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RESUMEN

TITULO: CONTAMINANTES EMERGENTES EN EL AGUA Y SUS IMPLICACIONES
AMBIENTALES: RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS, UN PROBLEMA A
ESCALA MUNDIAL.*

AUTOR: DIEGO FERNANDO CASTELLANOS SUAREZ.**

Palabras claves: Resistencia bacteriana, antibiéticos, antibiéticos betalactamicos, contaminantes
emergentes, mecanismos de resistencia, transferencia horizontal.

Introduccion: Actualmente, los antibidticos como contaminantes emergentes son un tema de
mucha preocupaciéon por sus efectos en la biota acudtica. La liberacién constante de
antimicrobianos al ambiente ha generado durante mucho tiempo que patdégenos bacterianos de
gran importancia clinica como Escherichia coli, sean consideradas una amenaza, debido a la
resistencia adquirida a los diferentes antibiéticos de importancia médica, como por ejemplo los
betalactamicos. Estudios han permitido determinar que estos compuestos no solo afectan las
comunidades microbianas, sino también otros grupos de organismos acuaticos y terrestres que
presentan funciones ecolégicas importantes, como el fitoplancton y las macrofitas. Los
contaminantes emergentes de origen antibidtico betalactamico siguen su constancia de crecimiento
por el abuso excesivo de estos en los diferentes tratamientos de enfermedades que a la postre
generaran sinergismo de resistencia llevando a estos antibidticos sean cada vez mas
concentrados y por ende sean causantes de nuevas anomalias en los ecosistemas acuaticos.
Objetives: Desarrollar redes de monitoreo y vigilancia como plan de contencidon para este
problema a nivel mundial, e identificar los factores que facilitan

Conclusiones: Los antimicrobianos han acelerado el desarrollo de mecanismos biolégicos de
resistencia de las bacterias, como estrategia para sobrevivir a condiciones adversas impuestas por
la contaminacion antropogénica. Esta presion selectiva ha permitido también la aparicién de
eventos de transferencia de elementos genéticos moviles, los cuales han ocasionado una rapida
adquisicién de genes codificantes de proteinas relacionadas con los mecanismos de resistencia.

*Trabajo de Grado
**Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Especializacion

en Quimica Ambiental. Director: RESTREPO MANRIQUE Ricardo. Biélogo Especialista en
Quimica Ambiental.
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ABSTRACT

TITLE: EMERGING CONTAMINANTS IN WATER AND ENVIRONMENTAL IMPLICATIONS:
RESISTANCE TO ANTIBIOTICS BETA-LACTAMS, A GLOBAL PROBLEM.*

AUTHOR: DIEGO FERNANDO SUAREZ CASTELLANOS.**

Keywords: bacterial resistance, antibiotics, beta-lactam antibiotics, emerging contaminants,
resistance mechanisms, horizontal transfer.

Introduction: Currently, antibiotics and emerging pollutants are an issue of great concern for their
effects on aquatic biota. The continuous release of antimicrobials into the environment has
generated long to bacterial pathogens of great clinical importance as Escherichia coli, they are
considered a threat, due to acquired resistance to different antibiotics of medical importance, such
as beta-lactams. Studies have established that these compounds not only affect microbial
communities, but also other groups of aquatic and terrestrial organisms that have important
ecological functions, such as phytoplankton and macrophytes. Emerging contaminants lactam
antibiotic origin continue its growth record by excessive abuse of these in the different treatments of
diseases that ultimately generate synergism leading resistance to these antibiotics are increasingly
concentrated and therefore are causing new anomalies aguatic ecosystems.

Objectives: Develop monitoring and surveillance networks as containment plan for this global
problem, and identify the factors that facilitate

Conclusions: Antimicrobial have accelerated the development of biological mechanisms of
bacterial resistance as a strategy to survive adverse conditions imposed by anthropogenic pollution.
This selective pressure has also enabled the emergence of transfer events mobile genetic elements
which have led to a rapid acquisition of genes encoding proteins related to resistance mechanisms.

*Degree Paper

**Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Especializacion
en Quimica Ambiental. Director: RESTREPO MANRIQUE Ricardo. Bibélogo Especialista en
Quimica Ambiental.
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INTRODUCCION

Los contaminantes emergentes son compuestos quimicos organicos, sintéticos y
subproductos generados de su propia degradacion; aunque su presencia no es
nueva, si lo son sus efectos adversos en la salud humana y en el ambiente.*? La
principal caracteristica de estos compuestos es que no requieren ser persistentes
en el ambiente para provocar efectos negativos.® Este tipo de contaminantes
incluye una lista de productos de uso personal, farmaceéuticos, aditivos industriales
y una gran variedad de elementos quimicos. La falta de conocimiento sobre la
incidencia y riesgos no estan aun muy claros para la mayoria de estas sustancias,
por lo que es necesario el desarrollo de técnicas analiticas que permitan

monitorear este tipo de contaminantes.*

Entre los contaminantes emergentes los farmacos han recibido gran atencion, en
especial los antibiéticos® debido a la resistencia que han adquirido muchas cepas
bacterianas. Esto ha ocasionado que la efectividad de los tratamientos actuales se
haya reducido frente a muchas enfermedades infecciosas.” Actualmente, la
resistencia microbiana a los antibi6éticos es un serio problema de salud a nivel
mundial.>’ Los antibiéticos betalactamicos son una gran familia de sustancias
antimicrobianas que se caracterizan por la presencia de un anillo betalactamico en
su estructura molecular. Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la
sintesis del péptidoglucano de la pared bacteriana.®® Su importancia clinica radica
en su alto espectro, su poder bactericida y sus minimos efectos secundarios,® por
lo que es uno de los principales grupos de antibiéticos empleados en los
tratamientos infecciosos.>*** Sin embargo, el uso excesivo de estas sustancias,
el desarrollo de nuevos antimicrobianos y el proceso de seleccion evolutivo que
ejercen los antibidticos sobre las comunidades microbianas nativas, han permitido

el desarrollo de bacterias multirresistentes a diversos tipos de farmacos.®***3
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Uno de los principales focos de resistencia bacteriana son las aguas residuales,
las cuales son en muchos casos vertidas directamente a las fuentes hidricas.™
Actualmente, muchas de las plantas de tratamiento de potabilizacion para
consumo humano no estan disefladas con sistemas que puedan procesar y
eliminar residuos de farmacos, por lo que se convierten en un riesgo para el

ecosistema y para los seres humanos.*

Para la determinaciéon de los diversos tipos de antibioticos betalactamicos
actualmente se emplean diferentes técnicas analiticas, cada una con sus ventajas
y desventajas.” Dentro de estas técnicas estan los métodos cromatograficos, no
cromatograficos y electroforesis. La cromatografia liqguida de alta resoluciéon
(HPLC) es el método mas utilizado en la determinacidon de antibidticos en
concentraciones de nanogramos / litro.”® El HPLC puede ir acoplado con un
sistema de espectrometria de masas, permitiendo el andlisis de elementos

polares, no volatiles y un aumento en su especificidad.*®*’

En la actualidad, muchos patégenos bacterianos que afos atras se consideraban
bajo control, exhiben una fuerte resistencia a los antibiéticos betalactamicos.®*#*
Para entender el proceso evolutivo de la resistencia bacteriana es necesario
conocer los eventos fisiolégicos y genéticos que estan implicados en la
adaptabilidad a situaciones de estrés por efecto de los antibiéticos.**?° En los
ecosistemas, la existencia de una gran diversidad de microorganismos ha llevado
a pensar que la produccién de los antibiéticos por bacterias ambientales cumple
s6lo una funcién inhibitoria; sin embargo, se ha demostrado que estos compuestos
influyen en la transcripcibn de muchos procesos celulares en bajas

20-23

concentraciones, al actuar como bioactivadores, pero en concentraciones

altas como las utilizadas en los procesos terapéuticos son téxicas.’

La resistencia bacteriana a los antibiGticos es un evento co-evolutivo muy

importante.>® Se ha determinado que muchos de los organismos que producen
14



antibioticos presentan genes implicados en la sintesis y activacion de rutas
metabodlicas para su biosintesis; asi mismo, presentan un mecanismo de
resistencia para protegerse de esos compuestos (genes a la resistencia)®* y en
conjunto forman un complejo de genes denominados “resistomas”.?? Estos genes
pueden ser compartidos entre una bacteria patdgena (no resistente) y una
ambiental (resistente) por transferencia horizontal de genes, de manera rapida.”

Los mecanismos genéticos involucrados en la adquisicibn de resistencia
bacteriana pueden ser por origen de un nuevo gen o por transferencia horizontal
de elementos genéticos méviles.**?® El primero de ellos, se basa en mutaciones
puntuales de forma espontanea y al azar. Estudios han demostrado que algunas
poblaciones presentan tasas de mutacion altas, debido a que las bacterias no
presentan un 6ptimo mecanismo de reparacion de ADN,*’como las células
eucariotas. En consecuencia este tipo de mutaciones puede ocasionar cambios en
los sistemas de captacion y expulsion,?® alteraciones en los sitios de unién para
los farmacos y enzimas capaces de inactivar los antibiéticos.'**® Uno de los
principales mecanismos de resistencia para los antibiéticos betalactamicos son las
betalactamasas,*? que han sido reportadas en muchos patégenos que utilizan

este mecanismo de resistencia,18:1926:29-32

Otro mecanismo importante en la adquisicion de resistencia bacteriana, lo
constituye la transferencia horizontal de genes,* que consiste en el paso de genes
o de material gendmico movil, como transposénes, integrones y plasmidos extra
cromosémico entre organismos de la misma especie o0 género, mediante
conjugacion, transformacién y transduccion.®*** Por lo tanto este mecanismo de
transferencia horizontal es el principal proceso de adquisicion de genes de

resistencia por bacterias.*®

A pesar que desde hace mas de dos décadas no existe un nuevo tipo de

antibiético comercial betalactamico, siguen siendo de los mas prescritos para la
15



atencién primaria y en hospitales.®*” El metabolismo de la mayoria de los
antibidticos betalactamicos en humanos y en animales domésticos es casi nula, lo
gue ha ocasionado que sus compuestos activos sean eliminados de una manera
intacta al medio ambiente,® permitiendo que exista un proceso de seleccién o
estrés para los microorganismos. Teniendo en consideracion lo anteriormente
descrito, el objetivo general de este trabajo es el de realizar una revision
bibliografica sobre los antibidticos betalactamicos, como contaminantes

emergentes y su impacto ambiental en los ecosistemas acuaticos.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de manera no controlada y excesiva de antibioticos por parte de las
comunidades y de las instituciones de la salud, ha generado la aparicién de
bacterias resistentes a los antimicrobianos. Este hecho genera preocupacion a
nivel mundial, debido a la dificultad de tratar ciertas enfermedades infecciosas,
que afios atras se crefan controladas.® Es por ello que desde hace dos décadas la
Organizacion Mundial de la Salud ha desarrollado un plan de contencién a nivel

mundial para esta problematica.®

En Colombia, a partir del afio 2000 se establecieron redes de monitoreo y
vigilancia en algunas ciudades del pais. Algunos de estos grupos son: Grupo para
el control de la Resistencia Antimicrobiana en Bogota (GREBO), conformado por
27 instituciones a nivel nacional y 8 a nivel regional, el grupo del Centro
Internacional de Entrenamiento e Investigacion Médicas (CIDEIM), integrado por

varios hospitales en Bogota, Medellin y Bucaramanga, entre otros.®

La resistencia microbiana a nivel hospitalario ha aumentado en Colombia, donde
se ha reportado resistencia a los antibiéticos betalactamicos del 70% al 80% para
Staphylococcus spp., 22% para Escherichia coli y para Klebsiella pneumoniae del

26%, entre otros microorganismos.*

Segun el reporte de la Organizacion Mundial de la Salud de 2014, se ha
encontrado resistencia a uno o a varios tipos de farmacos para cinco tipos de
bacterias que son de gran importancia mundial, como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Neisseria
gonorrhoeae, todas resistentes a los antibiéticos betalactamicos. Estos antibiéticos
son muy utilizados en el tratamiento primario hospitalario y veterinario, debido a
gue presentan un alto espectro de acciébn microbiana; cabe resaltar que el

metabolismo de estos antimicrobianos es casi nulo por humanos y animales
17



domésticos, provocando la excrecion de sus componentes activos de forma
directa a las aguas residuales, las cuales llegan a cuerpos de agua superficiales
en el medio ambiente.?*° Esto permite que exista una mayor interaccién de las
bacterias ambientales, patdgenos, animales terrestres, inluyendo el humano,
incrementando la preocupacion del efecto ecoldgico de los antibidticos a nivel

mundial.*®

18



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Recopilar y analizar informacién bibliogréfica sobre los antibidticos betalactamicos
como contaminantes emergentes y su impacto ambiental en los ecosistemas

acuaticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar una revision bibliogréfica de la problematica de los antibidticos
betalactamicos como uno de los principales contaminantes emergentes de los

ecosistemas acuaticos.

- Describir los mecanismos bioldgicos involucrados en la accion de los
antibioticos, especificamente de los antibidticos betalactamicos en la biota

dulceacuicola.

- Establecer los métodos analiticos utilizados para la determinacion de estos

contaminantes en aguas.
- Elaborar un documento que contenga informacion actualizada sobre la

problematica de los antibiéticos como contaminantes emergentes en ecosistemas

acuaticos.

19



3. METODOLOGIA

Se realizé una busqueda bibliografica como estado del arte por medio de la
biblioteca virtual con algunas de las bases de datos disponibles en la Universidad
Industrial de Santander (UIS) como SCIENCE@DIRECT, SPRINGER, WEB OF
SCIENCE, entre otras. De igual manera se utilizaron servidores externos como
Google Scholar y Pubmed. La busqueda se desarroll6 empleando palabras claves
como: emerging contaminants, bacterial resistance, bacterial resistance
mechanisms, antibiotic resistance, emerging contaminants and antibiotics, beta-
lactams antibiotics, bacterial resistance to beta-lactams. La informacion se analizo
en estudios publicados en articulos y revisiones de revistas cientificas en los

idiomas inglés y espafiol, comprendiendo el periodo de 2005 a 2015.
Se recopil6 y analiz6 la informacion de los mecanismos biolégicos involucrados
en los procesos de resistencia a los antibidticos betalactamicos por parte de la

biota dulceacuicola.

Se llevarén a cabo reuniones periddicas de avances de la monografia con el tutor

del proyecto, con el objetivo de realizar un andlisis y correccion de la informacion.

20



4. CONTAMINATES EMERGENTES

Durante los ultimos afios, la aparicion de compuestos traza o microcontaminantes
en las fuentes hidricas naturales y de uso humano, ha generado preocupacion a
nivel mundial debido a sus efectos negativos en los ecosistemas y en la salud

humana.*!

Los contaminantes emergentes son productos quimicos, que estan presentes en
la naturaleza en concentraciones muy bajas (ng/L), permitiéndoles pasar
inadvertidos.** Los contaminantes emergentes incluyen sustancias de origen
organico, sintético y subproductos generados de su degradacion, los cuales en
algunos casos son mas toxicos que los compuestos que los originaron.'*
Actualmente, existe poca informacién acerca de los verdaderos efectos nocivos
de muchos de estos compuestos,*® debido a las limitaciones en las técnicas de
deteccién y andlisis, dificultando de esta manera su regulacion a nivel mundial.**
Sin embargo, el mejoramiento de técnicas analiticas para algunos tipos de
compuestos,*? ha permitido determinar la presencia de estos contaminantes en
aguas superficiales, aumentando de forma alarmante la preocupacion por la
contaminacioén de las fuentes hidricas,* por lo que hoy en dia han aumentado los
estudios sobre estos compuestos traza , principalmente en areas como la

medicina y el medio ambiente (graficas 1y 2).
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Figura 1. Numero de trabajos realizados sobre contaminantes emergentes en los

altimos afios. (Fuente: www.scopus.com)
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Figura 2. Porcentaje de trabajos realizados sobre contaminantes emergentes

segun el area técnica de estudio. (Fuente: www.scopus.com)
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Uno de los principales problemas de contaminacién de las aguas superficiales del
planeta, se debe a que estos cuerpos hidricos son usados como receptores de las
aguas residuales de las actividades humanas.* Por lo tanto, las aguas residuales
son el principal foco de contaminates emergentes, debido a que no existen
plantas de tratamiento capaces de remover estos compuestos, ya que estos

sistemas estan diseflados para la eliminacion de material organico y

22



contaminantes establecidos en la normatividad.*>*>*® Por lo tanto, se require de
un mayor aporte en el conocimiento de las propiedades fisico-quimicas de estos
contaminantes, con el objetivo de proponer sistemas 0 mecanismos de
transformacién y eliminacibn adecuados, permiendo minimizar sus efectos

adversos en los ecosistemas.*” %8

Los contaminantes emergentes estan constituidos por una amplia lista de
productos quimicos, farmacos, productos de cuidado personal, plastificantes y
aditivos industriales.*® Sin embargo, actualmente algunos de estos compuestos
reciben mayor atencion por la comunidad cientifica y ambiental, debido a que son
sustancias de las cuales se tiene poca informacion acerca de sus métodos de
analisis, efectos téxicos y efectos ambientales.” Entre estos compuestos se
encuentran: pesticidas, retardantes de llama bromados, farmacos, cloroalcanos y

los metabolitos generados por su propia degradacion.?
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5. FARMACOS

Unos de los principales contaminantes emergentes lo constituyen los farmacos.?
Estos compuestos han originado gran preocupacion en los ultimos afios, debido a
su continua introduccion al medio ambiente y a sus efectos en la salud humana a
través de la cadena tréfica y aguas de consumo humano.*® Los farmacos son
compuestos bioactivos, capaces de interactuar con macromoléculas, permitiendo
su entrada a diferentes rutas metabdlicas en humanos y animales; sin embargo,
cuando estas sustancias son introducidas al medio, pueden ocasionar que los
organismos expuestos a ellos, presenten afectaciones en algunas vias

metabdlicas muy similares que en los humanos, afectando tejidos y 6rganos.*

Pruebas toxicologicas sugieren que estos compuestos presentan un bajo efecto
toxico agudo para la biota acuatica.> Sin embargo, cuando los organismos son
expuestos de manera continua y a bajas concentraciones, ocasiona problemas
crénicos en los organismos.>® En la actudalidad, existe importante informacion que
demuestra los efectos ecotoxicolégicos en los organismos.>? Un ejemplo del efecto
de estos contaminantes lo constituye un estudio realizado en Rutilus rutilus, una
especie de pez de agua dulce presente en los rios de Inglaterra, en el que se
determind el efecto feminizador de los estrégenos sintéticos en las poblaciones
silvestres de estos peces, encontrando un desarrollo incompleto de la estructura
gonodal y cambios en el comportamiento de cortejo de los machos.>® En
conclusidn, este efecto feminizador de los machos trae como consecuencia graves
problemas en la estructura poblacional de esta especie.>® Otros estudios han
mostrado el efecto adverso de los farmacos (antiinflamatorios, analgésicos,
antibioticos, hormonas sexuales y otros) en el crecimiento y desarrollo de especies
de peces, micro y macroinvertebrados, plantas y algas.’*®** Aunque estos
compuestos se encuentran en muy bajas concentraciones en la naturaleza y

presentan una vida media baja en comparacion a otros compuestos como el
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Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT), estas moléculas se comportan de manera
persistente en el medio, debido a que son introducidas de manera constante al

medio (pseudopersistencia).>®
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6. ANTIBIOTICOS

Los antimicrobianos son sin lugar a duda una de las formas quimioterapéuticas
mas exitosas en la historia de la humanidad, debido a que han permitido tener
bajo control muchas enfermedades que han surgido afios atras.”® Los antibiéticos
son compuestos quimicos sintetizados por organismos como bacterias, hongos y
actinomicetos que inhiben el crecimiento de otros microorganismos.®’ Sin
embargo, los antimicrobianos se clasifican en dos grandes grupos, los cuales
corresponden a los quimioterapicos y antibiéticos.”® Los primeros son compuestos
producto de la sintesis organica como las (Sulfamidas); y los antibiéticos, son
sustancias sintetizadas por organismos como la (penicilina) o modificaciones
artificiales de ellos mismos. Sin embargo, el término antibiético se ha ampliado

para hacer referencia a los compuestos sintéticos. >

Un factor importante en la eficacia de un tratamiento infeccioso radica no so6lo en

% sino

alcanzar una concentracién bactericida ideal en el sitio de la infeccién,’
también que permanezca por debajo de los niveles que son téxicos para las
células del huesped.®® Cuando esto se logra, se establece que el microorganismo
es sensible.>® Por lo tanto, cuando las concentraciones del farmaco son mayores
qgue las empleadas por seguridad para el individuo, se establece que el patégeno

es resistente. °8
6.1 CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS

Los antibidticos, son compuestos que presentan diferentes propiedades fisico-
quimicas, farmacologicas, de espectro antimicrobiano y mecanismo de accion,
caracteristicas que han permido clasificarlos; sin embargo, resulta dificil elegir un

criterio ideal de agrupacién.®®®°
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6.1.1 Afectacion bacteriana. Los antimicrobianos se han agrupado segun sus
efectos bacterianos en: bactericidas, los cuales efectian una accion letal sobre el
microorganismo Yy bacteriostaticos que son los que inhiben el crecimiento y
multiplicacion del patdégeno, pero que podria activarse biolégicamente si se
suspende el tratamiento.®* Entre los antibidticos con efecto bactericidas se
encuentran los que ejercen una accidn inhibitoria en la sintesis de la pared
bacteriana, alteraciones en el metabolismo del ADN y modificacion de membrana
celular; y entre los bacteriostaticos estan los que interrumpen la sintesis proteica.®?
Sin embargo, este tipo de clasificacion puede variar dependiendo del tipo de
microorganismo, mecanismo de accion, tiempo de exposicion y fase de
crecimiento de la bacteria.?®®? Estos factores pueden determinar que un tipo de
antibiético actie de forma bactericida o bacteriostatica.?®®? Por ejemplo, los
antibioticos betalactamicos son bactericidas s6lo en el momento de crecimiento
bacterial, debido a que en esta fase hay sintesis del peptidoglucano de la pared
celular,’ mientras que en otros, como en el caso de la penicilinaa G, actiia como
bactericida frente a los cocos grampositivos y como bacteriostatico para

Streptococcus faecalis.®
6.1.2 Segln el mecanismo de accion

6.1.2.1 Inhibicion de la pared celular. Estos tipos de agentes actuan en las
diferentes etapas de sintesis de la pared celular, especificamente en la formacién
del polimero peptidoglucano, siendo mas efectivos contra bacterias Gram
positivas, debido a que su pared celular presenta mayor cantidad de
peptidoglucano que las bacterias Gram negativas.®® Estos antibi6ticos son poco
toxicos y con un alto grado de selectividad, ya que esté tipo de polimero es propio
de bacterias.®® Los antibiéticos con este mecanismo de accién son:
betalactamicos, fosfomicina, cicloserina, vancomicina, bacitracina,

mureidomicinas, valinomicina e inhibidores de betalactamasas.®?
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6.1.2.2 Antibiéticos activos de membrana citoplasmatica. La membrana
citoplasmatica es una estructura celular muy importante, ya que interviene en
muchos procesos de transporte entre el interior de la célula y el medio.>® Este tipo
de antibidtico tiene como mecanismo de accién el cambio en la permeabilidad,
permitiendo la salida de iones potasio, acidos nucléicos y la entrada de otros
elementos que modifican el metabolismo celular.®® Estos tipos de antibiéticos en
Su mayoria, son téxicos para los humanos, debido a que la membrana celular esta
presente tanto en bacterias y animales.®®®! Entre estos tipos de antibiéticos estan

las polimixinas, daptomicina, valinomicina y las tirocidinas.®®®*

6.1.2.3 Inhibicién de sintesis proteica. Estos tipos de antibidticos actian
inhibiendo la sintesis proteica, debido a que se acoplan al complejo ribosoma-
ARNmM. Estos compuestos antimicrobianos afectan las diferentes etapas de los
procesos de sintesis de proteinas, como: iniciacion, elongancion y terminacion.
Estos antibidticos en su mayoria actian como bacteriostaticos, sin embargo,
pueden comportarse como bactericidas dependiendo de la concentracion del
antibiético y del tipo de patdégeno. Hacen parte de este grupo de antibiéticos:
aminoglucoésidos, tetraciclinas, glicilclinas, anfenicoles, lincosamidas, macrolidos,

cetolidos, estreptograminas, mupirocina, oxazolidinonas y el cido fusidico.®%%

6.1.2.4 Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos. El genoma bacteriano,
al igual que en cualquier otro organismo contiene toda la informacién para la
sintesis de proteinas. EI mecanismo empleado por estos tipos de antibiéticos son:
alteracion en el proceso de replicacion de ADN, inhibiendo la transcripcion y la
sintesis de metabolitos esenciales. Entre los antibioticos que presentan este
mecanismo de accion estan: sulfamidas, diaminopirimidinas, rifamicinas,

quinolonas, nitroimidazoles, nitrofuranos.®%°3
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6.1.3 Clasificacion segun sus estructuras quimicas. Este tipo de clasificacidon
es la mas empleada en la literatura, fundamentandose principalmente en los
ndcleos base de las estructuras moleculares, las cuales otorgan ciertas similitudes
y diferencias fisicoquimicas, asi como farmacologicas a los diferentes
antibiéticos.”” En la tabla 1 se sefialan las principales caracteristicas quimicas de
las diferentes clases de antibi6ticos.

Tabla 1. Caracteristicas quimicas de las diferentes clases de antibi6ticos. >" %% >

68

Clase de antibiotico Composicién quimica general Estructura quimica
: 8,58 O, H" o0
Betalactamicos Presencia de un anillo  betalactamico. ~ ﬁ N2 H
(o) - CH20H
Tetraciclinas Presenta un sistema de cuatro anillos CHy—~N—CH,

tetraciclico naftaceno carboxamida, a los que _—
les unen diferentes radicales, formando asi jcow
N /]
OH

diferentes tipos de tetraciclinas.®*®

Presencia de un anillo aminociclitol al que se <7
Aminoglucésidos unen diferentes azucares.® = >

Presentan un anillo lacténico, el cual puede
Macrélidos varias desde 8 hasta 62 4tomos.®

Son moléculas complejas, con un heptapéptido D S *h.‘(
Glucopéptidos como estructura central.”’ L f; B
W O Y

Se caracterizan por poseer un nuacleo de e (CH)—R,
Sulfonamidas benceno con un grupo amina y otro grupo A Y
amida.®® o7 o N
N
\

Se caracterizan por presentar un anillo de

Quinolonas benceno, unido a otro anillo de pirimidina. La
adicion de atomos de fluor, forman las F oH
fluoroquinolonas.® o N |
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6.2 ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

El descubrimiento de los antibidticos betalactamicos se remonta a 1929 en un
estudio realizado por Alexander Fleming, en el que pudo determinar el poder
antimicrobial de una sustancia producida por una especie de hongo del género
Penicillum,” encontrando que este compuesto era capaz de inhibir el crecimiento
de bacterias en diferentes grados, donde las bacterias Gram negativas eran mas
sensibles en comparacién a los cocos Gram postivos.’® Esta sustancia mas tarde
recibié el nombre de “penicilina”.”® Sin embargo, su uso en el area clinica no fue
de inmediato, debido a que no se realizaron experimentos en animales que
comprobaran sus propiedades quimioterapéuticas.”* No fue sino hasta 1940
cuando se efectuaron los primeros estudios con la penicilina en ratones, en el que
se demostrd su eficacia antimicrobiana contra bacterias del género Streptococcus
sp., las cuales estaban asociadas con la gangrena gaseosa.’® Afios después, se
realizd el primer tratamiento usando penicilina en 10 pacientes con infecciones
producidas por Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus, con resultados

exitosos.”®

Entre 1940 y 1950 se presentd un importante avance en el &rea clinica con el
descubrimiento de nuevos antibidticos como: estreptomicina, cloranfenicol,
clortetraciclina, eritromicina, vancomicina.”* Sin embargo, solo existian dos
compuestos betalactamicos en uso terapéutico (penicilina G y penicilina V) y el
gran auge de los antibidticos betalactamicos comenzaria en 1960 con la sintesis
de penicilinas semisintéticas, cefalosporinas sintéticas y demas antibidticos

betalactamicos.”

Un punto importante que permitid la expansion en el campo de los antibidticos
betalactamicos, fue la idea de poder modificar la cadena lateral, que es la que
determina las propiedades fisicoquimicas de la penicilina.”* Pero no fue hasta

1959 que mediante el proceso de hidrolisis enzimatica empleando deacilasas y
30



usando de la penicilina V como sustrato, se logré eliminar el grupo acilo, quedando
el nacleo de la molécula, el acido 6-aminopenicilanico (6-APA), con un grupo
amino libre en un extremo, permitiendo asi la uniébn de nuevas estructuras
guimicas para la obtencion de nuevas penicilinas con una actividad antimicrobial
mayor a la de la penicilina G y V.”%" Con el descubrimiento de estos compuestos
antimicrobianos se llegd a pensar en el fin de las enfermedades infecciosas; sin
embargo, no fue asi, ya que muchos de los patégenos han desarrollado

resistencia mediante mecanismo adaptativos.”

Los antibidticos betalactdmicos son una de las familias de antimicrobianos mas
importantes y numerosas que existe; sin embargo, su extenso uso como
tratamiento quimioterapéutico desde 1940, ha ocasionado que la frecuencia de
resistencia a estos antibiéticos haya aumentando de forma preocupante.’® Esto ha
estimulado el desarrollo de nuevos antibiéticos y estrategias terapéuticas como la
combinacién de antibiéticos,”” con el propésito de combatir especificamente
algunos agentes de importancia clinica, como las bacterias gram negativas

resistentes a metecilina (Staphylococcus aureus).’®

Una de las opciones hasta el momento mas viable contra este tipo de patégenos,
es la combinacion de diferentes clases de antibidticos betalactamicos con
inhibidores de betalactamasas, debido a que el principal mecanismo de defensa
de estos microorganismos frente al antibidtico es el rompimiento del anillo
betalactamico mediante hidrélisis con enzimas betalactamasas, ocasionando la
inactivacion de la funcién antimicrobiana de la molécula.” Se estima que el 70%
de las bacterias causantes de enfermedades infecciosas son resistentes al menos
a uno de los antimicrobianos mas comunes y usados.! Actualmente, existen
nuevos antibioticos betalactamicos (cefalosporinas de quinta generacion) en las
gue se encuentran las Ceftarolina y Ceftobiprol, este dltimo ha tenido una
efectividad media contra Staphylococcus aureus resistentes a meticilina y a

patégenos Gram negativos resistentes a la vancomicina.”®
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La resistencia bacteriana no es una problemética actual. En la década del 60, ya
habian reportes de resistencia de Staphylococcus aureus a la penicilina y
posteriormente a la meticilina.?*® Esto permiti6 el desarrollo de nuevas
alternativas farmacéuticas en contra de las enfermedades infecciosas; sin
embargo, actualmente el panorama no es muy alentador.®® Por tal razén,
instituciones internacionales como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han
disefiado durante varios afios estrategias a nivel mundial con el propdsito de poder

contrarrestar esta amenaza.®

6.2.1 Propiedades quimicas y clasificaciobn de los antibiéticos
betalactamicos. Estos farmacos se caracterizan molecularmente por la
presencia de un anillo betalactdmico, el cual estd constituida por tres atomos de
carbono y un &tomo de nitr6geno; unidos a esta estructura heterociclica, estan las
cadenas laterales constituidas por una variedad de radicales, que son los que
determinan las propiedades toxicas, la sensibilidad a betalactamasas y variaciones
del espectro antimicrobiano.®* El anillo betalactamico puede unirse a otros anillos o
estructuras quimicas, permitiendo la formacion de los diferentes grupos de
antibiéticos betalactdmicos como: las penicilinas, cefalosporinas, carbapemenes y
los inhibidores de betalactamasas.® Los antib6ticos monobactamicos, a diferencia
de los demas antibibticos de su clase, no presentan ningun otro anillo asociado al

anillo betalactamico.®®

En la actualidad, las penicilinas y cefalosporinas son los grupos mas amplios y de
mayor uso clinico (tabla 2). Esto es debido a ciertas caracteristicas farmacologicas
y farmacocinéticas como: su accion bactericida, algunos derivados presentan
espectros amplios, buena difusion tisular y absorcion oral, asi como una baja
toxicidad para el organismo,®’ debido a que estos farmacos se unen a diversas

enzimas que estan involucradas en los procesos de sintesis del polimero
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peptidoglucano de la pared celular de las bacterias, la cual esta ausente en las

células eucariotas.®®

6.2.1.1 Penicilinas. Este grupo de antibioticos betalactamicos se caracteriza por
presentar un nucleo del acido 6-aminopenicilanico (6-APA), el cual esta
conformado por la unién de un anillo tiazolidico y un anillo betalactamico.®® Asi
mismo, sus propiedades quimicas estan determinadas por la presencia de una

cadena lateral unida en la posicién 6 del anillo betalactamico.®

6.2.1.2 Cefalosporinas. Entre los antibiéticos betalactamicos, las cefalosporinas
son las mas amplias en cuanto a nimero y las mas comercializadas.®* Las
cefalosporinas son antibidticos sintéticos provenientes de la cefalosporina C, la
cual es producida por el hongo Cephaslosporium acremonium.®” Se diferencia de
las penicilinas por la presencia de un anillo dihidrotiazinico que esta unido al anillo
betalactamico, conformando un ndcleo  estructural, el é&cido 7-
aminocefalosporanico (7- ACA).2*%® Este tipo de compuestos presentan dos
cadenas laterales, que al igual que en las penicilinas son las que determinan las
propiedades farmacéuticas y farmacocinéticas de la molécula.®® Una caracteristica
importante es que estos antibidticos presentan un amplio espectro antimicrobial y
su efectividad contra las bacterias Gram negativas es mayor que el de las

penicilinas.>’

6.2.1.3 Carbapenémicos. Los carbapenemas son considerados los antibioticos
mas eficientes para el tratamiento de patdogenos multirresistentes, debido a su
estabilidad frente a las betalactamasas y a su alto grado de penetracion a través
de las membranas celulares.®® Por tal razon, estos antimicrobianos son
considerados como antibidticos de Ultima linea y se utilizan como ultimo recurso
en pacientes con serios problemas de infeccién o cuando los tratamientos con
antibiéticos comines no funciénan.®* Desafortunadamente, se ha encontrado

resistencia en algunas cepas de enterobacterias (Escherichia coli y Klebsiella
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pneumoniae) a nivel mundial. %%

Los carbapenemas se caracterizan
quimicamente por la presencia de un anillo pirrolidinico y un radical hidroxilo etilo
en la cadena lateral que esta unido al anillo betalactamico, a diferencia de las

penicilinas y cefalosporinas que presentan un grupo acilamino.®*

6.2.1.4 Monobactamicos. Los antibiéticos monobactamicos son compuestos
monociclicos obtenidos de Chromobacterium violaceum, una especie de
bacteria.®® Es un antibiético empleado contra bacterias aerobias Gram negativas y
contra Pseudomona aeruginosa.”’ Este tipo de antibiético presenta una estructura
sencilla, formada por un anillo betalactamico, sin ningan otro anillo unido a él; esta
caracteristica lo diferencia quimicamente de los demas antibiéticos

betalactamicos.®®

6.2.1.5 Inhibidores de betalactamasas. Uno de los principales mecanismos de
resistencia contra los antibidticos betalactamicos lo constituye las

betalactamasas,®®°’

enzimas capaces mediante hidrolisis de romper el anillo
betalactamico, ocasionando una inactivacion de la molécula.?” Una estrategia
empleada utilizada para combatir la resistencia contra este tipo de antibiéticos, es
la combinacion de antibioticos betalactdmicos e inhibidores de betalactamasas,
con el propésito de inactivar las betalactamasas producidas por los patégenos.®
Los tres principales, inhibidores de betalactamasas son: acido clavulanico,
tazobactam y sulbactam, las cuales conservan la estructura quimica de los
betalactamicos. *"%® El 4cido clavulanico es un derivado del 4cido penicilanico sin
la presencia de la cadena lateral acilamino en C6 y el cambio del atomo de azufre
de la posicion tres por un oxigeno, lo que permite una mayor afinidad por las
betalactamasas.®® El sulbactam y el tazobactam son derivados semisintéticos del
acido penicilanico; su principal diferencia radica en el grupo triazol en posicion tres

en el tazobactam.®*%8
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Tabla 2. Clasificacion de los antibiéticos betalactamicos.

84, 85, 87, 89

Antibidticos Betalactamicos

Nucleo estructural del antibiotico

Penicilinas

Penicilinas naturales

-Penicilina G (bencil) - Penicilina G
benzatina

-Penicilina G procaina

Acido-resistentes

-Penicilina V - Feneticilina Propicilina

Resistentes a B -lactamasas
(antiestafilococicas)

-Meticilina - Dicloxacilina
-Nafcilina - Flucloxacilina

-Isoxazolilpenicilinas - Oxacilina
-Cloxacilina

Aminopenicilinas (amplio espectro)
-Ampicilina - Bacampicilina
-Metampicilina -Pivampicilina
-Talampicilina  -Amoxicilina

-Hetacilina -Epicilina

-Ciclacilina

De amplio espectro
(antipseudomonas)

-Carbenicilina -Carfecilina
-Carindacilina -Ticarcilina
-Ureidopenicilinas - Azlocilina
-Mezlocilina -Apalcilina

- Piperacilina

Amidinopenicilinas
-Mecilinam
-Pivmecilinam

Resistentes a betalactamasas

acido 6-aminopenicilanico
(Anillo betalactamico + Anillo
tiazolidinico)
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-Temocilina - Acido clavulanico
- Sulbactam - Tazobactam
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Tabla 2 (Continuacion). Clasificacion de los antibiéticos betalactamicos.

Cefalosporinas

Primera generacion

-Cefalotina -Cefaloridina -Cefazolina

-Cefapirina -Cefalexina -Cefacetrilo
-Cefaloglicina - Cefadroxilo - Cefradina

Segunda generacién

-Cefuroxima -Cefamandol

-Cefoxitina -Cefmetazola -Cefatricina
-Cefotiam -Cefonicid

-Ceforanida —Cefprozilo

Tercera generacion

-Cefotaxima - Ceftizoxima -Ceftazidima
Moxalactama -Cefsulodina -Cefoperazona
Ceftriaxona -Cefotetana -Cefmenoxima

- Cefpodoxima -Ceftibuteno

Cuarta generacion
-Cefepima - Cefpiroma

Quinta generacion
-Ceftarolina - Ceftobiprol

- Cefaclor

-Cefixima

Of’? N h R

Acido 7 -alfa -cefalosporinico
(Anillo betalactdmico+Anillo dihidrotiazinico)

Monobactamicos

- Aztreonam F‘ F‘
- Carumonam R —NH R
<
0 N
Monobactamo
Carbapenemas R
R\
-Imipenem
-Meropenem —-R
P
o N
Carbapenema

(Anillo betalactamico+ Anillo pirrolinico)

Inhibidores de B-lactamasas

-Acido clavulanico
-Sulbactam
-Tazobactam

. O

o
o N

Clavamo/oxapenamo
(Anillo betalactamico +Anillo oxazolidinico)
Acido clavulénico
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6.2.2 Mecanismo de accion de los antibiéticos betalactamicos. Las bacterias
presentan una gran variacion en cuanto forma y habitats; sin embargo,
independientemente estos microorganismos deben garantizar una uniformidad en
su forma,* asi como una barrera selectiva entre el medio ambiente y su interior,
ya que entre estos existe una gran diferencia de osmolaridad, lo que ocasionaria
su propia destruccion.'® La biosintesis de la pared celular en bacterias es atacada
por los antibidticos betalactamicos y consta de tres etapas: fase citoplasmatica,

transporte de precursores y la organizacion estructural del peptidoglucano. %4911

6.2.2.1 Fase citoplasmatica. La primera etapa del proceso de biosintesis de la
pared celular se desarrolla en el citoplasma celular, donde se sintetizan los
precursores necesarios en la formacion del peptidoglucano como: uridindifosfato-
N-acetilglucosamina (UDP-NAG) y el &cido uridindifosfato-N-acetilmuramico (UDP-
NAM).'%' Posteriormente, se lleva a cabo un proceso de adiciéon por medio de
ligasas de una cadena pentapéptida al residuo de acido muramico.®? Esta cadena
esta conformada por cinco aminoéacidos, los cuales pueden variar dependiendo del
tipo de bacteria. Generalmente este péptido esta constituido por: L-alanina, acido
D-glutamico, acido mesodiaminomélico o L-lisina en grampositivos y los dos

Gltimos son un dipéptido de D-alanil-D-alanina.®%%

6.2.2.2 Transporte de precursores a través de la membrana. La molécula de
UDP-NAM-pentapéptido por medio de una translocasa se transfiere a un
transportador lipidico, denominado bactoprenol, el cual facilita el transporte del
péptido a través de la membrana.’? Una vez formado este complejo, una
transferasa suministra el N-acetilglucosamina (NAG) proveniente del UDP-NAG,
de esta manera se obtiene una molécula de bactoprenol-NAM (pentapéptido)-

NAG. Finalmente, esta molécula es transportada a través de la membrana.*®

6.2.2.3 Organizacion estructural del peptidoglucano. En esta etapa se lleva a

cabo la transglicosilacion, separacion del bactoprenol y transpeptidacion de las
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moléculas de bactoprenol-NAM (pentapéptido)-NAG, provenientes del
citoplasma.”® Estas reacciénes son efectuadas por proteinas de membrana,
denominadas PBP (proteinas de union a penicilinas) las cuales interactian con las
moléculas precursoras, permitiendo de esta manera la polimerizacion o
entrecruzamiento de las cadenas de peptidoglucano.'® Las nuevas cadenas de
murina sintetizadas son transportadas a la capa de peptidoglucano existente.'®

Los antibidticos betalactamicos son antimicrobianos que inhiben la sintesis de la
pared celular bacteriana.®” Estos compuestos acttian especificamente en la Gltima
etapa de sintesis del peptidoglucano, ya que interactian con proteinas ubicadas
en la cara externa de la membrana (PBP), las cuales presentan actividades de
transglucosilasa, carboxipeptidasa y transpeptidasa, reacciones que permiten el
ensamble de las cadenas de peptidoglucano.®**® Los anillos betalactamicos se
unen de manera covalente al sitio activo de las PBP con accién transpeptidasa,
debido a que su estructura es similar al dipéptido (D-alanila-D-alanina) de la
molécula precursora UDP-NAM-pentapéptido.®>#"1%° Sin embargo, para que la
accion del antibidtico sea activa, debe existir un acceso del farmaco a las PBP de
la membrana celular y una interaccién receptor- antibiético.®® Para que los
antibiéticos betalactamicos presenten una accion antimicrobiana, es necesario que
la bacteria se encuentre en crecimiento, de lo contrario los microorganismos no

son susceptibles al antibiético. &%
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7. IMPACTO ECOLOGICO DE LOS ANTIBIOTICOS

Al igual que muchos otros farmacos, los antibidticos son moléculas activas
biolégicamente, usados extensamente para el tratamiento de enfermedades
infecciosas en humanos, animales, agricultura y también a nivel industrial.® Sin
embargo, la mayoria de los antibiéticos no son completamente metabolizados por
los individuos tratados y cerca de un 80% del antibiético (incluyendo metabolitos)
son excretados en la orina y las heces, a las fuentes receptoras en el ambiente.'%
Ademas, se ha encontrado que ciertos antibiéticos como penicilinas (ampicilina,
amoxicilina),  cefalosporinas, eritromicina  (macrélido), tetraciclinas vy
sulfametoxazol (sulfonamida), no son biodegradados.!®® Aunque la vida media de
muchos otros antibioticos es corta, el alto consumo de estos farmacos permite que
exista una continua introduccibn al medio, convirtiéendolos en moléculas
persistentes.> Por lo tanto, la biota acuatica esta expuesta de manera constante a
diferentes tipos de antimicrobianos.'®* Estos compuestos en la naturaleza pueden
actuar de forma sinérgica entre diferentes antimicrobianos, farmacos o cualquier
sustancia quimica presente, lo que aumentaria ain mas los efectos téxicos sobre

la biota, 10410

7.1 ECOTOXICIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS EN LA BIOTA ACUATICA

La principal preocupacién de los antibiéticos como contaminantes emergentes
esta en desarrollo de resistencia antimicrobiana y su efecto en la salud humana.'®
Sin embargo, muchos otros organismos que son componentes importantes del
ecosistema no han recibido mucha atencion, como el fitoplancton, zooplancton y

las macrdfitas, las cuales son una parte muy importante de la biomasa en el

planeta’®’; debido a las muchas funciones que prestan como productores

primarios, biodegradacién de la materia y ciclo de nutrientes.*%%
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De manera general, los principales grupos de organismos afectados
significativamente por los antibiéticos, corresponden a bacterias, hongos y
microalgas.'® Investigaciones toxicolgicas han demostrado una variedad en la
suceptibilidad entre las cianobacterias, algas y plantas acuéticas, siendo las

110-113 5in embargo, existen

algas verde-azules las mas sensibles a los antibioticos.
organismos acuaticos que no presentan efectos negativos como peces, aneélidos,
anfibios y algunas especies de crustaceos (Gammarus fossarum y Gammarus

pulex). 102,113-115

7.2 ECOTOXICIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

Un estudio ecotoxicoldgico realizado para evaluar la toxicidad de la amoxicilina
(antibidtico betalactamico) en individuos del género Synechocystis sp.
(Cianobacteria), encontrd un efecto toxico para estos organismos, debido a que

interfiere en el transporte de electrones en la fase Il de la fotosintesis,
ocasionando una inhibicién del crecimiento.'®® Resultados similares fueron
encontrados por Holten et al. en un estudio en el que evalud la toxicidad de
amoxicilina (betalactamico), flumequina, acido oxolinico (quinolonas), clorhidrato
de oxitetraciclina, clorhidrato de sarafloxacina (tetraciclinas), sulfadiazina vy
trimetoprim  (sulfonamidas), en Microcystis aeruginosa (cianobacteria),
Selenastrum capricornutum (alga de agua dulce) y Rhodomonas salina (alga de

marina)**°.

En este trabajo se encontr6 que el antibidtico betalactdmico
(amoxicilina) es fitotbxico para Microcystis aeruginosa y Selenastrum
capricornutum con valores de CE 3,7 ug/L y 250 mg/L, respectivamente. Todos
los antibidticos evaluados interfieren en el proceso de sintesis de pigmentos
fotosintéticos, ocasionando que la tasa fotosintética y de crecimiento disminuya,

en diferentes grados dependiendo del tipo de antibiético.'*® Sin embargo, el efecto
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fitotdbxico de los antibidticos betalactamicos puede variar dependiendo de la

especie.’®®

Esta diferencia de la toxicidad que tienen los antibidticos sobre las especies, esta
relacionada con la gendémica del individuo y el mecanismo de accién del
antimicrobiano.™? Un estudio realizado por Kviderova y Henley, demostré que la
ampicilina no afecta ni la fotosintesis y ni el crecimiento de Picochlorum
oklahomensis y Dunaliella sp. (algas verdes);''® estos mismo resultados fueron
encontrados para Lemna gibba (macrofita) en el que se evalud la toxicidad de 25
antibiodticos, de los cuales 22 se han encontrado en el ambiente. Dentro de los
antibioticos betalactamicos evaluados estan: cephalexin (grupo carbapenemas) y
penicilina (grupo penicilinas).'*” En este estudio se demostré que los antibiéticos
betalactdmicos, asi como macrélidos, aminoglucésidos y lincosamidas, no
mostraron ningun efecto adverso para esta especie de planta, ni en la biomasa ni
en el contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y carotenos).**’ Sin
embargo, antibiéticos como fluoroquinolonas, sulfonamidas y las tetraciclinas
fueron los que presentaron un efecto fitotoxico significativo para L. gibba.*'’ Otros
estudios han demostrado una alta toxicidad de estos compuestos en algas, micro

invertebrados, macrdfita y plantas.** 814

7.3 EFECTOS TOXICOLOGICOS DE LOS ANTIBIOTICOS Y SU RELACION
CON LAS ESPECIES

Los farmacos son sustancias sintetizadas que tienen como propdésito efectuar
alguna accion  especifica en los humanos.®® Al tratarse de moléculas
biolégicamente activas estas pueden interactuar de manera benéfica o adversa en
un organismo no diana, si este presenta receptores o rutas metabdlicas similares

al del organismo diana.??
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Los estudios moleculares y filogénicos han sido herramientas importantes para
reflejar y entender la evolucién de los genomas.'® La complejidad estructural de
las células eucariotas ha llevado a pensar que estas células han evolucionado de
ancestros procariotas mediante la captura endosimbidtica por parte de las
eucariotas.’® Estudios moleculares han demostrado que estructuras celulares
como los cloroplastos y mitocondrias estdn relacionados genéticamente con

organismos procariotas.*?*

Los cloroplastos son estructuras que presentan dos membranas celulares, su
genoma es circular de doble cadena como en bacterias y presenta un sistema de
replicacion, transcripcion y traduccién parecido al de las procariotas.*?*>*?® Por su
parte, las mitocondrias estan delimitadas por dos membranas, son organelos
autbnomos con su propio genoma circular de doble cadena (como en
humanos),*?” los procesos respiratorios son parecidos a los de las bacterias y
sintetiza RNA ribosomal, RNA de transferencia y ribosomal de tipo bacteriano
implicados en la sintesis de proteinas.'® Esta conservacién de genes que
codifican proteinas y enzimas pueden ser blanco de los farmacos, por lo que en
organismos no diana pueden presentar inhibicibn de ciertos procesos

metabolicos.t?

7.3.1 Antibidticos betalactamicos. El mecanismo de accion de los antibi6ticos
betalactdmicos consiste en la inhibicion de la polimerizacion del peptidoglucano,
mediante la unibn a PBP con actividad transpeptidasa de la membrana

celular,5286:100

ocasionando el debilitamiento de la pared celular y su posterior
rompimiento debido a la diferencia de osmolaridad del medio y el interior de la
célula.®? Estos antibidticos mostraron ser toxicos para las cianobacterias (algas
verde-azules), pero no para el resto de las algas y macrofitas. Esta importante
diferencia radica en que las cianobacterias presentan una pared celular formada
por una capa de peptidoglucano y la presencia de carotenoides en su membrana

externa.*?® Estudios realizados han demostrado la presencia de PBPs en 12
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genomas de cianobacterias, indicando su importancia en la sintesis de la pared
celular al momento de la division celular.*?® Algunas PBPs mostraron una
similaridad funcional en procesos de transpeptidacion, elongacion y division celular

a las encontradas en Escherichia coli.*?®

A pesar de que se han encontrado genes que codifican peptidoglucano en plantas

(Arabidopsis thaliana) y musgos,m'm

no existe tal estructura en el cloroplasto,
por lo tanto, los antibidticos betalactamicos no causan ningun efecto sobre la
division del plastidio, ni de las células.** Un estudio realizado por Machida et al.,
determind la presencia de nueve genes en el cloroplasto relacionados con la
sintesis de peptidoglucano en la especie de musgo, Physcomitrella patens.**° La
existencia de genes codificantes de peptidoglucano en células eucariotas, sirve
como argumento para apoyar la evoluciébn del cloroplasto a partir de una

cianobacteria ancestral (teoria endosimbiética).**?

7.3.2 Otros antibidticos: quinolonas, tetraciclinas, macrélidos vy
aminoglucésidos. Las quinolonas son antibidticos que se caracterizan por
inhibir los procesos de sintesis del ADN, mediante uniones a las topoisomerasas,
las cuales son enzimas capaces de cortar, abrir y unir las moléculas de ADN para
permitir su replicacién y transcripcion.'® Las proteinas que controlan la topologia
del ADN nuclear en células eucariotas y bacterias son diferentes.™®® Las células
eucariotas presentan proteinas denominadas histonas que permiten el
enrollamiento del ADN nuclear, mientras que en procariotas este tipo de proteinas
estd ausente y son las topoisomerasas las que cumplen la funcion de
empaquetamiento del ADN.™® Sin embargo, se ha demostrado que las
mitocondrias y cloroplastos de las células eucariotas, organizan de manera
diferente su ADN; estos organelos no presentan histonas al igual que en bacterias,
por lo que utilizan enzimas topoisomerasas para la organizacién de su material

3

genémico.’® Estudios en diversos grupos de organismo (plantas, algas,

44



cianobacterias y macroinvertebrados) han demostrado el efecto toxico de estos

antibiéticos. 106,108,117,118

Otros antibidticos como tetraciclinas, macrolido y aminoglucésidos han
demostrado ser compuestos con capacidad téxica para los organismos.'®*’ Lo
anterior estd fundamentado en la similitud de algunos receptores encontrados en
los organismos no diana con los encontrados en las células bacterianas, como
proteinas de transporte, enzimas y rutas de metabdlicas.'?* Por ejemplo, se ha
determinado que los cloroplastos y mitocondrias presentan su propio genoma, asi
como sistemas propios de transcripcion y de traduccion para la sintesis de
proteinas, los cuales presentan una alta homologia a las encontradas en las

bacterias.'*%*
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8. RESISTENCIA BACTERIANA

Los antibiéticos ademas de ser compuestos tdéxicos para muchos organismos, son
los causantes del acelerado desarrollo de genes de resistencia y de bacterias
resistentes a los antibioticos, por lo que han llegado a ser considerados una gran
amenaza a nivel mundial para la salud humana y para el medio ambiente,***como
lo demuestra el aumento significativo de estudios sobre resistencia bacteriana a
los antibibticos durante los ultimos afios, asi como su importancia en el &rea de la

medicina (Graficas 3 y 4).

Figura 3. Numero de publicaciones sobre resistencia bacteriana desde 1975 a la
fecha. (Fuente: www.scopus.com)
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Figura 4. Porcentaje de trabajos realizados sobre resistencia bacteriana por area

técnica de estudio. (Fuente: www.scopus.com)
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Las aguas superficiales actualmente, son consideradas un gran reservorio de
resistencia a los antibioticos, debido a que muchos de estos compuestos son
excretados por animales y humanos a las aguas residuales, las cuales entran a
receptores hidricos en la naturaleza, sin ningln tipo de control.**® Los ecosistemas
acuaticos por lo tanto, pueden actuar como medio de difusibn y como
amplificadores de los genes de resistencia, permitiendo su facil intercambio por
medio de la transferencia de elementos genéticos maoviles (plasmidos) entre las
bacterias patégenas Yy las bacterias ambientales.®* Un estudio realizado por
Dantas et al., 2008,"" determiné el desarrollo de cepas bacterianas capaces de
crecer en presencia de 13 tipos de antibioticos de origen natural y sintético, como
unica fuente de carbono. Sin embargo, lo mas sorprendente fue la estrecha

47



relacion filogenética que presentan estas bacterias ambientales con las bacterias
patégenas del hombre.*®’

La resistencia a los antibioticos segun la organizacion mundial de la salud (OMS),
es definida como un “proceso bioldgico natural, que mediante mutacién o
intercambios genéticos, le permite a las especies bacterianas reproducirse en
presencia de altas concentraciones de antibidticos a las suministradas a los
pacientes en un tratamiento”.® Recientes estudios en filogenia han sugerido que la
resistencia bacteriana es un fenbmeno con una gran historia, la cual ha venido
ocurriendo desde hace millones de afios atras.”®**® Por lo tanto, se considera que
la resistencia a los antibidticos es una caracteristica natural de las bacterias, las
cuales pueden estar presentes en ambientes de bajo o nulo impacto
antropogénico

(glaciales, aguas subterraneas).***4°

48



9. CONTAMINACION EMERGENTE: GENES DE RESISTENCIA BACTERIANA

Los genes de resistencia a los antibidticos presentes en los patdégenos son el
producto de la transferencia de elementos maoviles genéticos a partir de bacterias
ambientales presentes en los ecosistemas,'! por lo que el primer paso para la
adquisicion de resistencia es el contacto de un patdbgeno con un microorganismo

ambiental o ADN (plasmidos, transposones e integrones).**?

Algunos estudios han permitido determinar que los microorganismos
ecosistémicos, presentan una variedad de genes a la resistencia, esto no debe ser
interpretado como producto de una posible contaminacién, mas bien como un
evento normal en la naturaleza.’*® Sin embargo, cuando la concentracién de
bacterias resistentes aumenta mas de lo normal, se considera que existe un
evento de contaminacion y puede suceder por la presencia de genes de
resistencia o por la alta concentracion de antibiéticos que permite que exista una
seleccion de bacterias con resistencia intrinseca (resistencia natural) o mutantes

resistentes, sin la presencia de determinantes de resistencia.'®

Existen dos escenarios diferentes para considerar a los genes de resistencia como
contaminantes.*** El primero, es cuando hay una presién de los antibiéticos en el
medio, ocasionando la seleccion de un determinante especifico que le permita a
los microorganismos sobrevivir, provocando que estos genes sean integrados en
los plasmidos, para su posterior difusion entre diferentes especies de bacterias
presentes en el medio que estan bajo presion selectiva.'** El segundo escenario,
se debe al vertido de residuos hospitalarios, agricolas, aguas residuales
domeésticas e industriales, las cuales contienen diversas bacterias patdgenas que

portan determinantes de resistencia a los antibiéticos.***
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Una diferencia importante entre estos dos mecanismos de contaminacion radica
en su rango de dispersion, ya que los vertidos de las actividades antropicas son
localizadas, en comparacion a la contaminacion por determinantes de resistencia,
los cuales no son dependientes de la liberacion continua de los antibioticos, por lo
cual una vez estos genes se encuentran en el ambiente, pueden propagarse entre
los diferentes ecosistemas, incluso en lugares donde no existe una presion
antropogénica.®*** Esta amplia distribucién en los ecosistemas acuaticos y
terrestres, incluyendo aguas residuales, sedimentos, agua potable y aguas
subterrdneas, ha permitido que estos genes de resistencia sean considerados los
responsables de la gran problemética en la salud a nivel mundial, la resistencia a

los antimicrobianos.’

La ausencia de estos determinantes de resistencia en los sistemas acuaticos es
casi nula, excepto para sitios muy aislados de la geografia como en los
nacimientos de aguas en la alta montafia;***> sin embargo, estudios realizados en
Italia y Portugal en aguas embotelladas de manantial, detectaron bacterias de los
géneros Bosea, Variovorax, Pedobacter y Pseudomona que eran resistentes a
diferentes clases de antibiéticos;**°'*” estos y otros estudios han permitido
dimensionar el gran impacto que han tenido los determinantes de resistencia a los
antibioticos a nivel mundial. Algunos trabajos indican que en &reas tan remotas de
las actividades humanas como zonas de glacial (Artico, Alaska, Asia central,
Ameérica del Sur y del Norte y Africa) se han identificado una variedad de genes
de resistencia a farmacos como betalactamicos, tetraciclinas, macrolidos,
aminoglucésidos y glucopéptidos, los cuales también han sido determinados en
areas industriales, agricolas, clinicas y domésticas.’****® Cabe resaltar que la
Unica area sin presencia de estos determinantes de resistencia es la Antartida,
debido a que es una zona aislada de las demas &reas terrestres.****® | o anterior
permite establecer que unos de los principales problemas es la gran persistencia
de los genes de resistencia en el medio ambiente, incluso cuando la presion ha

desaparecido.'*
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10. EFECTOS DE LOS GENES DE RESISTENCIA EN EL ECOSISTEMA

La continua introduccion de antibidticos al medio ambiente ha ocasionado
impactos importantes en las comunidades microbianas como: pérdida de especies
con funcidnes ecologicas en la produccibn de biomasa y en el ciclo de
nutrientes;**® aumento de la concentracién de especies patégenas, debido a su

mejor adaptabilidad y obtencién de recursos °

y por ultimo, el surgimiento de
nuevas cepas resistentes y el intercambio de material genético entre diferentes
especies de microorganismos:** sin embargo, estudios han demostrado que la
incorporacion de genes de resistencia por las especies de bacterias naturales y

patégenas, ocasiona cambios fisioldgicos importantes.®

Segun Giraud et al., al adicionarse elementos genéticos para la adquisicion de
resistencia por parte de una bacteria, puede ocasionar un costo biologico, que
implicaria cambios metabodlicos y fisiolégicos importantes para sobrevivir y
reproducirse.™ En su estudio, este autor encontré que individuos de Salmonella
typhumurium resistentes a las quinolonas, presentaban alteraciones en las
girasas y cambios en su morfologia, debido a que estas proteinas estan

implicadas en la replicacién del ADN.***

Estos cambios en la biodiversidad de los microorganismos pueden afectar de
forma directa o indirecta a otros grupos de organismos, debido a que permite el
surgimiento de enfermedades en la fauna silvestre, incluyendo humanos.**? Una
evidencia importante de como la alteracidon de la micro biota puede causar
enfermedades en animales silvestres, se encontré en un estudio realizado en
especies de salamandras y su patdgeno Batrachochytrium dendrobatidis, una
especie de hongo dulceacuicola, causante de una enfermedad propia de anfibios,
denominada quitridiomicosis, la cual es la principal causante de la disminucion de

las poblaciones de anfibios en el mundo.**® En este trabajo se determiné una gran
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diversidad de géneros de bacterias en la piel de estos anfibios, como
Pseudomonas, Paenibacillus, Streptomyces, Bacillus, Arthrobacter, Pedobacter,
todas con capacidad de inhibir el crecimiento de este patdgeno en las células
epidérmicas.™® Sin embargo, esta probleméatica se ha agudizado debido a la
eliminacibn de estos microorganismos por la contaminacion con agentes

antimicrobianos.®3

Algunos otros ejemplos han demostrado la importante relacion que existe entre los
microorganismos ambientales y la salud. La existencia de una co-evolucion entre
los animales y las bacterias, no es un acontecimiento nuevo, lo cual se ha podido
evidenciar en la gran relacién que existe entre la micro biota humana y la de los
demas mamiferos, lo que ha llevado a pensar en una posible evolucion
convergente.™* Por lo tanto, la biota bacteriana del tracto gastrointestinal, vaginal,
y sistema urinario en humanos, juegan un papel importante en algunos procesos
metabdlicos, absorcion, inmunolégicos y de proteccion frente invasores
patdgenos; sin embargo, este equilibrio se ve alterado por el consumo de
antibiéticos, provocando que el sistema en general sea propenso a enfermedades
e invasiones de bacterias patégenas oportunistas.*>®

10.1 FAUNA SILVESTRE COMO RESERVORIOS DE GENES DE
RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

Otro problema importante de este tipo de contaminantes es la transferencia de
genes de resistencia entre diferentes grupos de organismos.®>**! El intercambio de
bacterias patdgenas resistentes puede ocurrir de manera directa por contacto con
cuerpos de aguas o de manera indirecta por el contacto con bacterias ambientales
resistentes, que posteriormente transfieren sus genes a los patégenos de los
humanos y animales.’® Por lo tanto, los sistemas acuaticos ademas de ser

importantes reservorios de bacterias resistentes y genes de resistencia, son
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también un importante vehiculo de difusion entre diferentes ecosistemas.™® Estos
sistemas acuiferos son considerados fuentes importantes para la evolucion y el

desarrollo de nuevos mecanismos de resistencia en bacterias.'*?

Algunos trabajos han demostrado la presencia de genes de amplio espectro de
betalactamasas en la flora microbiana de especies de consumo humano. Esto
puede ser un grave problema debido a que estos microorganismos pueden actuar
como reservorios y a su vez ocasionar graves problemas de salud.’®’ La
persistencia de los genes de resistencia a los antibiéticos en el ambiente y en las
poblaciones silvestres es alta, incluso en ausencia de presion selectiva por
antimicrobianos o por la actividad antrépica, lo cual ha generado incertidumbre en

la comunidad cientifica.'*%4°

La elevada tasa de resistencia adquirida ha sido identificada en bacterias aisladas
en humanos y animales silvestres que no han estado expuestos a estos farmacos
y que viven en areas muy remotas.**® Algunos estudios han reportado la presencia
de Escherichia coli con genes de resistencia similares a los detectados en los
seres humanos, en muestras de excremento de Conolophus pallidus, una de las
tres especies de iguanas endémicas de las islas galapagos.’® Este importante
hallazgo refleja que incluso ecosistemas tan aislados son susceptibles a este tipo
de contaminantes.’ Un estudio realizado por Costa et al., en la Peninsula
Ibérica, determiné la presencia de un alto nimero de genes implicados en la
resistencia a diferentes tipos de antibiéticos (betalactdmicos, aminoglucésidos,
tetraciclinas, sulfonamidas entre otros) en animales salvajes (aves, mamiferos,
reptiles marinos y anfibios), encontrando una variacion en la distribucién de ciertos
tipos de genes de resistencia entre los diferentes ecosistemas.'® En la Gréfica 5,
se muestra de manera simplificada las relaciones entre las diferentes rutas en la

adquisicién y difusién de la resistencia, asi como sus efectos en los ecosistemas.

53



Figura 5. Rutas y factores implicados en la resistencia y su diseminacién. 3% 13

138, 139, 141, 153
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10.2 PROBLEMATICA DE LOS DETERMINANTES DE RESISTENCIA A LOS
BETALACTAMICOS - LAS BETALACTAMASAS

En las ultimas décadas el fendbmeno de la resistencia a los antibiéticos a nivel
mundial ha aumentado de forma alarmante, por tal motivo, la organizacién mundial

de la salud en 1999 lo catalogé como un problema de salud publica.®

Dentro de los diferentes mecanismos de resistencia a los antibidticos, la
produccién de enzimas betalactamasas son las mas destacadas.'®* Ademas, se
considera que los genes que codifican este tipo de enzimas son los mas
ampliamente distribuidos a nivel mundial.’* Las betalactamasas son el principal

mecanismo de resistencia frente a los antibiéticos betalactamicos, los cuales son
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uno de los grupos de antimicrobianos mas importantes y usados contra las
enfermedades infecciosas en humanos y animales.’®® En la actualidad existen
descritas mas de 400 diferentes tipos de betalactamasas, en las cuales se
conserva su mecanismo de accion, pero varian en el tipo de sustrato y a la

sensibilidad de los compuestos inhibitorios. 1

Estas enzimas se caracterizan por presentar la capacidad de romper el anillo
betalactamico de los antibidticos betalactamicos, inactivando de esta manera la
molécula.'® Las betalactamasas se dividen en cuatro clases desde la A a la D.
Esta agrupacion esta mediada por la composicion aminoacidica del centro activo
catalitico, donde las clases A, C, D presentan un residuo de serina, mientras la
clase B requiere de zinc como cofactor para la actividad catalitica, por lo que se

conoce como metalobetalactamasas.®*

La clase A esta conformada por dos familias, las TEM-1 y SHV-1, este tipo de
enzimas so6lo hidrolizan penicilinas;*®® sin embargo, con el posterior uso de las
cefalosporinas en la década de los ochenta, se encontraron betalactamasas con
mutaciones en la composicién de los residuos de los tres aminoacidos del centro
activo de la molécula, lo que le otorgd la nueva propiedad de hidrolizar todas las
generaciones de cefalosporinas®®® y monobactamicos; **° a este tipo de enzimas
se les denomind betalactamasas de espectro extendido (BLEE).**® Este grupo
estd conformado por las variantes de la clase A (TEM y SHV), las CTX-M y la
clase D (OXA).*® La clase B (metalobetalactamasas) posee la propiedad de
hidrolizar penicilinas, cefalosporinas y carbapenemas; este grupo esta conformado
por diez grupos: VIM, IMP, GIM, SPM, SIM, NDM, TMB, AIM, KHM y DIM, siendo

las dos primeras las mas ampliamente distribuidas en el mundo.*®

La gran presion generada por el uso de antimicrobianos a nivel mundial en
hospitales, uso veterinario, agricultura, han sido considerados los principales

responsables de la crisis y la expansiéon de resistencia a los antibiéticos,™®
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(Grafica 6). Sin embargo, se ha determinado que la adquisicion de resistencia
puede suceder en lugares remotos y en animales silvestres que no han sido

expuestos a ninguna clase de antibiético.'*®

Figura 6. Distribucion de las principales familias de betalactamasas a nivel
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En las bacterias Gram negativas, el principal mecanismo de resistencia contra los
antibiéticos betalactdmicos son las betalactamasas.'®’ En los Ultimos afios, el
aumento de bacterias multirresistentes se ha convertido en un problema para los
tratamientos infecciosos en el mundo.*®” Uno de los principales agentes patégenos
ha sido Escherichia coli, la cual se ha considerado una fuente importante de
genes de resistencia.'® Esta especie se encuentra en el tracto digestivo en
humanos, mamiferos, aves y en el ambiente, por lo que las aguas contaminadas

con heces fecales son el mayor reservorio y el principal medio de difusion de
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bacterias y determinantes a la resistencia en general.'®? Las betalactamasas son
codificadas por genes ubicados en los pladsmidos, por lo que son faciimente

transmitidos entre las diferentes especies e incluso géneros.®®

Los plasmidos son moléculas de ADN extra cromosémico con replicacion
auténoma y son el principal evento de transferencia horizontal de ADN.**® Algunos
trabajos han permitido demostrar la importancia de este mecanismo en la
diseminacién de genes que codifican betalactamasas a nivel mundial.*****"* Uno
de los principales plasmidos asociados a diferentes casos de enfermedades en el
mundo ha sido el IncL/M, este replicon es un importante difusor de resistencia a
los betalactamicos, ya que lleva genes que codifican 12 diferentes tipos de

betalactamasas, pertenecientes a las clases A,B,C y D. °

Actualmente, se ha demostrado la gran amenaza que significa para el hombre la
introduccién de agentes patdgenos resistentes en la cadena tréfica, los cuales
repercuten en la salud no so6lo del ser humano, sino de toda la fauna en
general.'”**"* Esto ha incentivado al aumento de estudios en la determinacion de
genes de resistencia y de bacterias patdégenas resistentes en animales de
consumo humano y domésticos como aves de corral, salmén, cerdos, ganado,
perros, gatos entre otros; todos estos estudios han determinado la presencia de
bacterias patdgenas con genes que codifican betalactamasas tanto en el hombre

como en los animales.'®®1175"

181 Otros trabajos han permitido reflejar la
preocupante dispersion de estos determinantes de resistencia en bacterias
procedentes del ser humano, encontrando que algunas betalactamasas se
encuentran confinadas a regiones geograficas especificas (endémicas) y otras

estan ampliamente dispersas por el planeta.*3164166.167.170.180.182-186

Basados en el reporte de la organizacion mundial de la salud de 2014, en el cual
se recopila la informacion suministrada por los paises miembros, programas de

vigilancia y articulos cientificos, se ha intentado describir la situacion actual de la
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resistencia bacteriana a nivel global.® Sin embargo, existen grandes vacios en la
informacion para ciertos paises, debido a que actualmente no existen programas
de vigilancia, como por ejemplo en el continente africano donde hay escasez de
datos confiables para muchas enfermedades infecciosas comunes y graves para

la salud humana.®

Este documento de la OMS contiene la informacion de los principales patégenos
a nivel mundial, debido a que son los causantes mas comunes de enfermedades
infecciosas en la comunidad y hospitales.® En esta lista se incluyen: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, ambas resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion y a carbapenémicos, su mecanismo de resistencia es mediante
betalactamasas (Graficas 7 y 8); Staphylococcus aureus y Streptococcus
pneumoniae, son resistentes a los antibidticos betalactamicos; Neisseria
gonorrhoeae es una especie resistente a cefalosporinas de tercera generacion;

Nontyphoidal salmonella y Shigella sp. son resistentes a las fluoroquinolonas.®

Figura 7. Resistencia de Escherichia coli a cefalosporinas de tercera generacion.
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Figura 8. Resistencia de Klebsiella pneumoniae a cefalosporinas de tercera

generacion. °
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11.BASES GENETICAS DE LA RESISTENCIA BACTERIANA

La resistencia bacteriana a los antibiéticos puede ser intrinseca o natural y hace
referencia a caracteristicas biolégicas de cada especie bacteriana, que le confiere
la capacidad de resistir la accion de un antibiotico, sin ninguna alteracién genética
adicional.’®” Algunas bacterias Gram negativas son resistentes innatos a muchos
compuestos, debido a la dificultad de los antibidticos para cruzar la membrana
externa; un ejemplo es la vancomicina (betalactamico), por lo que este
antimicrobiano es efectivo contra bacterias Gram positivas.’® Un ejemplo
importante de resistencia natural se ha evidenciado en Pseudomonas aeruginosa,
una especie Gram negativa de importancia clinica, debido a que se considera que
es la causante entre el 9-10% de las infecciones adquiridas en los hospitales en el
mundo.'®® Este microorganismo presenta varios mecanismos de resistencia como
disminucion de la permeabilidad de la membrana externa, sistemas de bombas
salida y sintesis de betalactamasas.*® Por otro lado, la resistencia adquirida es el
resultado de la adquisicion de genes exdgenos por diferentes mecanismos de
dispersion como plasmidos, transposones, integrones y ADN de bacterias
muertas.'® Este fenémeno de transferencia genética es comun entre especies del
mismo género; sin embargo, se ha evidenciado en organismos evolutivamente

distantes como Gram positivas y Gram negativas.***

Los dos procesos implicados en la adquisicion de resistencia son las mutaciones y
la transferencia de genes de resistencia.'®> Estos dos mecanismos pueden
interactuar de forma sinérgica, debido a que por transferencia horizontal se
pueden introduccir nuevos genes de resistencia en una poblacién y mediante
mutacion, estos pueden ser modificados y puede dar origen a formas mas

resistentes, como por ejemplo los los genes que codifican betalactamasas.*®

60



11.1 MUTACION

La evolucion es el resultado de cambios en la composicion de la estructura
genética de un organismo; este proceso se incrementa dependiendo de la
capacidad del organismo para variar genéticamente, lo que le confiere la

capacidad de colonizar y sobrevivir a cambios en el ambiente.**

Debido a que la mutacion es un proceso necesario para la evolucion adaptativa,
es esencial que exista una seleccion que fije las mutaciones benéficas para el
organismo o para la poblacién; sin embargo, muchas de estas variaciones pueden
convertirse en mutaciones deletéreas lo que ocasionaria cambios perjudiciales
para el organismo, por lo que la seleccion natural actuaria en favor de una baja
tasa de mutacién para mantener la integridad del genoma.'®® Es probable que este
fenébmeno sea el responsable del cambio del ARN al ADN como molécula
heriditaria, asi como la aparicion de los mecanismos de reparacion implicados en

los procesos de replicacién del ADN,*

por lo que cualquier variacion de las
condiciones ambientales (antibiéticos) permitiria el aumento de la tasa de

mutacién en bacterias.'®*

Los principales procesos implicados en el incremento de la tasa de mutacién son
el sistema de reparacion de emergencia (SOS), que es inducido cuando existe un
dafio en el ADN, y el sistema de reparacion del ADN, el cual se encarga de
corregir el emparejamiento de las bases nucleotidicas en el proceso de
replicacion.’®” Se ha encontrado que la mayoria de cepas aisladas con una alta
tasa de mutacion, son mutantes con defectos en su capacidad de reparar errores
en la replicacion y en el emparejamiento de sus bases homologas en la

recombinacion.'®®

Ademas, se ha encontrado que algunos antibidticos
(quinolonas, penicilinas y cefalosporinas) son capaces de inducir una respuesta
SOS en bacterias, lo que ocasiona que la tasa de mutaciéon a la resistencia

aumente.*3
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Esto se debe a que los antibiticos provocan dafios en la hebra de ADN,
ocasionando que se active el sistema SOS, el cual inicia la biosintesis de
polimerasas con baja fidelidad en el emparejamiento de las bases, denomidas
ADN polimerasas propensas al error; estas enzimas son capaces de seguir la
replicacion a pesar de los dafios en la cadena molde, generando una alta tasa de
mutacién.'® Por lo tanto, bajas concentraciones de antimicrobianos en el
ambiente, animales y seres humanos, actuarian como importantes fuentes para el
origen, mantenimiento y dispersién de resistencia a los antibiéticos.** Por esta
razén, una nueva alternativa para la disminuciéon de bacterias resistentes en los
procesos terapéuticos, consiste en la inhibicién de la proteina Rec A, la cual es la
responsable de la activaciéon y regulacion del sistema SOS implicado en la

tolerancia a los antibiéticos.?®

El estrés oxidativo es considerado otro importante mecanismo inductor de
mutagénesis en bacterias,?® este tipo de lesiones son producidas por especies
reactivas del oxigeno con el ADN, estos subproductos son generados de procesos
metabdlicos celulares y también por la exposicién a compuestos quimicos.?*?
Estudios han demostrado cémo los antibidticos betalactdmicos, quinolonas y
aminoglucésidos son antimicrobianos que desencadenan un aumento en la
produccion de radicales hidroxilo como mecanismo secundario de muerte celular;
sin embargo, se ha encontrado que a concentraciones bajas pueden inducir
diferentes niveles de mutagénesis a nivel celular, debido al aumento del radical

hidroxilo.201:203

El uso intenso y prolongado de agentes antimicrobianos en las ultimas décadas ha
ocasionado un impacto importante en la microbiota humana, lo que ha permitido
una seleccién y difusién de variantes bacterianas resistentes.?®* La continua
exposicion de las bacterias ha seleccionado y fijado diferentes determinantes

genéticos en las poblaciones, asi como microorganismos con una alta tasa de
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mutacion que aumente la probabilidad que de surga una nueva variante

resistente.?®*

11.2 TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE ADN

La tranferencia horizontal es un fenédmeno de intercambio de material genético
entre organismos estrechamente relacionados 0 no y presenta un importante
mecanismo de adquisicién de novedades evolutivas.’® La cantidad de material
genético que puede ser transferido puede ser desde fragmentos de genes, genes,
operones que codifican proteinas relacionadas en complejas rutas metabdlicas y
hasta cromosomas enteros, lo que refleja la dinamica natural de los
microorganismos.’”® Las bacterias presentan tres métodos de transferencia del

ADN: la transformacion, la transduccién y la conjugacion.?®’

Los elementos genéticos méviles se agrupan en dos clases: aquellos elementos
gue se pueden mover de una célula a otra y los elementos que se movilizan en el
mismo o diferentes sitios dentro de la molécula de ADN.?’" Los plasmidos son
elementos extracromosOmicos capaces de replicarse autbnomamente vy
portadores de una amplia variedad de genes, que no son esenciales para el
crecimiento celular, pero que otorga al microorganismo una ventaja a situaciones

ambientales adversas.?®

Los pladsmidos presentan doble cadena de ADN, superenrrollado sin ninguna
proteina asociada; el nimero de copias por célula puede variar desde una hasta
cientos dependiento del tipo plasmido.?*® El tamafio de los plasmidos puede variar
desde los que tienen 2 0 3 genes hasta los que tienen capacidad de 400 genes o
més.?” Se han identificado diferentes tipos de plasmidos que incluyen: los
plasmidos integrativos, capaces de insertarse en el genoma quedando de esta
manera bajo el contro del cromosoma bacteriano,?® los plasmidos conjugativos,

los cuales son capaces de sintetizar pilis en la superficie bacteriana con el
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propoésito de permitir la transferencia de los plasmidos entre diferentes células y
por ultimo, se encuentran los pldsmidos R, los cuales presentan los diferentes
genes de resistencia a los antibidticos; este tipo de plasmido es el responsable de

la multirresistencia contra multiples antimicrobianos.?*

Epidemiolégicamente, los plasmidos portadores de resistencia, con capacidad
conjugativa, son los principales elementos génicos que promueven la difusion de
una gran variedad de genes de resistencia, por lo que contribuyen al aumento
alarmante de cepas multirresistentes.””® Un ejemplo importante lo constituye el
plasmido AmpC betalactamasas el cual presenta diferentes tipos de enzimas
betalactamasas CMY, MOX, MIR y FOX de espectro extendido. Estos genes estan
presentes en el cromosoma de especies del género Citrobacter; sin embargo,

actualmente se encuentran circulando en E. coli y K. pneumoniae.?*°

El plasmido incl/M, es un elemento gendmico muy importante en la adquisicion de
multirresistencia para la gran familia de bacterias gram negativa
(Enterobacterias).’®® Estos replicones presentan 28 genes que codifican 12
diferentes tipos de betalactamasas.’®® Estos plasmidos constituyen un rico
reservorio de resistencia a los antibioticos los cuales pueden ser difundidos entre

las diversas bacterias tanto patégenas como ambientales.'®®

Los transposones fueron considerados como ADN basura, sin ningun efecto
conocido en los genes.?* Sin embargo, han sido reconocidos por ser elementos
transponibles entre cromosomas, plasmidos o entre un cromosoma y un plasmido,

209 astos “saltos”

debido a la presencia de un sistema de recombinacion propio;
entre los genomas influyen en la tasa de recombinacion, en el reordenamiento
cromosomico, en la regulacion de genes y su capacidad para transformarse en
nuevos genes.?!! Estos elementos son persistentes en los genomas debido a que
se ubican en regiones no codificantes, lo que les permite permanecer inelterados

por largos periodos.?*
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Los transposones son elementos sin capacidad de replicacion, pero presentan un
gen que codifica una transposasa que les permite la transferencia a los diferentes
elementos genémicos de la célula.’®® Algunos transposones pueden ser
integrados en plasmidos conjugativos logrando su difusion entre diferentes
individuos.*®? Por otro lado, los transposones conjugativos tienen la capacidad de

movilizarse entre cromosomas de diferentes bacterias.®?

Los transposones pueden ser moléculas cortas de unos cientos de nucleétidos y
presentar sOlo los genes necesarios para la recombinacibn o pueden ser
moléculas compuestas por genes de resistencia a los antibidticos y secuencias
homologas en sus extremos que permiten su insercidn en otras regiones del
genoma.?® Estos elementos gendmicos presentan una alta tasa de mutacion y
estan relacionados con la resistencia en especies de bacterias del género
Bacteroides y bacterias Gram positivas.”*> En bacterias Gram negativas y en
especial en E. coli se han identificado diferentes categorias de transposones y
cada uno le otorga resistencia a diferentes antibioticos: Tn3 a la ampicilina
(betalactdmico), Tn5 a la kanamicina (aminoglucésido), Tn7 a la estreptomicina
(aminoglucésido) y Tn10 a la tetraciclina.?*?

La funcién de los plasmidos y transposones en la adquisicion y movilizacion de la
resistencia a los antibiéticos por bacterias ha sido conocida; en las Ultimas
décadas se han identificado otros elementos importantes en este fenébmeno, como
los casetes genéticos de resistencia e integrones de resistencia en los plasmidos
R.2" Los integrones son elementos méviles que contiene un gen intl codificante de
una integresa, un sitio de recombiancién (attl) y un sitio de captura de genes que
se encuentra en el citoplasma.?®® Por lo tanto, los integrones son reservorios

importantes para la aparicion de nuevos genes incluyendo los de resistencia.**®
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Los integrones en principio se agruparon con base en la secuencia nucleotidica
del gen integrasa.?*® Sin embargo, este sistema de clasificacién no a sido 6ptimo
debido a la caracterizacion de una gran diversidad de integrasas en diferentes
microorganismos; por tal razon, se ha clasificado asi a estos elementos moviles:
integrones | o de resistencia a los antibiéticos, e integrones Il los cuales estan
asociados en el cromosoma bacteriano y no presentan genes de resistencia.?'®
Estos elementos génicos no presentan un sistema de transposicion, por lo que
estan asociados a transposones y plasmidos que les sirven para movilizarse

dentro su huésped, asi como entre diferentes individuos.?**

Los casetes de genes son estructuras que presentan una secuencia codificante y
flanqueda por una secuencia palindromica conocida como 59-be o attC, que le
permite recombinar en un sitio especifico de la secuencia genémica.?!’ Estos
elementos gendmicos varian en su tamafio y dependera del tipo de proteina para
la cual codifique.?® Se han determinado decenas de estos elementos de gran
importancia clinica, debido a que son los responsable de resistencia para casi

todos los antibiéticos conocidos.?*®
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12. MECANISMOS GENERALES DE RESISTENCIA BACTERIANA

La resistencia intrinseca como la adquirida por bacterias puede ser contemplada
desde la perspectiva molecular y bioquimica, por lo que se ha clasificado en cinco
grandes grupos, por las cuales las diferentes especies de bacterias han obtenido
resistencia,**® (Grafica 9).

12.1 MODIFICACION DIRECTA DEL ANTIBIOTICO

Este mecanismo de resistencia se caracteriza molecularmente por la produccién
de enzimas capaces de inhibir la funcién de los antibioticos por hidrélisis
(betalactamasas) o por modificaciones en la estructura molecular del
antimicrobiano mediante reacciones de acetilacion, adenilacion, hidroxilacion y
fosforilacion  (antibidticos  aminoglucésidos, macrolidos, tetraciclinas vy
cloranfenicol).?!® La principal fuente de genes codificantes de estas proteinas se
localizan en plasmidos y transposones; otros son de origen cromosémico y

proporcionan una resistencia intrinseca.?*°

12.2 DISMINUCION DE LA PERMEABILIDAD

Este mecanismo es producto de mutaciones en los genes codificantes de
elementos de la membrana o la pared celular como las porinas y lipopolisacaridos,
los cuales pueden verse modificados o ausentes, por lo que afectan el transporte
activo a través de las barreras celulares.??® Esta disminucién en la permeabilidad

dificulta la penetracion de antibiéticos a los receptores diana dentro de la célula.??°
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12.3 BOMBAS DE EFLUJO

Las bombas de eflujo son proteinas ubicadas en la membrana celular, cumpliendo
la funcién de expulsar al medio exterior los antibiéticos que pudieron alcanzar el
interior de la bacteria.'®* Este mecanismo de resistencia puede disminuir o anular
la sensibilidad a muchos antibiéticos como betalactdmicos, quinolonas tetraciclina
e incluso diferentes tipos de antisépticos y desinfectantes.”®® Los genes
codificantes para estos complejos protéicos estan ubicados principalmente en el
cromosoma bacteriano; sin embargo, estos determinantes geénicos se han
localizado en plasmidos lo que ha permitiendo su transferencia y diseminacion

entre las bacterias.*®®

12.4 ALTERACION EN LOS SITIOS BLANCOS DEL ANTIBIOTICO

Muchos de los antibiéticos actian especificamente uniéndose a receptores
celulares con alta afinidad, por lo que modificaciones por parte de las bacterias en
estos sitios diana han generado resistencia a los antibiticos.*®® Algunos ejemplos
importantes son las alteracién de las ADN girasas (resistencia a las quinolonas),
alteracion subunidades ribosomales (resistencia a macrolidos) y modificaciones en
las proteinas de union a penicilinas (PBPs) de la pared celular (resistencia a

betalactamicos).”*®
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Figura 9. Mecanismos de resistencia bacterianos a los diferentes antibiéticos.*®®
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13. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS
BETALACTAMICOS

13.1 ALTERACION DE LAS PROTEINAS DE UNION A PENICILINAS (PBPS)

El peptidoglucano cumple una funcién importante en la pared celular en las
bacterias, pues ademas de resistir la presion intracelular, también le proporciona
una forma definida, la cual es transmitida de generacién en generacion.’”* La
biosintesis del peptidoglucano es un proceso complejo que consta de tres etapas:
una citoplasmatica, una de transporte y una de polimerizacién.’®* En esta dltima
etapa de sintesis, estan los objetivos clasicos de los antibioticos betalactamicos,
los cuales son proteinas asociadas a la membrana celular que catalizan los
ultimos pasos de la sintesis del peptidoglucano, denominadas proteinas de union
a las penicilina (PBPs).??? El nimero de PBPs y su sensibilidad frente a los
antibiéticos varian entre las especies bacterianas.?*® Estas proteinas presentan
una diferencia en su peso molécular por lo que se han divido en dos categorias:?*?
PBPs de alta masa molecular (60 kDa) con actividad transglicosilasa y
transpeptidasa (bifuncional); esta familia de proteinas esta implicada en la
polimerizacion y entrecruzamiento de las cadenas de glicano.'®* Los PBPs de baja
masa molecular presentan una actividad D-carboxipetidasa (monofuncional) que

regula el grado de reticulacién o entrecruzamiento del peptidoglucano.***

Las proteinas de alta masa molecular presentan un dominio citoplasmatico y dos
dominios cataliticos en la superficie externa de la membrana, lugar donde se
realiza la polimerizacion del peptidoglucano.?” Dependiendo de la actividad
catalitica de los dominios N- terminales estas PBPs se pueden clasificar en clase
A y B.?! Sin embargo, presentan un dominicio C-terminal con actividad
transpeptidasa implicado en la reticulacién de las cadenas de glicano.?? La clase

A presentan un dominio N- terminal con actividad catalitica transglicosidasa
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implicada en la elongacién de las cadenas de glicano no entrecruzadas.?* La
clase B presenta un dominio que se cree juega un rol importanten en la forma

celular, asi como su interaccién con proteinas del ciclo celular.??*

Los antibidticos betalactamicos actian como inhibidores del proceso de
transpeptidacion del peptidoglucano, debido a la similitud que presenta a nivel
estructural el enlace del anillo betalactamico con la region terminal del
pentapéptido (D-Ala-D-Ala), por lo cual compiten por el sitio de union a las PBPs
de la membrana.?** Esta alteracién del proceso de sintesis ocasiona que se
acumulen precursores provenientes del citoplasma, lo que induce la produccién de
hidrolasas y enzimas autoliticas que degradan el peptidoglucano existente.’*?%
Sin embargo, se ha encontrado que muchas especies de bacterias son resistentes
0 presentan baja sensibilidad a estos farmacos debido a ciertas modificaciones en
estas proteinas de membrana que pueden ser: reduccion del nimero de PBPs,
disminucién de la afinidad de las PBPs o por formacién de nuevas PBPs de muy

d, 225

baja afinida por otro lado, la adquisicion de resistencia involucra un costo

biolégico o cambios extras para poder compensar las modificaciones en las PBPs

(ejem: activacién de otros genes).?®

Las PBPs clase B son un receptor diana importante para la adquisicion de
resistencia a los betalactdmicos para muchas bacterias.?** Por ejemplo, se
determind que especies como Staphylococcus aureus y Enterococcus faecium,
bacterias gram positivas, presentan resistencia a estos antibiéticos debido a la
presencia de PBPs endogenas inducidas (PBP 2a y PBP5 respectivamente) que
pueden realizar la polimerizacion del peptidoglucano en presencia del
antibi6tico.?"#**

Algunas especies como Bacteroides fragili, un microorganismo anaerobio estricto
de la microbiota en humanos presenta una fuerte resistencia a muchos antibiéticos

betalactamicos, incluyendo monobactamicos. Estas bacterias presentan PBPs de
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baja afinidad a los antibiéticos betalactamicos como la PBP2bf. Estudios
preliminares en el analisis de las secuencias nucleotidicas de los seis genes
codificantes de PBPs para Escherichia coli y Bacteroides fragili, presentaron un
alto grado de homologia entre las secuencias génicas para las dos especies.?*’
Varios estudios han permitido demostrar que muchos microorganismos recurren
no solo a un mecanismo de resistencia, como por ejemplo Helicobacter pylori, un
importante patégeno causante de enfermedades géastricas en humanos.?”® Este
microorganismo presenta una elevada resistencia a diferentes antibiéticos como
ciprofloxacina, cloranfenicol, metronidazol, rifampicina, las tetraciclinas y a los
betalactamicos, como producto de la combinacion de mecanismo como la

alteracién de PBP1A y la disminucién de permeabilidad de la membrana celular.??®

13.2 DISMINUCION DE LA PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA

La membrana externa celular es una bicapa lipidica que muestra poca
permeabilidad por los solutos hidrofilicos. *° Por lo tanto, existen proteinas que
facilitan el transporte de nutrientes.”® La palabra porina fue propuesta para
aquellas proteinas de membrana que forman canales de difusién no selectivos.?*
Posteriormente, se determind la presencia de estas proteinas en mitocondrias y
cloroplastos.?® Las porinas son protefnas que no presentan una regién hidréfoba
como en la mayoria de las proteinas transmembrana y estan conformadas por
cadenas antiparalelas con aminoacidos hidrofobos en el exterior de la membrana 'y
aminoacidos hidrofilicos en el interior celular. Asi mismo se diferencian de las
demas proteinas de membrana por estar compuestas por laminas beta y no por
hélices alfa, las cuales estan ubicadas de forma antiparalelas formando un cilindro,

llamado barril beta.?®

La disminucién de la permeabilidad de la membrana representa un importante

mecanismo de resistencia para las bacterias, debido a que los objetivos diana de
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los antibiéticos estan asociados a procesos intracelulares.”?® Algunos farmacos
como los betalactdmicos emplean las porinas como mecanismo de entrada al
interior celular; por otro lado, los antimicrobianos hidrofébicos (macrolidos) se
difunden a través de la membrana lipidica.?®® Las células bacterianas han
adquirido resistencia a los antibidticos debido a mutaciones que alteran la funcion
y afectan la expresion de las porinas; estos pueden ser por pérdida del nimero de
porinas de la membrana celular, por disminucion de la expresion de genes que
codifican un determinado tipo de porina ?® o por cambios en el funcionamiento de
la porina, debido a alteraciones en las propiedades electrofisiol6gicas, contraccion
del tamafio del poro o aumento de la hidrofobicidad del canal proteico,

restringiendo el paso de moléculas hidréfobas como penicilinas y tetraciclinas.**°

La alteracion de estas proteinas de transporte influye en la resistencia de
antibiéticos como betalactamicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas y cloranfenicol.?®
Hasta la fecha existe un gran nimero de estudios que evidencia la importancia de
este mecanismo en la adquisicién de resistencia a los antibioticos betalactamicos,

por lo que se presentaran algunos ejemplos.

Serratia marcescens es una bacteria Gram negativa, importante para el area
clinica, debido a que es causante de infecciones tracto urinarias, en heridas
, . 231 . . .
cutdneas y neumonia. Esta especie presenta una alta resistencia a los
diferentes betalactamicos, debido a su capacidad de sobreproduccion de
betalactamasas AmpC, codificada por un gen cromosémico (gen AmpC). Asi
mismo, presenta genes blaCTX-M ubicados en un plasmido conjugativo que

codifica betalactamasas de espectro extendido.?!

Sin embargo, se ha
determinado que la elevada resistencia de este patdogeno a los antibidticos
betalactamicos se debe a la pérdida de la porina OmpF, la cual no es expresada
gendmicamente, debido al insercio de elementos mdéviles en el marco de lectura

del gen; por lo que la combinacién de betalactamasas y la disminucion de la
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permeabilidad de la membrana son las principales causas de su resistencia a los

antibiéticos betalactamicos para esta especie.**

Klebsiella pneumoniae es uno de los principales microorganismos causantes de
infecciones adquiridas en hospitales y presenta una alta resistencia a las
cefalosporinas (antibiético betalactdmico), debido a la transferencia horizontal de
genes codificantes de betalactamasas.”®® Resultados obtenidos a partir del
analisis de secuencias nucleotidicas de las porinas ompK36 y ompK35
encontraron alteraciones como insercciones y deleciones en la region codificante

233 indicando

del gen ompK36 para las cepas CDM1 y HUSR2/94 respectivamente,
que la pérdida de porinas por alteraciones en las regiones codificantes del gen es
un fendbmeno importante de adaptacion a cambios ambientales para las

bacterias.?*3

Sin embargo, no siempre la reduccién del nivel de expresion de las porinas
conduce a la adquisicion de resistencia, debido a que algunas mutaciones en la
secuencia de genes codificantes pueden afectar la funcion de normal de las
porinas.?® Estudios han demostrado que cambios en la secuencia aminoacidica
influyen en alteraciones de las propiedades quimicas y fisicas de las porinas.?%%**
Esto ha sido determinado en Neisseria gonorrhoeae, un patdégeno multirresistente
a los antibi6ticos betalactamicos y tetraciclinas.*° Modificaciones en las
posiciones 120 y 121 por el aminoacido acido aspartico es suficiente para conferir
resistencia a los antibidticos. Ademas, se encontré que el 47% de las cepas
evaluadas para la porina IB, presentaron aminoacidos como lisina y &cido
aspartico en estas dos posiciones; por lo tanto, una sola mutaciébn de un
aminoacido por acido aspartico en cualquiera de estas posiciones (120-121) es
suficiente para la adquisicion de resistencia a los antibiéticos betalactamicos y
tetraciclinas.”®® Estas alteraciones aminoacidicas causan alteraciones en las
propiedades electrofisiolégicas y en el tamafio del poro del canal proteico en

Neisseria gonorrhoeae.?*°
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13.3 BOMBAS DE EFLUJO

Las bombas de eflujo son proteinas intermembranas implicadas en la eliminacién
de sustratos toxicos dentro de las células,®® lo que refleja la importancia de estos
sistemas proteicos en la sobrevivencia de los organismos.?*® Por tal motivo, el
papel que tienen estas bombas de eflujo contra la resistencia de antibiéticos es
algo funcionalmente natural y beneficioso para los organismos.?*® Estos sistemas
protéicos estan presentes en bacterias Gram negativas y Gram positivas, asi como
en eucariotas.”®®> Se ha calculado que el 5-10% de los genes del genoma
bacteriano estan implicados en el transporte celular, en el que se incluye un gran
nimero de genes que codifican para las bombas de eflujo.?®® En bacterias, los
genes codificantes para este tipo de proteinas de eflujo, se encuentran en los
cromosomas que le confieren resistencia intrinseca a las bacterias, por lo que
posibles mutaciones pueden ocasionar una seleccion de los genes implicados en
la expresion de estas proteinas, sin la necesidad de su adquisicion por
transferencia horizontal.?® Sin embargo, muchos genes se encuentran en
elementos moéviles como plasmidos o transposones localizados dentro de los

mismos plasmidos.?’

El sistema de transporte implicado en la resistencia intrinseca y adquirida por las
bacterias recibe del nombre de sistemas de multirresistencia (RMD), este
complejo proteico es capaz de expulsar de una forma no selectiva, un gran

nimero de antibiéticos que no presentan similitud estructural.?*®

Las bombas de eflujo multirresistentes se han clasificado en cinco grandes
familias: familia de union a casete de ATP (familia ABC), familia de facilitador
mayor (familia MFS), familia de expulsién de farmacos y téxicos (MATE), familia
de resistencia pequefia a farmacos (familia SMR) y familia de resistencia a
division por nodulacion (familia RND).*® Estas familias se diferencian en la fuente

de energia empleada para la eliminacién de los diversos sustratos.?*® La familia
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ABC son proteinas que dependen de la hidrdlisis del ATP, la familia MATE emplea
una diferencia del gradiente electroquimico por Na+ o H+. Por su parte las familias
MFS, RND y SMR utilizan la fuerza protén motriz.?** El principal grupo de bombas
implicadas en la resistencia de patégenos de importancia clinica son las familias
de fuerza protén motriz.>** Las dos primeras familias (ABC y MFS) estan
presentes en organismos procariotas y eucariotas. Las familias restantes han sido

determinadas sélo para procariotas.?*?

Estudios recientes han permitido identificar la sobreexpresion de diferentes genes
qgue contribuyen a la resistencia de bacterias Gram positivas y Gram negativas a
los diferentes antibidticos como betalactamicos, fluoroquinolonas vy
aminoglucésidos.*®® La regulacién de la expresién de los sistemas de bomba de

3 mutaciones en

eflujo en mutantes se debe a cuatro mecanismos principales:**
genes reguladores, mutaciones en genes represores o silenciadores, mutaciones
en regiones promotoras de genes de proteinas transportadoras e inserciones de
secuencias cerca a los genes que codifican el sistema de bombas de eflujo o
dentro de los genes con funcién represora.”*® Estos sistemas de resistencia se
encuentran en general acoplados a otros mecanismos con el propésito de adquirir
bajo nivel de suceptibilidad y un mayor espectro de accion contra los diferentes

grupos de antibiéticos.?’

Algunos ejemplos importantes del trabajo conjunto de mecanismos de resistencia
se aprecian en el patégeno Eschericia coli, donde bombas AcrAB proveen
resistencia a diferentes agentes hidrofébicos (penicilinas) que atraviesan las
porinas; sin embargo, la expresion de betalactamasas de clase C, le confiere
resistencia a diferentes farmacos de cefalosporinas de primera y segunda
generacion.’** Pseudomonas aeruginosa ha sido un microorganismo importante
de estudio, en el cual se ha podido determinar el sistema Mex, el cual esta
D.244

conformado por 12 diferentes proteinas de transporte de la familia RN

Algunos patdogenos mutantes pueden sobreexpresar importantes complejos
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multirresistentes como los sistemas MexAB-OpRM y MexAB-OpRJ involucrados
en la resistencia a diferentes antibiéticos como fluoroquinolonas, betalactamicos,
tetraciclina, macrolidos, cloranfenicol, novobiocina, trimetoprima y sulfonamidas.?*
Sin embargo, estos patdgenos son sensibles a betalactamicos como carbenicilina,
aztreonam y a los aminoglucésidos.?* Por tal motivo, estos sistemas de transporte
pueden ser considerado como un importante blanco para el desarrollo de nuevos
antimicrobianos; lamentablemente existe poca informacion acerca de los

mecanismos de sobreexpresion de estas bombas de eflujo en bacterias.?*?
13.4 MODIFICACION DIRECTA DEL ANTIBIOTICO (BETALACTAMASAS)

La resistencia a los antibioticos betalactamicos es considerado un problema a
nivel mundial.®*® El principal mecanismo de resistencia contra estos
antimicrobianos son las betalactamasas; las cuales son enzimas capaces de
hidrolizar el anillo betalactamico encargado de la actividad antimicrobiana de la
molécula.?*® La mayoria de los genes codificantes de betalactamasas se localizan
en elementos moviles como plasmidos y transposones, aunque existen genes
cromosémicos que le confieren al portador una resistencia intrinseca.”*® Se han
reportado mas de 400 betalactamasas, todas conservando su accion

antimicrobiana, pero presentando una diferencia en el tipo de sustrato.*®?

Esta amplia gama de betalactamasas en bacterias, es debida a mutaciones

247 Estas

puntuales en la secuencia nucleotidica de los genes codificantes.
enzimas se clasifican dependiendo de la composicién aminoacidica de su centro
activo catalitico.’® Las clases A,C,D se caracterizan por la presencia de un residuo
de serina, por el contario la clase B requiere de zinc como activador catalitico de la
enzima, por lo que son conocidas como metalobetalactamasas.”® Actualmente,
varios estudios han demostrado la importancia de este mecanismo para bacterias

de gran importancia clinica como Escherichia coli, Klebsiella spp. , Enterococcus
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spp., Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,

Mycobacterium tuberculosis, entre otras. '8 29163, 248-251
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14. TECNICAS ANALITICAS PARA LA DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS
EN MUESTRAS AMBIENTALES

El analisis de antibiéticos en el medio ambiente es una tarea dificil, debido a la
complejidad de la matriz de andlisis y a las concentraciones bajas (ng/L) de estos
compuestos en los sistemas acuaticos.?*? Los antibi6ticos son compuestos que se
diferencian quimicamente entre las diferentes clases, por este motivo es necesario
el uso de métodos analiticos propios para cada tipo de compuesto en particular.?>®
Diferentes clases de antibiéticos han sido determinados en el medio ambiante. %2
Actualmente se prefieren los métodos analiticos que permitan realizar la
determinacién de multiples residuos de antibidticos a la vez. 2 Uno de los
métodos mas utilizados en la determinacion de los antibiéticos es la cromatografia
liguida, debido a su alta sensibilidad y la separacién de analogos de una misma
clase de antibiético, por lo que cada tipo de muestra interactia de manera

especifica con la fase mévil y estacionaria en el sistema cromatografico.?>*2%2

La cromatografia liquida de alta resolucibn es una técnica importante en la
identificacion, purificacion y cuantificacion de una extensa variedad de moléculas
de diferentes peso molecular, termolébiles y compuestos i6nicos.?® Esta técnica
presenta ciertas ventajas como: deteccion de analitos a bajas concentraciones, su
automatizacion, la inyeccion directa de muestras, diversidad de muestras
empleadas en las fases mdviles y su rapidez en los andlisis.?*® Esta técnica es

empleada para numerosos compuestos organicos y poco volatiles. #°°

Esta técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), puede presentar
sistemas de deteccidon acopladas como la espectrofotometria de UV, fluorescencia
y espectrometria de masas.?® La absorcién UV muestra gran sensibilidad para la
mayoria de antibiéticos y demas farmacos, sin embargo, no suministra informacién
estructural sobre los antimicrobianos de una misma clase, ocasionado por la

similitud de los espectros de absorciéon UV (antibiéticos betalactamicos).!” El
79



empleo de fluorescencia como sistema de acople en la técnica HPLC, no ha sido
muy utilizada debido a que la mayoria de los antibidticos no presentan
fluorescencia propia. Sin embargo, esta técnica se ha podido aplicar a farmacos
como las amoxilinas y amplicilinas, con una reaccién de derivatizacion previa.?®’
La espectrometria de masas es sin duda el principal sistema de deteccion,
ofreciendo un mejor analisis de compuestos polares no volétiles, en sensibilidad y
especificidad.’” %" Algunos estudios han permitido la determinacién de una gran
variedad de compuestos antimicrobianos en muestras de biolégicas (animales de

consumo), sedimentos y agua a nivel mundial *°: 2% 2°8- 260

La electroforesis capilar (EC) es otra técnica que permite la separacion y el
analisis de diversos compuestos, su principal mecanismo de deteccion es la
espectrometria de masas.?®® Comparado con otras técnicas de uso extendido
como la cromatografia liquida de alta resolucion, la EC ofrece ciertas ventajas
como una eficiente separacién de compuestos, analisis rapidos con bajos costos y
automatizacion.?®® Sin embargo, esta técnica esta limitada en el estudio de

compuestos farmacoldgicos, debido a su baja sensibilidad.?®®

Se pueden diferenciar varios tipos de electroforesis capilar, entre los mas
importantes estan: la electroforesis capilar de zona, una de las técnicas mas
utilizada debido a su sencillez y su poder de separacion, se fundamenta en la
separacion de los compuestos segun la relacibn carga-tamafio y su principal
inconveniente es que no separa los compuestos neutros.?®® La
electrocromatografia capilar es una combinacion entre la HPLC y la CE, con el
propoésito de reunir las mejores caracteristicas de cada técnica por separado;®’ su
principal ventaja es que permite la separacion de moléculas cargadas, asi como

de moléculas neutras.?%®

Dentro de este grupo se encuentra la cromatografia capilar electrocinética de

micelas, en la que se emplea un detergente ionico para que forme micelas; estas a
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Su vez interaccionan con las moléculas no polares en su interior, causando su
separacion.®’ Las diferentes técnicas de cromatografia y electroforesis capilar son
técnicas importantes que han sido ampliamente usadas en la determinacion de
compuestos de interés bioldgico, industrial y quimico. La cromatografia capilar
electrocinética micelar es un método analitico que ha tomado auge en la
comunidad cientifica debido su rapidez, sencillez y con una enorme ventaja: la

necesidad de pequefias cantidades de muestra.?®*
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15. CONCLUSIONES

Los antibidticos actualmente son un contaminante emergente importante que
ademas de afectar las comunidades bacterianas, también ocasionan importantes
dafios a diferentes organismos acuaticos y terrestres, incluyendo el hombre. Uno
de los principales problemas a nivel mundial, es la resistencia a los antibidticos,
debido a que muchas de las enfermedades que anteriormente parecian
controladas, han surgido de nuevo como una gran amenaza. Diversos estudios
han demostrado la gran plasticidad fenotipica y genotipica que presentan las
bacterias para adaptarse y sobrevivir a situaciones de estrés en su medio

ambiente, como producto de la introduccidn constante de agentes antimicrobianos.

Estos mecanismos de resistencia son propios de las bacterias, que durante
millones de afios han sido seleccionados y conservados en sus genomas; por lo
tanto estos determinantes de resistencia (genes) estan dispersos en los
ecosistemas. Algunos estudios han determinado la importancia de los ecosistemas
acuaticos como grandes reservorios y diseminadores de la resistencia bacteriana
a nivel mundial, ya que las aguas residuales domicilarias, industriales y de
hospitales son las principales fuentes de antibidticos y bacterias patégenas de
importancia clinica, las cuales al entrar en contacto con las bacterias ambientales
fomentan el intercambio de material gendmico a través de mecanismos de

transferencia horizontal.

Por consiguiente, una solucion a este fendmeno de resistencia no sélo se limitaria
al desarrollo o descubrimiento de poderosos antimicrobianos, que muy
seguramente seran obsoletos en poco tiempo por el surgimiento de mecanismos
biolégicos de resistencia bacteriana. Este problema es un fendmeno que
involucraria grandes esfuerzos de las diferentes esferas sociales, industriales,

cientificas y gubernamentales a nivel mundial.
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Los mejoramientos de las técnicas analiticas como la cromatografia y la
electroforesis, han permitido dar un importante paso en el conocimiento no solo
de los antibiéticos, sino de una gran variabilidad de compuestos quimicos que
representan un riesgo para la salud y los ecosistemas. A pesar de estos grandes
avances, aun existe escasa informacién para un centenar de sustancias quimicas
acerca de sus posibles efectos bioldgicos para la biota, por lo que es necesaria la
implementacion de mejores técnicas que permitan una mayor confiabilidad y
sensiblidad en la deteccidn estos compuestos trazas en el agua y en muestras
biolégicas, con el propdsito de establecer normas que permitan la regulacién a
nivel mundial en el uso de los antibioticos y en general de todos los contaminantes

denominados como “emergentes”.
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