos), que puede ocurrir tanto dentro como

fuera de los entornos sanitarios.

La resistencia a los antibiéticos tiene costos significativos para la sociedad en términos
de aumento de la mortalidad, la morbilidad, el uso de los recursos de atencién médica y

el tiempo libre (8).

El impacto de la resistencia a los antibiodticos en términos de mortalidad y del costo de

salud publica es bastante dificil de estimar, y hay pocos estudios que aborden este tema
(7).

En un informe de la Union Europea, Islandia y Noruega, las infecciones por
microorganismos resistentes causaron 25000 muertes y costaron 1.500 millones de euros

por afio en costos hospitalarios y sociales (8).

El Centro de EE. UU. para el Control y prevencion de Enfermedades (CDC) estimé de
manera conservadora que, en los EE. UU., mas de dos millones de personas cada afio

se ven afectadas por infecciones resistentes a los antibioticos (7).

Otro informe sugirié que casi 23,000 personas mueren cada afio como resultado directo
de infecciones debidas a microorganismos resistentes adquiridos en hospitales de EE.

UU., con costos de atencion médica asociados que superan los $20 mil millones.
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La resistencia a los antibiéticos no solo se desarrolla en el entorno hospitalario. A medida
gue los sistemas de atencion médica han evolucionado, se han desdibujado los limites
entre las instalaciones de atencion médica tradicionales y la comunidad, de modo que los
hogares de ancianos y residenciales ahora son reservorios importantes para organismos
resistentes, ademas de entornos ambulatorios como unidades de dialisis y oncologia. Las
redes de viaje modernas también han facilitado que las personas y los organismos

resistentes que transportan se propaguen rapidamente a través y entre continentes (8).

En el caso especifico de los antibidticos, la complejidad de los procesos que contribuyen
a la aparicion y diseminacion de la resistencia no puede exagerarse, y la falta de
conocimientos basicos sobre estos temas es una de las razones principales por las que
ha habido pocos logros significativos en la efectividad prevencién y control del desarrollo

de resistencia.

Los antibiéticos han revolucionado la medicina en muchos aspectos, y se han salvado
innumerables vidas; su descubrimiento fue un punto de inflexion en la historia humana.
Los expertos médicos ahora estan advirtiendo de un regreso a la era pre antibiética; una
base de datos reciente enumera la existencia de mas de 20,000 genes de resistencia
potencial (genes R) de casi 400 tipos diferentes, pronosticados principalmente de las
secuencias del genoma bacteriano disponibles. Afortunadamente, el nimero existente

como determinantes de resistencia funcional en patdégenos es mucho menor.

La penicilina fue descubierta en 1928, pero la estructura completa de esta molécula
relativamente simple no fue revelada hasta 1949, por los estudios cristalograficos de
rayos X de Dorothy Crowfoot Hodgkin, y fue confirmada por sintesis total en 1959, y

actualmente todavia es utilizado para tratar infecciones.

Para comenzar, la definicion de antibiético, propuesta por primera vez por Selman
Waksman, el descubridor de la estreptomicina, ha sido seriamente sobre interpretada; el
término genérico "antibidtico” se usa para denotar cualquier clase de molécula organica
que inhibe o mata a los microbios mediante interacciones especificas con objetivos

bacterianos sin tener en cuenta la fuente del compuesto o clase en particular (9).
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La colosal necesidad del uso de antibioticos ha tenido un inconveniente ambiental
significativo. En los 60 afios desde su introduccion, se han producido y empleado millones
de toneladas de antibidticos para una amplia variedad de propdsitos. Las mejoras en la
produccién han proporcionado compuestos cada vez menos costosos que fomentan usos
sin receta y fuera de etiqueta. Todo esto ha contribuido significativamente a la seleccion

de cepas resistentes.

El desarrollo de generaciones de microbios resistentes a los antibiéticos y su distribucion
en poblaciones microbianas en toda la biosfera son el resultado de muchos afios de
presidon de seleccion incesante de las aplicaciones humanas de antibioticos, por
infrautilizacion, uso excesivo y mal uso. Este no es un proceso natural, sino una situacion
hecha por el hombre superpuesta a la naturaleza; quizas no haya un mejor ejemplo de

las nociones darwinianas de seleccidn y supervivencia.

Curiosamente, la identificacion de una penicilinasa bacteriana antes de su
descubrimiento, se atribuye a un gran nimero de genes de antibidticos r son

componentes de poblaciones microbianas naturales.

A medida que se descubrieron e introdujeron otros antibiéticos en la practica clinica, se
produjo un curso similar de eventos. La identificacion inesperada de la resistencia a los
antibioticos genéticamente transferibles en Japon a mediados de la década de 1950
cambié todo el panorama al introducir el concepto genético herético de que las
colecciones de genes de antibiéticos r podrian diseminarse por conjugacion bacteriana

en toda la poblacién de patégenos bacterianos.

Solo en los ultimos afios se ha apreciado que el intercambio de genes es una propiedad
universal de las bacterias que se ha producido a lo largo de eones de evolucion
microbiana. El descubrimiento de la presencia de secuencias genéticas bacterianas
putativas en genomas eucariotas ha aumentado la conciencia de la gran importancia de

la transferencia horizontal de genes en la evolucion del genoma.

No es sorprendente que la transferencia de resistencia a antibidticos mediada por
plasmidos haya sido un foco importante de investigacion debido a su importancia médica

y, mas recientemente, practica.
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Los patdégenos gramnegativos mas prevalentes, como la E. coli, la salmonella entérica y
la neumonia por Klebsiella, causan una variedad de enfermedades en humanos y
animales, y se ha observado una fuerte correlacion entre el uso de antibiéticos en la
amenaza de estas enfermedades y el desarrollo de resistencia a los antibidticos
observado durante el ultimo medio siglo. Esto es especialmente evidente con la clase de
antibioticos B-lactamicos y sus enzimas inactivadoras relacionadas, las B-lactamasas.

Esto incluye nuevas clases de genes y sus radiaciones mutantes.

Los genes r son omnipresentes en ambientes naturales. Esto plantea la cuestion de sus
funciones naturales. Por mencionar algun ejemplo, la flora tiene numerosas fuentes,
como productos de la degradacion de polimeros naturales en conversiones de nutrientes,
productos vegetales, compuestos antibidticos de insectos y hongos, y descomposicion
organica general. Las plantas producen muchos compuestos que inhiben el crecimiento

bacteriano en la rizosfera (9).

El medio ambiente es un entorno complicado para los microorganismos que habitan en
él. Debido a la interaccién humana el entorno contiene muchos productos provenientes
de la industria y/o provocados por la contaminacion humana. En concreto ciertos
quimicos como el arsénico, el mercurio y el yodo se utilizaban antes del descubrimiento
de antibiéticos, como medicamentos. La principal solucion bacteriana para los desafios
toxicos toma la forma de sistemas de bombeo multivalentes que evitan la acumulacion
intracelular de sustancias bactericidas y bacteriostaticas estructuralmente diversas.
Algunos organismos fungicos producen metabolitos secundarios que tienen un efecto
significativo en el desarrollo de ciertos microorganismos, es por eso que dichos
componentes tratan de ser replicados dentro de los laboratorios. Es entonces que
algunos genes encontrados conocido como genes cuasi-r son asociados a grupos
biosintéticos, debido a esto se especula que la resistencia a los antibidticos podria ser de
caracter altamente pleiotropico. Las interacciones pleiotropicas también pueden
derivarse de cambios en las vias metabdlicas distribuidas que estan conectadas en red
en las células; una alteracién en la concentracién de una enzima o proteina podria
conducir a ajustes en los procesos relacionados con las redes de la comunidad

microbiana.
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Las mutaciones en los genes de la proteina ribosémica que conducen a la resistencia a
los antibidticos tienen una serie de efectos extra ribosémicos (traduccion errénea,
sensibilidad a la temperatura, propagacion de fagos, etc.) que influyen en la funcion

celular.

Diferentes presiones selectivas pueden conducir a mutaciones que coinciden con un nivel
de resistencia a los antibidticos. Un fenotipo de resistencia a los antibiéticos no
necesariamente se produce de forma exclusiva en respuesta a la seleccion de

antibioéticos.

Hoy en dia, se hace hincapié en las investigaciones de las interacciones dentro de
comunidades bacterianas complejas (microbiomas) en diferentes entornos, ya que

muchas enfermedades ocurren como resultado de infecciones polimicrobianas (9).

La aparicion de patdégenos de resistencia a multiples farmacos es una crisis econémica y
sanitaria mundial cada vez mas importante. Catalogada por la Organizacién Mundial de

la Salud como una de las 3 principales amenazas para la salud publica mundial.

La resistencia a los antibiéticos aumenta mientras que el nimero de antibi6ticos

disminuye.

Los programas de vigilancia de antibiéticos, como el programa SENTRY, han
monitoreado las estadisticas mundiales de MRSA (MRSA en hospitales entre 1997 y
1999 fue 22.4% en Australia, 66.8% en Japon, 34.9% en América Latina, 40.4% en
América del Sur, 32.4% en el EE. UU. Y 26.3% en Europa y observaron con horror la
necesidad de elevadas concentraciones de antibiéticos para matar efectivamente a
muchos patdgenos humanos comunes, lo que provoco la preocupacion de volver a la era

pre-antibidtica (10).

Ante esta realidad, la necesidad de actuar para evitar una crisis mundial en desarrollo en
la atencion de la salud es imprescindible. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
reconoce desde hace tiempo la necesidad de un esfuerzo global mejorado y coordinado
para contener la resistencia antimicrobiana. En 2001, la Estrategia global de la OMS para
la contencion de la resistencia a los antimicrobianos ha proporcionado un marco de

intervenciones para retrasar la aparicion y reducir la propagacion de microorganismos
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resistentes a los antimicrobianos; en 2012, la OMS publicé “La evolucién de la amenaza
de la resistencia a los antimicrobianos: opciones para la accién” proponiendo una
combinacion de intervenciones que incluyen sistemas de salud y vigilancia fortalecidos;
mejorar el uso de antimicrobianos en hospitales y en la comunidad; prevencion y control
de infecciones; alentando el desarrollo de nuevos medicamentos y vacunas apropiados;
y compromiso politico. Siguiendo la indicacion de un papel principal para la vigilancia, en
abril de 2014, la OMS publicé el primer informe global sobre la vigilancia de AMR que
recopila experiencias de redes de vigilancia nacionales e internacionales. La falta de
vigilancia adecuada en muchas partes del mundo deja grandes lagunas en el

conocimiento existente sobre la distribucion y el alcance de este fendmeno.

La resistencia a los antibiéticos es un fendémeno natural que ocurre cuando los
microorganismos se exponen a medicamentos antibioticos. Bajo la presion selectiva de
los antibidticos, las bacterias susceptibles son eliminadas o inhibidas, mientras que las
bacterias que son resistentes de forma natural (o intrinseca) o que han adquirido rasgos
resistentes a los antibiéticos tienen una mayor probabilidad de sobrevivir y multiplicarse.
No solo el uso excesivo de antibidticos sino también el uso inadecuado (elecciones
inapropiadas, dosificacion inadecuada, mala adherencia a las pautas de tratamiento)

contribuyen al aumento de la resistencia a los antibiéticos (7).

La evolucion de la resistencia a los antibiéticos es probablemente el caso mejor
documentado de la evolucién contemporanea en accion. Se sabe muy poco sobre cudles
son las consecuencias ecoldgicas y evolutivas del uso humano de antibiéticos en la

naturaleza.

Como tal, las poblaciones de bacterias naturales pueden servir como reservorios
ambientales de los determinantes de la resistencia, pero la forma en que evoluciona la
resistencia y como se mantienen y dispersan los genes de resistencia en la naturaleza

es poco conocida.

Desentrafiar estos mecanismos sera critico para predecir los patdgenos resistentes
emergentes, ya que podemos esperar la existencia de bucles de retroalimentacion

continua desde entornos clinicos y agricolas hasta la naturaleza y viceversa.
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Muchas de las bacterias asociadas con los humanos (patdgenos, mutualistas o
comensales) también tienen otros huéspedes, incluida una amplia variedad de especies
de ganado y vida silvestre, o se pueden encontrar en un entorno mas amplio (sapronético)
0 en ambos. Escherichia coli es un ejemplo obvio de tales especies. Resolver el problema
de la resistencia a los antimicrobianos en un solo entorno, como en la clinica, resultara
ineficaz dado que, en las bacterias, los elementos genéticos méviles (MGE) y las drogas

mismas se mueven entre los compartimentos humanos, animales y ambientales (11).

5.1 La Microbiota
La microbiota intestinal es un componente clave en muchos procesos fisioldgicos y

patoldgicos. Investigaciones recientes sugieren que la eficacia de algunos tratamientos y

la estabilidad del paciente depende de la accion de las bacterias comensales.

Los antibidticos son armas invaluables para combatir enfermedades infecciosas. Sin
embargo, los antibiéticos no son puramente selectivos, sino que pueden llegar a alterar
la composicion y las funciones de la microbiota, también pueden producir efectos nocivos

para el huésped, que pueden ser de efecto prolongado.

La aparicion de agentes patdgenos resistentes a multiples farmacos suscita inquietudes

sobre el uso comun e inapropiado de los tratamientos antimicrobianos.

En las dltimas dos décadas, la microbiota intestinal ha sido reconocida como un
componente fundamental que orquesta la fisiologia y la patologia del huésped. Trillones
de bacterias habitan en el tracto gastrointestinal (Gl) de metazoos complejos,

expandiendo en gran medida el repertorio genético del huésped.

La microbiota intestinal ejerce muchas funciones beneficiosas para el huésped, a un nivel

que puede considerarse un érgano adicional.

Esto se traduce en la posibilidad de que el huésped realice funciones que no estan
codificadas por su propio genoma; un claro ejemplo de ello es que los microorganismos
comensales protegen contra la invasion de patdégenos, extraen energia adicional de los
alimentos y sintetizan moléculas clave para el desarrollo de tejidos de una manera
altamente especializada con respecto a su ubicacién a lo largo del tracto gastrointestinal.

Las bacterias comensales convierten los acidos biliares primarios en acidos biliares
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secundarios y también producen vitaminas de los grupos B y K, y fermentan fibras
derivadas de plantas que de otro modo no serian digeribles y producen acidos grasos de
cadena corta (SCFA) que alimentan los enterocitos y modulan las funciones inmunes.
Ademas, la microbiota impulsa el desarrollo intestinal al promover la vascularizacion, el
engrosamiento de las vellosidades, el ensanchamiento de la superficie de la mucosa, la
produccion de moco, la proliferacion celular y el mantenimiento de las uniones epiteliales.
Notablemente, la influencia de la microbiota no se limita al intestino, y afecta la fisiologia
de la mayoria de los 6rganos del huésped, incluso el cerebro.

Aungque la fisiologia de practicamente todos los Organos esta influenciada por la
microbiota, la mucosa intestinal y sus componentes inmunes son los méas afectados por

esta simbiosis (12).

La microbiota comensal intestinal proporciona innumerables beneficios al huésped sano,
incluida la resistencia a la colonizacion contra los patdégenos. Las perturbaciones de la
microbiota intestinal (disbiosis) pueden afectar negativamente el estado de salud de un
individuo y evitar la proteccion contra la colonizacion. Toda la gama de genes de
resistencia a antibiéticos (resistoma) en una microbiota especifica se encuentra en
bacterias patdgenas y no patégenas. La administracion de antibidticos puede causar
disbiosis, contribuyendo a la pérdida de resistencia a la colonizacion seguida de un
incremento del resistoma en la microbiota intestinal. Los tratamientos para controlar el

aumento actual de bacterias multirresistentes (MDR) son extremadamente limitados.

La microbiota intestinal constituye un ecosistema diverso que contiene miles de especies
microbianas diferentes. La mayoria de estas especies pertenecen a Bacteroidetes,
Firmicutes, Actinobacteria y, en menor medida, a Proteobacteria phyla. Sin embargo, las
proporciones relativas de cada taxén varian dramaticamente entre individuos e incluso
dentro de individuos a lo largo de su vida. La composicion de la microbiota esta
influenciada por muchos factores, la edad, la procedencia geografica y el medio
ambiente, la alimentacién, las comorbilidades y el uso de probidticos, prebiodticos y
antibidticos (13).

La microbiota ha sido de gran interés por su participacion en mdultiples procesos

fisiologicos en el huésped, incluida la resistencia contra la colonizacion por patdgenos, la
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produccion de sustancias utiles que actian como fuente de energia para las células
epiteliales intestinales, modulacion del sistema inmune intestinal, recuperacion de
energia de componentes dietéticos no digeridos y estimulacion de la angiogénesis
intestinal (14).

La homeostasis inmune esta directamente ligada a la microbiota intestinal, la cual brinda
resistencia contra una amplia gama de patégenos, un mecanismo conocido como
resistencia a la colonizacion. La resistencia a la colonizacion resulta de mecanismos
indirectos, es decir, la activacion de las defensas inmunes innatas en la mucosa y la
produccion de metabolitos protectores como los acidos biliares secundarios, péptidos
antimicrobianos y &cidos grasos de cadena corta; y mecanismos directos, a través de la
competencia directa, la secrecion de bacteriocinas y el agotamiento de nutrientes. En
esencia, la perturbacion de la microbiota intestinal normalmente estable, conocida como
disbiosis, puede afectar negativamente el estado de salud de un individuo y, criticamente,

causar la pérdida de proteccion contra la colonizacion (13).

En efecto cualquier cambio en la composicién taxondmica del microbioma propio del
individuo por mas sutil que sea, se ha asociado a una mayor susceptibilidad a estados

de enfermedad.

Sin embargo, una microbiota saludable tiene la capacidad de revertir los cambios
disbioticos a su estado original, lo que se conoce como “resiliencia”, este mecanismo
depende de distintos factores, como la dieta o el tipo de tratamientos con antibiéticos

recibidos por el huésped, la edad y la presencia de otras enfermedades.

En el caso de las bacterias resistentes o multirresistentes pueden llegar a fusionarse con
el microbioma intestinal a través de dos mecanismos: en primer lugar, el huésped puede
adquirir bacterias exdgenas y colonizar el epitelio intestinal; en segundo lugar, las
bacterias previamente susceptibles pueden volverse resistentes mediante la seleccién o
induccion de mutantes resistentes a los antibidticos mediada por la presencia de

antibiéticos o por eventos de transferencia génica (13).

Al grupo de genes de resistencia se le asocio el concepto de "resistoma antibiotico” se

acufd primero para describir la coleccion de genes de resistencia a antibioticos que se
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encuentran en el medio ambiente. Toda la gama de genes de resistencia a los antibioticos
se puede encontrar tanto en bacterias patdbgenas como no patdgenas. Existe un gran
reservorio de genes AR en varios ecosistemas, como el cuerpo humano, incluso en
bacterias comensales. En este sentido, es probable que los genes AR conocidos de las
bases de datos disponibles hasta la fecha representen solo una pequefia fraccion de la
poblacién "verdadera” de genes AR. El resistoma puede definirse en multiples niveles. A
nivel global, el resistoma se refiere a una gran reserva de genes de resistencia a
antibiéticos que se encuentran en el medio ambiente. Localmente, el resistoma intestinal
se refiere a los genes de resistencia a antibioticos que se encuentran en la microbiota
intestinal y, finalmente, a nivel bacteriano, se refiere a los genes resistentes transportados

por una especie bacteriana especifica (13).

La mayor parte de la informacién actual sobre la composicion y actividad de la microbiota
Gl proviene de estudios en poblaciones humanas. Sin embargo, se han realizado
estudios en perros y gatos, donde se ha encontrado evidencia que afirma que la
composicion y actividad metabdlica de la microbiota Gl varia a lo largo del tracto Gl, en
parte reflejando condiciones anatomicas y fisioldgicas inherentes a cada una de las

secciones intestinales.

En gatos y perros, asi como en otros animales monogastricos, tanto la diversidad
bacteriana (un indice que incorpora el numero de especies en un area y su abundancia
relativa) como la riqueza (nUmero de especies) son mayores en el intestino grueso en

comparacién con el estbmago y todas las regiones del intestino delgado.

La microbiota gastrointestinal incluye los tres dominios principales de la vida (arqueas,
bacterias y eucariotas), pero las bacterias constituyen el grupo de microorganismos mas
abundante y metabdlicamente activo en el tracto gastrointestinal. Por ejemplo, un estudio
metagendmico reciente mostrdé que las bacterias pueden representar hasta el 98% de
toda la microbiota fecal en perros, con Archaea, eucariotas y virus que representan solo
alrededor del 2%. Del mismo modo, un estudio reciente también utiliz6 un enfoque
metagenomico y demostro que las Eukariotas, Archaea y los virus eran componentes
menores (<3%) de la microbiota fecal en los gatos, mientras que las bacterias

representaban la gran mayoria (97.8%).
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El intestino grueso contiene grupos bacterianos principalmente dentro de los Firmicutes
y Bacteroidetes phyla. Otros phyla como Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria,
Spirochaetes, Verrucomicrobia, Cyanobacteria y Tenericutes también se identifican con

frecuencia, pero sus proporciones suelen ser bajas.

Un estudio mostro que los gatos y perros sanos pueden albergar> 90% de Firmicutes en
las heces, mientras que otros han demostrado que estas especies animales solo pueden
albergar -13% (gatos) y -35% (perros) de este filo también en las heces. Se desconocen
los motivos de estas discrepancias, pero pueden incluir diferencias en los protocolos de
extraccion de ADN, variabilidad dentro de las heces de los microorganismos intestinales,
diferencias interindividuales, la region objetivo del gen 16S rRNA, asi como las
diferencias inherentes entre las técnicas utilizadas para caracterizar la microbiota (14).

5.1.1 La microbiota gastrointestinal de gatos

5.1.1.1 Estébmago
Un estudio inicial utilizé varias técnicas de deteccién y mostro que el estomago del 91%

de los gatos domésticos (n = 58) fueron positivos para el género Helicobacter, lo que
sugiere una alta ocurrencia de este grupo bacteriano en el estémago felino. En otro
estudio, se demostrd que los gatos y los perros estan colonizados predominantemente
por H. heilmannii, pero otras especies (por ejemplo, H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis,

H. pametensis) también ha sido identificado en estas especies animales (14).

5.1.1.2 Intestino delgado.
Osbaldiston y Stowe (1971) fueron de los primeros en investigar la composicion de la

microbiota Gl en gatos (n = 12) utilizando una amplia variedad de medios de cultivo. En
este estudio, los coliformes, estreptococos, enterococos y lactobacilos fueron los grupos
predominantes de bacterias a lo largo del tracto gastrointestinal felino. Otros estudios
anteriores sugirieron que Bacteroides y Clostridium spp. fueron las bacterias mas
comunes en el duodeno de los gatos, también basadas en aislamientos culturales. Del
mismo modo, un estudio que utilizd6 técnicas moleculares y sugirid que el intestino
delgado (yeyuno) de los gatos alberga principalmente los ordenes Clostridiales y
Lactobacillales (~ 90%), pero también pequefias proporciones de al menos cinco érdenes
mas, mientras que el ileon y el colon ambos albergaban una alta proporcion (> 50%) de

Clostridiales con bajas proporciones de Actinobacterias (~ 5%) (14).
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5.1.1.3 Intestino grueso.
Un estudio reciente secuencio el gen que codifica la chaperonina universal de 60 kDa y

mostro que la microbiota fecal de los gatos estaba dominada por Actinobacteria (~ 53%)

y Firmicutes (~ 40%).

Estudios recientes que usan 454-pyrosequencing sugieren que> 90% de todas las
secuencias obtenidas de las heces de gatos sanos pertenecen al Phylum Firmicutes,
especialmente miembros de la famosa Clostridiaceae, mientras que un estudio
metagendmico sugiere que Bacteroidetes/Chlorobi es el grupo bacterial mas abundante
(~ 68%), seguido de Firmicutes (~ 13%) y Proteobacterias (~ 6%) también en las heces
de los gatos. Se especula que estas discrepancias en los porcentajes informados pueden
deberse en parte a la forma utilizada para asignar taxonomias. En parte debido a que la
mayoria de los microorganismos gastrointestinales no se han cultivado con éxito, se sabe
poco sobre el fenotipo de la microbiota gastrointestinal en los gatos. Los tres principales
acidos grasos de cadena corta (SCFA) que se encuentran en los gatos son el butirato, el
acetato y el propionato. En particular, se considera que el butirato desempefia un papel
vital en la salud humana del colon, pero se sabe poco sobre su papel en la salud intestinal
de los gatos. No obstante, las bacterias productoras de butirato se encuentran

comunmente en las heces de los gatos (14).

5.2 La familia de las Enterobacterias
Las enterobacterias constituyen una amplia familia de bacilos gramnegativos, aerobios y

anaerobios facultativos, relacionados por sus propiedades bioquimicas y genémicas.

Se caracterizan por ser poco exigentes en sus necesidades nutritivas y relativamente
resistentes a la accién de los agentes externos, por ello se encuentran muy difundidos en

el medio ambiente.

Aungue cierto numero se comportan como saprofitos del medio ambiente (agua, suelo,
plantas), en su mayoria se encuentran asociadas con el hombre o los animales y
constituyen la mayor parte de la microbiota gram negativa que coloniza el tubo digestivo,
ademas, en ocasiones pueden intervenir en procesos patdgenos intra o extraintestinales
(15).
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La familia Enterobacteriaceae es el grupo mas grande y heterogéneo de bacilos

gramnegativos con importancia clinica.

Se han descrito 50 géneros, ademas de cientos de especies y subespecies. Estos se han
clasificado en funcidén de sus propiedades bioquimicas, estructura antigénica, hibridacion

de ADN y secuenciacion del ARNr.

Las enterobacterias son microorganismos omnipresentes, se encuentran de forma
universal en el suelo, el agua, la vegetacion y son parte del microbioma intestinal normal
de muchos animales. Son los microorganismos responsables de producir una gran
variedad de enfermedades, mas del 70% de las infecciones del tracto urinario e

infecciones intestinales (16).

En relacion con su accion patégena puede distinguirse un grupo reducido de especies
que se consideran patégenos estrictos ((Salmonella typhi, Shigella, Yersinia pestis),
capaces de producir cuadros patologicos en huéspedes normales. La gran mayoria que
se comportan como patdégenos potenciales, capaces de expresar su accion patdogena
solo cuando las condiciones ecolégicas del huésped se encuentran modificadas, lo que
hace que las enterobacterias se encuentren en el origen de gran niumero de infecciones
oportunistas y, junto con Pseudomonas y bacilos gramnegativos (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis), constituyan la causa mas importante de

infecciones hospitalarias (15).

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bacilos gram negativos de tamafio
intermedio de alrededor de 0,3 a 1,0 - 1,0 a 6,0 um. Comparten un antigeno comun
(antigeno comun enterobacteriano), pueden ser inmdviles o moéviles con flagelos
peritricos (uniformemente distribuidos sobre la célula) y no forman esporas. Todos los
miembros pueden crecer rapidamente de forma aerobia o anaerobia (anaerobios

facultativos) en varios medios no selectivos (agar sangre) y selectivos (agar MacConkey).
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Figura 1. Imagen que muestra la estructura antigénica de las
enterobacterias. Tomado de Murray P. 2013 72 edicion.

La familia Enterobacteriaceae tiene unos requerimientos nutricionales sencillos:
fermentan la glucosa, reducen los nitratos y son catalasa-positivos y oxidasa-negativos.
La ausencia de actividad de citocromo oxidasa es una caracteristica importante, debido
a que se puede determinar rapidamente mediante una sencilla prueba, y se utiliza para
diferenciar a las enterobacterias de otros bacilos gramnegativos fermentadores y no

fermentadores (Vibrio, Pseudomonas) (16).

Se ha utilizado el aspecto de las bacterias en los medios de cultivo para diferenciar a los
miembros mas frecuentes de la familia Enterobacteriaceae. Por ejemplo, la capacidad de
fermentar la lactosa (detectada por cambios en el color de medios de cultivo que
contienen lactosa, como el agar MacConkey, de uso habitual) se ha utilizado para
distinguir a las cepas fermentadoras de lactosa (Escherichia, Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter y Serratia; colonias de color rosado-purpura en agar MacConkey) de las
cepas que no fermentan la lactosa o lo hacen lentamente (Proteus, Salmonella, Shigella

y especies de Yersinia; colonias incoloras en agar MacConkey). La resistencia a las sales
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biliares en algunos medios selectivos se ha utilizado para separar a los patdégenos
entéricos (Shigella, Salmonella) de los microorganismos comensales que son inhibidos
por las sales biliares (bacterias gram positivas y algunas gram negativas que estan
presentes en el aparato digestivo). Algunas enterobacterias que presentan un aspecto
mucoide (colonias de aspecto humedo, elevadas, viscosas) tienen capsulas prominentes
(p. €j., la mayoria de las cepas de Klebsiella, algunas cepas de Enterobacter y
Escherichia), mientras que otras estan rodeadas de una biopelicula viscosa difusible y

suelta.

El lipopolisacarido (LPS) termoestable es el principal antigeno de la pared celular y esta
formado por tres componentes: el polisacarido O somatico mas externo, un polisacarido
central compartido por todas las enterobacterias (antigeno comun enterobacteriano

mencionado anteriormente) y el lipido A (16).

El nucleo polisacarido resulta importante para clasificar un microorganismo como
miembro de las Enterobacteriaceae, el polisacarido O es importante para la clasificacion
epidemioldgica de las cepas dentro de una especie y el componente lipidico A del LPS

es responsable de la actividad de la endotoxina, un importante factor de virulencia.

La clasificacion epidemiolégica (seroldgica) de las enterobacterias se basa en tres
grandes grupos de antigenos: los polisacaridos O somaticos, los antigenos K de la

capsula (polisacaridos especificos de tipo) y las proteinas H de los flagelos bacterianos.

- Los antigenos O especificos de cepa estan presentes en cada género y especie,
aungue es frecuente la reactividad cruzada entre los géneros que estan muy
relacionados (p. ej., Salmonella con Citrobacter, Escherichia con Shigella). Estos
antigenos se detectan mediante aglutinacién con anticuerpos especificos.

- Los antigenos K no se usan frecuentemente para tipificar las cepas, pero son
importantes porque pueden interferir en la deteccion de los antigenos O (un
problema con algunas cepas de Salmonella). Este problema se resuelve al hervir
el microorganismo con el fin de eliminar el antigeno K termolabil y exponer el
antigeno O termoestable. (16)

- Los antigenos H son proteinas flagelares termolabiles. Pueden estar ausentes en

una ceélula o bien sufrir variaciones antigénicas y estar presentes en dos fases. La
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mayor parte de las enterobacterias son moviles, a excepcion de algunos géneros
frecuentes (p. ej. Klebsiella, Shigella y Yersinia). Las cepas modviles estan
rodeadas por flagelos (peritricos). Un gran nimero de enterobacterias posee,
asimismo, fimbrias (también conocidas como pili), las cuales se han subdividido
en dos clases generales: fimbrias comunes codificadas por el cromosoma y pili
sexuales codificados por plasmidos conjugativos. Las fimbrias comunes revisten
importancia en la capacidad de la bacteria de adherirse a receptores especificos
de la célula anfitriona, mientras que los pili sexuales o conjugativos facilitan el

proceso de transferencia genética entre las bacterias (16).

5.2.1 Escherichia coli
Las especies de Escherichia son habitantes casi universales del intestino humano y de

otros animales de sangre caliente, aunque no son los organismos dominantes en dicho
héabitat.

Escherichia puede desempefiar un papel nutritivo en el intestino, donde sintetiza
vitaminas, en particular la vitamina K. Como aerobio facultativo, probablemente ayuda a
consumir O2 y hacer anoxico el intestino. Las cepas silvestres de Escherichia no suelen
requerir factores de crecimiento, y pueden crecer con muchos tipos de fuente de carbono
y energia como azUcares, aminoacido o acidos orgénicos (17).

E. coli es el miembro mas frecuente e importante del género Escherichia. Este
microorganismo se asocia a multiples enfermedades, que incluyen la gastroenteritis e
infecciones extraintestinales, como las ITU, meningitis y sepsis. Multitud de cepas son
capaces de producir enfermedad y algunos serotipos se asocian a una mayor virulencia
(16).

Estan constituidos por enterobacterias moéviles que fermentan la lactosa (bacilos
coliformes) y la glucosa, con produccién de gas y acidos diversos (fermentacion acido-
mixta), y que presentan una respuesta caracteristica al grupo de pruebas IMVIC (++--).
Son bacilos gramnegativos (fig. 38-1) poco exigentes en sus necesidades nutritivas y
relativamente resistentes a los agentes externos, que se cultivan en medios comunes,

incluso a temperaturas de 45°C, 10 que permite diferenciarlos de los demas coliformes.
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Forman la mayor parte de la flora comensal aerobia y anaerobia facultativa del tubo
digestivo, y se eliminan por las heces al exterior. Por esto, no es infrecuente que se
encuentren en el medio ambiente, donde son capaces de sobrevivir durante cierto tiempo
en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento constituye un indicador de
contaminacion fecal reciente. Por otra parte, pueden intervenir en procesos patologicos
como patégenos verdaderos en la produccion de cuadros intestinales con diarrea o como
oportunistas en infecciones extraintestinales diversas, que también pueden ser

producidas por otras enterobacterias (15).

E. coli posee una amplia variedad de factores de virulencia. Ademas de los factores
generales que comparten todos los miembros de la familia Enterobacteriaceae, las cepas
de Escherichia poseen unos factores de virulencia especializados que se pueden

clasificar en dos categorias generales: adhesinas y exotoxinas (16).

Presentan antigenos sométicos (O), capsulares (K), flagelares (H) y en las fimbrias (F).
Los antigenos capsulares se han dividido a su vez en 3 clases L, A y B, pero esta
clasificacion ha sido revisada, recomendando la supresion del antigeno B, que nunca se
ha podido separar del antigeno O ni demostrar su individualidad, y la conversion del
antigeno proteico L en antigeno F por haberse demostrado que corresponde a fimbrias,
de manera que el antigeno K quedaria limitado al antigeno polisacarido acidico. En la
actualidad se conocen 167 antigenos O, 103 antigenos K, 75 antigenos H y alrededor de
12 antigenos F, que han permitido establecer una clasificacion de E. coli en grupos O y
serotipos, algunos de los cuales estan relacionados con cuadros patolégicos (grupos O
asociados con procesos diarreicos O can infecciones urinarias, serotipo Kl con sepsis y

meningitis neonatales) (15).

5.2.1.1 Antigenos
Las fimbrias actuan por su capacidad de adherencia. Las fimbrias tipo 1 0 manosa-

sensibles (MS) son muy ubicuas y se encuentran en la mayoria de E. coli, que se aislan
de heces normales (70-80 %). Se considera que facilitan la adherencia al moco del
intestino grueso y al moca urinario, que en gran parte esta constituido por la glicoproteina
de Horsfall y Tamm. Las fimbrias manosa-resistentes (MR), denominadas también

factores de colonizacion (CFAI, CFAIl y E8775), facilitan la fijacion en receptares
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especificos de las células de la mucosa intestinal. Por otra parte, los antigenos O y K
presentan propiedades anti fagocitarias e inhibidoras de las sustancias bactericidas del
suero y son responsables de la virulencia de las cepas invasivas, cuya sintesis esta

codificada por plasmidos de elevado peso molecular (140 Mdaltons) (15).

5.2.1.2 Toxinas
Al igual que todas las enterobacterias, presentan una endotoxina ligada al

lipopolisacarido, en especial al lipido A, responsable de la accion pirdégena y
probablemente de las alteraciones vasculares que se producen en las infecciones
generalizadas. Pero, ademas, algunas cepas pueden producir exotoxinas responsables
de la produccién de diarreas, cuya sintesis esta codificada por la presencia de plasmidos
(plasmidos ent.), que a su vez pueden contener genes asociados con la capacidad de
adherencia y otras propiedades (produccion de colicinas, hemolisinas y resistencia a los
antibioticos) (15).

Por otra parte, existen cepas de E. coli caracterizadas par su capacidad de penetrar e
invadir las células del epitelio intestinal (E. coli enteroinvasivos). Se considera que la
capacidad de penetracion es debida a la presencia de antigenos superficiales, en
especial de proteinas de la membrana externa, cuya sintesis esta codificada por
plasmidos de 140 Mdaltons, al igual que se ha demostrado en el género Shigella. Por
otra parte, se ha sugerido en algunos E. coli enteropatdogenos (0, 26) la posibilidad de
produccion de enterotoxinas semejantes a las producidas por S. dysenteriae
(enterotoxinas citotdxicas), que presentarian una accion téxica directa sobre las células
del epitelio intestinal, responsable de la destruccion de las microvellosidades del
enterocito y de la produccion de diarrea. También se ha demostrado que el serotipo 0
157 produce una enterotoxina citotoxica (Verotoxina) sobre las células endoteliales de

los vasos responsables de diarreas hemorragicas.

5.2.1.3 Fermentos
Algunas cepas de E. coli son hemoliticas y se han descrito dos hemolisinas, una asociada

al soma bacteriano y otra difusible, cuya importancia como determinantes de la

patogenicidad no se conoce.
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El cultivo se efectia en placas de agar-sangre o en medios diferenciales poco selectivos
(EMB, MacConkey), seleccionando las colonias fermentadoras de lactosa y procediendo

a su identificacion por pruebas metabdlicas (15).

Las cepas de E. coli que provocan gastroenteritis se sub-dividen en los cinco principales
grupos siguientes: E. coli enterotoxigénica, enteropatdgena, enteroagregativa,
enterohemorragica y enteroinvasiva. Los tres primeros grupos ocasionan principalmente
una diarrea secretora que afecta al intestino delgado, mientras que los dos ultimos

afectan sobre todo al intestino grueso (16).

5.2.2 Klebsiella

Las enterobacterias oportunistas en su mayoria forman parte de la flora normal del tubo
digestivo o proceden del medio externo. Se caracterizan por presentar exigencias
nutritivas escasas y ser relativamente resistentes a los agentes externos y a un gran
namero de antibiéticos. Por ello, son muy ubicuas, se difunden en el medio ambiente,
forman parte de la flora hospitalaria y son capaces de sobrevivir en medios minimos y

aun de colonizar la piel y mucosas de los enfermos hospitalizados.

Su accién patdgena es escasa, pero puede manifestarse cuando se produce un aumento
de susceptibilidad del huésped, debido a una disminucion o inhibiciéon de sus mecanismos
defensivos, ya de las defensas externas por alteraciones anatomicas o fisiologicas de la
piel y mucosas (introduccion directa de microorganismos por heridas, quemaduras,
punciones, catéteres urinarios e intravenosos) o de las defensas generales del
organismo, como consecuencia de la propia enfermedad o de los tratamientos a que ha

sido sometido (corticoides, radiaciones, citostaticos).

Corresponden en su mayoria a los llamados “bacilos coliformes”, grupo heterogéneo de
enterobacterias fermentadoras rapidas y lentas de la lactosa, que incluyen los géneros
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Hafnia y Citrobacter, a los que se incluyen
algunas no fermentadoras, como Proteus, Morganella, Providencia, Edwardsiella y los

géneros de reciente adquisicion (15).

Las bacterias pertenecientes al género Klebsiella son enterobacterias inmdviles, en su

gran mayoria productoras de ureasa, poseen una capsula prominente que confiere el
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aspecto mucoide a las colonias aisladas y la mayor virulencia de los microorganismos in

Vivo.

Los miembros de este género que se aislan con mayor frecuencia son K. pneumoniae y
Klebsiella oxytoca, los cuales pueden producir una neumonia lobular primaria adquirida.

Estas bacterias producen también infecciones de heridas, de tejidos blandos e ITU (16).

Pero las Klebsiellas se encuentran mas frecuentemente en el suelo y en el agua. La
mayoria de las cepas de Klebsiella también fijan nitrogeno, una propiedad que no es

caracteristica de otras bacterias entéricas (17).

Presentan un antigeno capsular K y un antigeno somatico O, que por pruebas de
aglutinacion o de hinchamiento de la capsula ha permitido dividir el género en 11 grupos
O y 80 tipos K, algunos de los cuales presentan reacciones cruzadas con los
polisacaridos capsulares del neumococo. Algunas cepas presentan fimbrias y, ademas,
se ha demostrado la produccion de bacteriocinas (klebocinas). Se conocen dos especies:
K. pneumoniae y K. oxytoca, y la primera se divide en 3 subespecies: K. pneumoniae
subespecie pneumoniae, K. pneumoniae subespecie ozaenae y K. pneumoniae
subespecie rhinoscleromatis. K. pneumoniae subespecie pneumoniae y K. oxytoca son
las mas frecuentes y difundidas en la naturaleza (agua, vegetales, alimentos). Se
encuentran en las vias respiratorias superiores del 5-10 % de personas normales y se
aislan del 20 % de esputos y también de las heces, por lo que su hallazgo no es
significativo. Intervienen en procesos neumonicos, que, a diferencia de la neumonia
neumocécica, se caracterizan por presentar una clara tendencia a la necrosis, con
formacion de abscesos y elevada mortalidad, especialmente en alcohdlicos y enfermos
hospitalizados. Las subespecies rhinoscleromatis y ozaenae se encuentran en las vias
respiratorias superiores con menos frecuencia. La primera esta relacionada con el
rinoscleroma, tumor granulomatoso, de crecimiento lento, que se inicia en la mucosa
nasal, bucal, de la faringe y de la laringe, y progresa por contigiidad produciendo
destrucciones y trastornos mecanicos. K. pneumoniae subespecie ozaenae se encuentra
asociada con casos de ocena, rinitis atrofica con secrecion mucopurulenta y un olor fétido
muy penetrante, cuya etiologia no se conoce; también se ha aislado de infecciones

urinarias, otitis y procesos diversos (15).
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5.3 Clasificacion y mecanismo de accién de antibioticos

En el mundo, se fabrican y utilizan anualmente més de 10.000 toneladas de diversos

farmacos antimicrobianos.

Los farmacos antimicrobianos son compuestos que matan microorganismos en el
hospedador o controlan su crecimiento. Los antimicrobianos eficaces tienen una toxicidad

selectiva, inhiben o matan los agentes patdgenos sin causar dafio al hospedador (17).

Los farmacos antimicrobianos se clasifican segun su estructura molecular, mecanismo

de accion, y espectro de actividad antimicrobiana.

5.3.1 Inhibicién de la sintesis de la pared celular

El mecanismo més comudn de actividad antibidtica es la interferencia en la sintesis de la
pared celular bacteriana. La mayoria de los antibioticos activos sobre la pared se
clasifican en antibioticos B-lactamicos (p. €j., penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas,
carbapenems, monobactams, inhibidores de [B-lactamasa), asi denominados porque

comparten una estructura de anillo -lactdmico comun.

Otros antibioticos que interfieren en la construccion de la pared celular bacteriana son la
vancomicina, la daptomicina, la bacitracina y los siguientes agentes antimicobacterianos:

isoniazida, etambutol, cicloserina y etionamida.

El principal componente estructural de la mayoria de las paredes de las células
bacterianas es la capa de peptidoglicano. La estructura basica es una cadena de 10 a 65
residuos disacaridos que constan de moléculas en alternancia de N-acetilglucosamina y
acido N-acetilmuramico. A continuacion, estas cadenas se entrecruzan con puentes
peptidicos que crean una malla rigida que recubre la bacteria. La construccion de las
cadenas y el entrecruzamiento estan catalizados por enzimas especificas (p. €j.,
transpeptidasas, transglucosilasas, carboxipeptidasas) que son miembros de una gran

familia de serina proteasas.

Estas enzimas reguladoras reciben también la denominacion de proteinas fijadoras de
penicilinas (PBP, del inglés penicillin-binding proteins), porque son las dianas de los

antibiodticos B-lactdmicos. Cuando las bacterias en crecimiento quedan expuestas a estos
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antibidticos, el antibiético en cuestién se une a PBP especificas de la pared celular
bacteriana e inhibe el ensamblaje de las cadenas de peptidoglucano. Esto, a su vez,
activa autolisinas que degradan la pared celular, lo que da lugar a la muerte de la célula

bacteriana. Asi, los antibidticos B-lactdmicos actian como agentes bactericidas (16).

5.3.1.1 Penicilinas
Las penicilinas son antibioticos muy eficaces con una toxicidad extraordinariamente baja.

El compuesto basico es un &cido orgénico con un anillo B-lactamico obtenido a partir del
cultivo del hongo Penicillium chrysogenum. Si el hongo crece por un proceso de
fermentacion, se producen grandes cantidades del &cido 6-aminopenicilanico (el anillo -
lactdmico se fusiona con un anillo tiazolidinico). La modificacion bioquimica de este
intermedio produce antibiéticos que poseen una mayor resistencia a los acidos del
estdbmago, una mayor absorcion en el tracto gastrointestinal, resistencia a la destruccion
por la penicilinasa o un espectro de actividad mas amplio que incluye bacterias
gramnegativas. La penicilina G es inactivada por el acido gastrico; por ello, se utiliza
principalmente como farmaco intravenoso para el tratamiento de infecciones causadas
por el limitado numero de microorganismos sensibles. La penicilina V es mas resistente
al acido y es la forma oral preferida para el tratamiento de las bacterias sensibles. Las
penicilinas resistentes a la penicilinasa, como la meticilina y la oxacilina, se emplean para

tratar infecciones causadas por estafilococos sensibles (16).

La ampicilina fue la primera penicilina de amplio espectro, aunque el espectro de actividad
frente a los bacilos gramnegativos se limitaba principalmente a especies de Escherichia,
Proteus, y Haemophilus. Otras penicilinas (p. ej., carbenicilina, ticarcilina, piperacilina)
son eficaces frente a una gama mas amplia de bacterias gramnegativas, entre las que
figuran especies de Klebsiella, Enterobacter y Pseudomonas. Se han combinado

penicilinas seleccionadas con inhibidores de las B-lactamasas.

Los inhibidores de las B-lactamasas (p. €j., &cido clavulanico, sulbactam, tazobactam)
son relativamente inactivos por si mismos, pero, cuando se combinan con algunas
penicilinas (es decir, ampicilina, amoxicilina, ticarcilina, piperacilina), son eficaces en el
tratamiento de algunas infecciones causadas por bacterias productoras de (B-lactamasa.

Los inhibidores se unen irreversiblemente a las B-lactamasas bacterianas susceptibles y
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las inactivan (aunque no todas son fijadas por estos inhibidores), lo que permite al

farmaco acompafante que desestructure la sintesis de la pared celular bacteriana (16).

5.3.1.2 Cefalosporinas y cefamicinas
Las cefalosporinas son antibidticos B-lactamicos derivados del acido 7-

aminocefalosporanico (el anillo B-lactamico se fusiona con un anillo dihidrotiazinico) que

fue aislado originalmente a partir del hongo Cephalosporium.

Las cefamicinas estan estrechamente relacionadas con las cefalosporinas, excepto que
contienen oxigeno en lugar de azufre en el anillo dihidrotiazinico, lo que las hace mas
estables a la hidrélisis por las B-lactamasas. Las cefalosporinas y las cefamicinas tienen
el mismo mecanismo de accién que las penicilinas; sin embargo, tienen un espectro
antibacteriano mas amplio, son resistentes a muchas B-lactamasas y tienen propiedades

farmacocinéticas mejoradas (p. ej., una mayor semivida).

Las modificaciones bioquimicas en la molécula antibidtica basica dieron lugar a una
mejora en la actividad y en las propiedades farmacocinéticas. Las cefalosporinas poseen
una mayor actividad frente a bacterias gramnegativas que las penicilinas. Esta actividad,
a su vez, varia entre las diferentes «generaciones» de las cefalosporinas. La actividad de
los antibiéticos de primera generacién de corto espectro queda restringida principalmente
a especies de Escherichia coli, Klebsiella, Proteus mirabilis y cocos grampositivos
sensibles a oxacilina. Muchos de los antibiéticos de segunda generacién de espectro
expandido poseen una actividad adicional frente a Haemophilus influenzae y especies de

Enterobacter, Citrobacter y Serratia, y algunos anaerobios, como Bacteroides fragilis.

Los antibiéticos de tercera generacion de amplio espectro y los antibiéticos de cuarta
generacion de espectro extendido son activos frente a la mayoria de las enterobacterias

y Pseudomonas aeruginosa.

Los antibioticos de espectro extendido ofrecen la ventaja de una mayor estabilidad frente
a las B-lactamasas. Lamentablemente, las bacterias gramnegativas han desarrollado
rapidamente resistencia a la mayoria de cefalosporinas y de cefamicinas (principalmente
como consecuencia de la produccion de B-lactamasas), que ha comprometido de modo

significativo el empleo de todos estos agentes (16).
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5.3.1.3 Carbapenems y monobactams
Otras clases de antibidticos B-lactamicos son los carbapenems (p. ej., imipenem,

meropenem, ertapenem, doripenem) y los monobactams (p. ej., aztreonam). Los
carbapenems son antibiéticos de amplio espectro importantes, ampliamente prescritos,
que son activos frente a muchos grupos de microorganismos. En cambio, los
monobactams son antibioticos de corto espectro que son activos solo frente a bacterias
gramnegativas aerobias. Las bacterias anaerobias y las bacterias grampositivas son
resistentes. La ventaja de los antibioticos de corto espectro es que pueden emplearse
para tratar infecciones causadas por microorganismos sensibles sin afectar a la poblacién
bacteriana protectora normal del paciente. A pesar de esta ventaja, los monobactams no

se emplean con frecuencia (16).

5.3.2 Inhibicion de la sintesis de proteinas
La accion principal de los agentes en la segunda clase mas importante de antibioticos es

la inhibicion de la sintesis de proteinas.

5.3.2.1 Aminoglucésidos
Los antibidticos aminoglucésidos constan de amino azucares unidos por medio de

enlaces glucosidicos a un anillo aminociclitol. La estreptomicina, la neomicina, la
kanamicina y la tobramicina fueron aisladas originalmente de especies de Streptomyces,
y la gentamicina y la sisomicina fueron aisladas de especies de Micromonospora. La
amikacina y la netilmicina son derivados sintéticos de la kanamicina y la sisomicina,
respectivamente. Estos antibidticos ejercen su accion al pasar a través de la membrana
externa bacteriana (en bacterias gramnegativas), la pared celular y la membrana
citoplasmatica al citoplasma, en donde inhiben la sintesis de proteinas al unirse de modo
irreversible a las proteinas ribosémicas 30S. Esta unién a los ribosomas tiene dos efectos:
produccion de proteinas aberrantes como consecuencia de una lectura errénea del ARN
mensajero (ARNm) y la interrupcion de la sintesis de proteinas al producir la liberacion

prematura del ribosoma del ARNm.

Los aminoglucdésidos son bactericidas por su capacidad para unirse irreversiblemente a
los ribosomas y se utilizan comunmente para tratar infecciones graves causadas por
bacilos gramnegativos (p. ej., enterobacterias, Pseudomonas, Acinetobacter) y algunos

microorganismos grampositivos. La penetracion a través de la membrana citoplasmatica
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€S un proceso aerobico que requiere energia; por tanto, los anaerobios son resistentes a
los aminoglucosidos y los microorganismos sensibles en un ambiente de anaerobiosis (p.
ej., abscesos) no responden al tratamiento. Los estreptococos y los enterococos son
resistentes a los aminoglucosidos porque los aminoglucésidos no penetran a través de la
pared celular de estas bacterias. El tratamiento de las infecciones causadas por estos
microorganismos requiere la coadministracion de un aminoglucésido con un inhibidor de
la sintesis de la pared celular (p. €j., penicilina, ampicilina, vancomicina) que facilite la
captacion del aminoglucésido. Los antibiéticos de esta clase utilizados con mayor

frecuencia son la amikacina, la gentamicina y la tobramicina (16).

Los tres aminoglucésidos se utilizan para tratar infecciones sistémicas causadas por
bacterias gramnegativas sensibles. La amikacina posee la mejor actividad y con
frecuencia se reserva para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias
gramnegativas que son resistentes a la gentamicina y a la tobramicina. La estreptomicina
no esta facilmente disponible, pero se ha empleado para el tratamiento de la tuberculosis,
la tularemia y las infecciones causadas por estreptococos 0 enterococos resistentes a

gentamicina (en combinacién con una penicilina).

La resistencia a la accion antibacteriana de los aminoglucésidos puede desarrollarse de
cuatro modos distintos: 1) mutacién del sitio de union en el ribosoma, 2) menor captacion
del antibiético al interior de la célula bacteriana, 3) mayor expulsion del antibiotico de la
célula o 4) modificacién enzimatica del antibiético. EI mecanismo de resistencia mas
comun es la modificacién enzimatica de los aminoglucésidos. Se lleva a cabo por la
accion de fosfotransferasas (amino-glucosido fosfotransferasas [APH]; siete descritas),
adenil-transferasas (adenina nucleétido translocasas [ANT]; cuatro descritas) y
acetiltransferasas (acetil-CoA carboxilasas [AAC]; cuatro descritas) en los grupos amino
e hidroxilo del antibiotico. Las diferencias en la actividad antibacteriana entre los
aminoglucésidos vienen determinadas por su relativa susceptibilidad a estas enzimas.
Los otros mecanismos por los que las bacterias pueden desarrollar resistencia a los
aminoglucésidos son relativamente infrecuentes. La resistencia causada por alteracion
del ribosoma bacteriano requiere la mutacion sistematica de multiples copias de los

genes ribosomicos que existen en la célula bacteriana. La resistencia causada por una
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inhibicion en el transporte del antibidtico al interior de la célula bacteriana se observa en
ocasiones en Pseudomonas, pero se observa con mayor frecuencia en bacterias
anaerobias. Este mecanismo produce una resistencia cruzada de bajo nivel a todos los
aminoglucosidos. Se produce un eflujo activo de los aminoglucésidos sélo en bacterias

gramnegativas y rara vez se observa (16).

5.3.2.2 Tetraciclinas
Las tetraciclinas son antibidticos bacteriostaticos de amplio espectro que inhiben la

sintesis proteica en las bacterias al unirse de modo reversible a las subunidades
ribosémicas 30S, bloqueando de este modo la union del aminoacil-ARN de transferencia
(ARNt) al complejo ribosoma 30S-ARNm. Las tetraciclinas (es decir, tetraciclina,
doxiciclina, minociclina) son eficaces en el tratamiento de las infecciones causadas por
especies de Chlamydia, Mycoplasma y Rickettsia y otras bacterias grampositivas y
gramnegativas seleccionadas. Todas las tetraciclinas poseen un espectro de actividad
similar, y las diferencias principales entre los antibidticos son sus propiedades
farmacocinéticas (la doxiciclina y la minociclina se absorben facilmente y tienen una
semivida prolongada). La resistencia a las tetraciclinas puede originarse a partir de una
menor penetracion del antibidtico en el interior de la célula bacteriana, un eflujo activo del
antibidtico fuera de la célula, una alteracién del sitio diana ribosémico o una modificacion
enzimatica del antibiético. Las mutaciones en el gen cromosémico que codifica la proteina
porina de la membrana externa, OmpF, pueden llevar a una resistencia de bajo nivel a
las tetraciclinas, asi como a otros antibiéticos (p. ej., B-lactamicos, quinolonas,

cloranfenicol).

Los investigadores han identificado una variedad de genes en diferentes bacterias que
controlan el eflujo activo de las tetraciclinas fuera de la célula. Es ésta la causa de
resistencia mas comun. La resistencia a las tetraciclinas puede ser consecuencia también
de la produccion de proteinas similares a factores de elongacion que protegen el
ribosoma 30S. Cuan-do asi sucede, el antibidtico puede adn unirse al ribosoma, pero no

se desestructura la sintesis proteica (16).

5.3.2.3 Macrélidos
La eritromicina, derivada de Streptomyces erythreus, es el antibiético macrolido modelo.

La estructura basica de esta clase de antibiéticos es un anillo lactbnicomacrociclico unido
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a dos azucares, desosamina y cladinosa. La modificacion de la estructura macrolida llevo

al desarrollo de la azitromicina, la claritromicina y la roxitromicina.

Los macrdlidos ejercen su efecto al unirse de modo reversible al ARN ribosémico (ARNT)
23S de la subunidad ribosémica 50S, que bloquea la elongacion polipeptidica. Lo mas
frecuente es que la resistencia a los macrélidos se origine de la metilacion del ARNr 23S,
impidiendo la union por el antibidtico. Otros mecanismos de resistencia incluyen la
inactivacion de los macrélidos por enzimas (p. €j., esterasas, fosforilasas, glucosidasa) o
mutaciones en el ARNr 23S y en las proteinas ribosomicas. Los macroélidos son
antibioticos bacteriostaticos con un amplio espectro de actividad. Se han empleado en el
tratamiento de infecciones pulmonares causadas por especies de Mycoplasma,
Legionellay Chlamydia, asi como en el tratamiento de infecciones causadas por especies
de Campylobacter y bacterias grampositivas en pacientes alérgicos a la penicilina. La
mayoria de las bacterias gramnegativas son resistentes a los macrélidos. También se
han utilizado la azitromicina y la claritromicina en el tratamiento de infecciones causadas

por micobacterias (p. €j., complejo Mycobacterium avium) (16).

5.3.2.4 Clindamicina
La clindamicina (de la familia de los antibiéticos de la lincosamida) es un derivado de la

lincomicina, que fue aislada originalmente de Streptomyces lincolnensis. Al igual que el
cloranfenicol y los macrolidos, la clindamicina bloquea la elongacién proteica al unirse al
ribosoma 50S. Inhibe la peptidil transferasa al interferir en la unién del complejo
aminoacido-acil-ARNt. La clindamicina es activa frente a los estafilococos y bacilos
gramnegativos anaerobios, pero es generalmente inactiva frente a bacterias
gramnegativas aerobias. La metilacion del ARNr 23S es el origen de la resistencia
bacteriana. Dado que tanto la eritromicina como la clindamicina pueden inducir esta
resistencia enzimatica (también de mediacion plasmidica), se observa resistencia

cruzada entre estas dos clases de antibidticos (16).

5.3.2.5 Estreptograminas
Las estreptograminas son una clase de péptidos ciclicos producidos por especies de

Streptomyces. Estos antibiéticos se administran en forma de combinacion de dos

componentes, estreptograminas del grupo A y del grupo B, que actian sinérgicamente
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para inhibir la sintesis proteica. El antibiotico actualmente disponible de esta clase es la

quinupristina-dalfopristina.

La dalfopristina se une a la subunidad ribosémica 50S e induce un cambio en la
conformacion que facilita la unién de la quinupristina. La dalfopristina previene la
elongacion de la cadena peptidica, y la quinupristina da comienzo a una liberacion
prematura de las cadenas peptidicas del ribosoma. Este farmaco de combinacion es
activo frente a estafilococos, estreptococos y E. faecium (pero no E. faecalis). El empleo
del antibidtico ha quedado restringido principalmente al tratamiento de infecciones por E.

faecium resistente a vancomicina (16).

5.3.3.1 Quinolonas
Las quinolonas son una de las clases de antibidticos mas utilizados. Son agentes

quimioterapéuticos sintéticos que inhiben la topo isomerasa de tipo Il (girasa) en el ADN
bacteriano o la topoisomerasa de tipo IV, que se requieren para la replicacion,
recombinacion y reparacion del ADN. La subunidad girasa A del ADN es la principal diana
quinoldnica en las bacterias gramnegativas, mientras que la topoisomerasa de tipo IV es
la principal diana en las bacterias grampositivas. La primera quinolona utilizada en la
practica clinica fue el acido nalidixico. Se empled este farmaco para tratar infecciones del
tracto urinario causadas por una variedad de bacterias gramnegativas, pero se desarrollo
con rapidez resistencia a este farmaco, lo que hizo que dejara de utilizarse. Este farmaco
ha sido reemplazado en la actualidad por quinolonas mas modernas y mas activas, como

el ciprofloxacino, el levofloxacino y el moxifloxacino.

La modificacion de los dos anillos del nidcleo conduce a las nuevas quinolonas
(denominadas fluoroquinolonas). Estos antibiéticos poseen una excelente actividad
frente a bacterias grampositivas y gramnegativas, aunque puede desarrollarse
resistencia rapidamente en Pseudomonas, estafilococos resistentes a oxacilina y
enterococos. En particular, las quinolonas mas modernas de espectro extendido poseen

una actividad significativa frente a bacterias grampositivas

La resistencia a las quinolonas estd mediada por mutaciones cromosomicas en los genes

estructurales de la ADN girasa y en la topoisomerasa de tipo IV. Otros mecanismos
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incluyen una menor captacion del farmaco causada por mutaciones en los genes
reguladores de la permeabilidad bacteriana, y una hiperexpresion de bombas de eflujo
que de modo activo eliminan el farmaco. Cada uno de estos mecanismos esti

principalmente mediado por el cromosoma (16).

5.3.3.2 Antimetabolitos
Las sulfamidas son antimetabolitos que compiten con el &cido p-aminobenzoico, con lo

que se previene la sintesis del acido félico requerido por ciertos microorganismos. Dado
gue los mamiferos no sintetizan acido folico (requerido como vitamina), las sulfamidas no

interfieren en el metabolismo celular de los mamiferos.

La trimetoprima es otro antimetabolito que interfiere con el metabolismo del acido folico
al inhibir la dihidrofolato reductasa, con lo que se previene la conversion de dihidrofolato
a tetrahidrofolato. Esta inhibicion bloquea la formacion de timidina, algunas purinas,
metionina y glicina. La trimetoprima se combina cominmente con el sulfametoxazol para
producir una combinacién sinérgica activa en dos etapas en la sintesis del acido fdlico.
La dapsona y el acido p-aminosalicilico también son antifolatos cuya utilidad ha sido
demostrada en el tratamiento de infecciones micobacterianas. Las sulfamidas son
eficaces frente a una amplia gama de microorganismos grampositivos y gramnegativos,
tales como Nocardia, Chlamydia y algunos protozoos. Las sulfamidas de accién corta,
como el sulfisoxazol, se encuentran entre los farmacos de eleccion para el tratamiento
de las infecciones agudas del tracto urinario causadas por bacterias sensibles, tales como

E. coli.

El trimetoprima-sulfametoxazol es eficaz frente a una gran variedad de microorganismos
grampositivos y gramnegativos y es el farmaco de eleccion para el tratamiento de las
infecciones agudas y cronicas del tracto urinario. La combinacion también es eficaz en el
tratamiento de las infecciones causadas por Pneumocystis jirovecii, infecciones
bacterianas del tracto respiratorio inferior, otitis media y gonorrea no complicada. La
resistencia a estos antibioticos puede originarse por una variedad de mecanismos. Las
bacterias tales como Pseudomonas son resistentes como consecuencia de barreras de

permeabilidad. Una menor afinidad de la dihidrofolatoreductasa puede ser el origen de la
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resistencia a trimetoprima. Ademas, las bacterias que utilizan timidina exégena (p. €j.,

enterococos) también son intrinsecamente resistentes (16).

5.4 Mecanismos de resistencia

La resistencia a antimicrobianos es la capacidad adquirida de un organismo para resistir
los efectos de un agente quimioterapéutico al que usualmente es sensible. La mayor parte
de la resistencia a antimicrobianos es debida a genes de resistencia que se transfieren
por intercambio genético (17).

La resistencia a un antibiético significa que un microorganismo puede crecer 0 sobrevivir
en presencia de una concentracion de antibiético que suele ser suficiente para inhibir o
matar organismos de la misma especie. Los términos "susceptible" y "resistente"
relacionados con los antibidticos se suelen utilizar en la practica clinica para inferir el

probable éxito o fracaso del tratamiento.

Los microorganismos pueden ser intrinsecamente resistentes a un antibiotico o

desarrollar resistencia después de la exposicion a ese antibibtico (resistencia adquirida)
(8).

Existen diversas razones por las que los microorganismos pueden tener una resistencia

inherente a un antibiético:

1. El microorganismo puede carecer de la estructura que inhibe el antibiético; por
ejemplo, algunas bacterias como los Micoplasmas, carecen de una pared celular
tipica, por lo que son resistentes a las penicilinas.

2. El organismo puede ser impermeable al antibidtico; por ejemplo, la mayoria de las
bacterias Gram negativas son impermeables a la penicilina G.

3. El organismo puede alterar el antibi6tico inactivandolo. Muchos estafilococos
producen B-lactamasas que rompen el anillo B-lactdmico de la mayoria de las
penicilinas.

4. EIl organismo puede modificar la diana del antibiotico por un cambio genético, la
alteracion puede tener lugar en una ruta metabdlica que blogquea el antimicrobiano.
El organismo desarrolla entonces una ruta bioquimica resistente; por ejemplo,

muchos patdégenos desarrollan resistencia a sulfonamidas. Debido a que estas
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inhiben la produccién de acido folico en bacterias, pero las bacterias resistentes
modifican su metabolismo incorporando acido félico ya sintetizado del medio,
obviando asi la necesidad de una ruta que pueda ser bloqueada por las
sulfonamidas.

5. El organismo puede ser capaz de bombear hacia fuera un antibiético que haya

entrado en la célula (eflujo) (caso de la tetraciclina) (17).
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Figura 2. Mecanismos basicos de resistencia a los B-lactamicos en bacterias Gram negativas.

i) Desactivacion de B-lactamicos, por p-lactamasas codificadas por plasmidos o cromosomas que tienen
actividad hidrolitica.

ii) Cambio en el sitio dinamico de las PBP que dificultan la unién de las moléculas de B-lactdmicos a las
PBP.

iii) Reduccién de la permeabilidad de la membrana externa por modificaciones de las porinas, cambio en
los tipos de porinas que se encuentran en la membrana externa o pérdida completa de la expresion de
las porinas

iv) salida de B-lactamicos al exterior de la bacteria a través de la activacion de la bomba de eflujo.
Tomado de Hussain, Hafiz Iftikhar. Genetic basis of molecular mechanisms in -lactam resistant gram-
negative bacteria. 2021.
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La resistencia adquirida puede desarrollarse como resultado de una mutacién o
transferencia directa de genes que codifican un mecanismo de resistencia. La
transferencia de genes de resistencia puede ocurrir mediante una variedad de
mecanismos que incluyen la conjugacion (transferencia de genes transportados en
plasmidos, que también se conocen como elementos genéticos maoviles), transformacion
(transferencia directa de ADN desnudo) o transduccion (transferencia de ADN similar por
bacteri6fago). EI material genético, incluidos los genes de resistencia a los antibiéticos,
puede propagarse de manera muy eficaz entre bacterias, incluso las de especies no

relacionadas (8).

Los mecanismos moleculares de resistencia a los antibiéticos han contribuido
significativamente a nuestro conocimiento de la estructura y funcién celular. Los procesos
de resistencia estan ampliamente distribuidos en el reino microbiano; la mayoria puede

diseminarse mediante uno o mas mecanismos distintos de transferencia de genes. (9)
A continuacion, se mencionan detalladamente los principales mecanismos de resistencia:

5.4.1 Bombas de expulsion (eflujo)
El eflujo como mecanismo de resistencia a los antibiéticos se describié originalmente para
las tetraciclinas (McMurry et al., 1980), ahora se aprecia mucho y se encuentra

comunmente (18).

Los sistemas de eflujo capaces de transportar multiples antimicrobianos se dividen en su
mayoria en cinco clases de proteinas distintas: la superfamilia de facilitadores principales
(MFS), la familia de cassettes de unién a ATP (ABC), la familia de division de nodulacién
de resistencia (RND), la familia de resistencia a multiples farmacos pequefios (SMR) (en
si mismo un miembro de la superfamilia de transportadores de farmacos/metabolitos
[DMT]) y la familia de extrusion de compuestos toxicos y de multiples farmacos (MATE)
(19).

La salida de proteinas de las familias RND, SMR, MF y MATE esta impulsada por la

fuerza motriz de protones (y sodio) y, por lo tanto, se denomina transporte secundario.

La hidrélisis de ATP impulsa el flujo de salida en los transportadores primarios (ABC).

Las proteinas de eflujo también vienen en dos tipos generales. Algunos, como los
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transportadores de tetraciclina y macrolido, son sistemas de eflujo de un solo componente
que tienen perfiles de sustrato estrechos, que actian sobre unos pocos agentes o
multiples agentes dentro de la misma clase de drogas. Otros, como los miembros de la
familia RND, requieren dos proteinas adicionales para conferir resistencia, pero son
capaces de unirse a multiples compuestos estructuralmente no relacionados y conferir
amplios fenotipos de resistencia. Las organizaciones de los sistemas de eflujo basados
en RND, que se encuentran en varias bacterias gramnegativas, les permiten transportar
farmacos desde el citoplasma y a través de las membranas interna y externa de la

envoltura celular (18).

Los mas importantes con respecto a la resistencia a agentes clinicamente relevantes son
los miembros de la familia RND. Originalmente se pensé que se limitaba a las bacterias
Gram-negativas, pero ahora se han identificado miembros de la familia RND en todos los
reinos principales, aunque en realidad se ha demostrado que solo los miembros de los
organismos Gram-negativos desempefian un papel en la salida y resistencia a multiples

farmacos.

Los transportadores RND funcionan junto con una proteina de fusion de membrana
periplasmica (MFP) y una proteina de membrana externa, ahora llamada factor de
membrana externa (OMF). Esta organizacion permite la salida de antibidticos a través de

ambas membranas de un tipico organismo Gram-negativo.

Apuntar al flujo de salida y/o a la barrera de la membrana externa es claramente un
enfoque para promover la acumulacién de farmacos dentro de la célula bacteriana,

aumentando asi la susceptibilidad bacteriana a los antimicrobianos.

Los estudios han confirmado mutaciones, por ejemplo, que la pérdida de mecanismos de
salida de multiples farmacos como AcrAB en E. coliy en P. aeruginosa comprometera la

resistencia antimicrobiana tanto intrinseca como adquirida significativamente (19).

5.4.2 Modificacion de la molécula blanco

Puede ser una alteracion estructural que impida la union de un antibiético, o un

mecanismo por el cual la ruta metabdlica que normalmente se inhibe es desviada por otra
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alternativa. Esto se ve en la resistencia a las sulfonamidas y en los Staphylococcus
aureus resistentes a la meticilina (MRSA), que ha adquirido una nueva proteina de unién

a penicilina de Staphylococcus scuiri.

Los cambios importantes en el sitio objetivo incluyen topoisomerasas Il y IV (quinolonas),
la subunidad b de la ARN polimerasa dependiente de ADN (rifamicinas) y la metilacion
del objetivo 23S (macrélidos de 14/15 miembros) (1).

5.4.3 Disminucién de la permeabilidad

La membrana externa de la envoltura de las células gramnegativas es una barrera para
los compuestos hidrofobicos e hidrofilicos. Para eludir esta barrera de permeabilidad,
estos organismos han desarrollado proteinas de porina (p. ej., OmpF en E. coli y OprD
en P. aeruginosa) que funcionan como puntos de entrada y salida "no especificos" para

antibioticos y otras sustancias quimicas organicas de molécula pequefia (18).

Las porinas son estructuras proteicas incrustadas en la membrana bilipidica externa solo
de los organismos gramnegativos. Controlan lo que entra y sale de la célula en funcién
del tamafio y la carga moleculares. Las mutaciones en los elementos genéticos que
codifican las porinas (mutaciones de permeabilidad) pueden excluir un antibiético o

multiples antibidticos.

Pseudomona aeruginosa tiene dos membranas lipidicas externas, produce B-lactamasas

de manera constitutiva y, por lo tanto, tiende a ser mas resistente que los coliformes.

Alternativamente, los organismos pueden excretar activamente antibiéticos, en particular
tetraciclinas, macrélidos y quinolonas. Las bombas de eflujo pueden regularse al alza,
generalmente por la exposicion al antibidtico en cuestion. S. aureus resistente a la
eritromicina por excrecion activa sigue siendo sensible a la clindamicina, pero la mutacion

mas comun en el sitio de destino afecta la susceptibilidad a ambos antibioticos (1).

Imipenem (y en menor medida meropenem) y los aminoacidos basicos pasan a traves de
la porina OprD; las mutaciones que disminuyen la expresion de la porina contribuyen a la
resistencia clinica al imipenem. Ademas, la expresion de OprD vy el sistema de eflujo de

MexEF-OprM esta corregulado, y de esta manera puede desarrollarse resistencia a los
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carbapenémicos y otros sustratos de MexEF-OprM en mutantes donde la expresion de

OprD y la bomba de expulsién ha sido alterada.

En 1996, Hiramatsu y sus colegas identificaron aislados clinicos de S. aureus en Japén
gue exhibian un nivel intermedio de resistencia a la vancomicina (las cepas de S. aureus
con resistencia intermedia [VISA] a la vancomicina), y poco después aparecieron en los
Estados Unidos organismos adicionales con un fenotipo insensible a los glucopéptidos
(los aislados GISA). Una caracteristica destacada de los aislados de VISA es la presencia
de una pared celular engrosada. Se presume que esta propiedad atrapa la vancomicina
y evita que el antibiotico alcance su objetivo. Mas recientemente, el mismo grupo realizé
una caracterizacion preliminar de los aislamientos de VISA y encontré una susceptibilidad
reducida a la daptomicina. Aungue sin duda se necesitan caracterizaciones moleculares
y bioquimicas adicionales, los hallazgos si conllevan una nota de advertencia. Las
mutaciones que ofrecen resistencia a la polimixina B en P. aeruginosa presumiblemente
involucran cambios en la envoltura de la célula bacteriana que no involucran porinas. En
Salmonella enterica serovar Typhimurium, PmrAB (un sistema regulador de dos
componentes) regula la resistencia a la polimixina modificando el lipopolisacéarido y el
lipido A. El sistema de salida RosAB de Yersinia enterocolitica también afecta la

susceptibilidad a la polimixina B (18).

5.4.4 Inactivacion por enzimas

La produccién de enzimas capaces de introducir cambios quimicos en la molécula
antimicrobiana es un mecanismo bien conocido de resistencia antibiotica adquirida tanto

en bacterias gramnegativas como grampositivas (20).

Las enzimas que modifican los farmacos antibacterianos se dividen en dos clases
generales: aquellas como las [B-lactamasas que degradan los antibiéticos y otras
(incluidas las proteinas modificadoras de macrolidos y aminoglucosidos) que realizan

transformaciones quimicas (18).

Curiosamente, la mayoria de los antibioticos afectados por estas modificaciones

enzimaticas ejercen su mecanismo de accion inhibiendo la sintesis de proteinas a nivel
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de los ribosomas. Se han descrito muchos tipos de enzimas modificadoras y las

reacciones bioguimicas mas frecuentes que catalizan incluyen:

)] acetilacion (aminoglucésidos, cloranfenicol, estreptograminas),
1)) fosforilacién (aminoglucosidos, cloranfenicol) y

iii) adenilacion (aminoglucésidos, lincosamidas).

Independientemente de la reaccion bioquimica, el efecto resultante a menudo se
relaciona con un impedimento estérico que disminuye la avidez del farmaco por su

objetivo, lo que, a su vez, se refleja en CIM bacterianas mas altas (20).

5.4.4.1 Hidrdlisis
Otra reaccion bioquimica sobresaliente, en este caso muchos antibioticos tienen enlaces

quimicos hidroliticamente susceptibles (por ejemplo, ésteres y amidas), cuya integridad
es fundamental para la actividad bioldgica. Entonces, no sorprende que haya varios
ejemplos de enzimas que han evolucionado para atacar y escindir estos enlaces
vulnerables y, como resultado, proporcionar un medio para destruir la actividad
antibiotica. El principal de ellos es un grupo de amidasas que escinden el anillo lactamico
de las clases de farmacos penicilina y cefalosporina. Otros ejemplos también incluyen
esterasas que se han relacionado con la resistencia a los antibioticos macrolidos y las
epoxidasas de apertura del anillo con resistencia a la fosfomicina. Debido a que estas
enzimas solo requieren agua como co-sustrato, a menudo pueden ser excretadas por las
bacterias, interceptando asi los antibiéticos antes de que entren en contacto con las
bacterias (21).

5.4.4.2 Enzimas inactivadoras de antibioticos
Pueden llegar a producirse en gran exceso, alrededor del organismo (p. €j., b-lactamasas

de S. aureus), o en cantidades limitadas en el espacio periplasmico de algunas bacterias
Gram-negativas. El efecto in vivo es similar, pero estos ultimos organismos pueden
parecer sensibles in vitro. Clasicamente, esto se ve en Enterobacter spp. resistente a
antibioticos B-lactamicos de espectro extendido como piperacilina y cefotaxima; la
exposicion del organismo a inductores como penicilina, clavulanato, ciertas
cefalosporinas e imipenem puede “activar” la produccidon de betalactamasas

cromosémicas (AmpC).
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Las B-lactamasas clasicas TEM (Escherichia coli) y SHV (Klebsiella spp.) que inactivan
la ampicilina, han mostrado una notable capacidad para mutar a formas de espectro
extendido (que inactivan la cefoxitina y el cefotetan) y la resistencia a los inhibidores (no
inhibidos por el clavulanato o el tazobactam). La cefotaximasa ctx-M surgié por escape
del cromosoma de Kluyvera spp. y ahora estd muy extendida en Enterobacteriaceae,
incluida E. coli. Otras enzimas inactivadoras clasicas incluyen la

cloranfenicolacetiltransferasa y las enzimas modificadoras de aminoglucésidos (1).

5.5 B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE)

Las B-lactamasas son enzimas versatiles con una gama limitada de estructuras
moleculares que se encuentran en una diversidad de fuentes bacterianas. Su
caracteristica comun es la capacidad de hidrolizar compuestos quimicos que contienen
un anillo B-lactamico. Se han clasificado bioquimicamente en dos amplias divisiones
segun el mecanismo por el cual realizan la hidrdlisis, ya sea a través de la formacion de
una enzima acilo con una serina en el sitio activo o mediante una reaccion hidrolitica y
una reaccion facilitada por uno o dos iones esenciales de zinc en los sitios activos de las

metalo- B-lactamasas (22).

Las B-lactamasas se describieron por primera vez a principios de la década de 1940, un
afo antes de que la penicilina se introdujera en el mercado, sin embargo, existe evidencia
de su existencia durante millones de afos. Las infecciones causadas por S. aureus
resistente a la penicilina se volvieron clinicamente relevantes después de que la penicilina
estuvo ampliamente disponible y se descubrié que el mecanismo de resistencia era una
penicilinasa codificada por un plasmido que se transmitia facilmente entre las cepas de
S. aureus, lo que resultd en una rapida diseminacion del rasgo de resistencia. Para
superar este problema, se fabricaron nuevos compuestos 3-lactdmicos con un espectro
de actividad mas amplio y menos susceptibilidad a las penicilinasas (como la ampicilina).
Sin embargo, durante la década de 1960 se encontré entre los gram negativos una nueva
B-lactamasa codificada por plasmido capaz de hidrolizar la ampicilina (denominada TEM-

1 por el nombre del paciente en el que se encontrd originalmente).

A partir de entonces, el desarrollo de nuevas generaciones de B-lactamicos ha sido

seguido sistematicamente por la rapida aparicion de enzimas capaces de destruir
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cualguier compuesto novedoso que llega al mercado, en un proceso que es un excelente
ejemplo de evolucidén bacteriana adaptativa impulsada por antibioticos. Los genes que
codifican para las B-lactamasas generalmente se denominan “bla”, seguidos del nombre
de la enzima especifica (p. ej., blaKPC) y se han encontrado en el cromosoma o
localizados en MGE como parte del genoma accesorio. Estos genes también se pueden
encontrar formando parte de integrones, situacion que facilita su diseminacion. En cuanto
a su expresion, la transcripcion de estos genes puede ser constitutiva o puede requerir

una sefal externa para inducir su produccién (20).

5.5.1 Clasificacion

Los primeros esquemas de clasificacion se basaban en las tasas de hidrdlisis relativas
de las penicilinas y las primeras cefalosporinas, junto con la respuesta enzimética a los
agentes modificadores de proteinas. A medida que se introdujeron sustratos e inhibidores
adicionales en la practica clinica y la secuenciacion de genes se volvid6 econémica y
rutinaria, las caracteristicas tanto moleculares como funcionales se combinaron en un

esquema de clasificacion mas completo.

En la actualidad, se han distinguido al menos 17 grupos funcionales asociados con las
cuatro clases moleculares. Las enzimas todavia se diferencian con respecto a la hidrolisis
relativa de los sustratos de B -lactamicos, penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y

monobactamicos (22).

Las B-lactamasas se clasifican utilizando esquemas basados en la funcién (el sistema de
Bush-Jacoby-Medeiros) o la estructura (clasificacibn de Ambler), pero en general se
dividen ampliamente en enzimas con un sitio activo de serina y aquellas que requieren

un cofactor de iones metalicos.

El esquema de clasificacion de Ambler divide las B-lactamasas en cuatro grupos: las
enzimas de clase A, C y D son proteinas con un residuo de serina en sus sitios activos y
las proteinas de clase B son metaloenzimas dependientes de zinc. Algunas proteinas de
clase A funcionan como B-lactamasas de espectro extendido y como carbapenemasas.
Las metaloenzimas de clase B que hidrolizan los carbapenémicos son susceptibles de
inhibicion por EDTA, mientras que no son susceptibles de inhibicion por clavulanato (un

inhibidor de la B-lactamasa). AmpC, una enzima inducible y generalmente cromosomica
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gue se encuentra en muchas especies de Enterobacteriaceae y P. aeruginosa, es la
enzima clase C prototipo. Informes recientes han descrito genes ampC transmitidos por
plasmidos que pueden transferirse entre E. coli, Klebsiella spp. y Salmonella spp. Las
enzimas de clase D se han encontrado solo en unas pocas especies, como P. aeruginosa,

Acinetobacter spp. y Aeromonas spp. (18).

Se reconocen cuatro grupos principales de enzimas. Los grupos 1, 2 y 4 son ser-3-
lactamasas, mientras que los miembros del grupo 3 son metalo-B-lactamasas. El grupo
1 estd compuesto por cefalosporinasas que son poco inhibidas por el acido clavulanico,
inhibidor de la lactamasa [3; el grupo 2 esta compuesto por penicilinasas sensibles al
acido clavulanico e incluye las denominadas betalactamasas de espectro extendido
(BLEE); y el grupo 4 estd compuesto por lactamasas que son poco inactivadas por el
acido clavulanico y no encajan en las otras categorias. Las Ser-B-lactamasas actian a
través de un mecanismo catalitico covalente que recuerda a las proteinasas y esterasas
de Ser, donde un sitio activo de Ser realiza un ataque nucleofilico de apertura de anillo
en el anillo de lactama. A esto le sigue luego la escision hidrolitica del intermedio
enzimatico covalente. Este mecanismo es paralelo a la inactivacion por B-lactdmicos de
las transpeptidasas de peptidoglicano bacterianas extracelulares, que son los objetivos
de estos antibioticos en los que el farmaco modifica covalentemente un sitio activo Ser.
Sin embargo, en este caso, la configuracion del sitio activo de estas transpeptidasas no
permite el facil acceso del agua para completar la segunda mitad de la reaccion de la
lactamasa y, por lo tanto, el intermedio acil-enzima es un complejo sin salida que da como
resultado la titulaciébn enzimatica y el consiguiente deterioro de la sintesis de la pared
celular. La similitud en el mecanismo entre las peptidasas de peptidoglucano y las Ser-h-
lactamasas también se extiende a su estructura tridimensional y se ha especulado que
estan vinculadas evolutivamente. Las metalo-B-lactamasas son miembros de la Zn-
lactamasas, la familia mas amplia de hidrolasas dependientes y alguna vez se penso que
tenian una importancia clinica minima, aunque han surgido durante la ultima década
como causas importantes de resistencia a los carbapenémicos en bacterias Gram-

negativas (21).
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Figura 3. Relaciones moleculares y funcionales entre 3-lactamasas. AV. Avibactam; CA, acido
clavulanico; Ch, carbapenem; Cp, cefalosporina; E, cefalosporina de espectro expandido; M,

monobacta; P, peniclina. Tomado de Bush K. Past and present perspectives on [3-lactamases.
2018.

El primer informe de una enzima hidrolizante de B-lactamicos de origen natural en E. coli
se publicé incluso antes de que se comercializara el uso de la penicilina. En 1960, la B-
lactamasa mediada por pladsmido blaTEM se informdé por primera vez en Grecia.
Posteriormente, se identificaron otros tipos transmisibles de B-lactamasas, por ejemplo,
blaSHV-1. Estas 3-lactamasas confieren resistencia a las penicilinas y las cefalosporinas

de espectro reducido, pero no a las penicilinas o cefalosporinas de espectro extendido.
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Poco después, se generalizaron los nuevos agentes B-lactamicos de espectro mas
amplio (p. €j., cefalosporinas con cadena lateral oximino, cefamicinas, carbapenémicos y
monobactdmicos). Posteriormente, pronto comenzaron a surgir nuevas familias de b-
lactamasas. Uno de los grupos de este tipo de enzimas con mayor “éxito” epidemiologico
es el de las lactamasas de espectro extendido (BLEE). Las BLEE son serina [3-
lactamasas, caracterizadas segun su clasificacion de Ambler bioquimicamente funcional
como clase A, y son inhibidos por inactivadores de B-lactamasa, como clavulanato o
tazobactam. Esta caracteristica constituye la base para el diagnéstico fenotipico de
bacterias productoras de BLEE en muchos laboratorios, midiendo el halo de inhibicion de
los aislados en presencia y ausencia de inhibidor de B-lactamasa (BLI; es decir, el “test
de BLEE”). Segun la clasificacion funcional Bush-Jacoby-Medeiros, las BLEE se
clasifican en el grupo 2be.

Aunque las Enterobacteriaceae productoras de BLEE hidrolizan penicilinas,
cefalosporinas (excluidas las cefamicinas) y monobactamicos, su grado de actividad
hidrolitica puede variar mucho. Este grado variable de actividad hidrolitica da como
resultado tanto desafios diagndsticos como controversias relacionadas con la eficacia del
tratamiento de agentes para los cuales los aislamientos supuestamente son

"susceptibles” (23).

Segun la clasificacion de Ambler, mas de 1800 variantes descritas se clasifican en cuatro
tipos de B-lactamasas segun la secuencia de proteinas: A (serina penicilinasas), B
(metalo-B-lactamasas), C (cefalosporinasas) o D (oxacilinasas); que muestran resistencia
a la penicilina, la mayoria de los betalactamicos, las cefalosporinas y la cloxacilina,
respectivamente. Estas variantes también se pueden clasificar en funcion de sus perfiles
fenotipicos Bush y Jacoby (2010); sin embargo, en su mayoria se sigue la clasificacion
de Ambler. La clase Ay la clase D consisten en BLEE y se componen principalmente de
enzimas CTX-M, TEM, SHV y OXA,; Las [3-lactamasas de clase B consisten en metal-lo-
B-lactamasas (NDM-1), mientras que la clase C contiene B-lactamasas AmpC. Muchos
genes productores de B-lactamasas con estos mecanismos también son responsables
de la resistencia contra diferentes clases de antibiéticos, como aminoglucésidos, B-

lactdmicos y fluoroquinolonas. Es bien sabido que la principal resistencia microbiana se
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debe a la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), betalactamasas
AmpC y carbapenemasas. En todas las cefalosporinas de primera, segunda y tercera
generacion y aztreonam, el anillo betalactamico es hidrolizado por las B-lactamasas,
mientras que la mayoria de las cefalosporinas de cuarta generacion también se ven
afectadas por la BLEE (24).

5.5.2 Clasificaciéon de las BLEE

Las BLEE son un grupo de enzimas que descomponen los antibioticos que pertenecen a
los grupos de las penicilinas, las cefalosporinas, en general todos los antibiéticos del

grupo de los B-lactamicos y los vuelven ineficaces.

Las BLEE se han definido generalmente como B-lactamasas transmisibles que pueden
ser inhibidas por acido clavulanico, tazobactam o sulbactam, y que estan codificadas por
genes que pueden intercambiarse entre bacterias. La variante genética actualmente mas
comun de BLEE es CTX-M (4).

5.5.2.1 Tipo SHV
La familia SHV de B-lactamasas parece derivar de Klebsiella spp. El progenitor de la clase

de enzimas SHV, SHV-1, se encuentra universalmente en K. pneumoniae. En muchas
cepas de K. pneumoniae, el gen que codifica SHV-1, o su aparente precursor, LEN-1,
también reside dentro del cromosoma bacteriano; puede ser que el gen de SHV-1B-
lactamasa haya evolucionado como un gen cromosomico en Klebsiella y luego se
incorpord a un plasmido que se ha propagado a otras especies de enterobacterias. El
SHV-1 confiere resistencia a las penicilinas de amplio espectro como la ampicilina, la
tigeciclina y la piperacilina, pero no a las cefalosporinas sustituidas con oxiimino. La SHV-
1b-lactamasa es responsable de hasta el 20% de la resistencia a ampicilina mediada por
plasmidos en especies de K. pneumoniae. (4).

5.5.2.2 Tipo de TEM
TEM-1, reportado por primera vez a partir de un aislado de E. coli en 1965, tiene perfiles

de sustrato e inhibicion similares a los de SHV-1. TEM-1 es capaz de hidrolizar penicilinas

y cefalosporinas de primera generacion, pero es incapaz de atacar a la oxiimino
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cefalosporina. La primera variante de TEM con mayor actividad contra las cefalosporinas
de espectro extendido fue TEM-3. TEM-2, el primer derivado de TEM-1, tenia una
sustitucion de un solo aminoacido de la B-lactamasa original. Esto provoc6 un cambio en
el punto isoeléctrico de un pl de 5,4 a 5,6, pero no cambi6 el perfil del sustrato. TEM-3,
reportada originalmente en 1989, fue la primera B-lactamasa de tipo TEM que mostré el
fenotipo BLEE. En retrospectiva, es posible que TEM-3 no haya sido la primera BLEE de
tipo TEM. Klebsiella oxytoca, que alberga un plasmido portador de un gen que codifica la
resistencia a la ceftazidima, se aislé por primera vez en Liverpool, Inglaterra, en 1982. La
B-lactamasa responsable fue lo que ahora se llama TEM-12. Curiosamente, la cepa
procedia de una unidad neonatal que habia sido atacada por un brote de K. oxytoca que
producia TEM-1. Este es un buen ejemplo de la aparicion de BLEE como respuesta a la
presion selectiva inducida por las cefalosporinas de espectro extendido (4).

5.5.2.3 Tipo CTX
Ha surgido una nueva familia de b-lactamasas que hidroliza preferentemente a la

cefotaxima. Se ha encontrado en aislamientos de Salmonella enterica serovar,
Typhimurium, E. coli principalmente y algunas otras especies de Enterobacteriaceae.
Estos no estan muy relacionados con TEM o SHVb-lactamasas. Ademas de la rapida
hidrolisis de la cefotaxima, otra caracteristica Unica de estas enzimas es que son mejor
inhibidas por el inhibidor de b-lactamasa tazobactam que por sulbactam y clavulanato.
Las B-lactamasas CTX-M se encuentran exclusivamente en el grupo funcional 2 y se cree
gue se originan a partir de genes cromosémicos de BLEE gue se encuentran en Kluyvera
spp. un patégeno oportunista de las Enterobacteriaceae que se encuentran en el medio
ambiente. Las primeras proteinas CTX-M de resistencia a antibitticos y B-lactamasas de
espectro extendido se descubrieron a fines de la década de 1980 y en la actualidad se
han secuenciado mas de 100 variantes. Segun sus secuencias de aminoacidos, se
pueden dividir en cinco grupos. El origen de las enzimas CTX-M es diferente al de TEM
y BLEE SHV (4).

Mientras que SHV-BLEE y TEM-BLEE se generaron mediante sustituciones de
aminoacidos de sus enzimas originales, CTX-M BLEE se adquirieron mediante la
transferencia horizontal de genes de otras bacterias utilizando aparatos genéticos como

plasmidos conjugativos o transposones. Las secuencias de genes que codifican las

58| Pagina



enzimas CTX-M muestran una gran similitud con las de las b-lactamasas de la especie
Kluyvera. Ademas, las secuencias de genes adyacentes a los genes CTX-M de
Enterobacteriaceae también son similares a las que rodean los genes de b-lactamasa en
los cromosomas de las especies de Kluyvera. Los estudios cinéticos han demostrado que
las B-lactamasas tipo CTX-M hidrolizan la cefalotina o la cefaloridina mejor que la
bencilpenicilina y que hidrolizan preferentemente la cefotaxima sobre la ceftazidima.
Aunque hay algo de hidrdlisis de ceftazidima por estas enzimas, por lo general no es
suficiente para proporcionar resistencia clinica a los organismos en los que residen. Se
ha sugerido que el residuo de serina en la posicidon 237, que esta presente en todas las
enzimas CTX-M, juega un papel importante en la actividad de espectro extendido de las
B-lactamasas de tipo CTX-M. Aungue se ha demostrado que no es esencial, el residuo
Arg-276 se encuentra en una posicion equivalente a Arg-244 en las BLEE de tipo TEM o
SHV, como sugiere el modelo molecular, y también puede desempefiar un papel en la
hidrolisis de oxiimino cefalosporinas. Datos cristalograficos recientes para la enzima
Toho-1 sugirieron que habia una mayor flexibilidad de las hebras b3 que interactian y el
bucle x de esta enzima en comparacion con otras B-lactamasas de clase A. Ademas, la
falta de enlaces de hidrogeno en la vecindad del xloop podria explicar el fenotipo de

espectro extendido (4).

5.5.2.4 Tipo OXA
Las b-lactamasas de tipo OXA se denominan asi debido a su capacidad para hidrolizar

la oxacilina. Estas b-lactamasas se caracterizan por tasas de hidrdlisis de cloxacilina y
oxacilina superiores al 50% de las de la bencilpenicilina. Ocurren predominantemente en
P. aeruginosa, pero se han detectado en muchas otras bacterias Gram negativas. De
hecho, la B-lactamasa de tipo OXA mas comun, OXA-1, se ha encontrado en 1 a 10% de
los aislados de E. coli. Las BLEE de tipo OXA se descubrieron originalmente en
aislamientos de P. aeruginosa de un solo hospital en Ankara, Turquia. En Francia, se
encontr6 un nuevo derivado de OXA-10 (numerado OXA-28) en un aislado de P.
aeruginosa. Una nueva BLEE (OXA-18) y un derivado de espectro extendido de la b-
lactamasa OXA-13 de espectro estrecho (numerada OXA-19) también se han descubierto
en Francia en aislamientos de P. aeruginosa. La evolucion de las B-lactamasas de tipo

OXA de BLEE a partir de enzimas originales con espectros mas estrechos tiene muchos
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paralelismos con la evolucién de las BLEE de tipo SHV y TEM. Lamentablemente, existen
muy pocos datos epidemioldgicos sobre la propagacion geografica de las BLEE de tipo
OXA (4).

5.5.2.5 Tipo POR

Las BLEE de tipo PER comparten solo alrededor del 25-27% de homologia con las BLEE
conocidas de tipo TEM y SHV. La PER-1b-lactamasa hidroliza eficazmente las penicilinas
y las cefalosporinas y es susceptible a la inhibicion del &cido clavulanico. PER-1 se
detectd por primera vez en P. aeruginosa, y mas tarde en aislados de S. enterica serovar
Typhimurium y Acinetobacter. En Turquia, hasta el 46 % de los aislamientos
nosocomiales de Acinetobacter spp. y se encontré que el 11% de P. aeruginosa produce
PER-1. PER-2, que comparte un 86 % de homologia con PER-1, se ha detectado en S.
enterica serovar Typhimurium, E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis y Vibrio cholerae
O1 El Tor (4).

5.5.2.6 Tipo GES
GES-1 se describi6 inicialmente en un aislado de K. pneumoniae de un paciente recién

nacido recién trasladado a Francia desde la Guayana Francesa. GES-1 tiene actividad
hidrolitica contra penicilinas y cefalosporinas de espectro extendido, pero no contra
cefamicinas o carbapenémicos, y es inhibido por inhibidores de b-lactamasas. Estas
propiedades enzimaticas se asemejan a las de otras BLEE de clase A; por lo tanto, GES-

1 fue reconocido como miembro de BLEE (4).

5.5.2.7 VEB-1, BES-1 y otro tipo BLEE
También se han descrito otras enzimas inusuales que tienen BLEE (por ejemplo, BES-1,

CME-1, VE-B-1, PER, SFO-1 y GES-1). Estas nuevas enzimas se encuentran con poca

frecuencia, los detalles de estas enzimas se revisan en otra parte.

5.5.3 Deteccion

La observacion de organismos que albergan BLEE proporciona informacion util a los
profesionales de la salud, puesto que algunos pacientes que presentan infecciones con
este tipo de bacterias, a menudo son dificiles de tratar. En la mayoria de los casos los
tratamientos de infecciones causadas por organismos productores de BLEE con
cefalosporinas de espectro extendido o aztreonam puede resultar en el fracaso, incluso

cuando los organismos causantes parecen ser susceptibles a estos agentes mediante
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pruebas de susceptibilidad de rutina. Ademas, los pacientes colonizados o infectados con
organismos productores de BLEE deben tomar precauciones de contacto para evitar la
transmision hospitalaria. Estos casos especificos requieren la deteccion de organismos
productores de BLEE en laboratorios clinicos especializados.

El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio de EE. UU. (CLSI) y el Comité
Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST) ha logrado la revisién

de los puntos de corte especificos para la deteccion de bacterias productoras de BLEE

(4).

Las directrices aprobadas por el CLSI y el EUCAST se utilizan para interpretar la
susceptibilidad bacteriana, la resistencia y los puntos de corte. Estas reglas definen qué
acciones se deben tomar para reducir los errores después de recibir resultados

especificos de susceptibilidad antimicrobiana (25).

5.5.4. Deteccion fenotipica

La mayoria de los métodos descritos para detectar microorganismos productores de
BLEE han sido disefiados para Enterobacterias y se fundamentan en el caracter inhibible
de estas enzimas por el acido clavulanico u otros inhibidores de R-lactamasas. Existen
también otros métodos basados en bioensayos, en el analisis del perfil de substrato o en
técnicas moleculares, aunque son MAas propios para su caracterizacion. Cualquier
método elegido debe ir precedido de un riguroso analisis del perfil de sensibilidad a los
antimicrobianos, con los criterios habituales de lectura interpretada del antibiograma,

gue permita detectar fenotipos compatibles con la presencia de BLEE (26).

La estrategia estandar para detectar BLEE y otras B-lactamasas consta de dos etapas:

1) deteccion de resistencia a una o mas oxiiminocefalosporinas
2) confirmacién de BLEE, AmpC u otra produccion de enzimas.

La susceptibilidad o resistencia de las bacterias a diversos compuestos antimicrobianos
puede determinarse utilizando métodos de dilucion en caldo, difusion en disco, pruebas

de tira MIC, medios de cultivo cromogénicos o sistemas automatizados.

El método de difusion en disco de Kirby-Bauer es un método estandarizado para las

pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (25).
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Este método es de los mas difundido en los laboratorios clinicos, también se le conoce
como de aproximacion de discos, de doble difusion con discos o método de Jarlier, quien

lo describié por primera vez en 1988 (26).

El microorganismo patdgeno se cultiva en placas con agar Mueller-Hinton en presencia

de varios discos de papel de filtro impregnados con antimicrobianos (25).

Consiste en la disposicibon de un disco convencional de amoxicilina/acido
calvulanico (20/10 pg) en el centro de una placa a una distancia de 30 mm de otros discos
con cefalosporinas, por ejemplo: ceftazima (30 pg), cefotaxima (30 pg), ceftriaxona (30
Mg) y aztreonam (30 ug). La confirmacion de la produccion de BLEE se basa en la sinergia

entre las oxiimino-cefalosporinas y el &cido clavulanico.

La presencia o ausencia de zonas de inhibicion es una medida indirecta de la capacidad
del compuesto para inhibir ese microorganismo (26).

La ampliacion de alguno de los halos de inhibicion manifiesta la produccion de BLEE. Si
se observa un “aumento” de la zona de inhibicion entre la cefalosporina y los discos de
clavulanico, se predice la produccion de BLEE. Este fenbmeno suele denominarse “cola

de pescado” “corcho de champan”, “ojo de cerradura”, “puntos suspensivos” o “imagen

fantasma”.

Se recomienda la prueba de difusion en disco de Kirby-Bauer para todas las bacterias de
la familia Enterobacteriaceae a fin de verificar la susceptibilidad a cefotaxima (CTX) y

ceftazidima (CAZ) (o cefpodoxima) y para detectar cepas productoras de BLEE.

Igualmente, el método es adecuado para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
de caracter primario y, de acuerdo con los puntos de corte clinicos proporcionados por
EUCAST o CLSI, las bacterias pueden dividirse en tres grupos: susceptibles, intermedias
y resistentes a diferentes antibidticos, esto dependera de la medida del diametro creado
por el halo de inhibicion (CLSI, 2012; EUCAST, 2013). Se encontro que la prueba de
difusién de disco para BLEE tiene sensibilidades muy altas (96 %) al probar cefotaxima,
cefepima y ceftazidima, cefpodoxima o aztreonam en comparacion con otros métodos
como Vitek2 y ESBL Etes (25).
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Esta prueba ha sufrido diferentes modificaciones para aumentar su eficiencia entre ellas,
la reduccién de la distancia entre los discos (a 20 mm), la utilizacion de un in6culo
algo mas elevado que el habitual en las pruebas de difusién y la utilizacién de
cefaloporinas de cuarta generacion, esencialmente la cefepima. Con ello se facilita la
deteccidn de cepas con BLEE con poca eficiencia hidrolitica y, por lo tanto, con halos
de inhibicion poco afectados, asi como de microorganismos productores de R3-
lactamasa AmpC (Enterobacter cloacae, E.aerogenes, Citrobacter freundii, Serratia

marcescens, Morganella morganii) que podrian enmascarar su presencia (26).

Las pruebas confirmatorias fenotipicas para BLEE, como el método de sinergia de doble
disco (DDSM), la prueba de sinergia de cuatro discos, el método de difusion de disco
combinado (CDDM) y la prueba de gradiente (prueba ESBLE y método de microdilucién
en caldo), se han aplicado durante mas de 25 afos. Cabe sefalar que la BLEE se pudo
identificar en casi el 100% de todos los casos mediante el uso de una segunda prueba

confirmatoria (25).

5.5.5. Deteccion genotipica
La determinacion de si una BLEE especifica esta presente en un aislado clinico es

relacionada con las enzimas TEM y SHV es un proceso complicado porque las
mutaciones puntuales alrededor de los sitios activos de las secuencias TEM y SHV han
llevado a cambios de aminoacidos que aumentan el espectro de actividad de las enzimas
parentales, como en TEM1, TEM2 y SHV1. El método molecular cominmente utilizado
es la amplificacion por PCR de los genes blaTEM y blaSHV con cebadores de
oligonucledtidos, seguida de secuenciacién. La secuenciacion es esencial para
discriminar entre las enzimas parentales no BLEE (p. ej., TEM1, TEM2 o SHV1) y las
diferentes variantes de BLEE TEM o SHV (p. €., TEM3, SHV2, etc.). Productos sin
secuenciacion, en un aislado que produce una BLEE, por lo general proporciona
evidencia suficiente de que el gen ablaCTX-M es responsable de este fenotipo. Esto es
diferente a los tipos de BLEE TEM y SHV. Varios estudios recientes han descrito varios
enfoques moleculares para la deteccion rapida de organismos positivos para BLEE en
busca de la presencia de diferentes genes blaCTX-M. Esto involucré un ensayo de PCR
que usoO cuatro conjuntos de cebadores para amplificar genes de CTX-Mb-lactamasa
especificos de grupo, amplificacion de un fragmento de ADN universal especifico para la
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mayoria de los diferentes grupos de CTX-Mb-lactamasas, PCR duplex, PCR multiplex,
PCR en tiempo real, pirosecuenciacion e hibridacion de linea. Sin duda, las técnicas
moleculares tienen el potencial de desempefiar un papel esencial en el entorno de
laboratorio para la deteccion, el seguimiento y la monitorizacion de la propagacion de un
gran numero de organismos que producen enzimas CTX-M en entornos comunitarios y

hospitalarios en tiempo real (4).

La transposicion de un solo nucled6tido en los genes que codifican la resistencia a las B-
lactamasas puede generar resistencia a las cefalosporinas de espectro extendido porque
estos genes estan relacionados con SHV-1, TEM-1 y TEM-2. Muchos aislados de
gramnegativos muestran resistencia a los antibiéticos B-lactdmicos por hidrélisis porque
contienen BLEE; por lo tanto, se reduce la eficacia de esos antibidticos para
enfermedades desarrolladas por estas bacterias. Ademas, los plasmidos que albergan
genes BLEE a menudo contienen genes que desarrollan resistencia a
trimetoprim/sulfametoxazol y aminoglucésidos, principalmente debido a la resistencia
provocada por plasmidos a cefalosporina. Existe una clara relacién entre la produccion
de BLEE vy la resistencia a las quinolonas en ausencia de una reduccion de la
susceptibilidad a las quinolonas mediada por plasmidos. Los estudios epidemiologicos
encontraron que Asia tiene la mayor prevalencia de enzimas BLEE en K. pneumonie y E.
coli; China ocupa la primera posicion en E. coli productora de BLEE.

5.5.6 Otras BLEE

Las BLEEs raras, por ejemplo, IBC-1, TLA-1, BES-1 y SFO-1, solo se han identificado en
algunas especies de la familia Enterobacteriaceae. Otras BLEE se estudian
principalmente en P. aeruginosa de diferentes territorios pequefios. Su mecanismo
multifactorial de resistencia (transferencia horizontal de genes mediada por plasmidos,
pérdida de porina, presion selectiva de carbapenem, bombas de expulsion) y las cepas
mostraron resistencia a muchos antibioticos, incluidos piperacilina, cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima, aztreonam y gentamicina. La co-presencia de genes BLEE en
el mismo plasmido constituye una amenaza significativa de transferencia a otras especies
(24).
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Aislamiento bacteriano

El aislamiento de las cepas de enterobacterias se llevo a cabo a partir de Julio de 2018 a
enero de 2019. Se realiz6 la toma de muestra via rectal con hisopos estériles individuales
a felinos domésticos. Como criterio de inclusion para pertenecer a este estudio los
pacientes debian presentar un adecuado estado de salud y no manifestar signos clinicos
de enfermedad, ni alguna alteracion entérica. El transporte de muestras se realizé en
tubos individuales de 13 x 100 mm con 5ml de medio liquido de peptona de caseina
adicionado con Vancomicina a 20 pg por litro como antibiotico. Cuando fue necesario su
almacenamiento se hizo en condiciones de refrigeracion (4° C), de lo contrario el

sembrado de las muestras se realizé6 de manera inmediata.

6.2 Sembrado de muestras

El cultivo de las muestras obtenidas de los pacientes felinos se realizé en un medio estéril
con ayuda de dos mecheros de Fisher, un asa bacterioldégica promedio no desechable y
como técnica de sembrado se empleé la estria cruzada. Los agares se prepararon de
acuerdo a las especificaciones del fabricante, todo el proceso se realizd dentro de las
instalaciones del laboratorio de microbiologia del Hospital Veterinario para pequefnas
especies de la BUAP. El sembrado se efectud primeramente en placas Petri con medio
EMB adicionado con un antimicrobiano, en este caso se eligio cefotaxima a 2 pg por litro.
Con el propésito de crear un criterio de exclusion para el desarrollo de las bacterias, cuya
caracteristica sea proliferar en un medio con cualidades que inhabilitan el crecimiento, lo
cual nos indica que posiblemente se trate de una bacteria resistente, debido a que a pesar
de la cantidad de antibiotico en el medio de cultivo la bacteria ser4 capaz de crecer

después de 24 horas de incubacion a 37°C.

65|Pagina



Figura 4. Equipo utilizado durante el procesamiento de muestras.

A. Incubadora. B. Mechero de Fisher. C. Autoclave.
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Figura 5. A. Cepa de E. coli sembrada en Agar EMB. B. Cepa de Klebsiella
sembrada en Agar EMB a las 24 horas posteriores a la incubacion.

. A N\
\ .

Y
.

S : : O, Y/ J .-'." i ;g
Figura 6. Ay B. Muestras provenientes de pacientes felinos, sembradas en
Agar EMB positivas al crecimiento después de 24 horas de incubacion.

Una vez que la muestra se desarrolld, las cepas se cultivaron nuevamente, esta vez en
un medio MacConkey, debido a que este medio es tanto selectivo como diferencial, ya
gue contiene sales biliares y cristal de color violeta, que inhibe el crecimiento de bacterias

grampositivas y selecciona bacterias gramnegativas. También contiene lactosa, que
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permite la diferenciacion de bacterias gramnegativas en funcién de su capacidad para
fermentar este carbohidrato. Los organismos que fermentan lactosa producen acidos que
reaccionan con el indicador de pH rojo neutro y producen un color rosado. Por lo tanto,
tiene la funcién de ser una primera prueba bioquimica que contribuye a la identificacién

de la bacteria aislada.

— u

Figura 7. Ay B. Muestras en Agar MacConkey, positivas a la fermentacion
de Lactosa.

Figura 8. Muestra M-11 sembrada en Agar TSA para su conservacion.
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6.3 Identificacion de especie

Se obtuvieron colonias de un medio TSA previamente seleccionadas y aisladas, todas
las muestras fueron revisadas, asegurandose de que no presentaran alguna
caracteristica que indique se encuentran diferentes tipos de cepas en una sola placa,
para garantizar que las muestras a procesar pertenezcan a un cultivo puro y sin

contaminantes.

Se realizaron pruebas bioquimicas estandares para la identificacion de las cepas
aisladas: MIO (prueba Indol, Ornitina y Movilidad), LIA (Agar Hiero Lisina), Citrato de
Simmons, TSI (Agar Hierro Triple Azucar), MRVP (prueba rojo de metilo y Voges
Proskauer), Fenilalanina y Urea.

La serie tradicional de pruebas bioquimicas se prepar6 de la manera rutinaria, utilizando
tubos de ensayo de 13 x 100 mm con 5 ml de medio en cada tubo y dejando solidificar
con pico de flauta los medios soélidos y sin pico de flauta en los medios liquidos. Todos
los medios se prepararon de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Figura 9. Tubos para prueba bioquimica, agar TSI sin
inocular.

En cada caso se eligi6 una colonia aislada para inocular los medios de las series

estandares. Los tubos inoculados se incubaron por 48 horas.
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Para la prueba de Indol se preciso el uso de 5 gotas de reactivo de Kovac para el medio
MIO y 5 gotas de rojo de metilo para el medio MRVP. Posteriormente se observaron los

resultados.

Figura 10. A. Set de pruebas bioquimicas en incubacion. B. Medio LIA con
aparente crecimiento. C. Medio LIA con reaccion positiva. D. Prueba positiva en
medio Citrato de Simmons. E. Prueba INDOL negativa. F. Prueba INDOL positiva.
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6.4 Prueba de sensibilidad antibiotica

Nuevamente se sembraron las cepas resultantes en medio TSA, cada cepa aislada se
cultivo por duplicado para la realizacion de los antibiogramas y esta vez en lugar de usar
el método de estria cruzada todas las muestras se sembraron por medio de estriado

masivo.

6.5 Preparacion de los indculos e inoculacion de medios

Una vez listos los cultivos después de 24 horas de incubacién, se prepararon los inéculos,
para los cuales fueron necesarios 50 tubos de vidrio con 5 ml de agua destilada estéril, y
con ayuda de un asa bacteriol6gica se tom6 una cantidad abundante de colonia de cada
una de las muestras y se deposité en un tubo con agua estéril, se mezclé con ayuda de

un Vortex para homogenizar perfectamente la muestra.

Figura 11. Patron de turbidez de
McFarland.

Cada tubo se comparé con el patrén de turbidez de McFarland y también con ayuda de
una hoja de papel rayada para aseverar que todas las muestras contengan la misma
cantidad de muestra. Una vez que fue verificada esa parte, se tomo un hisopo individual
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estéril y se sumergié en cada uno de los tubos ya preparados para tomar una pequefia
muestra de inoculo y en 2 placas preparadas con Agar Miller Hinton. Se procedio a
realizar un estriado masivo en 3 puntos diferentes, esto se realizé 3 veces en cada una

de las placas, todo esto en condiciones de esterilidad con ayuda de los mecheros.

Posteriormente se requirid el uso de unas pinzas de metal y un recipiente con alcohol
para poder tomar los discos de antibidticos sin contaminar la placa, se empap6 la punta
de las pinzas y se paso6 por la flama del mechero para esterilizar. Cada placa ya
preparada con los inoculos fueron colocadas y ordenadas de manera que su
identificacion fuera posible, los discos de antibioticos (Amikacina 30 pg, Amoxicilina 20
pg + &cido clavulanico 10 pg, Aztreonam 30 pg, Cefepime 30 pg, Ceftazidime 30 ug,
Cefotaxime 30 pg, Ceftriaxona 30 pg, Ciprofloxacino 5 pg, Gentamicina 10 pg, Imipenem
10 pg, Meropenem 10 ug, Tetraciclina 30 pg, Trimetoprima+Sulfametoxazol 23.7/1.25 ug)
fueron dispuestos en placas de vidrio estériles para facilitar su manipulacion; una vez
esterilizada la pinza se tom6 un disco de cada antibi6tico y se coloco siguiendo un patrén

a eleccion para permitir la lectura posterior.

Cada set de discos fue colocado en placas por duplicado es decir por cada muestra se
utilizaron 4 placas de agar Muller Hinton, debido a que el nimero de antimicrobianos a
examinar excedia el espacio delimitado por cada placa, para cada set se ocuparon 2
placas por duplicado, es decir, 4 por cada muestra. Todo se realizé con sumo cuidado y
precaucion con la finalidad de corroborar resultados en el crecimiento y desarrollo en un

tiempo posterior a las 24 horas de incubacion.

De inmediato después de haber cumplido estrictamente con el tiempo, se midi6 el
diametro del halo de inhibicién resultante de cada uno de los discos y el resultado fue
registrado para su correspondiente interpretacion.
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VIl. RESULTADOS
Se tomaron un total de 75 muestras de pacientes felinos que se presentaron a consulta

en el Hospital Veterinario para pequefias especies de la BUAP, con un rango de edad de
un mes y medio a 12 afos, con un promedio de 2 afios, es decir gatos adultos jovenes

en su mayoria.

Tabla 1. Tabla de datos de muestras positivas a crecimiento desde el
sembrado en Agar EMB hasta la conservacion en Agar TSA.

No. De ID DATOS Edad Fecha de Crecimiento
sembrado

M-01 FELINO 8 ANOS 06/08/2018 | L+
HEMBRA

M-09 FELINO 4 ANOS 28/08/2018 | L+
MACHO

M-11 FELINO 4 ANOS 11/08/2018 | L- Swarming
HEMBRA

M-13 FELINO 3 ANOS 06/08/2018 | L+
HEMBRA

M-17 FELINO 5 ANOS 10/08/2018 | L-
HEMBRA

M-18 FELINO 2 ANOS 10/08/2018 | L+
MACHO

M-19 FELINO 4 ANOS 10/08/2018 | L+
MACHO

M-20 FELINO 2 ANOS 10/08/2018 | L-
MACHO

M-21 FELINO 2 ANOS 10/08/2018 | L+
HEMBRA

M-22 FELINO 2 ANOS 10/08/2018 | L-
MACHO

M-23 FELINO 2 ANOS 10/08/2018 | L+
MACHO

M-24 FELINO 2 ANOS 10/08/2018 | L+
HEMBRA

M-27 FELINO 5 ANOS 10/08/2018 | L+
MACHO

M-27-2 FELINO 5 ANOS 10/08/2018 | L+

MACHO

M-28 FELINO 7 ANOS 28/08/2018 | L+
HEMBRA

M-28-2 FELINO 7 ANOS 28/08/2018 | L+

HEMBRA
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M-29

M-30

M-32

M-34

M-34-2

M-37

M-38

M-39

M-40

M-41

M-41-2

M-42

M-43

M-44

M-44-2

M-45

M-47

M-48

M-50

M-50-2

M-51

M-52

M-53

FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
HEMBRA
FELINO
HEMBRA
FELINO
HEMBRA
FELINO
HEMBRA
FELINO
HEMBRA
FELINO
MACHO
FELINO
HEMBRA
FELINO
HEMBRA
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
HEMBRA
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
HEMBRA
FELINO
HEMBRA
FELINO
HEMBRA

2 ANOS

2 ANOS

5 ANOS

2 ANOS

2 ANOS

2 ANOS

2 ANOS

7 MESES
1 ANO

5 ANOS

5 ANOS

1 ANO

6 MESES
6 MESES
6 MESES
12 ANOS
11/2 MES
10 ANOS
11/2 ANOS
11/2 ANOS
2 ANOS
11 ANOS

2 ANOS

28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018

28/08/2018

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+
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M-53-2

M-54

M-55

M-56

M-61

M-62

M-64

M-67

M-68

M-69

M-71

FELINO
HEMBRA
FELINO
HEMBRA
FELINO
MACHO
FELINO
HEMBRA
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO
FELINO
MACHO

7.1 Identificacion de cepas

2 ANOS

1 ANO

5 MESES
10 ANOS
4 ANOS
11/2 ANOS
1 ANO

6 ANOS

1 ANO

6 MESES

4 ANOS

28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018
28/08/2018

28/08/2018

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

L+

La interpretacion de los resultados de las pruebas bioquimicas estandares se realiz
mediante la observacién de las reacciones y el crecimiento de las colonias en cada una

de las pruebas. Posteriormente las muestras identificaron de la siguiente manera:

Tabla 2. Tabla de bacterias identificadas a partir de
los resultados en las pruebas bioquimicas.

NUmero de ID Bacteria identificada

M-01 Klebsiella pneumoniae
M-09 Klebsiella pneumoniae
M-11 Proteus vulgaris

M-13 Citrobacter diversus

M-17 Proteus vulgaris

M-18 Escherichia adecarboxylata
M-19 Citrobacter diversus

M-20 Providencia stuartii

M-21 Klebsiella oxitoca
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M-22 Proteus vulgaris
M-23 Klebsiella oxitoca
M-24 Escherichia coli
M-27 Citrobacter diversus
M-27-2 Klebsiella pneumoniae
M-28 Klebsiella pneumoniae
M-28-2 Enterobacter aerogenes
M-29 Klebsiella pneumoniae
M-30 Klebsiella pneumoniae
M-32 Escherichia coli inactiva
M-34 Escherichia coli
M-34-2 Serratia marcescens
M-37 Klebsiella pneumoniae
M-38 Klebsiella pneumoniae
M-39 Enterobacter aerogenes
M-40 Klebsiella pneumoniae
M-41 Escherichia coli
M-41-2 Klebsiella pneumoniae
M-42 Klebsiella pneumoniae
M-43 Enterobacter aerogenes
M-44 Klebsiella pneumoniae
M-44-2 Escherichia coli
M-45 Klebsiella pneumoniae
M-47 Klebsiella pneumoniae
M-48 Klebsiella pneumoniae
M-50 Providencia stuartii
M-50-2 Enterobacter aerogenes
M-51 Klebsiella pneumoniae
M-52 Serratia odorifera
M-53 Enterobacter aerogenes
M-53-2 Escherichia adecarboxylata
M-54 Citrobacter diversus
M-55 Klebsiella pneumoniae
M-56 Escherichia coli
M-61 Escherichia coli
M-62 Klebsiella pneumoniae
M-64 Citrobacter diversus
M-67 Klebsiella oxitoca
M-68 Klebsiella pneumoniae
M-69 Klebsiella pneumoniae
M-71 Escherichia coli
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De julio de 2018 a enero de 2019, se aislaron un total de 51 enterobacterias obtenidas
de los hisopados rectales de 75 pacientes felinos que se presentaron a consulta en el
hospital veterinario de pequefias especies de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla, cabe recalcar que los pacientes felinos eran clinicamente sanos, de las cuales el
40% (20/51) se identificaron como Klebsiella pneumoniae, el 16% (8/51) corresponden a

E.coli, el 10% (5/51) a Citrobacter diversus, el 10% (5/51) a Enterobacter aerogenes, el

6% (3/51) a Proteus vulgaris, y el 18% (9/51) a otras enterobacterias.

. e

Figura 12. A. Muestra M-11 en Agar EMB se pede apreiar unligera sombra
alrededor de las colonias. B. Muestra M-11 en Agar TSA se observa claramente el
desplazamiento de las colonias, fenbmeno conocido como Swarming,

7.2 Prueba de sensibilidad a antimicrobianos

El método utilizado para la prueba de sensibilidad antibiética tuvo dos fines. El primero
fue identificar a las bacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido por
medio de la prueba fenotipica de difusion con doble disco, en la cual se detecta la
formacién de un halo de sinergia entre los diferentes discos de antibiéticos pertenecientes
al grupo de los betalactamicos (ceftriaxona, cefepime, cefotaxima, aztreonam,
ceftazidima) y un disco con amoxicilina/ acido clavulanico. El segundo obijetivo fue el

reconocimiento de cepas resistentes a antibiéticos mediante la prueba de difusion en
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disco a los siguientes grupos de antibioticos: quinolonas, aminoglucosidos, sulfonamidas

y tetraciclinas.

Dichas pruebas, junto con los puntos de corte para cada antibiético se ejecutaron de
acuerdo a los lineamientos del CLSI versién 2019, con los hallazgos correspondientes a

la siguiente tabla:

Tabla 3. Clasificacion de acuerdo a los puntos de corte de las cepas
aisladas de enterobacterias aisladas en pacientes felinos. Color rojo
(Resistencia), color amarillo (Intermedio) y color verde (Susceptibilidad).

MUESTRAS | CRO|AN | ATM | FEP | CAZ |CTX |AMC|STX |CIP [GM |IMP | MEM |TE
e -0 0 e
M-09 T
M1l | |
M-13 ]
M-17 ]
M-18
M-19
M-20
M-21
M-22
M-23
M-24
M-27

M-27-2
M-28

M-28-2
M-29
M-30
M-32
M-34

M-34-2
M-37
M-38
M-39
M-40
M-41

M-41-2
M-42
M-43
M-44

M-44-2
M-45

i

L
il
- EEEEEEE
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M-46
M-47
M-48
M-50
M-50-2
M-51
M-52
M-53
M-53-2
M-54
M-55
M-56
M-61
M-62
M-64
M-67
M-68
M-69
M-71

En el analisis de las bacterias aisladas se identificaron 15 bacterias ESBL por medio de
la prueba fenotipica, es decir el 29.4% (15/51); de las cuales el 20% (3/15) pertenecen a
Proteus vulgaris, el 20% (3/15) a Klebsiella oxitoca, el 13% (2/15) a Escherichia coli, el
13% (2/15) Escherichia adecarboxylata, otro 13% (2/15) a Providencia stuartii, el 6% a
Citrobacter diversus, y otro 6% a Enterobacter aerogenes y Serratia odorifera

respectivamente.
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PORCENTAIJE DE CEPAS ESBL

mENTEROBACTERIAS ESBL m ENTEROBACTERIAS NO ESBL

Gréfica 1. Se observa el porcentaje de las muestras positivas a la prueba fenotipica
para identificacion de ESBL en comparacion con las demas enterobacterias aisladas.

Tabla 4. Cepas positivas a la prueba de sinergia con disco

de acido clavulanico.

NO. DE BACTERIA HALO DE SINERGIA
ID
M-11  Proteus vulgaris CEFEPIME/CEFTRIAXONA
M-13  Citrobacter diversus CEFEPIME
M-17  Proteus vulgaris CEFEPIME
M-18  Escherichia CEFEPIME
adecarboxylata
M-20  Providencia stuartii CEFEPIME
M-21  Klebsiella oxitoca CEFEPIME/CEFTAZIDIME
M-22  Proteus vulgaris CEFEPIME
M-23  Klebsiella oxitoca CEFEPIME
M-50 Providencia stuartii CEFEPIME
M-52  Serratia odorifera CEFEPIME, CEFTRIAXONA, CEFOTAXIMA
M-53 Enterobacter aerogenes CEFEPIME
M-53-2  Escherichia CEFTRIAXONA
adecarboxylata
M-61  Escherichia coli CEFEPIME
M-67  Klebsiella oxitoca CEFEPIME
M-71  Escherichia coli CEFEPIME
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Figura 13. Muestra M-52 mostrando una reaccion compatible con ESBL, se aprecia
el halo de sinergia creado del disco de Amoxicilina/acido clavulanico (AMC) unido
con Cefepime (FEP), Ceftriaxona (CRO) y Cefotaxima (CTX). EIl resto de
antibiéticos del set son Ceftazidime (CAZ), Aztreonam (ATM) y Amikacina (AN).
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Figura 14. Muestra M-61 se observa la tipica formacién de ESBL, se aprecia el halo
de sinergia creado del disco de Amoxicilina/acido clavulanico (AMC) y Cefepime
(FEP). Podemos observar las reacciones de crecimiento con el resto del set
Ceftazidime (CAZ), Cefotaxime (CTX), Ceftriaxona (CRO), Amicacina (AN),
Aztreonam (ATM).
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Figura 15. Muestra M-71 se observa el halo de sinergia creado del disco de
Amoxicilina/acido clavulanico (AMC) y Cefepime (FEP), creando la forma de
‘pescado” muy comun en las bacterias ESBL. Ademas, se puede ver el
crecimiento con los demas antibiéticos del set Ceftazidime (CAZ), Cefotaxime
(CTX), Ceftriaxona (CRO), Amicacina (AN), Aztreonam (ATM).
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En cuanto a los betalactdmicos probados se obtuvo un 64.7% (33/51) de resistencia a
Ceftriaxona, 54.9% (28/51) de resistencia a Cefotaxima, 52.9% (27/51) a Aztreonam,
50.9% (26/51) a Cefepime, 45% (23/51) a Ceftazidime, 29.4% (15/51) Amoxicilina con

acido clavulanico.

PORCENTAIJE DE RESISTENCIA GENERAL DE LAS CEPAS DE
ENTEROBACTERIAS AISLADAS DE FELINOS DOMESTICOS.

100%
90%
80%

70%

60% B
50% .
40% ]
30% . - M- T
20% N N
10%
ATM FEP CAZ CTX AMC

0%
CRO AN SXT CIp GM IPM  MEM TE

@ RESISTENTE EINTERMEDIO SENSIBLE

Gréfica 2. Se observa el porcentaje de resistencia y sensibilidad de forma
general.
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PORCENTAIJE DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS NO B-
LACTAMICOS

100%
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70%

60%

50%
40%
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20%
10%

0%

AMINOGLUCOSIDOS QUINOLONAS TETRACICLINAS SULFONAMIDAS

Gréfica 3. Muestra el porcentaje de resistencia por familia de antibioticos, a
excepcion de la familia de los B-lactamicos.
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PORCENTAJE DE RESISTENCIA DE BACTERIAS BLEE EN
COMPARACION CON BACTERIAS NO BLEE

100.00%
90.00%
80.00%
70.00% 67.59% 66.66%
60%
60.00%
S 53.33% 52.77%
50.00% 46%
38.88%
40.00% SN
. (o]
30.00%
23.33%
20.00%
10.00%
0.00%

BACTERIAS ESBL BACTERIAS NO ESBL

B AMINOGLUCOSIDOS m BETALACTAMICOS m QUINOLONAS = TETRACICLINAS SULFONAMIDAS

Gréfica 4. Esta grafica muestra el porcentaje de resistencia por familia de
antibidticos de las bacterias BLEE en comparacion con las no BLEE.
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PORCENTAIJE DE CEPAS EBSL CON PERFIL DE
MULTIRRESISTENCIA

B MULTIRRESISTENTES = NO MULTIRRESISTENTES

Grafica 5. Se observa el porcentaje de las cepas BLEE con
caracteristicas de multirresistencia antibiotica.

87|Padgina



PORCENTAIJE DE CEPAS NO EBSL CON PERFIL DE
MULTIRRESISTENCIA

W MULTIRRESISTENTES ~ ® NO MULTIRRESISTENTES

Gréfica 6. Se observa el porcentaje de las cepas No BLEE con
caracteristicas de multirresistencia antibiotica.
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Figura 16. Muestra M-42. Podemos apreciar un alto nivel de resistencia,
incluso en los carbapenémicos probados, donde es resistente a Meropenem
(MEM) e intermedio a Imipenem (IPM) circulo rojo).
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Figura 17. A. Muestra M-44 se pueden observar 2 halos de inhibicion pertenecientes a Imipenem
(IPM) y Meropenem (MEM) que muestran sensibilidad, ademas se puede notar la evidente ausencia
del halo de inhibicion en los otros discos. B. Misma muestra, diferente set donde se visualiza
sensibilidad al disco de Amikacina (AN) y una reaccion intermedia al disco de Amoxicilina con acido
clavulanico (AMC), y una clara resistencia para los demas antibidticos.
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Figura 18. Muestra M-44-2. En este antibiograma se puede
observar sensibilidad unicamente a la Amikacina (AN).
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Figura 19. En este set la muestra M-45 presenta resistencia a todos los
antibidticos observados Ceftriaxona (CRO), Amikacina (AN), Aztreonam
(ATM), Cefepime (FEP), Ceftazidime (CAZ), Cefotaxima (CTX) y
Amoxicilina con &cido clavulanico (AMC).
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Figura 20. Muestra M-46. En este antibiograma podemos
observar Gnicamente Sensibilidad a Sulfa+Trimetoprima (SXT)
y Ciprofloxacino (CIP). Presenta Resistencia a Imipenem (IPM),
Meropenem (MEM), Gentamicina (GM) y Tetraciclina (TE).
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Figura 21. Muestra M-46 misma muestra de arriba. En este
antibiograma podemos observar resistencia en todos los
antibiéticos del segundo set.
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Figura 22. Muestra M-50-2. Se pueden observar halos de
inhibicion de gran tamafio. Esta cepa presenta sensibilidad a
todos los antibioticos de este set.
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Figura 23. Muestra M-53. Los halos de inhibicion de esta
muestra indican Sensibilidad a la mayoria de los antibiéticos a
excepcion de una reaccion Intermedia a Imipenem (IPM).
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Figura 24. Muestra M-53-2. Se aprecian halos de
inhibicion de gran tamafio. Esta cepa presenta
sensibilidad a todos los antibidticos de este set.
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Figura 25. Muestra M-64. Esta muestra presenta Sensibilidad Unicamente
a la Amikacina (AN)
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VIIl. DISCUSION
Este estudio identific6 una cantidad notable del 29.4% (15/51) de enterobacterias
productoras de BLEE derivadas de la coleccidbn de muestras rectales de 75 pacientes
felinos clinicamente sanos obtenidas durante 6 meses en el Hospital de pequefas

especies de la BUAP.

Durante el analisis de las bacterias aisladas, se identificaron 15 bacterias BLEE por medio
de la prueba fenotipica, es decir el 29.4% (15/51); de las cuales el 20% (3/15) pertenecen
a Proteus vulgaris, el 20% (3/15) a Klebsiella oxitoca, el 13% (2/15) a Escherichia coli, el
13% (2/15) Escherichia adecarboxylata, otro 13% (2/15) a Providencia stuartii, el 6% a
Citrobacter diversus, y otro 6% a Enterobacter aerogenes y Serratia odorifera

respectivamente.

Este porcentaje es mayor en comparacién al encontrado en estudios similares, que

también se realizaron en animales de compafiia, preferentemente de perros y gatos.

En Suiza durante el afio 2012 al afio 2016 el 20,8 % (72/346) de las bacterias
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae de procedencia clinica, aisladas de perros
y gatos eran productoras de BLEE (3).

Un estudio del afio 2016 en aislados fecales de E. coli en animales de compafiia sanos
en Algeria muestreo a 171 animales sanos, donde 20 (11,7 %) dieron positivo para la
produccién de BLEE (27).

En otra investigacion realizada en India se recuperaron un total de 33 aislamientos de
Klebsiellay 29 de Enterobacter. Se detecto resistencia fenotipica a betalactamasas en el
66,6 % y el 25 % de los aislados de Klebsiella y Enterobacter, respectivamente, de perros
sanos y en el 66,6 % y el 60 % de los aislados de Klebsiella y Enterobacter,
respectivamente, de perros con diarrea. En general, se encontré que la incidencia del
fenotipo de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) fue del 21,2 % (7/33) en los
aislamientos de Klebsiella, mientras que ninguno de los aislamientos de Enterobacter
exhibié el fenotipo de BLEE (28).
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Por otra parte, un estudio en Japon mostré porcentajes elevados de BLEE en
aislamientos clinicos de Enterobacteriaceae productoras de BLEE y/o pAmpC de
animales de compafiia de muestras tracto urinario, pero estas fueron tomadas de
animales enfermos incluyendo perros y gatos. La prueba fenotipica revel6 que 78
aislados, incluidos 59 E. coli, 17 K. pneumoniae y 2 P. mirabilis se confirm6 que eran
productores de BLEE, y 21 aislamientos, incluidos 19 E. coli y 2 K. pneumoniae, eran

productores de pAmpC (29).

En otro estudio realizado también en Suiza entre 2012 y 2016, se recolectaron 205 cepas
de E. coli (41 en 2012, 121 en 2013, 17 en 2014, 17 en 2015 y 9 en 2016) muestras de
perros y gatos. Durante estos afios se detectaron productores de BLEE en 10 (24,4%),
12 (9,9%), 4 (23,5%), 6 (35,3%) y 3 (33,3%) de los aislamientos, respectivamente (30).

Un estudio realizado en Argentina donde el total de 216 aislamientos recuperados de
mascotas enfermas (perros y gatos), aproximadamente la mitad se identificaron como

Enterobacterales; 54 de 101 de los aislamientos fueron identificados como E. coli.

Por prueba fenotipica de susceptibilidad in vitro, la mayoria de E. coli resistente a TGC
65% (13/20) se clasificaron como productores de AmpC y el resto 35% (7/20) como
productores de BLEE. Los trece aislados productores de AmpC se caracterizaron como
portadores de blaCMY-2, mientras que 7 aislados productores de BLEE se caracterizaron
como blaCTX-M-2(4/7), blaCTX-M-15 (2/7) y blaCTX-M-. 14(1/7) productores (31).

En algunos trabajos anteriormente mencionados, a pesar de que las muestras fueron
obtenidas de perros y gatos, el porcentaje de bacterias BLEE se encuentra por debajo
del valor encontrado en este estudio. En el caso de las muestras provenientes
Unicamente de gatos, la mayoria de los aislamientos se obtuvieron de animales enfermos,
en comparacion con el porcentaje de identificacion de bacterias BLEE encontrado en esta
investigacion donde en las muestras de gatos clinicamente sanos se identifico el 29.4%
(15/51) de BLEE. El hallazgo de bacterias provenientes de la microbiota de perros y gatos
con este fenotipo no es raro, y se ha utilizado como un marcador de resistencia no solo

para betalactamicos, sino también para otras familias de antibiéticos (32).
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El porcentaje alto de cepas BLEE encontrado en este estudio puede explicarse por
diversas razones. La primera tiene que ver con las limitaciones del método utilizado para
la identificacion de las cepas productoras. La deteccion de las BLEE en el laboratorio no
siempre es facil, ya que depende de su expresion fenotipica, y esta condicionado por la
cantidad de enzimas producida por la bacteria, y de la presencia o no de otros
mecanismos de resistencia. A pesar de que el método descrito anteriormente es
considerado como patron de oro por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI);
el método de Jarlier de difusion en discos depende de la habilidad y precision en el
desarrollo de la prueba y de la correcta interpretacion de la sinergia. Ya que en algunas
cepas con problemas de permeabilidad o con resistencia simultanea a los inhibidores de
B-lactamasas puede verse mermada la capacidad de deteccibn de esta prueba.
Asimismo, pueden producirse falsos positivos en cepas hiperproductoras de SHV-1, o
que presenten R-lactamasas cromosoOmicas sensibles a los inhibidores (K. oxytoca,
Proteus vulgaris). En estos casos, lo ideal es confirmar la identificacion por medio de
métodos moleculares (PCR), las cuales son mas especificas, permitiendo la
caracterizacion de la enzima, la identificacion del elemento genético movil involucrado en
la transmision de el genotipo de resistencia y permite ademas la confirmacion de la

presencia de genes adicionales de resistencia (26).

Otra de las razones de la discrepancia entre el porcentaje obtenido en este trabajo podria
deberse al nUmero de muestras procesadas en comparacion con los otros estudios, ya
gue en la mayoria se tomaron muestras de 2 especies, tanto felinos como caninos, y en

algunos estudios se reportaron los porcentajes de BLEE como poblacién en conjunto.

Es posible que el aspecto mas importante que explique la gran cantidad de cepas BLEE
sea el uso inadecuado de antimicrobianos, ya sea utilizado en el ambito veterinario o en
la practica humana. Estudios previos han encontrado las mismas cepas de bacterias
BLEE en humanos y sus perros. Aungue existe evidencia que respalda que los humanos
y los animales de compafiia comparten cepas bacterianas resistentes, pocos estudios se

han enfocado en este aspecto tan importante.
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Sin embargo, se cree que lo mismo sucede con las bacterias pertenecientes al
microbioma. Debido a que los reservorios de bacterias multirresistentes son ubicuos y
pueden fusionarse con el microbioma intestinal a través de dos mecanismos: en primer
lugar, el huésped puede adquirir bacterias exdgenas y colonizar el epitelio intestinal; en
segundo lugar, las bacterias previamente susceptibles pueden volverse resistentes a
través de la seleccion o induccion de mutantes resistentes a los antibioticos mediada por

la presencia de antibiéticos o por eventos de transferencia de genes.

El termino resistoma ejemplifica lo que podria llegar a suceder con los pacientes que han
adquirido poblaciones bacterianas con un alto grado de resistencia sin ser directamente
expuestos al efecto adicional de la presion selectiva relacionada con la administracion de
antimicrobianos (administracion a los animales con fines terapéuticos y los utilizados en
la industria ganadera). Debido a que el resistoma se define como un grupo de genes de

resistencia que se encuentra en el medio ambiente.

Toda la gama de genes de resistencia a los antibiéticos se puede encontrar tanto en
bacterias patdgenas como no patdgenas, como es el caso de las bacterias del
microbioma. En este sentido, es probable que los genes resistentes conocidos de las
bases de datos disponibles hasta la fecha representen solo una pequefia fraccion de la
“verdadera” poblacion de genes. Ademas, el resistoma se puede definir en multiples
niveles. A nivel mundial, el resistoma se refiere a un gran reservorio de genes de
resistencia a los antibiéticos que se encuentran en el medio ambiente. A nivel local, el
resistoma intestinal se refiere a los genes de resistencia a los antibiéticos que se
encuentran en la microbiota intestinal y, finalmente, a nivel bacteriano, se refiere a los

genes de resistencia portados por una especie bacteriana especifica.

Aunque las dosis terapéuticas de antibidticos estdn disefiadas para alcanzar
concentraciones inhibidoras de los objetivos bacterianos, es plausible que se puedan
encontrar concentraciones sub inhibitorias de antibidticos para algunas bacterias en

algunos 6rganos/tejidos, incluidos los ecosistemas intestinales de los animales.

La seleccion y persistencia de la resistencia impulsada por los antibiticos en las
bacterias comensales crea una reserva de adquisicion de resistencia tanto para los

patogenos bacterianos, por lo tanto, se pueden seleccionar mutantes resistentes a los
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antibioticos, por ejemplo, mediante la sobreexpresion de una bomba de expulsion y la

produccion de resistencia a multiples patogenos.

Asimismo, el uso extensivo de antibiéticos ha llevado a la expansion de especies
bacterianas resistentes a los antibiéticos y a una mayor abundancia de genes de
resistencia a los antibiéticos dentro de las bacterias comensales que pueden transferirse
a los patdgenos invasores. Es posible que al disefiar estudios que comparen el impacto
de un antibiético para indicaciones especificas en la microbiota intestinal, podamos
determinar el grado de disbiosis asociado con una clase particular de antibiético. En este
contexto, describir el potencial disbiético podria convertirse en un nuevo parametro a

tener en cuenta a la hora de desarrollar nuevos antibiéticos (13).

Los hallazgos de nuestro estudio sugieren un porcentaje mayor de resistencia a
antimicrobianos, en comparacion con los resultados de estudios provenientes de Europa
y Asia; al considerar los estudios realizados en Latinoamérica, se puede inferir que los

porcentajes de resistencia son mayores.

Incluso en algunos estudios no se evallan o reportan niveles de resistencia a
Carbapenémicos; en esta investigacion de las muestras evaluadas positivas a BLEE
solamente se encontré que el 20 % de las cepas mostraron sensibilidad intermedia a
Meropenem y solo el 6% a Imipenem. Por el contrario, en las cepas no productoras de
BLEE se obtuvo para Imipenem una resistencia del 44% y Meropenem del 50%, un
resultado interesante, siendo estos 2 antibiéticos de uso extralimitado y poco comun en

la terapéutica de pequefas especies.

Cabe destacar que en este estudio solo se realizaron hisopados rectales de pacientes
felinos sanos, obteniendo un mayor porcentaje de bacterias productoras de BLEE que en
otras investigaciones, siendo el Unico estudio realizado exclusivamente de pacientes

felinos en México hasta ahora.

El porcentaje de bacterias productoras de BLEE con perfil de multirresistencia obtenido
fue de 53%; es de vital importancia considerar que la concomitancia con otros factores
genéticos que confieren resistencia a otros antimicrobianos es muy frecuente como ya se

menciono con anterioridad. Diferentes estudios confirman el papel de la transferencia
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genética con plasmidos y transposones en la multirresistencia de las bacterias, también
en la diseminacion natural de algunos determinantes de resistencia. En los ultimos afios
se comprobd el rol de participacion de los cassettes genéticos de resistencia y de los
integrones en el proceso evolutivo de los plasmidos de resistencia. En la mayoria de los
casos la resistencia se transfiere de manera conjunta con el gen de BLEE, incluso en el

mismo transposon, integron o plasmido, sin tener en cuenta la posible presion selectiva.
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Xl. CONCLUSIONES
Este estudio informa sobre la identificacion de bacterias productoras de BLEE a
partir de microbiota de felinos clinicamente sanos.
La tasa de deteccion de aislamientos productores de BLEE en el presente estudio
fue mas alta que la investigada en estudios similares alrededor del mundo.
El concepto de resistencia bacteriana es conocido entre los colegas veterinarios,
pero no habia sido expuesto de tal manera en México, ya que no existen
parametros que midan la resistencia, la regulacion del uso de antibi6ticos en
medicina veterinaria, y menos aun el monitoreo en animales sanos, incluyendo a
los felinos domesticos.
Se debe prestar especial atencion en la educacion de los veterinarios, la necesidad
de propagacion de estudios de diagnéstico y de la documentacion adecuada para
justificar el tratamiento con antibioticos. El desarrollo de antibiéticos de espectro
limitado en el mercado, para una aplicacion conveniente y manejo Cat friendly son
de particular importancia en los gatos, ya que la via de aplicacién es un factor
importante en la eleccion de los antimicrobianos en esta especie.
El presente estudio enmarca la necesidad de promover la administracion
antimicrobiana responsable en la medicina de pequefios animales y de
implementar estrategias de intervencion efectivas.
El establecimiento de programas de vigilancia en paises de bajos y medianos
ingresos permitiran monitorear la extension del problema de BLEE en animales de
companiia, asi como evaluar la implementacién de diferentes estrategias para
limitar la propagacion de BLEE, incluyendo a los responsables del uso de
antibioticos en animales (veterinarios y propietarios).
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