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RESUMO

A resistencia antibiética é un grave problema de satide publica
mundial. Os antibiogramas cldsicos habitualmente requiren 18-24
horas, pero en situaciéns criticas pode ser decisiva unha

caracterizacion rapida e precisa da cepa bacteriana.

Esta tese desenvolve procedementos para determinar a
sensibilidade/resistencia  antibiética en bacterias de alta
patoxenicidade, de forma simple, rapida e eficaz. Todos tefien en
comun a inmobilizacién das bacterias nun microxel para a sta

observacion baixo microscopia de fluorescencia.

Para cada tipo de antibidtico estableceuse e validouse un
pardmetro fenotipico que permite discriminar cepas resistentes de
sensibles. As quinolonas, que inducen roturas do ADN, foron
avaliadas mediante visualizaciéon directa da fragmentaciéon do
nucleoide. No caso de antibiéticos que inhiben a sintese do
peptidoglicano, a afectacion da parede bacteriana determinouse
mediante a promocién da liberacion do nucleoide ou da elongacién
celular. A colistina, que acttia sobre a membrana plasmatica, mostrou
afectacion secundaria en ADN e parede celular. Os antibiéticos que
inhiben a sintese proteica, avalidronse por prevencion de procesos
autoliticos inducidos en Gram-positivos e da elongaciéon por resposta

SOS provocada por mitomicina C en Gram-negativos.

Os resultados obtivéronse entre 40-210 minutos, concordando

practicamente cos antibiogramas estdndar.



RESUMEN

La resistencia antibiotica es un grave problema de salud publica
mundial. Los antibiogramas clasicos habitualmente requieren 18-24
horas, pero en situaciones criticas puede ser decisiva una

caracterizacién rapida y precisa de la cepa bacteriana.

Esta tesis desarrolla procedimientos para determinar la
sensibilidad /resistencia antibidtica en bacterias de alta patogenicidad,
de forma simple, rdpida y eficaz. Todos tienen en comun la
inmovilizacién de las bacterias en un microgel para su observacion

bajo microscopia de fluorescencia.

Para cada tipo de antibiético se estableci6 y validé un parametro
fenotipico que permite discriminar cepas resistentes de sensibles. Las
quinolonas, que inducen roturas del ADN, fueron evaluadas mediante
visualizacién directa de la fragmentacién del nucleoide. En el caso de
antibiéticos que inhiben la sintesis del peptidoglicano, la afectaciéon de
la pared bacteriana se determindé mediante la promocién de la
liberacién del nucleoide o de la elongacién celular. La colistina, que
acttia sobre la membrana plasmatica, mostré afectaciéon secundaria en
ADN vy pared celular. Los antibiéticos que inhiben la sintesis proteica,
se evaluaron por prevenciéon de procesos autoliticos inducidos en
Gram-positivos y de la elongacién por respuesta SOS provocada por

mitomicina C en Gram-negativos.

Los resultados se obtuvieron entre 40-210 minutos, concordando

précticamente con los antibiogramas estandar.



ABSTRACT

Antibiotic resistance is a serious global public health problem.
Classical antibiograms usually require 18-24 hours, but in critical
situations a rapid and accurate characterisation of the bacterial strain

can be decisive.

This thesis develops procedures to determine antibiotic
sensitivity /resistance in highly pathogenic bacteria in a simple, fast
and efficient way. All of them have in common the immobilisation of
the bacteria in a microgel for observation under fluorescence

microscopy.

For each type of antibiotic, a phenotypic parameter was
established and validated to discriminate between resistant and
sensitive strains. Quinolones, which induce DNA breaks, were
evaluated by direct visualisation of nucleoid fragmentation. For
antibiotics that inhibit peptidoglycan synthesis, bacterial wall damage
was determined by promoting nucleoid release or cell elongation.
Colistin, which acts on the plasma membrane, showed secondary
involvement in DNA and cell wall. Antibiotics that inhibit protein
synthesis were evaluated for the prevention of autolytic processes
induced in Gram-positives and elongation due to SOS response caused

by mitomycin C in Gram-negatives.

The results were obtained between 40-210 minutes, in close

agreement with standard antibiograms.
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isothermal amplification)

LPS: lipopolisacaridos

LTA: acido lipoteicoico (lipoteichoic acid)
M: molar

MALDI: desorcién/ionizaciéon mediante ldser asistida por matriz

(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)

MALDI-TOF MS: desorcién/ionizaciéon laser asistida por una matriz
con detecciéon de masas por tiempo de vuelo (matrix-assisted laser

desorption/ionization time-of —flight mass spectrometry.

MATE: familia de expulsion de mdultiples farmacos y téxicos

(multidrug and toxic-compound extrusion)

MBL: metalo-p-lactamasas

Mbp: millones de pares de bases o megabases

MDA: analizador de gotas en milifluido (millifluidic droplet analyser)
MDR: multirresistente (multi-drug resistant)

Me: mediana

MEFS: superfamilia del facilitador principal (major facilitator superfamily)

M-H: medio Mueller-Hinton
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min: minutos

ml: mililitros

mm: milimetros
MMC: mitomicina C

MNEC: Escherichia coli asociada a meningitis neonatal (meningitis-

associated Escherichia coli)

MS: espectrometro de masas (mass spectrometer)
n: namero de datos

NADH: nicotinamida-adenin-dinucleétido reducida
NAG: N-acetilglucosamina

NAM: N-acetilmuramico

nm: nanometros

-NOa: grupo nitro

NS: no-sensible

°C: grados Celsius

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
OXAs: oxacilinasas

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa

PBPs: proteinas de unién a la penicilina (penicillin-binding proteins)
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PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
PI: ioduro de propidio (propidium iodide)

PRAN: Plan Nacional de Resistencia a Antibioticos

qnr: resistencia a quinolonas (quinolone resistance)

QRDR: regiones determinantes de resistencia a quinolonas (quinolone-

resistance-determining region)
R: resistente

REP-PCR: PCR de elementos palindrémicos extragénicos repetitivos

(Repetitive-element PCR)
REF: factor de liberacion (release factor)
RND: resistencia-nodulacién-division (resistance nodulation-division)

ROC: curvas caracteristicas operativas del receptor (receiver operating

characteristic curve)

ROS: especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species)

RT-PCR: PCR a tiempo real (real-time PCR)

S. aureus: Staphylococcus aureus

S. pneumoniae: Streptococcus pneumoniae

S: sensible

SCD: dispersiéon de la cromatina espermatica (sperm chromatin

dispersion)
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SePEC: Escherichia coli asociada a septicemia (septicemic-associated

Escherichia coli)

SERS: espectroscopia Raman de superficie mejorada (Surface-Enhanced

Raman Spectroscopy)

SMR: familia de proteinas pequefias de resistencia a multiples

farmacos (small multidrug resistance)

SSB: rotura de cadena sencilla (single-strand break)

TBE: Tris borato EDTA

TLE: trién-X-100 - lisozima - EDTA

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

UFC/ml: unidades formadoras de colonias/mililitro

UPEC: Escherichia coli uropatogénica (uropathogenic Escherichia coli)
VAP: neumonia asociada a ventilacion (ventilator-associated pneumonia)
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

W: vatios

WTA: 4cido teicoico de la pared (wall teichoic acid)

o: desviacion tipica

X: media

%: tanto por ciento

ug: microgramos
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ul: microlitros

um: micrémetros
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Introduccion






1. Microorganismos de alta patogenicidad.

Las resistencias antimicrobianas son un grave problema de salud
a nivel global. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) public6 en
febrero de 2017 la primera lista de los denominados patégenos
prioritarios resistentes a los antibidticos. En ella se incluyen las
12 familias de bacterias mas peligrosas para la salud humana. El grupo
de prioridad critica lo constituyen bacterias multirresistentes que
pueden provocar infecciones graves y a menudo letales, como
infecciones en el torrente sanguineo y neumonias. Entre ellas destacan:
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus ~ pneumoniae 'y  Enterobacterales  resistentes a

carbapenémicos.
1.1. Acinetobacter baumannii

El género Acinetobacter incluye a cocobacilos pleomorficos
Gram-negativos, aerobios estrictos, no fermentadores de la glucosa,
inmoviles, no-exigentes, catalasa-positivos y oxidasa-negativos (1).
Acinetobacter produce colonias mucosas, lisas, blanco-grisdceas cuando
se cultiva a 37 °C en los medios sélidos utilizados de manera rutinaria

para diagndstico (2).

Este género ha experimentado muchos cambios taxonémicos a lo
largo de los afios. Uno de los principales fue la designacién de la
especie Acinetobacter baumannii (A. baumannii) en 1986 (3). En 2019,
Vijayakumar et al. publicaron una revision indicando que este género
se encuentra formado por 59 especies (4). Entre ellas, cabe destacar el

complejo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (complejo
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ACB) formado inicialmente por cuatro especies (5) y al que de manera
reciente se han afadido otras tres nuevas, dos causantes de

enfermedades y una tercera ambiental no patégena (6, 7).

La formacién de biopeliculas tiene una gran importancia en las
infecciones generadas por A. baumannii. Le permite no solo generar
poblaciones robustas en tejidos vivos, sino también colonizar
superficies abidticas, como equipamiento médico, incluyendo el
fabricado con acero inoxidable (8, 9). A. baumannii tiene la capacidad
de persistir en superficies deshidratadas durante periodos largos,
incluso cien dias en el caso de determinadas cepas (10-12). Aunque no
estd completamente definido (13), se sabe que su mecanismo de
resistencia a la desecaciéon es multifactorial, relaciondndose con la
cubierta de polisacaridos de la capsula (14) y la composicién de la
membrana externa (15). Esta habilidad para tolerar el estrés ambiental,
junto con la resistencia a maltiples clases de antibiéticos, lo convierten
en un patégeno oportunista con una gran capacidad para la
propagacion y persistencia, causando una gran variedad de
enfermedades, afectando de manera preferencial a pacientes
hospitalizados con un sistema inmune debilitado (2, 16). Pese a ello,
mas del 40% de los individuos adultos sanos presentan colonizacién
por A. baumannii en piel y mucosas sin desarrollar patologias asociadas

(17).

Las enfermedades mds comunes causadas por A. baumannii son
la neumonia asociada a ventilacién mecanica (VAP) y las infecciones
sanguineas asociadas a un catéter central (18-20). En Estados Unidos y
Europa, entre el 8 y el 14% de las VAP son debidas a este

microorganismo, pero sus ratios son muy superiores en areas como
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Asia, América Latina y algunos paises del Medio Oriente, pudiendo
superar incluso el 50% (21). Una investigacion llevada a cabo en 2019
revela que la tasa de incidencia de A. baumannii multirresistente es de
315,4 por cada 1.000 dias-paciente en UCI, con una tasa de mortalidad
que varia del 52 al 66% en lo que atafie a enfermedades respiratorias
(22). En el caso de infecciones del torrente sanguineo, la tasa de

mortalidad debida a este patégeno se acerca al 40% (23).

Con una menor incidencia, ocasiona infecciones en tejidos
blandos, piel, heridas quirtrgicas, sistema nervioso central, huesos y
tracto urinario (2, 19, 24-28). A. baumannii ha sido aislado repetidas
veces de piel y tejidos blandos de pacientes con quemaduras, heridas
o traumatismos graves, por ejemplo, soldados heridos durante
maniobras militares o victimas de desastres naturales (29).
Recientemente se ha afirmado que una de cada cinco cepas aisladas de
este microorganismo, proviene de regiones del tracto urinario, por lo
que esta ganando peso como causante de infecciones en esta area (30).
Ademas, la meningitis nosocomial causada por A. baumannii sigue
siendo una amenaza creciente en las UCIs de neurocirugia, con una
mortalidad cercana al 70%, especialmente en pacientes con tubos de
ventriculostomia permanentes o fistulas cerebroespinales y que

reciben terapia antimicrobiana posquirtargica (29).

Ademas de las enfermedades nosocomiales, la frecuencia de
enfermedades adquiridas en la comunidad causadas por este
microorganismo esta aumentando gradualmente (1). Mediante andlisis
genotipicos y fenotipicos se han identificado varios factores de
virulencia importantes para la patogenicidad de A. baumannii. Entre

ellos se incluyen: porinas, fosfolipasas, proteasas, lipopolisacéridos,
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sistemas de secrecion de proteinas y sistemas quelantes del hierro (1,

12, 16, 28, 31).

La terapia de primera linea para este cocobacilo son los
antibiéticos carbapenémicos, como imipenem, meropenem o
doripenem (32-34). La aparicion de resistencias, ha propiciado el uso
de colistina, polimixina B, tetraciclinas o inhibidores de la $-lactamasa

como el sulbactam, entre otros (35-39).

La tasa mundial de cepas de A. baumannii resistentes a
multiples farmacos aumenta de forma alarmante, e incluso estan
surgiendo panresistencias (40, 41). La OMS ha declarado que este
patégeno es uno de los microorganismos mas severos dentro del grupo
de los acufiados como organismos ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas
aeruginosa 'y Enterobacter) capaces de escapar de multitud de
antibacterianos (42). Los principales mecanismos de resistencia que
utiliza son: la degradacion enzimdtica de los compuestos,
modificaciones en las dianas terapéuticas, bombas de expulsién y

alteraciones de la permeabilidad de la membrana (1, 17, 29, 43, 44).

1.2. Escherichia coli

El género Escherichia, que debe su nombre al pediatra aleman
Theodor Escherich (45), consta de bacilos Gram-negativos anaerobios
facultativos que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. El término
Escherichia coli (E. coli) fue acufiado de manera definitiva en 1954 (46)
para referirse a un microorganismo no exigente, oxidasa negativo,

catalasa positivo, con una temperatura éptima de crecimiento de 37 °C
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y que puede ser moévil por flagelos peritricos (47, 48). Posee la
capacidad de crecer rapidamente bajo condiciones 6ptimas,

dividiéndose cada 20 minutos (49).

E. coli es una de las bacterias mas estudiadas. Se utiliza mediante
manipulacién génica para la obtencién de enzimas y otros productos
industriales. Ademads, se emplea también como biomarcador de
calidad de aguas, siendo su crecimiento a ciertos niveles un indicador

de contaminacion fecal (49).

E. coli coloniza el tracto gastro-intestinal humano a las pocas
horas del nacimiento, dando lugar a un comensalismo saludable que
permanece durante décadas. Estas cepas normalmente no causan
enfermedades, salvo en hospedadores inmunocomprometidos, donde
la bacteria puede superar las barreras, produciendo peritonitis (50).
Pese a su valor positivo, hay varios clones que han desarrollado
capacidad patogénica, causando una variedad de enfermedades
humanas, que dan lugar a mas de dos millones de muertes cada afio
(50, 51). La mayoria de ellas se deben a enfermedades intestinales,
fundamentalmente diarreas que afectan a nifios menores de 5 afos;
pero también existen cepas patégenas denominadas E. coli
extraintestinales, que generan infecciones del tracto urinario, del

torrente sanguineo y del sistema nervioso central (50, 52).

Los factores de virulencia que utilizan estas cepas estan
codificados por genes presentes en elementos genéticos moviles
extragenémicos, incluidos en el genoma, o combinaciones de ambos.
Solo aquellas combinaciones mas exitosas han permanecido y dado

lugar a los denominados “patotipos” (50). Dependiendo de las
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regiones corporales a las que afecten, podremos hablar de E. coli
patogénicas intestinales (IPEC) y extraintestinales (ExPEC). Las IPEC
se dividen a su vez en 6 patotipos: enteropatogénicas (EPEC),
enterohemorragicas (EHECQ), enterotoxigénicas (ETEC),
enteroagregativas (EAEC), enteroinvasivas (EIEC) y difusamente
adherentes (DAEC) (47, 50, 53, 54). Las bacterias del patotipo
enteropatogénico estdn asociadas con diarreas infantiles en paises en
via de desarrollo, produciendo una histopatologia muy caracteristica
en las células epiteliales del intestino. En EHEC, la misma
histopatologia suele estar acompafiada de la producciéon de la
citotoxina Shiga, y en muchos casos las diarreas van acompafiadas de
sangrados. ETEC es la principal causa de la diarrea del viajero en
individuos de paises industrializados cuando viajan a paises
subdesarrollados. EIEC es muy similar a Shigella, causando diarrea y
disenteria a través de un complicado mecanismo de patogénesis que
comienza con la invasiéon de las células epiteliales y posterior
diseminaciéon a los tejidos adyacentes. EAEC causa diarreas
persistentes tanto en adultos como en nifios de paises desarrollados.
DAEC se definieron inicialmente por un patrén difuso caracteristico
de adherencia en células epiteliales cultivadas y que esta vinculado al

desarrollo de diarrea en nifios mayores (50).

Cuando hablamos de ExPEC estamos englobando: E. coli
uropatogénica (UPEC), E. coli asociada a meningitis neonatal (MNEC)
y E. coli asociada a septicemia (SePEC) (47, 50, 53, 54). Las infecciones
causadas por UPEC representan mds del 85% de los casos de cistitis
aguda y mas del 60% de los casos de cistitis recurrentes. Las infecciones

de este tipo que no cesan tras profilaxis antibidtica, pueden conducir a
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pielonefritis, sepsis o incluso la muerte (55). MNEC es la causa mas
comun de meningitis vinculada a Gram-negativos en neonatos (50).
E. coli es una de las principales causas de bacteriemia en todo el
mundo. La incidencia anual general de bacteriemia por este
microorganismo en adultos aumenta notablemente con la edad,
llegando a 452 casos por cada 100.000 personas-afio en individuos con

edad superior a los 85 afios (55).

E. coli suele vivir en el intestino de animales de sangre caliente, y
por ello, se encuentra expuesta de manera reiterada a antibiéticos, lo
que genera una presion selectiva que conduce a la resistencia contra
los antimicrobianos consumidos por su huésped (56). Este es uno de
los factores que hace que este microorganismo, pese a no formar parte
del grupo ESKAPE, esté fuertemente vinculado a este gran problema

de salud a nivel mundial.
1.3. Enterococcus faecalis

Los enterococos son organismos Gram-positivos, con
relativamente bajo contenido en guanina y citosina, de forma esférica
u oval, que pueden formar parejas o cadenas de diversa longitud. Su
tamafio es de 0,6-2,0 x 0,6 x 2,5 um. No son formadores de esporas y la
mayoria no son moétiles. Las bacterias del género Enterococcus son
anaerobias facultativas, quimiotrofas, catalasa negativas y
fermentadoras. Fermentan un amplio rango de carbohidratos,
produciendo principalmente 4cido lactico. Crecen de manera 6ptima a
35 °C, pero pueden tolerar temperaturas entre los 10 y los 45 °C (57). Se
encuentran en alimentos fermentados, en el medio natural (plantas,

suelos, agua), y en el tracto gastrointestinal de animales, incluyendo,
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mamiferos, reptiles, aves e insectos (58-60). Su amplia distribucion se
debe a la capacidad de sobrevivir y persistir en gran variedad de

condiciones osméticas, de pH y temperatura (59).

En 1970, Kalina reclasific6 a Enterococcus como género
independiente (61). De las 54 especies que lo constituyen (62),

Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, son las mas frecuentes (63).

Pese a que en humanos son parte de la flora intestinal habitual,
pueden causar infecciones oportunistas. Enterococcus faecalis (E. faecalis)
es el responsable de entre el 80 y el 90% de las enfermedades
nosocomiales asociadas a su género y el tercer patdgeno mas frecuente
aislado en el ambiente hospitalario (64, 65). Causa bacteriemia,
endocarditis e infecciones del tracto urinario (66-70). Ademas, se ha
encontrado en las regiones periodontales de entre el 1% y el 51,8% de

pacientes con periodontitis crénica (71-73).

Se estima que el 25% de su genoma se corresponde con elementos
adquiridos, incluyendo genes de resistencia antibiética (74). Este
mecanismo junto con la modificaciéon de dianas antimicrobianas,
inactivacién mediante enzimas hidroliticos, sobreexpresiéon de bombas
de expulsién y respuestas adaptativas, como la formacién de
biopeliculas, hace que muestre resistencia habitual a gran variedad de

antibidticos como los aminoglucésidos y los B-lactamicos (63, 75-78).

1.4. Klebsiella pneumoniae

Este Gram-negativo, miembro de la familia Enterobacteriaceae, es

un bacilo anaerobio facultativo, fermentador de la lactosa, inmévil. En
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su mayoria son portadores de una capsula de polisacaridos y pueden
formar colonias mucosas facilmente reconocibles. El genoma tipico de
esta especie tiene un tamafio comprendido entre los 5 y los 6 Mpb,
conteniendo entre 5.000 y 6.000 genes (79).

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) puede sobrevivir en
multitud de nichos ecolégicos, tanto de forma libre como asociada a
huéspedes. Estos nichos incluyen: suelo, agua, varias especies
vegetales, insectos, aves, reptiles y muchos mamiferos (80).

La relacién entre este microorganismo y los humanos es
compleja y variable, ya que puede adoptar el papel de comensal, de
patégeno o de patégeno oportunista (81). La colonizacion comensal en
el intestino y en el tracto respiratorio es comun, pero varia en funcién
de la edad, la disposicién geografica y la atencién hospitalaria previa.
La mayoria de las infecciones que causa son oportunistas por
diseminacién a boca, piel y aparato urinario, ademas de estar presente
en el ambito hospitalario y el aparataje médico. Afecta
fundamentalmente a neonatos y pacientes que se encuentran con el
sistema inmune comprometido o que padecen algin otro tipo de
patologia previa (81-83). Esta involucrado en infecciones del tracto
urinario, cistitis, neumonia, heridas quirdrgicas, y enfermedades
potencialmente mortales como la endocarditis o la septicemia (84-86).
Fuera del ambiente hospitalario se comporta como un patégeno real,
afectando a poblacién sana y sin factores de riesgo, causando
endoftalmitis, neumonia, fascitis necrotizante, meningitis y patologias
del tracto digestivo (87, 88).

Las infecciones nosocomiales causadas por K. pneumoniae tienden a ser

crénicas, debido fundamentalmente a dos motivos, uno, el hecho de
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que las biopeliculas que forma protegen al patégeno de los ataques del
sistema inmune y los antibioticos (89), y otro, la existencia de fenotipos
multirresistentes debidos a la presencia de carbapenemasas y
B-lactamasas, complicando la eleccién de un tratamiento antibiético
adecuado (90, 91).

Las cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenem (Cr-KPN)
emplean dos mecanismos: la producciéon de [-lactamasas con
capacidad de hidrolizar cefalosporinas, en combinacién con la
disminucién de la permeabilidad de la pared celular (92) o la
producciéon de [-lactamasas que degradan la mayoria de los
antibidticos P-lactdmicos. Segtn la clasificacion Ambler, las
B-lactamasas que expresa pertenecen a la clase A (K. pneumoniae
carbapenemasa KPC), clase B o metalo-p-lactamasas (MBL) y clase D
(OXA-48-like carbapenemasas) (93).

La capacidad para desarrollar resistencias, produciendo
infecciones invasivas con alta mortalidad, la ha convertido en una seria

amenaza para la salud humana (85, 91, 94, 95).

1.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es el miembro mads
conocido del género Pseudomonas. Se trata de un bacilo recto o
levemente curvado, Gram-negativo, con un tamafo de 2-4 x 0,5-1 pm
y movil gracias a la presencia de un flagelo polar.

En relacién a su metabolismo, es aerobio (aunque puede
desarrollarse en condiciones anaerobias utilizando nitrato), catalasa y
oxidasa positivo. Su genoma es de gran tamafio, alcanzando entre los

5 y los 7 Mpb y codifica enzimas reguladoras importantes para el
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metabolismo, el transporte y la expulsion de compuestos organicos (96,
97). Posee una membrana citoplasmatica con una bicapa fosfolipidica
simétrica y una membrana externa asimétrica con fosfolipidos en su
lado interno y lipopolisacaridos en el externo, que generan una barrera
de permeabilidad (98).

Se caracteriza por producir variedad de pigmentos, como la
piocianina (de color azul verdoso), la pioverdina (pigmento
fluorescente verde amarillento) y la piorrubina (roja) que dan lugar a
distintas tonalidades en el cultivo.

Este patégeno oportunista habita normalmente el suelo y las
superficies de ambientes acuosos. Su capacidad de adaptacién junto
con la elevada resistencia antibiética intrinseca, le permite sobrevivir
en gran cantidad de espacios tanto naturales como artificiales, tales
como las instalaciones médicas (96, 99-101).

Es un importante patégeno nosocomial, que causa diversas
infecciones agudas o crénicas, que se propaga por el tracto respiratorio,
urinario, gastrointestinal, las heridas y el torrente sanguineo (102-104).
Dada la amplia distribucion de este microorganismo, es comprensible
que el sistema inmune sea habitualmente capaz de controlar la
infeccién. Sin embargo, los individuos sensibles, principalmente
aquellos afectados por VIH, fibrosis quistica, receptores de trasplantes
de 6rganos o pacientes quemados con dafio vascular, sufren con
frecuencia infecciones causadas por este patédgeno (105-110). En el caso
de individuos con fibrosis quistica, las infecciones respiratorias
cronicas incrementan la mortalidad y la morbilidad en gran medida

(111, 112).
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La capacidad de dafio de esta bacteria se debe en buena parte a
la produccién de factores de virulencia como elastasa, proteasa
alcalina, piocianina y biopeliculas, lo que le proporciona la capacidad
de degradar proteinas del sistema inmune (113), romper la laminina
de la matriz proteica extracelular, incrementar el estrés oxidativo del

hospedador (114) y demorar la entrada de los antibioticos (115).

Las opciones terapéuticas son cada vez mas limitadas debido a
la continua emergencia y diseminacién de cepas resistentes a
antibidticos (99). Muchos medicamentos antimicrobianos se mantienen
fuera de las células. Inicialmente se atribuy6 este fenémeno a la
impermeabilidad celular, pero mas tarde se vio que esta iba
acompafiada por una amplia gama de sistemas de bombeo que
impiden la permanencia del antibiético en el interior celular (116).
Ademés, P. aeruginosa posee una gran capacidad de adquirir genes de
resistencia a través de elementos moviles tales como plasmidos o
trasposones, o cambiar la expresion de los genes cromosémicos (117,
118). Se consideran cepas de P. aeruginosa multirresistentes (MDR) las
resistentes a dos o mds de los siguientes grupos de antibiéticos:
aminoglucésidos, fluoroquinolonas y [-lactdmicos (119, 120)
convirtiéndose en un gran problema para la salud ptblica. Tanto es asi,
que ademas de formar parte del grupo ESKAPE, la OMS ha tildado a
P. aeruginosa resistente a carbapenem como una de las tres especies en
las que es més critico el desarrollo de nuevos antibiéticos para tratar

sus infecciones (121).
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1.6. Streptococcus pneumoniae

Esta bacteria recibe comtinmente el nombre de neumococo. Fue
aislada por primera vez a partir de saliva en 1881, de manera
independiente por Pasteur y Sternberg (122, 123).

Se trata de un Gram-positivo con una longitud de entre 1,2 y
1,8 pm, que presenta forma oval con el extremo distal lanceolado. Es
inmovil, no forma esporas y es un miembro alfa-hemolitico del género
Streptococcus. Es un anaerobio facultativo que fermenta distintas
fuentes de carbono para dar lugar a acido lactico (124). Produce altos
niveles de peréxido de hidrégeno. Por ello se suele incluir sangre en el
medio de cultivo, que aporta catalasa, la cual descompone el peréxido
de hidrégeno.

Generalmente se presenta en forma de diplococo, por lo que
inicialmente fue denominado Diplococcus pneumoniae, aunque existen
algunos factores que pueden inducir la formacién de cadenas (125).
Hay identificados y caracterizados por lo menos 98 serotipos de
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) que son reconocidos de
manera independiente por el hospedador. Estos serotipos dependen
de la composicion de la capsula de polisacaridos que rodea al
microorganismo (123, 126-130). Siendo una bacteria Gram-positiva, su
pared celular posee mdltiples capas de peptidoglicano. Ademés,
contiene 4acidos teicoicos unidos al peptidoglicano y &cidos
lipoteicoicos unidos a la membrana citoplasmaética localizada debajo
del peptidoglicano. Ambos acidos poseen residuos de fosforilcolina,
que son claves para la unién a receptores de colina localizados en las

células humanas (131).
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S. pneumoniae posee una caracteristica capacidad de
autodesintegracion, debido a la presencia de la autolisina LytA. Esto
suele acontecer cuando la poblaciéon alcanza la fase estacionaria o
cuando se ve afectada por antibiéticos que inhiben la sintesis del
peptidoglicano. La incubacién con sales biliares u otros detergentes,
activa la autolisina, provocando la respuesta autolitica en pocos
minutos, por lo que puede ser utilizada para su identificaciéon (132,
133).

Este microorganismo ocupa de manera asintomaética la region
nasofaringea de los humanos. Esta relacién comensal es mas frecuente
en la infancia (27-65% de portadores) que en la edad adulta (menos del
10%) (134). Su posicién en la parte superior del tracto respiratorio le
proporciona una ventaja para diseminarse entre la poblacién (135-137).
Se puede transmitir mediante gotas respiratorias a través del aire o por
contacto directo con secreciones de los portadores. Cuando llega a un
nuevo hospedador, dependiendo de varios factores como el estado
inmunolégico, puede adherirse al epitelio respiratorio y formar parte
de la microbiota o desencadenar patologias (138). S. pneumoniae sigue
siendo la causa madés frecuente de neumonias adquiridas en la
comunidad a pesar de la diseminacién del uso de vacunas (139).
Ademas, también puede causar: sinusitis paranasal, otitis media,
meningitis, conjuntivitis, osteomielitis y bacteriemia, entre otras
infecciones (135, 138, 140-143). Las enfermedades causadas por
neumococo son mas prevalentes en nifios pequefios, adultos mayores
y personas con comorbilidades subyacentes (125, 144-148).

En 2017 la OMS incluy6 a S. pneumoniae como uno de los 12

patégenos prioritarios, debido a su elevada morbilidad y mortalidad
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(131). Entre el 15y el 30% de las cepas de neumococo son clasificadas
como multirresistentes (149). Durante las décadas de los 80 y los 90
desarroll6 resistencia a la penicilina, lo que llevé a que se combatiese
con macrdélidos. Sin embargo, el amplio uso de estos antibiéticos ha
generado una presion selectiva que contribuye a la expansién de las
cepas de S. pneumoniae resistentes a macrélidos (150, 151). Pese a esta
situacion, las terapias antibidticas mds recomendadas frente a
neumococo incluyen: p-lactamicos (cefotaxima), macrolidos
(azitromicina) o fluoroquinolonas (moxifloxacino) solos, o en

combinacién (152).

2. Mecanismos de accion de los antibioticos

Los antibiéticos son un subgrupo de antimicrobianos, formados
por moléculas naturales, sintéticas o semisintéticas, capaces de inducir
la muerte (acciéon bactericida) o la detencién del crecimiento de
bacterias (acciéon bacteriostatica). Los antibiéticos constituyen un
grupo heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento
farmacocinético y farmacodindmico, ejerciendo una accién especifica
sobre alguna estructura o funcién del microorganismo. Poseen una
elevada potencia biolégica actuando a bajas concentraciones y su
toxicidad es selectiva, ya que bloquean una enzima o un sustrato no

presente en las células humanas o suficientemente distinto (153).

Segtin el mecanismo de accion de los antibiéticos estos se pueden
clasificar en cinco grupos: inhibidores de la replicacién del ADN,

inhibidores de la formacién de la pared bacteriana, inhibidores de la
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sintesis proteica, inhibidores de la membrana citoplasmatica e

inhibidores de vias metabdlicas (figura 1).

Inhibicién de la
Inhibicién de Inhibicién de sintesis de la Inhibicién de Inhibicién de
la sintesis la sintesis de pared las funciones las vias
proteica ADN bacteriana delamembrana  metab6licas

Ribosoma ADN

L3

Figura 1. Tipos de antibiéticos atendiendo a su mecanismo de accion. Imagen creada
en BioRender.

2.1. Antibiéticos que actian en el metabolismo o la

estructura de los acidos nucleicos

El genoma bacteriano contiene informacién para la sintesis de
proteinas que se transmite a través del ARN mensajero producido a
partir del molde de ADN (transcripcion), y para la sintesis de ARN
ribosémico que formara parte de los ribosomas bacterianos. El ADN
debe duplicarse (replicacién) para transmitir esta informacién a la
descendencia. La replicacion y la transcripciéon del ADN se realizan en

varias fases con la participacion de diferentes enzimas y sustratos, que
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ademaés del ADN molde, constituyen dianas para la accién de diversos

antibidticos.

Dentro de este grupo se incluyen las rifamicinas y las quinolonas,
que acttan sobre enzimas que participan en los procesos de
transcripcion y replicacién, y otros, que actian directamente sobre el
ADN, dafidandolo, como nitroimidazoles y nitrofuranos. La mayoria de
los antibitticos que acttian sobre el ADN son bactericidas rapidos y
normalmente independientes del inéculo y de la fase de crecimiento

bacteriano (154).
2.1.1. Quinolonas

La aparicién de esta clase de antibacterianos comenzé con la
sintesis del acido nalidixico por Lesher en 1962 (155). La modificacién
de la estructura de este compuesto dio lugar a la segunda generaciéon
de quinolonas, permitiendo la sintesis de la primera fluoroquinolona:
el norfloxacino (156). Sucesivas modificaciones en la molécula de la
fluoroquinolona dieron lugar al ciprofloxacino en los afios ochenta
(157). El ciprofloxacino es un antibidtico de amplio espectro, que
mantiene la potente actividad contra Gram-negativos que tenian los
compuestos previos, pero mejora la actividad sobre algunos
Gram-positivos. Posteriormente se han realizado intentos para
modificar la molécula de fluoroquinolona y superar las limitaciones
del ciprofloxacino, disefidndose las quinolonas de tercera generaciéon
como el levofloxacino, que acttia sobre microorganismos como
S. pneumoniae. Las modificaciones llevadas a cabo para ser efectivos

también contra bacterias anaerobias, dieron lugar a las quinolonas de
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cuarta generacién, cuyo miembro méas conocido es el moxifloxacino

(158, 159) (figura 2).

Entre las caracteristicas comunes de las fluoroquinolonas se
incluyen: la retencién del nitrégeno en N-1, el acido carboxilico en C-3,
la cetona en C-4 y el d&tomo de fltor en C-6, siendo todos ellos de
demostrada importancia para el mantenimiento de la potente
actividad antibacteriana (160). El desarrollo de las nuevas
fluoroquinolonas se ha desencadenado como consecuencia de
numerosas modificaciones de los sustituyentes en las posiciones 1, 5, 7

y 8 (161).
12 generacion

NN

Acido nalidixico 4-quinolona
OH
22 generacion N N N N
HN HN
Ciprofloxacino Norfloxacino
NH; O
2 NN N N N i i
32 generacién Fluoroquinolonas
HN HN N
Esparfloxacino Levofloxacino
NH;
)
H | | ~N N
N Y N cl
S N
42 generacion
NH H HN
Moxifloxacino Delafloxacino

Figura 2. Estructura quimica de varias de la fluoroquinolonas mds importantes.

(Modificado de (162)).
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Los fluoroquinolonas se unen a dianas especificas en el ADN
bacteriano (163, 164) y, por lo tanto, la acumulacién intracelular de
estas moléculas es esencial para poder llevar a cabo su actividad. Se ha
visto que su incorporacion se lleva a cabo por difusiéon simple a través
de la membrana celular en E. coli y S. aureus (165), con cierta captacion
por parte de la via de las porinas en la membrana externa de
Gram-negativos (166). Una vez en el interior de la célula, su accién se
debe a la inhibicién de dos enzimas topoisomerasas de tipo II: la ADN
girasa y la topoisomerasa IV (163, 167-169). Las topoisomerasas son
esenciales para el control del estado topolégico del ADN, ya que se
encargan de gestionar los superenrollamientos, la relajacién, cortes y
uniones, que resultan vitales para los procesos de replicacion,

transcripcion, recombinacién y reparacién (169-172).

La ADN girasa es una proteina tetramérica compuesta por dos
subunidades A y dos subunidades B (A:B,) (166). La subunidad A
(GyrA), codificada por el gen gyrA se encarga del enrollamiento del
ADN, la realizacion de cortes de la doble cadena del ADN y su
posterior sellado. Después de esta union, las subunidades B (GyrB),
codificadas por gyrB, son las responsables de la hidrélisis de ATP y la
interaccion con GyrA y el ATP. La ADN girasa introduce
superenrollamientos negativos en las cadenas de ADN vy libera la
tension torsional acumulada por los procesos de replicacion y

transcripcion (173, 174).

La topoisomerasa IV estd formada por dos subunidades ParC y
dos ParE (ParCoParEz), codificadas por los genes parC y parE,
respectivamente (169). Esta enzima presenta una potente actividad

decatenante. Ambas enzimas juegan un papel esencial en la
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segregacion del ADN cromosémico replicado durante la division
celular (169, 175) y en las reacciones de relajacion y separacion del

ADN (163, 169, 170).

Las quinolonas inhiben la accién de estas enzimas, uniéndose al
ADN roto y a la topoisomerasa formando un complejo ternario
quinolona-ADN-topoisomerasa, de forma irreversible (figura 3). Estos
complejos impiden que el proceso de transcripciéon o replicaciéon
continden, bloqueando asi el crecimiento, pero no conducen a la
muerte celular. Tras la induccién de la rotura de la doble cadena por
parte de la topoisomerasa, la quinolona bloquea su reparacién. Esto
ocurre de manera esparcida por todo el cromosoma bacteriano, que se
fragmenta masivamente. Es este proceso el que se relaciona

directamente con la muerte celular (161, 163, 166, 173, 176-178).

Complejo ternario
FQ-topoisomerasa-
ADN

Topoisomerasa
\%

ADN girasa .
ADN

super-

&/
enrollado /m

Muerte
— celular
rapida

= eomplejo
@ ternario
FQ-girasa-
ADN

——ADN
encadenado

Figura 3. Mecanismo de accion de las quinololas. Para relajar el ADN superenrollado
y permitir que el ADN pueda ser procesado, las topoisomerasas introducen cortes en
la molécula. La formacién del complejo ADN-Topoisomerasa-Quinolona inhibe la
replicacién del ADN e impide que los cortes en la doble hélice sean resellados, y el
cromosoma se fragmenta; ambas situaciones pueden conducir a la muerte celular.

(Figura creada con BioRender).
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En el caso de la mayoria de las especies de Gram-negativos, la
girasa es la diana preferencial de la quinolona y la topoisomerasa IV la
secundaria (163, 168, 179), mientras que en el caso de los

Gram-positivos ocurre al revés (180-185).
2.1.2. Rifamicinas

Las rifamicinas son un grupo de antibiéticos antiguos que
poseen actividad antimicrobiana contra Gram-positivos y
Gram-negativos. Dentro de los més destacados estdn la rifampicina y
la rifapentina para tratar la tuberculosis, la rifabutina empleada frente
a infecciones provocadas por Mycobacterium avium, y la rifaximina

administrada a pacientes con diarrea del viajero (186).

El mecanismo de acciéon de las rifamicinas se basa en la
interferencia de la sintesis del ARN y tienen como diana preferencial,
la ARN polimerasa. Se fijan a la subunidad beta de esta enzima,
codificada por el gen rpoB (187) bloqueando la elongacién del ARNm
cuando alcanza 2 6 3 nucledtidos. No son efectivas en pasos mas
avanzados del proceso. Esta accién es especifica sobre la ARN
polimerasa bacteriana, ya que no se ha detectado inhibicién de la

proteina en el caso de humanos (186).
2.1.3. Nitrofuranos y nitroimidazoles

Los nitroimidazoles y los nitrofuranos son dos grupos de
quimioterapicos de origen sintético que tienen efecto antibacteriano
y/o antiparasitario por degradacién del ADN. Ambos grupos tienen

cierta similitud estructural y en ambos la reduccién del grupo nitro
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(- NOy) parece ser necesaria para que se produzca el efecto bactericida

o parasiticida (188, 189).

El 5-nitrofurano y sus derivados se han administrado en la
préctica clinica desde los afios sesenta, para tratar una gran variedad
de enfermedades que van desde infecciones del tracto urinario hasta el
cancer (189). Los nitroimidazoles penetran facilmente en el citoplasma
por difusién pasiva. El grupo NO: del anillo imidazdlico, que se
comporta como aceptor de electrones, se reduce por nitrorreductasas,
liberandose nitritos que dafian el ADN por oxidacién. Los nitrofuranos
acttan de manera similar, generando sustancias toxicas en el

citoplasma que dafian el ADN (154).

2.2. Antibi6ticos que actuan inhibiendo la sintesis

de la pared bacteriana

La pared celular es la encargada de mantener la forma de la
bacteria, ofreciendo resistencia al estrés mecanico y a la presion
osmotica interna. El peptidoglicano o mureina es un componente
importante de la pared celular bacteriana (figura 4). Forma una enorme
red de cadenas interconectadas de subunidades alternas de
N-acetilglucosamina (NAG) y 4cido N-acetilmurdmico (NAM). Los
péptidos de cadena corta, que se unen a NAM lo hacen de manera
reticular a las ramas peptidicas de las cadenas de muropéptido
cercanas. Los componentes del peptidoglicano son sintetizados y
ensamblados en el citoplasma y transferidos a la cara externa de la

membrana citoplasmatica.
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Figura 4. Ruta de la biosintesis del peptidoglicano en E. coli. No se muestran algunos
componentes de la pared celular (ej: membrana externa) para simplificar la
interpretacion. La via de sintesis comienza con la formacion del nucleétido de Park en
el citoplasma, seguida de la unién a un componente lipidico para producir el lipido IL
Finalmente, el lipido II es traslocado a través de la membrana citoplasmaética y luego
insertado en el pépidoglicano existente mediante reacciones de transglucosilacién y

transpeptidacion (190).

Alli, las proteinas de unién a la penicilina (PBPs) o DD-peptidasas
catalizan la formacion de enlaces glucosidicos entre dos unidades de
muropéptidos generando cadenas lineales glucidicas y la formacién de
enlaces peptidicos entre cadenas adyacentes de mureina, es decir, la
transpeptidacion, dando lugar a un polimero rigido tridimensional (191-193).
Mientras que las bacterias Gram-negativas contienen de dos a cinco capas de
peptidoglicano, las Gram-positivas portan una pared celular mucho mas
gruesa, con acidos teicoicos adheridos al peptidoglicano y a la membrana

citoplasmatica (figura 5). Ademas, hay variabilidad entre diferentes especies
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y cepas, tanto en la frecuencia de entrecruzamientos en el peptidoglicano
como en la presencia de diferentes moléculas incorporadas en el
peptidoglicano (193).

a. Pared celular Gram-negativa | Redes de glicidos complejos
| crean una capsula protectora

Capsula
3000 H0000G000000E000 0000  prembeans
,,,,, extema
Espacio
periplismico
Péptidoghcano
Membrana
XOOCO0O000O0O00000CK ! interna
\ Transportador
pasivo activo Citoplasma
y J
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b. Pared celular Gram-positiva xf |l \
Capsula
WTA
'lr g
Péptidoghicano
Membrana
v celular
- / @ ©
Transportador Gtoplasina
pasivo

Figura 5. Paredes celulares Gram-negativa y Gram-positiva. Las Dbacterias
Gram-positivas (b) suelen utilizar una gruesa capa de peptidoglicano para proteger su
membrana citoplasmatica, mientras que las bacterias Gram-negativas (a) cuentan con
una membrana interna y otra externa que rodea a una matriz de peptidoglicano mas
fina y al espacio periplasmico. El transporte de antibiéticos y otros compuestos
extracelulares a través de las membranas bacterianas se produce de forma activa o
pasiva, segin la naturaleza del transportador. Existen numerosos componentes
asociados a ambos tipos de paredes celulares que limitan la capacidad de los
antibiéticos para penetrar en estas estructuras, como bombas de expulsiéon, enzimas
defensivas, como las -lactamasas, y complejas redes de carbohidratos que crean una
cubierta protectora. (LPS: lipopolisacaridos, LTA: acido lipoteicoico, WTA: &cido
teicoico de la pared) (194).
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La pared bacteriana es susceptible de verse afectada por acciéon
de los antimicrobianos. De hecho, los antibi6ticos que inhiben la
sintesis de la pared celular son los mas ampliamente utilizados en la
préactica clinica (191). Los podemos dividir en tres grandes grupos:
B-lactdmicos; glucopéptidos; y fosfonopéptidos, isoxazolidinonas y

bacitracina.
2.2.1. B-lactamicos

Los antibidticos P-lactamicos son agentes antibacterianos de
enorme relevancia. El descubrimiento y la comercializacién del primer
antibiético [-lactdmico (Penicilina G) es un hito simbdlico de la
quimioterapia moderna. Desde entonces, se han introducido otros
antibidticos B-lactamicos que han revolucionado el tratamiento de las

infecciones bacterianas (195).

Esta familia estd constituida por farmacos bactericidas
estructuralmente relacionados que contienen un anillo B-lactdmico en
su estructura quimica (figura 6). Se clasifican en: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos e inhibidores de las
B-lactamasas (196). Esta clasificaciéon depende de la naturaleza quimica
del anillo fusionado a la unidad farmacoéfora B-lactamica, generando

un andamiaje biciclico no coplanar (195).
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Figura 6. Estructura basica de diferentes clases de antibiéticos B-lactamicos. En todos
ellos se observa resaltado en rojo el anillo -lactdmico. Este se encuentra en cada caso
unido a un sustituyente diferente: a un anillo de tiazolidina en el caso de las
penicilinas, a un anillo de dihidrotiazina en las cefalosporinas y a un anillo de pirrolina
en los carbapenems. Cuando nos referimos a los monobactamicos, la fraccion

B-lactamica no estd fusionada a ningan otro anillo. (Modificado de (197))

Estos antibidticos son andlogos de la D-alanil-D-alanina
(D-ala-D-ala), el residuo aminoacidico terminal en las subunidades del
precursor NAG/NAM-péptido. De este modo interaccionan con el
centro activo de las PBPs y reaccionan covalentemente con un residuo
de serina. Principalmente inhiben la transpeptidacién, de manera que
detienen el crecimiento celular. Secundariamente, un aumento de
precursores del peptidoglicano, desencadena que las hidrolasas de
mureina o autolisinas, degraden el peptidoglicano, conduciendo a la
muerte celular (198) (figura 7). En el caso de las bacterias
Gram-positivas, los acidos teicoicos que inhiben el sistema autolitico
se pierden, y las hidrolasas asociadas a la mureina se activan y

degradan el peptidoglicano (193).

72



Inhibicion
sintesis pared
celular

‘ Unién covalente B-lactamico-PBPs o ‘

TN Muerte
N“G / celular

Tl A

Degradacién del
peptidoglicano
por endolisinas

Figura 7. Mecanismo de accién de los antibiéticos [-lactamicos. (Creada con

BioRender)

2.2.2. Glucopéptidos

Los antimicrobianos glicopéptidos son un grupo de productos
naturales y péptidos glicosilados semisintéticos que poseen actividad
antibacteriana contra organismos Gram-positivos mediante la

inhibicién de la sintesis de la pared celular (199).

Estructuralmente, son heptapéptidos glicosilados. Basdndose en
la identidad de los aminoacidos 1 y 3 del ntcleo heptapeptidico, los
glucopéptidos pueden clasificarse en cinco clases, cuyos
representantes principales son, respectivamente: vancomicina,

actinoidina A, ristocetina A, teicoplanina y complestatina (200).

Todos ellos comparten la propiedad de unirse con una gran
afinidad y especificidad al dipéptido terminal D-ala-D-ala de los
precursores del peptidoglicano expuestos en la superficie externa de la

membrana plasmética y, por tanto, provocan la inhibicion de la
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polimerizacién y entrecruzamiento del peptidoglicano, conduciendo

en ultimo término a la lisis celular (199).
2.2.3. Fosfonopéptidos, isoxazolidinonas y bacitracina

Otros miembros del grupo de antibidticos que afectan a la
sintesis de la pared celular son: la fosfomicina, que inhibe la enzima
murA afectando el primer paso de la sintesis del peptidoglicano (201,
202); la cicloserina, que es un inhibidor competitivo de la
alanina-racemasa y la alanina-sintetasa, que conducen a la sintesis del
dipéptido D-ala-D-ala (203); y la bacitracina, un dodecapéptido que
forma complejos con el difostafo de undecaprenilo y bloquea su

defosforilacion (204).

2.3. Antibi6ticos que actian inhibiendo la sintesis

de proteinas

La sintesis proteica es uno de los procesos mas frecuentemente
afectados por la accion de los antimicrobianos. Su inhibicién selectiva
es posible gracias a las diferencias estructurales entre los ribosomas
bacterianos y eucariotas. Los ribosomas bacterianos estdn formados
por dos subunidades (30S y 50S), que contiene ARN ribosémico
(ARNr 16S en la subunidad 30S, y ARNr 55 y ARNr 23S en la
subunidad 50S) y diversas proteinas llamadas S (small o pequefia, en
la subunidad 30S) o L (large o grande, en la subunidad 50S). Los
distintos antimicrobianos, utilizan diferentes lugares de unién, como
pueden ser, determinados nucleétidos para las oxazolidinas, algunas
proteinas S para las tetraciclinas o proteinas L para el cloranfenicol

(154).
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La sintesis de proteinas se puede dividir en cuatro pasos
fundamentales: iniciacion, elongacién, terminacion y reciclaje. La fase
de iniciacién incluye la formacién del ribosoma de 70S a partir de las
subunidades de 30S y 50S, y el posicionamiento del codén iniciador del
ARNm (normalmente AUG) junto con el ARNt iniciador
(normalmente fMet-tRNA) en sitio P del ribosoma. La eficiencia y
fidelidad de este proceso es controlada por tres factores de iniciacion
de la transcripcion especializados IF1, IF2 e IF3. La fase de elongaciéon
incluye un ciclo de cuatro pasos. Primero, un ARNt aminoacetilado
(aa-ARNt) se coloca en el sitio A del ribosoma por el factor de
elongacién Tu (EF-Tu) en un complejo con GTP. Durante el proceso de
decodificacion el ribosoma monitoriza la interaccién de apareamiento
entre el codon del ARNm y el anticodén del ARNt, asegurandose que
solo los ARNts unidos al aminoacido correcto son los que se colocan.
La formacion de los enlaces peptidicos ocurre entre los aminoécidos
unidos a los ARNts en los sitios A y los sitios P, dando lugar a la
transferencia de un aminoécido (o la cadena polipeptidica en ciclos
posteriores de la elongacioén) del ARNt del sitio P al aa-ARNt del sitio
A. Para acomodar la siguiente incorporacion de aa-ARNt, los ARNts
se mueven de los sitios A y P a los sitios P y E en un proceso llamado
translocacion, que es facilitado por el EF-G. Cuando la cadena
polipeptidica se alarga, pasa a través de un ttnel de salida en la
subunidad 50S antes de entrar en el citoplasma, donde se pliega la
proteina. El ciclo de elongacion contintia hasta que se encuentra un
codén de parada. Los codones de parada son reconocidos por los
factores de liberacion (RF1 y RF2) que hidrolizan la unién

ARNt-péptido, liberando la cadena polipeptidica del ribosoma. El
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complejo es posteriormente desensamblado, lo que permite que los
componentes sean reciclados para la siguiente ronda de iniciacién de

la traslacion (205).

Varias clases de antibidticos clinicamente importantes tienen
como diana los ribosomas bacterianos, donde interfieren con la sintesis
de proteinas bacterianas. Los estudios estructurales de la interacciéon
de antibi6ticos con los ribosomas han revelado que estas pequefas

moléculas reconocen predominantemente los componentes de ARNr

(206).

Se diferencian distintos tipos de antibiéticos inhibidores de la

sintesis de proteinas segtin su mecanismo de accién dentro del proceso

(figura 8).
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Figura 8. Estructura quimica de los diferentes tipos de antibiéticos inhibidores de la

sintesis proteica.
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2.3.1. Aminoglucoésidos

Los aminoglucésidos son compuestos naturales obtenidos de
actinomicetos del suelo o productos sintéticos derivados de ellos. En
su estructura portan un anillo 6-carbén aminociclitol, normalmente
2-desoxiestreptamina (2-DOS) al que se unen diferentes azucares.
Basdndose en su estructura se clasifican en varios grupos. Los
aminoglucésidos més utilizados en la practica clinica son: amikacina,
gentamicina y tobramicina. Poseen un amplio espectro antimicrobiano
incluyendo Gram-positivos y Gram-negativos, pero debido a la
necesidad de utilizar el gradiente eléctrico para penetrar en la célula
(207), no son eficaces en bacterias anaerobias. Los aminoglucésidos
tienen un efecto bactericida dependiente de su concentracion y poseen

un importante efecto postantibiético (208).

Los aminoglucésidos inhiben la sintesis proteica bacteriana por
acciones pleiotrépicas que llevan a alteraciones de la traducciéon en
diversos pasos incluidos en la iniciacion, elongacion y terminacion. Se
unen a la subunidad ribosomal 30S, especificamente al ARNr 16S y
particularmente el sitio A (209). Esta unién estabiliza un apareamiento
disparejo de codén y anticodén, conduciendo a una traduccién errénea
(figura 9). Muchos de los datos acerca del funcionamiento molecular
de los aminoglucésidos fueron obtenidos de estudios sobre la
estructura de los ribosomas (206, 210). Se unen a un bucle interno del
ARNr de 16S que contiene 3 residuos de adenina desapareados. Dos
de las adeninas (A1492 y A1493) son flexibles y pueden adoptar
posiciones dentro del bucle de ARN o proyectarse hasta el sitio en el
ribosoma que aloja el hibrido entre el ARNm y el ARNt unido al sito

A. La decodificaciéon del ARNm incluye el contacto directo entre las
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adeninas flexibles y el hibrido codén-anticodén del ARNm-ARNt. La
unién del aminoglucésido al sitio de descodificacion desplaza las
adeninas flexibles del interior del ARN 16S y las bloquea en un estado
que se asemeja mucho a la conformacién durante la decodificacién del
ARNm (210, 211), conduciendo a una reduccién de fidelidad en la
traduccion (212).

2.3.2. Tetraciclinas

El primer farmaco de la familia de las tetraciclinas, la
clortetraciclina, fue descubierto en 1948 (213). La base de su estructura
es una molécula de naftaceno, que comprende cuatro anillos
aromadticos, lo que le da el nombre a este grupo de antibiéticos. La
uniéon de los mismos a diferentes radicales genera las distintas
tetraciclinas. Tan pronto como se descubri6 la primera generacién de
tetraciclinas, se comenz6 a desarrollar la segunda, con compuestos tan
representativos como la doxiciclina (214). Con la emergencia de las
resistencias se recuper6 el interés por el desarrollo de la tercera
generacion de tetraciclinas, surgiendo las glicilciclinas, como la
tigeciclina. La tigeciclina es un derivado de la minociclina con un
grupo t-butilamina, que fue disefiada para mantener el amplio
espectro de actividad antibacteriana de las tetraciclinas contra aerobios

y anaerobios, Gram-positivos y Gram-negativos (215-217).

Las tetraciclinas penetran en el citoplasma bacteriano por un
proceso dependiente de energia y se unen de forma reversible a la
subunidad 30S del ribosoma (proteinas S7, S14, S19), bloqueando el
acceso de los complejos aminoacil-ARNt, e impidiendo la continuacién

de la sintesis proteica (206, 218, 219) (Figura 9).
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2.3.3. Macrolidos

Los macrélidos constituyen una extensa familia de antibi6ticos
que han sido utilizados clinicamente desde el hallazgo de la
eritromicina en los afios 50 (219-221). Todos ellos se caracterizan por
portar un anillo lacténico macrociclico al que se unen uno o varios
azucares. Dependiendo del ntimero de atomos de carbono que
presenta el anillo, se clasifican en: macrélidos de 14 carbonos como la
eritromicina, macrdlidos de 15 &tomos de carbono como la
azitromicina y compuestos de 16 carbonos como la espiramicina (154,
209, 222). Otra variante son los cet6lidos, como la telitromicina, que son
un grupo de antibiéticos derivados de la eritromicina, en los que el

azucar unido al carbono 3 se sustituye por un grupo ceténico.

Los macroélidos actdan uniéndose a un sitio adyacente al centro
peptidil transferasa dentro del ttnel de expulsién a través del cual va
saliendo la cadena polipeptidica del ribosoma, a medida que se va
formando (219, 221). Esto bloquea la extension de la cadena peptidica
y permite la disociacién del peptidil-ARNt (209, 223, 224). En el caso
de los cetdlidos, se ha descrito también una inhibicién de la formacién
de la subunidad 50S al evitar el ensamblaje de los ARNr 5S y 23S con
las riboproteinas, con lo que se impide el inicio de la sintesis (225)

(figura 9).

79



Macrolidos y clindamicina:
bloquean la salida del tunel del
polipéptido en 50Sy evitan la Cloranfenicol: se

elongacion de la cadena peptidica ws.. une a 50S e inhibe
) la elongacion de la

/ cadena peptidica

Tetraciclinas: se une a
30S e interfiere en la
union del ARNt con el
ribosoma

Aminoglucésidos: se unen a
30Sy alteran la pauta de
lectura del ARNm

Figura 9. Esquema de las diferentes dianas de los inhibidores de la sintesis de

proteinas. (Imagen creada con BioRender).

2.3.4. Oxazolidinonas

Representan una de las ultimas familias de antimicrobianos
incorporadas a la practica clinica. Son compuestos obtenidos por
sintesis artificial. Su representante en uso es el linezolid (226). Este
antibiético se fija a la subunidad ribosémica 50S, en el centro
peptidiltransferasa dentro del ARNr 23S (dominio V), distorsionando
asi el punto de unién del formilmetionil-ARNt y evita, por lo tanto, la

formaciéon del complejo de iniciacion (227-229).
2.3.5. Lincosamidas

Las lincosamidas son derivados basicos de la prolina
desprovistos del anillo de lactona (222). Estan formados por el
aminodcido unido a un aztcar mediante una amida. La principal
lincosamida es la clindamicina, un derivado semisintético de la

lincomicina. Como en el caso de otros antibidticos, el sito A de la
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subunidad 50S del ribosoma, es el lugar de unién para la clindamicina

(221, 230, 231), interfiriendo la union del peptidil-ARNt (232) (figura 9).
2.3.6. Anfenicoles

El antibiotico mé&s representativo de este grupo es el
cloranfenicol, que fue aislado originalmente en Streptomyces venezuelae,
pero que actualmente se obtiene de manera sintética al igual que sus

derivados: tiamfenicol y florfenicol (233).

El cloranfenicol se une de manera reversible a la subunidad 50S
bloqueando las funciones principales de los ribosomas (234) como la
reaccion de la peptidil transferasa, (235, 236) la unién y el movimiento
de los sustratos a través del centro peptidiltransferasa (237) y la
terminacién de la traduccién (238). Esto resulta en un proceso de
traduccién impreciso (figura 9). La union reversible del cloranfenicol a
la subunidad 50S ha sido estudiada en detalle mediante anélisis de
cristalografia de rayos X, encontrandose que el sitio de unién es
exclusivamente sobre segmentos del ARNr 23S en la cavidad de la
peptidiltransferasa y no involucra la interaccién con proteinas
ribosomales (230, 231, 239-242). En resumen, el cloranfenicol impide el
ensamblaje de los aminoacil-ARNt que transportan los aminoacidos al
ribosoma, inhibiendo la formacién del enlace peptidico. El sitio de
accion estd cercano al de los macrolidos y al de la clindamicina, ya que

estos antibi6ticos se inhiben competitivamente (243).
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2.4. Antibidticos que actiian inhibiendo las

funciones de la membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmatica es vital para todas las células, ya
que interviene activamente en los procesos de difusién y transporte
activo, y de esta forma controla la composicion del medio celular
interno. Las sustancias que alteran esta estructura, modifican la
permeabilidad y provocan la salida de iones potasio, esenciales para la
vida bacteriana, o la entrada de otros que a altas concentraciones
alteran el metabolismo bacteriano normal. Los antibiéticos que acttan

en esta estructura se comportan como bactericidas.

La membrana consiste en una bicapa lipidica similar a otras

membranas biolégicas, compuesta por fosfolipidos anfipéticos.

Las membranas de la mayoria de los procariotas, a diferencia de
las de eucariotas, carecen de esteroles; pero en muchas bacterias existe
una clase peculiar de compuestos policiclicos,
denominados hopanoides (triterpenoides pentaciclicos) que parecen
condicionar parte de la rigidez de la membrana citoplasmica. Los
hopanoides se sintetizan a partir del mismo tipo de precursores que
los esteroles. La membrana se halla estabilizada por puentes de
hidrégeno, interacciones hidrofébicas y cationes como el calcio y el
magnesio que se combinan con los fosfolipidos cargados
negativamente. Ademds, insertas en ella, se encuentran multiples
proteinas transmembrana, que facilitan el transporte de sustancias
hidrofilicas. Todos los sistemas de fosforilacion, oxidacién y transporte
de electrones (citocromos) para la produccién de energia se encuentran

a nivel de la membrana celular.
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Figura 10. Estructura quimica de la colistina.

Dentro del grupo de antibidticos que afectan a la membrana,
destacan las polimixinas, que forman un conjunto de cinco anédlogos
estructurales diferentes clasificados desde el grupo A al E. La colistina
(polimixina E) es un péptido catiénico descubierto en 1947 en Bacillus
polymyxa (244) (figural0). Se introdujo en la practica clinica en 1958 y
se retir6 en los afios setenta debido a que generaba neuro y
nefrotoxicidad. Sin embargo, debido al incremento de patégenos
Gram-negativos multirresistentes junto con la escasez de nuevos
antimicrobianos, ha sido necesaria la reintroduccion de antibi6ticos
antiguos como la colistina (245, 246). El mecanismo de accién de este
antimicrobiano se basa en la unién de su parte peptidica con carga
positiva, con los lipopolisacaridos de la membrana con carga negativa,
provocando la desestabilizacion de la membrana, al interferir en el
flujo de calcio y magnesio, y, por lo tanto, alterar la permeabilidad
celular. La muerte celular es debida a la pérdida de sus componentes

(246-248) (figura 11).
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Figura 11. Diagrama del modelo de accién de la colistina propuesto por Sabnis et al, en
2021. La colistina se une al lipopolisacarido en la membrana externa (1), desplazando
a los cationes que forman puentes entre los lipopolisacaridos, lo que conduce a la
desestabilizacion de la membrana externa (2). Como consecuencia del debilitamiento
de las uniones intermoleculares en la monocapa de polisacaridos, estos se liberan de
la superficie bacteriana (3), permitiendo que la colistina dafie atin més la membrana
externa mediante la accién de la cola lipidica de polimixina (). Esto permite la entrada
de la colistina al espacio periplasmico donde interacciona con los lipopolisacaridos de
la membrana interna (5) que estén esperando ser transportados a la membrana externa
por la maquinaria Lpt ABCDEFG después de ser sintetizados en el citoplasma y
remitidos a la cara externa de la membrana interna por MsbA. Como en la membrana
externa, la colistina se une al lipopolisacarido dando lugar al desplazamiento de los
puentes catiénicos y la disrupciéon de la membrana interna (6), que finalmente se
permeabiliza (7), desembocando en la pérdida del contenido citoplasmético, lisis

celular y muerte bacteriana (8) (Modificada de (247)).

Otro antibidtico perteneciente a este grupo es la daptomicina. Es
un lipopéptido ciclico que actta en la membrana plasmatica de
Gram-positivos, sin entrar en la célula. Se une a la membrana gracias
al establecimiento de puentes de calcio con los fosfolipidos y produce
la despolarizacién de la membrana con alteraciéon del potencial

eléctrico y la salida de iones potasio al exterior. Como consecuencia de
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ello, se produce un bloqueo de la sintesis proteica y de &cidos

nucleicos, que provoca la muerte bacteriana (249).

2.5. Antibi6ticos que actuan inhibiendo las vias

metabolicas

Para la sintesis de metionina o las bases puricas y la timidina, se
requiere de folatos, compuestos que algunas bacterias son incapaces
de obtener del medio y deben sintetizar. El acido tetrahidrofdlico se
obtiene a partir de una molécula pteridina y de un é&cido
paraaminobenzoico; que mediante la enzima dihidropteroato sintetasa
dan lugar al acido dihidropteroico. Posteriormente, por adicién del
acido glutamico se forma el acido hidrofélico, que es reducido por la
dihidrofolato reductasa, formando asi el acido tetrahidrofélico, que es

la forma activa del acido félico (154).

Las sulfamidas, como el sulfametoxazol, son antibi6ticos
analogos del acido paraminobenzoico e inhiben de forma competitiva
la dihidropteroato sintetasa (250). Por otra parte, la trimetoprima es un
antibidtico que inhibe competitivamente la dihidrofolato reductasa
(figura 12). La accion conjunta de sulfamidas y trimetoprima
(cotrimoxazol) en las bacterias sensibles es sinérgica y resulta en una

actividad bactericida (251).
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Figura 12. Via de sintesis de folatos y puntos de accién de sufametoxazol y

trimetoprima (modificado de (251)).

3. Resistencia bacteriana a los antibioticos

3.1.Importancia de las resistencias

La introduccién de los antibidticos en la practica clinica desde
mediados del siglo XX, fue uno de los mayores avances de la medicina
moderna. Su utilizacién no solamente permitié la cura de infecciones
bacterianas, sino que también permitié llevar a cabo con éxito otros
procesos médicos que requieren de intervenciones quirdrgicas,
inmunosupresién, quimioterapia, etc. Sin embargo, existe una
amenaza creciente que reduce la eficacia de estos farmacos; se trata de
las resistencias antibidticas (252). La resistencia antibidtica se puede
definir como la capacidad de una bacteria para crecer y multiplicarse
a concentraciones de antibiotico que resultarian fatales para otras

cepas de su misma especie (253). El desarrollo y diseminacién de
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resistencias se ven agravados por la falta de nuevos medicamentos que

permitan combatir estas infecciones.

La multirresistencia bacteriana se ha convertido en el mayor
problema de salud publica a nivel mundial (254, 255). En 2019, la OMS
estim6 que alrededor de cinco millones de muertes estaban asociadas
a la resistencia a los antimicrobianos, incluidas 1,27 millones de
muertes directamente atribuibles a la misma (figura 13) (121, 256-258).
En 2021, el informe del Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia
a los Antimicrobianos y de su Uso (GLASS) describié niveles de
resistencia por encima del 50% en bacterias que causan de modo
frecuente septicemia en hospitales, como K. pneumoniae o
Acinetobacter spp. junto con mas de un 20% de cepas aisladas de E. coli,
resistentes tanto a farmacos de primera linea (ampicilina y
cotrimoxazol) como a los de segunda linea (fluoroquinolonas) (259). La
prevalencia de bacterias resistentes a colistina se ha incrementado al
43% en Italia, 37,3-28,8% en China, 31% en Espafia y 20,8% en Grecia
(260, 261). Un informe realizado por expertos de Reino Unido, indica
que las infecciones intrahospitalarias provocan la muerte a 700.000
personas por afio en el mundo y se estima que, si no se toman medidas,
en 2050 la cantidad aumentard a 10 millones de personas (262). Las
frecuencias de pacientes con bacteriemia inducida por patégenos
resistentes del grupo ESKAPE aumentaron del 20 al 70% entre 2006 y
2011 (263).
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Figura 13. Tasa de mortalidad estandarizada por edad por cada 100.000 habitantes

para 33 patégenos investigados a nivel mundial en 2019 (264).

La falta de soluciones terapéuticas estd dando lugar a un
incremento progresivo en la mortalidad, las estancias hospitalarias y
los gastos médicos (264, 265). Los costes econdmicos de la resistencia
antibiética son muy elevados y continttan aumentando. En Estados
Unidos, los costes médicos asociados con infecciones resistentes
oscilan entre los 18.588 y 29.069 délares por paciente (265). La
resistencia bacteriana supuso una carga econémica de 1.500 millones
de euros, con mas de 900 millones en costes hospitalarios y se calcula
que los costes sociales alcanzaran los 569 millones de euros anuales en
dias extra de hospitalizacion de aqui a 2050 (266). Ademas, las
infecciones bacterianas causadas por patdgenos resistentes a
antibidticos también suponen un coste econdmico para las familias y la
comunidad, debido a la reduccién de ingresos y los desembolsos para

el cuidado de la salud. Se predice que aproximadamente 24 millones
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de personas en el mundo alcanzaran extrema pobreza debido a
bacterias resistentes en 2030, especialmente en paises en vias de
desarrollo; la cifra podria llegar hasta los 28,3 millones en 2050 (264,
267, 268).

La resistencia a los antibidticos es un hecho natural cuya
expansion y diseminacién lo ha convertido en un grave problema
mundial. Son muchos los factores que han colaborado. Uno de los
principales es el uso terapéutico humano inadecuado, ya sea por falta
de adherencia al tratamiento o por hacerlo sin prescripcion facultativa.
A esto debemos sumar el efecto de los biocidas que seleccionan
poblaciones y en ocasiones llevan a la sobreexpresion de bombas de
expulsion, el constante vertido al medio ambiente de antibidticos a
través de aguas residuales, el uso de estos antimicrobianos como

promotores de crecimiento animal y protectores de cultivos (269, 270).

Las regulaciones y la legislaciéon sobre el uso de antibiéticos a
nivel sanitario y productivo son diferentes en las distintas partes del
mundo; por ejemplo, en EEUU contintia permitiéndose incorporar
antibidticos a los piensos animales (269, 271). Los planes de contencién
nacionales son muy importantes para la concienciacién ciudadana,
como ocurre con nuestro Plan Nacional de Resistencia a Antibi6ticos
(PRAN), pero no son suficientes y deben realizarse a nivel global. El
problema es mundial. Es por ello que la Asamblea Mundial de la Salud
aprob6 en mayo de 2015 un plan de accién sobre la resistencia a los
antimicrobianos, y en la Asamblea General de las Naciones unidas de
2016, los jefes de estado se comprometieron a abordar de forma amplia
y coordinada las causas profundas de las resistencias antimicrobianas
(272).
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3.2. Mecanismos de resistencia bacteriana

Hace décadas que los mecanismos de resistencia frente a
antibiéticos se han convertido en un importante tema de estudio
(273-275). Los sistemas por los que las bacterias burlan el efecto de los
antimicrobianos, pueden clasificarse mediante distintos criterios. Uno
de ellos hace referencia al modo de adquisicién de los mismos; asi
podemos hablar de resistencia adquirida y resistencia intrinseca o
natural (274, 276, 277). La resistencia intrinseca se debe a la capacidad
innata para disminuir o anular la eficacia de un antibiético especifico
mediante alguna caracteristica estructural o funcional (274). Estos
grupos de bacterias normalmente no poseen la diana para ese
antibiético, lo que lo convierte en absolutamente inefectivo (278). Esta
resistencia suele ser propia de cada familia, especie o grupo bacteriano.
Asi, por ejemplo, los Gram-negativos suelen ser resistentes a la
vancomicina. La resistencia antibidtica adquirida, como su nombre
indica, se debe a la obtencién de genes de resistencia y/o generaciéon
de mutaciones (278, 279). Algunos autores afiaden un tercer miembro
a esta clasificaciéon: los mecanismos de resistencia adaptativos (97).
Estos mecanismos de resistencia son adquiridos como respuesta a

estimulos ambientales y se revierten cuando el estimulo cesa (280).

Desde el punto de vista causal, los principales mecanismos de
resistencia son (figura 14): la adquisicién de genes de resistencia, la
alteracion de la permeabilidad de la membrana plasmatica, las bombas
de expulsion, la inactivaciéon enzimatica de los antibidticos, la
modificacion de las dianas y la formacién de biopeliculas (97, 281-283).

Estos mecanismos pueden trabajar de manera conjunta en cepas
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clinicas, generando un elevado nivel de resistencia antibidtica

(284-286).
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Figura 14. Esquema de los principales mecanismos de resistencia antibiética. (Imagen

creada con BioRender.)
3.2.1. Adquisicion de genes de resistencia

La informacién genética esencial para la vida de una bacteria esta
presente en el cromosoma bacteriano. En la mayoria de las especies se
trata de una tnica molécula de ADN de doble cadena, circular,
superenrollada, cerrada por enlace covalente. Sin embargo, en algunas
especies se pueden encontrar dos, de diferente tamafio. Los genes
cromosomicos se organizan en operones, y su transcripciéon da lugar a
un ARNm policistrénico. La informacién que contienen, se transmite
unicamente de células madres a hijas mediante la replicacién. Muchas
bacterias poseen ademéas ADN extracromosémico, también circular y
cerrado, denominado ADN plasmidico por estar contenido en los

plasmidos. Estos, portan informacién génica para muchas funciones
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que no son esenciales para la célula en condiciones normales de
crecimiento, pero si cuando se enfrenta a determinadas situaciones de

estrés como la exposicién a metales pesados o antibidticos.

La transferencia horizontal es el traspaso de informacién
genética entre bacterias, ya sean de la misma especie o de especies
diferentes, generando una plasticidad en los genomas que favorece la
variabilidad genética y la capacidad de adaptacion. Se han descrito tres
vias por las que se produce este intercambio de material: conjugacion,

transduccién y transformacion (287).

La conjugaciéon es un proceso por el cual se produce el
intercambio de ADN por contacto fisico directo entre el donante y el
receptor. Esa comunicacion suele producirse a través de un pili sexual
o un poro de conjugacién e implica un complejo proteico que favorece

la transferencia (97).

En la transduccién, es un bacteridfago el que transfiere el ADN
entre bacterias. Estos virus utilizan las células bacterianas para su
replicacion y durante el proceso, secuencias del ADN como genes de
resistencia, pueden ser incorporados a los bacteri6fagos.
Posteriormente, estos virus inyectardn su acido nucleico en otras
bacterias para su replicaciéon. Asi, la secuencia de resistencia puede

recombinar con el ADN bacteriano (278).

En los procesos de transformacién se produce la incorporacion
de ADN libre o desnudo, presente en el medio, al citoplasma
bacteriano, a través de canales ampliamente conservados presentes en

la membrana citoplasmatica (288).
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Los genes de resistencia a antibidticos implicados en estos
procesos pueden ser portados por plasmidos, transposones, integrones
y profagos (97). Un plasmido es una pequefia molécula circular de
ADN de doble cadena, que se encuentra fisicamente separada del
cromosoma bacteriano y se replica de manera independiente (289).
Estas estructuras suelen codificar enzimas, como por ejemplo las
B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) en bacterias
multirresistentes (290). También es posible que se integren en el
cromosoma bacteriano, pasando a denominarse episomas. Los
transposones son secuencias de insercion complejas, capaces de
transportar mas de un determinante genético. Pueden causar
reordenamientos de ADN complejos y acumular varios genes de
resistencia para conferir un fenotipo de multirresistencia (281). Los
integrones son segmentos de ADN de doble cadena con tres
componentes principales: una integrasa (gen intl), un promotor (Pc) y
un sitio de recombinacion (aftl). Estos elementos son capaces de
adquirir genes en tandem que portan factores de resistencia
antibiotica, los cuales se integran via recombinacion especifica de sitio

(291).

Otro de los mecanismos que utilizan las bacterias para sobrevivir
a situaciones de estrés, como son las exposiciones a antibiéticos son las
mutaciones espontdneas. La acumulacion de mutaciones, puede llevar
a desarrollar mecanismos de resistencia complejos y obtener una

ventaja evolutiva a corto plazo (292, 293).
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3.2.2. Alteracion de la permeabilidad de la membrana

La membrana externa de Gram-negativos es una barrera
selectiva formada por una bicapa asimétrica de fosfolipidos,
acompafiados de lipopolisacaridos, lipoproteinas y otras proteinas de

transporte (286, 294, 295).

El transporte de pequenias sustancias a través de las membranas
es esencial para la entrada de nutrientes y otras sustancias en la célula,
de la misma forma que lo es para la eliminacién de residuos y toxinas
y el bloqueo de su entrada (296, 297). Mientras que las sustancias
hidrofébicas son permeables atravesando estas membranas
pasivamente, otras como los iones y las moléculas polares requieren de
proteinas de transporte (296). Las sustancias con pesos moleculares
superiores a los 600 Da normalmente no pueden atravesar la envoltura
de Gram-negativos. Es por esto que los antibidticos con pesos
moleculares més elevados, como la vancomicina, no pueden penetrar
en este tipo de microorganismos y llevar a cabo su funcién, por lo que

son resistentes intrinsecos a los mismos (298).

Unas de las proteinas de transporte mas importantes son los
canales de difusion denominados porinas (296). Las porinas son
canales proteicos con estructura en B-barril, es decir, estdn formadas
por una serie de ldminas beta que se tuercen y enrollan para formar
una estructura cerrada en donde la primera cadena de laminas beta se
une a la Gltima a través de puentes de hidrégeno (284, 297). Son las
proteinas mdas abundantes en la membrana externa de los
Gram-negativos y se pueden clasificar atendiendo a distintos criterios.

Desde el punto de vista estructural, pueden ser monoméricas,
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diméricas o triméricas. Teniendo en cuenta su actividad, podemos
hablar de especificas (con sitios de unién caracteristicos) y canales
inespecificos (seleccionan el paso las moléculas por sus propiedades
fisicas) (297, 299). Ademas de su funcién como transportadoras,
también tienen un importante papel estructural (298). Las porinas se
considera que son punto de entrada para muchos antibiéticos como las
tetraciclinas, el cloranfenicol, los -lactdmicos y las fluoroquinolonas.
Otros antibiéticos penetran difundiendo a través de la bicapa lipidica,
aprovechando su caracter lipéfilo, como los macrélidos (284, 300, 301).
Entre las porinas mdas importantes se encuentran: OmpF, OmpC y
PhoeE en E. coli, OmrD y OprF en P. aeruginosa, OmpK35 y OmpK36
en K. pneumoniae, y OmpA y Omp33-36 en A. baumannii (302, 303).

La desregulaciéon, la modificacién estructural o la delecién de
genes codificantes de las porinas, da lugar a alteraciones en las mismas,
tales como la reduccién del didmetro, la pérdida de la diana especifica
de unién o la simple reduccién del nimero de porinas. Esta situaciéon
hace que se produzca una disminucién de la entrada de antibiéticos y
por lo tanto se reduzca su posibilidad de accion (278, 283). Pese a esto,
el papel de las porinas especificas en la resistencia antibiética sigue sin
estar todavia claro (298). Este mecanismo no suele ser suficiente para
conferir una resistencia absoluta y suele combinarse con otros, como la

actuacion de las bombas de expulsién o la inactivacién enzimatica.

El secuestro es un mecanismo de resistencia relacionado, donde
las proteinas de unién inhiben el acercamiento del antibiético a su
diana (257). En las bacterias que producen antibiéticos, como la
bleomicina, las propias bacterias productoras secuestran el antibidtico

expresando las proteinas de unién BlmA, TImA y ZbmA (304).
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Ademés, algunas bacterias pueden eludir una respuesta antibacteriana
regulando a la baja, la expresion de estos péptidos (305). En general, la
mayoria de las bacterias contienen multiples mecanismos de
cooperacion para permitir la respuesta a los agentes antibacterianos,
como los antibiéticos o las moléculas activas que las propias bacterias

producen (306).
3.2.3. Bombas de expulsion

Los sistemas de expulsiéon activos en bacterias fueron
descubiertos por Ball y McMurry en 1980 cuando estudiaban la
resistencia de E. coli a tetraciclina (307, 308). Estas bombas se sitdan en
la membrana citoplasmatica de Gram-positivos y en el espacio
intermembrana de microorganismos Gram-negativos (309, 310). Se
trata de proteinas de membrana que permiten la salida hacia el exterior
de sustancias no relacionadas estructuralmente, como productos del
metabolismo bacteriano, toxicos o los propios antibiéticos, impidiendo

que alcancen la concentracion 6ptima para su accién (275).

Las bombas de expulsién son estructuras normales de las
bacterias y existen en cepas sensibles. Cuando se produce una
exposicion prolongada en el ambiente a determinados sustratos, los
genes que codifican este mecanismo de expulsiéon se activan y
expresan, aumentando la capacidad de expulsiéon, lo que puede

conducir a la resistencia antibidtica (311, 312).

Filogenéticamente, las bombas se pueden clasificar en 5
familias: superfamilia dependiente de ATP (ABC, ATP binding
cassette), superfamilia del facilitador principal (MFS, major facilitator

superfamily), familia de expulsién de multiples farmacos y toxicos
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(MATE, multidrug and toxic-compound extrusion), familia de
pequeiias proteinas con resistencia a multiples farmacos (SMR, small
multidrug resistance) y familia de resistencia a division por

nodulacién (RND, resistance nodulation-division) (312-318).

Los transportadores de la superfamilia ABC utilizan como
fuente de energia la hidrélisis del ATP. Su estructura consta de dos
dominios transmembrana y dos dominios de unién al nucleétido (319,
320). Pueden clasificarse en heterodiméricos y homodiméricos. Se cree
que estos tltimos poseen los mismos dominios, pero con los lugares de
unién del ATP degenerados (321). En Gram-negativos hay pocos
ejemplos de este tipo de transportadores (17). Uno de ellos es MacB en

E. coli (322).

La superfamilia MFS consiste en sistemas formados por una
sola proteina de membrana. El paso de sustancias se puede dar
mediante tres mecanismos: simporte, antiporte y uniporte. El proceso
de simporte consiste en el paso del sustrato en asociacién con un ién
en la misma direcciéon. El antiporte se refiere al paso de dos o mas
sustratos en direcciones contrarias al mismo tiempo. El uniporte se
considera el transporte de un solo tipo de sustrato a través de la
membrana (323, 324). Dentro de esta superfamilia destacan las bombas
TetA y TetB que confieren resistencia a tetraciclina en A. baumannii

(325, 326).

Las bombas de expulsién de la familia MATE estan compuestas
por una sola proteina que posee doce dominios transmembrana (275).
Un integrante de esta familia es la bomba AbeM de A. baumannii, que

confiere un aumento de cuatro veces el valor de la CMI de
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ciprofloxacino, norfloxacino, gentamicina y bromuro de etidio y de dos
veces en el caso de cloranfenicol, eritromicina, trimetoprim... (326,
327). Esta bomba utiliza la fuerza protén-motriz como fuente de
energia, a diferencia de otras de esta familia que utilizan el gradiente

de cationes sodio (17).

La familia SMR constituye uno de los grupos que realizan
movimiento dependiente de protones. Estan formados por una sola
proteina de tamafio reducido. Un integrante de esta familia es AbeS,

relacionado con fendmenos de multirresistencia en A. baumannii (17).

La mayoria de las bombas de expulsion multiple de Gram-
negativos pertenecen a la familia RND. Estan formadas por tres
componentes: una proteina transportadora ubicada en la membrana
interna, una proteina de fusiéon de membrana y una proteina de
membrana externa (17, 328-330). Como representante de esta familia
podemos citar a AdeABC que contribuye a la resistencia a un amplio
espectro de antibidticos en A. baumannii, como tetraciclina,
eritromicina, aminoglucoésidos, cloranfenicol, trimetoprim,
fluoroquinolonas, algunos B-lactamicos y bromuro de etidio (303, 329,

331, 332).
3.2.4. Inactivacion enzimatica

Cuando los antibiéticos han atravesado las barreras protectoras
de las bacterias, un mecanismo de resistencia con gran peso es la
inactivaciéon enzimatica de los mismos. El principal proceso es la
hidrolisis, pero también pueden ocurrir acetilaciones, fosforilaciones o
adenilaciones (333). Todas estas modificaciones enzimaticas no

implican cambios en los componentes celulares de la bacteria, porque
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tienen un coste energético y vital mucho menor que otros mecanismos

como la alteracion de las dianas (303).

3.2.4.1. B-lactamasas

Las enzimas P-lactamasas son el mecanismo mdas comun de
resistencia antibitica en enterobacterias (282). Estas enzimas,
codificadas por los denominados genes bla, hidrolizan el enlace amida
del anillo p-lactdimico (334). Muchas de ellas acttian sobre varios
antibiéticos del grupo y reciben el nombre de 3-lactamasas de espectro
extendido (BLEE). Los Gram-positivos excretan la enzima, mientras
que en Gram-negativos se localiza en el espacio periplasmico,

inactivando el antibiético antes de que se una a las PBPs (278).

Los antibiéticos B-lactdimicos son productos naturales de algunos
microorganismos. Por lo tanto, en la naturaleza, ciertos
microorganismos sintetizaron p-lactamasas para sobrevivir (335). En la
practica clinica, para superar la resistencia mediada por estas enzimas,
se suele utilizar terapia combinada pautando junto con los antibiéticos
B-lactamicos, inhibidores de las P-lactamasas, como clavulanato,

sulbactam o tazobactam (336).

Existen diversas clasificaciones para las p-lactamasas, pero la
mas sencilla es la que se establece en base a su secuencia aminoacidica,
indicando 4 tipos: clase A, B, C y D (337). Las de la clase B son
metaloenzimas dependientes del zinc, mientras que las otras tres son

metalo-independientes, con serina en el sitio activo (338).

Dentro de la clase A podemos encontrar tanto BLEE como

B-lactamasas de espectro reducido (29). Estas enzimas son muy
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sensibles a los inhibidores como clavulanato, sulbactam y tazobactam
(339). Entre las familias mas importantes de este grupo se encuentran
TEM, SHV o CTX-M, codificadas por elementos moéviles y con
tendencia a difundirse entre los miembros de Enterobacteriaceae. Las
familias VEB y PER también pertenecen a este grupo y suelen estar
presentes en los géneros Acinetobacter y Pseudomonas (281). Lo mismo
ocurre con la carbapenemasa KPC (K. pneumoniae carbapenemase),
descubierta en la bacteria que le da nombre, pero que actualmente se
ha extendido a otras especies de la familia Enterobacteriaceae como

E. coli (340).

Las metalolactamasas de clase B, descubiertas inicialmente en
P. aeruginosa, hidrolizan todos los -lactdmicos, pero no el aztreonam
(341), y son inhibidas por quelantes como el EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) y el acido dipicolinico (342). Este tipo de
B-lactamasas causan alto grado de resistencia a carbapenémicos (343).
Entre las familias mas importantes podemos destacar: VIM, IMP y

NDM (282).

Las [-lactamasas cromosémicas AmpC (clase C) se han
encontrado en muchas especies de Enterobacteriaceae pero no en
K. pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis, Salmonella y muchas especies de
Citrobacter (282, 344, 345). Los genes que codifican la enzima AmpC,
habitualmente estdn asociados a genes reguladores (ampR)
controlando su expresiéon, pudiendo ser estos los causantes de las
alteraciones que conducen a la resistencia (282). En el caso concreto de
A. baumannii, la insercién de ISAbal antes de los genes ampC, provoca
una sobreexpresion de AmpC, confiriéndole resistencia a las

cefalosporinas de espectro extendido (346).
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Las p-lactamasas de clase D u oxacilinasas (OXAs), son
dependientes de serina y comdnmente hidrolizan la oxacilina mucho
mas rapido que la bencilpenicilina, de ahi su nombre (347). Se han
identificado més de 400 tipos, muchos de los cuales son
carbapenemasas (348). Pese a que muchos de sus hallazgos se
produjeron en A. baumannii, estdn presentes en muchas enterobacterias

(1, 282).

3.2.4.2. Modificacién de aminoglucésidos

Parte de las resistencias a aminoglucésidos se deben a procesos
relacionados con modificaciones enzimaticas que inactivan a los
antibi6ticos. Estos mecanismos son fundamentalmente tres,
catalizados por las siguientes enzimas: aminoglucésido
O-nucleotidiltransferasas (ANTs), aminoglucésido
N-acetiltransferasas (AACs) y aminoglucésido O-fosfotransferasas
(APHs) (349). Estas enzimas alteran los correspondientes grupos
funcionales en los aminoglucésidos, debilitando la capacidad de unién
del antibiético a la diana en el ribosoma. Su accién es selectiva, pero
pueden actuar sobre diferentes moléculas de aminoglucésidos (29).
Estas enzimas suelen estar codificadas por genes presentes en

elementos transponibles y se intercambian entre bacterias patogénicas

(1)-

3.2.4.3. Inactivacién de macrdlidos

Con respecto a los macroélidos, hay tres posibles modificaciones
enzimaticas que dan lugar al desarrollo de resistencias: la hidrolisis de
eritromicina mediada por enzimas codificadas por los genes ereA y

ereB, que es caracteristica de S. aureus y de las especies del género
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Enterococcus (350), la glucosilacion mediada por los genes mgt (351,
352) y la fosforilacién debida a las proteinas codificadas por el grupo

de genes mph (353).
3.2.5. Modificacion de las dianas

Muchos antibiéticos se unen a una diana primaria con alta
afinidad, lo que suele llevar a la inhibicién de alguna funcién celular
esencial que conduce a la inhibicién del crecimiento o a la muerte (354).
Las bacterias son capaces de llevar a cabo modificaciones en las dianas
antibidticas generando un blanco con menor afinidad por el
antimicrobiano (303, 355). Los mecanismos para llevar a cabo este
proceso son variados (281). El primer caso conocido de resistencia de
este tipo, fue la alteracién de la diana de la meticilina en S. aureus (356).
Otra muestra de la efectividad de estos sistemas son las mutaciones de
las regiones determinantes de resistencia a quinolonas (QRDR) en las
subunidades GyrA dela ADN girasa y/o ParC de la topoisomerasa IV,
que conllevan resistencia a fluoroquinolonas tanto en Gram-positivos
como en Gram-negativos (357, 358). Las metilaciones también son
importantes en este campo, como en el caso de la actuacién sobre los
ribosomas por parte de macroélidos y lincosamidas (359). Con respecto
a los aminoglucésidos, una de las formas mas habituales de desarrollar
resistencias es mediante la modificacion de su diana. Una
ARN-metiltransferasa altera la regién de unién en la regiéon ribosomal
16S ARN (278). En el caso de las polimixinas, las modificaciones del
lipido A de la membrana externa impiden su correcta actuacién (360,

361).
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Otro de los mecanismos de resistencia antimicrobiana se basa en
la capacidad de las bacterias para sintetizar sustancias que compiten
con el farmaco por el sitio activo. Un ejemplo de este tipo son las
proteinas Qnr (quinolone resistance). Los genes gnr codifican una familia
de pentapéptidos repetidos. Suelen encontrarse en plasmidos
multirresistentes unidos a otros determinantes de resistencia, estando
presentes tanto en Gram-positivos como en Gram-negativos. Su accion
se centra fundamentalmente en conferir resistencia a quinolonas
reduciendo la unién a topoisomerasas. La primera proteina Qnr que se
descubri6 fue Qnr A, es un polipéptido de 218 aminoacidos. Tras QnrA
se descubrieron también: QnrS, QnrB, QnrC, QnrD y QnrVC. Los
genes gnr que las codifican difieren en secuencia un 35% con gnrA y

entre ellos (362-364).

Qnr puede unirse a la girasa y a sus respectivas subunidades
GyrA y GyrB. La unién de Qnr a la girasa no requiere de la presencia
del complejo de enzima-ADN-quinolona, ya que se ha visto que la
unién se puede producir en ausencia de ADN relajado, ciprofloxacino
o ATP. La formacién del complejo Qnr-girasa se produce antes de la
formacién del complejo de escision. Se ha visto también que se produce
una disminucién en la unién al ADN por parte de la girasa cuando la
enzima interacciona con Qnr. Por lo tanto, es posible que el
intermediario de reaccién reconocido por Qnr sea un paso temprano
en el ciclo catalitico de la girasa. Las quinolonas se unen mas tarde en
el ciclo catalitico y estabilizan un complejo ternario formado por el
farmaco, la girasa y el ADN. Al disminuir la unién de la girasa al ADN,
la Qnr puede reducir la cantidad de objetivos holoenzima-ADN para

la inhibicién por las quinolonas (365).
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3.2.6. Formacion de biopeliculas

Otra linea de defensa bacteriana frente a los antibitticos es la
formaciéon de peliculas. Se definen como un agregado de
microorganismos adheridos entre si sobre una superficie, ya sea
organica o inorgédnica, que se encuentran embebidos en una matriz
formada por su propia secreciéon de una sustancia polimérica
extracelular (EPS), que incluye exopolisacaridos, proteinas, lipidos y
ADN extracelular (366-375). Un biofilm bacteriano puede estar
compuesto por un solo microorganismo o por una mezcla de bacterias,
hongos, arqueas, protozoos y levaduras. Posee una estructura de
canales que controla la liberacion de gases, nutrientes vy
antimicrobianos (373). Comparado con los biofilms de una sola
especie, las biopeliculas multiespecie poseen caracteristicas
dependientes de las interacciones interespecie: aumento de la masa de
la pelicula, aumento del ndmero de células, mayor actividad
metabdlica de los miembros de la comunidad, incremento de la
tolerancia a antimicrobianos y cambios en la estructura y organizacién

espacial (376).

La formacion de biopeliculas bacterianas es un proceso que
engloba varios pasos: la adhesién molecular a la superficie de un
objeto, la unién bacteriana y secrecién de sustancias poliméricas
extracelulares, la maduracién de la biopelicula a través de la formacién
de colonias y la liberacién de células bacterianas y su dispersion para

formar una nueva biopelicula (377).

Se cree que el sistema de quorum sensing (percepcién de

cuérum) juega un papel importante en la formacién de biopeliculas.
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Este modelo de comunicacién es capaz de mantener una densidad de
poblaciéon a través de sehales moleculares, entre las que se encuentra

un tipo de lactonas (29).

La formaciéon de biopeliculas no es solo un modo de
crecimiento para sobrevivir a ambientes hostiles; también aumenta el
nivel de resistencia a agentes antimicrobianos (373, 378). Las bacterias
que crecen en biopeliculas son menos sensibles a los antibiéticos y
desencadenan una respuesta inmune por parte del hospedador, menor
que las que lo hacen libremente (379). Aunque existen varias posibles
teorias para explicar el aumento de resistencia en biopeliculas, es obvio
que se debe a una combinacién de mecanismos (380, 381). La matriz
EPS puede limitar e incluso impedir la absorcién o el transporte de
agentes antimicrobianos a las células, estableciendo interacciones
electrostaticas e hidrofébicas, ya sea por exclusion por tamafios, o por
degradacion de esos agentes (382, 383). Se ha observado también que
los biofilms gruesos son una barrera més eficiente que los finos para
retrasar la penetracion de los antibiéticos (384). Ademas, el crecimiento
de bacterias implicadas en un biofilm se ralentiza o incluso puede
llegar a pararse, debido a la cantidad limitada de nutrientes en el
medio (385). Pese a ello, parece que la sensibilidad antibiética puede
ser recuperada cuando la bacteria pierde la proteccion de la
biopelicula, por lo que este mecanismo de resistencia parece fruto de

la adaptacién e independiente de mutaciones genéticas (386).
3.2.7. Células persistentes

En las biopeliculas podemos encontrar un tipo de células

denominado “persistente” (387). Este fenotipo protector tiene un
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comportamiento similar al de las esporas, no siendo afectado por las
concentraciones inhibitorias de los agentes antimicrobianos, ademas
de tener la capacidad de sobreponerse a condiciones de estrés debido
a su programacion transcripcional (289, 388). Una vez que cesa la
exposicién a antibidticos, estas células recuperan su capacidad de
crecimiento (389). Es por ello que la presencia de células persistentes
es un gran obstaculo a la hora de eliminar infecciones de modo
completo y de prevenir su recurrencia (390, 391). Tenemos que
destacar que no se trata de tolerancia ni de un tipo de resistencia
antibiética al uso, ya que no es una cualidad heredable (392). Se
investiga acerca de su naturaleza tratando de comprender por qué solo
afecta a una parte de la poblaciéon y como, ademés de burlar a los
antibiéticos, también puede escapar al sistema inmune. Se estima que
uno de los desencadenantes mdas importantes son los sistemas
toxina-antitoxina que se ponen a funcionar en situaciones de estrés

para reducir el metabolismo (390).

4. Test de sensibilidad antimicrobiana

Una de las tareas mds importantes del laboratorio de
microbiologia clinica es la realizacién de pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana en cepas aisladas e identificadas. El objetivo de este
tipo de pruebas es detectar la posible resistencia a farmacos en
patégenos comunes y asegurar la sensibilidad a los farmacos de
eleccion antes de su prescripcion, a ser posible (393). El catalogo de test
de susceptibilidad microbiana (AST) es muy amplio llevandose a cabo

a través de una gran variedad de técnicas (394). Los métodos mas
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utilizados son los que emplean microdiluciones en medio liquido ya
sea de manera manual o automatizada. Otros de los mas comunes son
los discos de difusiéon y los métodos de difusion por gradiente.
Actualmente se han desarrollado otros nuevos, basados en el estudio
de la morfologia y en técnicas de biologia molecular. Todos ellos tienen
ventajas e inconvenientes dependiendo de los microorganismos sobre
los que se quieran aplicar, los antibidticos a evaluar, o incluso los
recursos disponibles. Algunos proporcionan resultados cuantitativos
como la concentracién minima inhibitoria (CMI) y otros cualitativos
indicando a que categoria pertenecen (sensible, intermedia o

resistente) (393).

4.1. Sistemas manuales

4.1.1. Métodos de dilucion

El efecto del antimicrobiano serd evaluado utilizando distintas
concentraciones del mismo, obtenidas a través de diluciones seriadas,
ya sea en caldo de cultivo o en agar. La concentracién més baja de cada
antibidtico que inhiba el crecimiento visible del microorganismo, sera

designada como la CMI.

Estos métodos tienen multiples ventajas. Entre ellas destacan la
flexibilidad de las dosis empleadas y el hecho de que se pueden
evaluar la mayoria de los patégenos habituales utilizando un medio de
cultivo general como Mueller-Hinton (M-H). Para los
microorganismos que tienen requerimientos especiales, este medio se

puede suplementar o ser sustituido por otro (395).

107



4.1.1.1. Dilucién en medio liquido

La dilucién en tubo o macrodilucion fue el primer test que se
desarroll6 de este tipo (396). Este método incluye la preparacién de
diluciones seriadas con doble concentracion de antibiético en cada
tubo (396, 397). Estos tubos con el antibidtico se inoculan con una
suspension de bacterias a una concentracion de 1-5- 105 UFC/ml
(UFC: Unidades formadoras de colonias) y se mantienen a 35 °C
durante toda la noche. El crecimiento de la bacteria se evidencia como
turbidez y la concentracién més baja donde no se observe crecimiento
sera determinada como el valor de la CMI (figura 15d). La exactitud de
esta prueba se considera de una dilucién por encima o por debajo,
debido fundamentalmente a la preparacién manual de las soluciones
de antibidtico. La ventaja de este método es que el resultado es

cuantitativo; pero es una técnica tediosa (393).

Este método se adaptéd para ser llevado a cabo en placas
multipocillo en lugar de tubos, surgiendo lo que se conoce como
microdilucién (figura 15c). Las bandejas estdndar (comerciales)
contienen 96 pocillos de un volumen de 100 ul y se suelen utilizar para
analizar 12 antibidticos con 8 concentraciones diferentes (393, 397).
Estas placas también se pueden preparar de forma manual. Las placas
se inoculan con 0,01 - 0,05 ml de una suspension bacteriana con una
concentracion de 1-5- 105 UFC/ml. Después de la incubacién, se
determina la CMI de la cepa ya sea mediante la observacién directa o
utilizando un sistema automatizado (397). Esta técnica proporciona un
resultado cuantitativo, como es la CMI; es reproducible; reduce gastos,
espacio y materiales frente las macrodiluciones; y se pueden recoger

los datos de forma informatizada si utilizamos un lector de placas. La
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mayor desventaja que se achaca a este método, es la escasa variedad
en los paneles comerciales. En caso de prepararse de forma manual en
el laboratorio, cae en las desventajas propias de la manipulacién

humana.

Figura 15. Resultados obtenidos con las diferentes técnicas manuales de deteccion de
susceptibilidad antibiética: discos de difusién (a), e-test (b), microdilucion (c) (los
pocillos recuadrados se corresponden con los controles de crecimiento),

macrodilucién (d) y dilucién en agar (e) (398).

4.1.1.2. Dilucién en agar

El agar Mueller-Hinton es el medio recomendado para las
pruebas de rutina de crecimiento rapido con la mayoria de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas. Los disolventes y diluyentes que se
requieren para preparar las soluciones madre de antibiéticos y los
métodos utilizados para llevar a cabo tales pruebas se definen en el
protocolo estdndar del Clinical and Laboratory Standars Institute
(CLSI) para AST en dilucién (399). Este método requiere mucho tiempo

para preparar las placas de ensayo, especialmente cuando el nimero
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de compuestos a evaluar es alto o cuando sé6lo se va a estudiar un
namero limitado de bacterias (figura 15e). Por estas razones, la
mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica no utilizan este

método de manera rutinaria (395).
4.1.2. Métodos de difusion

4.1.2.1. Discos de difusién

Los discos de difusién constituyen otro método de detecciéon de
sensibilidad simple y bien estandarizado (397, 400, 401). De manera
general, se realiza sembrando en una placa de agar Mueller-Hinton, un
inéculo a una concentraciéon de 1-2-108 UFC/ml. A continuacién, se
colocan los discos de papel impregnados en antibiético sobre la
superficie de la placa y se incuban a 35 °C entre 16 y 24 horas.
Transcurrido ese tiempo se mide en milimetros el didmetro del 4rea de
inhibicién del crecimiento (393). Esta medida se interpreta siguiendo

los criterios publicados por el CLSI (402).

El agente antimicrobiano difunde del disco al agar, y a medida
que aumenta la distancia al disco, la concentracion disminuye de
forma logaritmica, creando un gradiente de concentracién alrededor
del soporte. Simultaneamente las bacterias no inhibidas por la
concentracion del antimicrobiano se dividen generando una capa
visible. En las dreas donde el organismo es inhibido, se genera el halo
de inhibicién de crecimiento (figura 15a) (395). Los resultados que
proporciona esta técnica se pueden considerar cualitativos ya que
permiten clasificar las bacterias en sensibles, intermedias y resistentes
(393). Sin embargo, algunos sistemas de lectura comerciales permiten

estimar el valor de la CMI en funcién del didametro del halo (403, 404).
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La mayor ventaja de esta técnica es la sencillez, ya que puede
realizarse sin necesidad de un equipamiento especial, los resultados
son féciles de interpretar, tanto en el laboratorio como para el clinico,
es muy econdmica, reproducible, hay variedad de discos disponibles y
en cada placa se pueden colocar varios diferentes (393). Su desventaja
principal es que no ha evolucionado hacia una mecanizaciéon o

automatizacion (395).

4.1.2.2. Método del Epsilon test

El Epsilon test (Etest) consiste en una tira de pléstico o cartén
cuya parte inferior estd impregnada con un gradiente de concentraciéon
del antibiético en estudio y la superior esta serigrafiada con una escala
que indica los valores de las 15 concentraciones que porta. Esta tira se
coloca sobre una placa de agar Mueller-Hinton que ha sido
previamente inoculada, con la ayuda de una torunda de algodén, con
una suspensién de microorganismos a una concentracioén equivalente
a 0,5 McFarland; es decir, con una absorbancia a 600 nm de entre 0,08
y 0,1; asegurandose asi, una densidad celular adecuada, previniendo
posibles falsos positivos o negativos. A continuacién, se introduce en
un incubador a 35 °C durante 18 horas (394). Una vez transcurrido este
tiempo, se determina la CMI como el punto de intersecciéon de la parte
inferior del area de inhibicién del crecimiento en forma de elipse con
la tira reactiva (figura 15b) (393). Los Etest (bioMérieux AB BIODISK)
son la version comercial mas extendida, pero existen otros como las

tiras de CMI (Liofilmchem).

Se trata de un método flexible que permite elegir los antibi6ticos

que se quieren evaluar. Se pueden colocar varios por placa de agar
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dependiendo del tamafio de esta, y también se pueden analizar
sinergias. Es el mejor método para microorganismos con
requerimientos especiales, ya que se puede adaptar, en cierta medida,
a sus condiciones de crecimiento (405-407). Es una técnica igual de
sencilla que los discos de difusién, pero con la gran ventaja de que
aportan un resultado cuantitativo. La CMI obtenida por este método
se correlaciona de manera general con las que se obtienen con los
métodos de diluciéon (394, 405-408), salvo en el caso concreto de
algunos antibiéticos en ciertos microorganismos (406, 409). El mayor
inconveniente que presentan es su coste, ya que, en caso de querer
testar una gama amplia de antibiéticos, se encarece respecto a los otros

métodos.
4.2. Sistemas automatizados

Las técnicas descritas hasta el momento se realizan de forma
manual. Eso trae consigo muchos inconvenientes, sobre todo por
limitar el nimero de muestras que se pueden manipular, el espacio de
trabajo que se requiere y el tiempo que se tarda en dar los resultados.
Dada la necesidad de procesar gran cantidad de muestras en la mayor
brevedad posible, han surgido equipos que automatizan las técnicas
antes mencionadas (410-412). Ademas, también permiten estandarizar
la lectura de los resultados y obtenerlos de manera mas exacta, al
permitir detectar cambios en el crecimiento bacteriano més sutiles que
los visibles al ojo humano. Existen cuatro sistemas automatizados
aceptados por la Food and Drug Administration (FDA) para su uso en

EEUU. Tres de ellos se consideran rapidos, proporcionando los
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resultados en entre 3,5 y 16 horas y el cuarto se demora més por

necesitar una incubacién durante toda la noche (413).

MicroScan WalkAway (Siemens Healthcare Diagnostics) es un

gran dispositivo con doble funcién, incubador y lector, ya que puede
incubar y analizar entre 40 y 96 placas de microdilucion.
Periédicamente el aparato hace mediciones del crecimiento mediante
un fotémetro o un fluorémetro. Los paneles para Gram-negativos que
contienen sustratos fluorogénicos, pueden ser leidos tras 3,5 y 7 horas.
Sin embargo, cuando la valoracion de sensibilidad se hace basada en
tubidimetria, los resultados se obtienen tanto para Gram-negativos
como para Gram-positivos en un periodo de tiempo entre 4,5 y

18 horas.

BD Phoenix Automated Microbiology System (BD Diagnostics)

es también un incubador-lector que tiene capacidad para procesar
99 paneles en los que se inoculan directamente las muestras a estudio.
El equipo monitoriza cada panel de 20 en 20 minutos utilizando tanto
turbidimetria como colorimetria para detectar el crecimiento
bacteriano. Es 1til tanto para Gram-positivos como para

Gram-negativos reportando el valor de la CMI entre 6 y 16 horas.

Vitek 2 System (bioMérieux) utiliza bandejas de tamafio muy

reducido que contienen 64 pocillos. Este sistema monitoriza el
crecimiento por turbidimetria y permite realizar entre 30 y 240 test

simultdneamente. Proporciona los resultados entre 4 y 10 horas.

Sensititre ARIS 2X (Trek Diagnostic Systems) necesita realizar

una incubacién durante toda la noche. Posee una capacidad de
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64 paneles con 96 pocillos cada uno. El crecimiento se determina

mediante fluorescencia tras 18-24 horas de incubacion.

Uno de los inconvenientes iniciales de los métodos rapidos
automatizados es que no tenian capacidad para detectar algunos tipos
de resistencia antimicrobiana incluyendo las p-lactamasas inducibles y
la resistencia a vancomicina. Sin embargo, los equipos actualmente
aprobados por la FDA, presentan mejoras significativas a nivel de sus
programas informaticos. Estas modificaciones han permitido en unos
casos, llevar a cabo incubaciones especificas para combinaciones
problematicas de organismo y fadrmaco y en otros, realizar la edicién
de los resultados evitando que se reporten resultados poco fiables. En
determinados casos, estas modificaciones dan como resultado una
incubacién prolongada de més de 10 horas, para asegurar resultados

precisos, haciéndolos asi menos rapidos (393).
4.3. Antibiogramas rapidos: técnicas emergentes.

Teniendo en cuenta la premura con la que se ha de dar un
diagnostico, otro de los factores a tener en cuenta es, el tiempo que
transcurre desde que una muestra de sangre u otros fluidos corporales
llega al laboratorio, hasta que se puede iniciar un test de sensibilidad
antibiética. Para paliar la necesidad de un cultivo, una opcién es
generar un pellet bacteriano a partir de la muestra, sobre el que se
puedan llevar a cabo las técnicas de identificaciéon y de sensibilidad.
Algunos estudios han conseguido que las identificaciones mediante
MALDI-TOF se obtengan en menos de una hora y que los AST
automatizados y/o los llevados a cabo mediante disco de difusién,

proporcionen resultados en 8 y 18 horas respectivamente (414). El
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desarrollo de antibiogramas rapidos es un tema en plena expansién y
estd siendo abordado desde multiples puntos de vista, no solo desde
la evaluacién del crecimiento, sino también, observando cambios en el
metabolismo bacteriano, en los procesos fisico-quimicos celulares e
incluso aplicando técnicas de genética molecular. La distincién es
difusa y algunas de estas técnicas fisico-quimicas o de genética
molecular también pueden ser aplicadas para monitorizar el

crecimiento celular.

4.3.1. Antibiogramas basados en el analisis de crecimiento

bacteriano.

Algunas técnicas rdpidas de deteccién de resistencias tienen una
base muy sencilla, simplemente, la detecciéon en tiempo real del
crecimiento bacteriano. Los avances en los sistemas de captura de
imagenes, han permitido el desarrollo de sensores con alta sensibilidad
y resolucién, que son capaces de realizar andlisis biol6gicos. Estos
sistemas se utilizan con frecuencia para estudios morfolégicos y de
crecimiento en cultivos bacterianos. La obtencién de imagenes directas
de las bacterias comprende pasos sencillos de preparacion de la
muestra, y elimina los tediosos pasos de la inyeccién continua de la
misma, la carga de células y la identificacion celular basada en el
recuento (415). Uno de estos sistemas de deteccion Optica
comercializado es el oCelloScope. Se trata de una plataforma portatil
desarrollada para proporcionar informacién sobre susceptibilidad de
manera rdpida y eficaz, con alta sensibilidad y partiendo de una baja
concentraciéon bacteriana. Como demostracién de su utilidad, se ha
empleado con muestras de orina porcina, obteniendo imagenes en

cada lapso de tiempo de 96 combinaciones de bacterias y antibidticos
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a la vez; generandose resultados de calidad en cuanto a validez y

tiempo de reaccién (416, 417).

Esta técnica supone una gran ventaja sobre la nefelometria y la
turbidimetria que permiten llevar a cabo un antibiograma rapido
basado en la evaluacion de la transmision y la dispersién de la luz a
través del medio, respectivamente. El sistema UroQuick o HBandLTM
(Alifx, Padova, Italia), disefiado para la evaluaciéon de muestras de
orina, detecta la presencia de microorganismos mediante medidas de
dispersion de la luz en el medio de cultivo. Los datos recogidos por los
sensores son procesados por un programa informatico que monitoriza
las curvas de crecimiento. Este equipo ha sido aplicado con éxito para
realizar la deteccion de diversos mecanismos de resistencia de cepas
caracterizadas genéticamente o fenotipicamente, requiriendo 24 horas
para Dbacterias Gram-positivas y ocho horas para bacterias

Gram-negativas (418).

Con la finalidad de obtener un test rapido basado en crecimiento,
también se han adaptado técnicas como el ensayo de vitalidad con
SYBR Green y ioduro de propidio (PI) (419, 420) en bacterias como
Borrelia burgdorferi. En este caso se incuban las muestras con diferentes
concentraciones de antibidtico y luego se determina la ratio de

fluorescencia verde/rojo y se determina la CMI (421).

Otro ejemplo es la aplicacion del analizador de gotas de
milifluidos (MDA) que realiza una monitorizaciéon precisa de la
dindmica de una poblacién microbiana generando multitud de gotas.
La primera aplicaciéon consisti6 en la medicion de la ratio de

crecimiento de una cepa que contiene una proteina indicadora
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fluorescente y la determinacién de la CMI para cefotaxima incubando
la bacteria con un gradiente de concentracién de este antibidtico. La
evaluacion de la actividad celular se basa en la deteccion automaética
de una sefial de epifluorescencia que permite la monitorizacion de

poblaciones bacterianas de hasta un millén de células (422).

4.3.2. Antibiogramas basados en el analisis de parametros

bioquimicos, metabélicos o fisiolégicos.

Se han desarrollado algunos test de sensibilidad de modo
experimental, que se basan en la capacidad que poseen los antibi6ticos
para provocar afectaciéon o no de ciertos parametros como NADH y
FADH, pH, calor, potenciales de membrana o electrofisiologia celular,
que se comportan como sefiales bioquimicas del metabolismo celular
activo (423). En algunos casos, también dependen del crecimiento

bacteriano.

Existen mdultiples técnicas colorimétricas, basadas en la
observacién de cambios de color en el medio de cultivo. Una de las
metodologias mas extendidas en el uso de resazurina. Cuando el
medio de cultivo es suplementado con antibiético y resazurina, se
observa un color azul intenso. Si las bacterias son resistentes al
antibiético, la resazurina es reducida a resafurina y el intenso color
azul, cambia a rosa. Por el contrario, si la poblacién bacteriana es
sensible el antibidtico, se detendrd el metabolismo y la resazurina
permanecerd en su forma oxidada, y el medio mantendra su color azul.
Ademads de la propia evaluacion del cambio de color, una de las
mayores limitaciones de esta técnica es que la resazurina no es

metabolizada por Gram-negativos no fermentadores (415, 424).
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Ademds de metodologias genéricas como la que se acaba de
describir, la colorimetria también se puede aplicar para deteccion de
resistencias concretas. Este es el caso del PLACTA test (Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France). Se trata de una prueba colorimétrica
cualitativa usada para la deteccion de cepas con susceptibilidad
reducida a las cefalosporinas de tercera generacién. Se basa en la
capacidad de las enterobacterias para hidrolizar una cefalosporina
cromogénica (HMRZ-86). Este test muestra una sensibilidad del 75% y
una especificidad del 100% para la deteccion de resistencias a
cefalosporinas de tercera generacién (BLEE, tipo AmpC, KPC y MBL)
(425).

Cuando en una reaccién quimica, una molécula excitada, vuelve
a su estado fundamental, emite luz, en un proceso denominado
quimioluminiscencia. Esta particularidad puede ser empleada para
detectar resistencias a antibiéticos si afladimos al medio un compuesto
denominado menadiona. Esta molécula, una vez que se encuentra en
el interior celular, es reducida, generandose diversos compuestos que
difunden al medio extracelular, donde se oxidan y emiten fotones de
luz. El estudio de sensibilidad se lleva a cabo comparando la emisiéon
que se produce en una alicuota del cultivo sin antibiético, con otra
donde si se ha afiadido. Cuando ambas emisiones son muy similares
estaremos ante una cepa resistente y cuando la emision es inferior al
cultivo control sin antibiético, la cepa sera sensible (424). Esta técnica
puede detectar cepas resistentes a vancomicina en S. aureus en 8 horas

(426).

La bioluminiscencia es una forma de quimioluminiscencia que

se produce como consecuencia de una reaccién quimica que tiene lugar
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en algunos seres vivos. Uno de los ejemplos mas estudiados es el de
las luciérnagas, donde la luciferina es oxidada en presencia de
adenosin trifosfato (ATP), por la luciferasa, emitiendo luz (415). La
cantidad de luz producida es directamente proporcional a la cantidad
de ATP presente en la reacciéon. Los antibiogramas se basan en la
medida de los niveles de ATP intracelular, extracelular o total,
comparando la sefial obtenida del grupo control (bacterias crecidas en
ausencia de antibidtico) con la recibida de los cultivos del mismo
microorganismo en presencia de antibiotico (427, 428). En el caso de
estar ante cepas sensibles, cuando se evaltia el ATP intracelular o el
ATP total, se observa una disminucién de la sefial de bioluminiscencia
respecto al control; sin embargo, cuando se mide el ATP extracelular,
se produce un aumento de dicha sefial (429-431). En caso de estar ante
una cepa resistente, las medidas obtenidas del grupo control y el
tratado, serdn muy similares. Un ejemplo comercial de este tipo de
ensayos, enfocado en la deteccion de resistencia a p-lactamicos, es
D-Bluco, un test basado en bioluminiscencia que detecta una amplia
gama de P-lactamasas a nivel femtomolar. Puede detectar de 102 a
103 UFC/ml de enterobacterias productoras de [-lactamasas en

muestras de orina, en 30 minutos (432).

La bioluminiscencia también puede ser empleada para
monitorizar el crecimiento bacteriano, usando bacteriéfagos
recombinantes que producen luz cuando se activa la expresion del gen
luciferasa una vez que infectan a un huésped bacteriano especifico

(433-435).

Otras técnicas se basan en la calorimetria. Esta es una

metodologia altamente sensible y atil que permite medir la cantidad
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de calor generado por los procesos biolégicos en células vivas. Los
microorganismos de importancia médica, tales como los estafilococos,
cuando se replican en un medio de cultivo apropiado, dan lugar a un
incremento exponencial de calor que puede ser medido a tiempo real.
Cuando una bacteria es sensible a un antibiético, este inhibe su
crecimiento; y por consiguiente, no se producird un aumento del calor
emitido por el cultivo, es por ello que la calorimetria se podria utilizar
para detectar resistencias (436). Un ejemplo de ello es una técnica
desarrollada para evaluar resistencias a meticilina en S. aureus, que
tiene un tiempo de preparacion de las muestras de 15 minutos, una
incubacién de 5 horas y un coste muy bajo. Pese a su gran interés

todavia no se ha incorporado a la préctica clinica (437).

Otra metodologia que se estd intentando utilizar para estudiar
resistencias es la dielectroforesis. Este método se ha descrito como un
marcador rapido de muerte celular basado en la detecciéon de cambios
en la electrofisiologia de la célula causados por la administracién de
un antibiético. En contraste con otros marcadores, la electrofisiologia
de las células cambia rdpidamente durante la muerte celular,
permitiendo distinguir las células vivas de las muertas (o
profundamente dafiadas) sin necesidad de hacer un cultivo. Se ha
establecido para polimixina B, generando resultados en una hora tras

realizar el aislamiento (438).

El analisis electrofisico de células bacterianas es muy
prometedor, ya que genera informacién sobre las células
metabodlicamente activas en un corto periodo de tiempo (439). Un
ejemplo es un ensayo realizado con un resonador piezoeléctrico

basado en niobato de litio con un campo eléctrico lateral, empleado
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para evaluar los efectos de amoxicilina y polimixina. El andlisis se
realiz6 directamente en fase liquida. Se demostr6 que cuando se afiade
un antibidtico, las frecuencias de las partes real e imaginaria de la
impedancia eléctrica del resonador cargado con una suspensiéon de
células sensibles difiere en gran medida de las del resonador cargado
con una suspension de células de control sin antibiético. El tiempo de

analisis no fue superior a 10 minutos (440, 441).

Otra herramienta que se estd utilizando para la deteccion de
resistencias es la espectroscopia. La espectroscopia Raman de
superficie mejorada (SERS) se ha aplicado para diferenciar cepas
bacterianas sensibles de resistentes, debido a que la variacion en la
composicion bioquimica de la pared celular entre las distintas cepas,
permite detectar variaciones en su perfil espectral (442). Esta técnica se
ha utilizado ya para S. aureus resistente a meticilinas, Enterobacteriaceae
resistentes a carbapenémicos, Mycobacterium tuberculosis, Enterococcus

resistentes a vancomicina y Neisseria gonorrhoeae (443).

La ionizacion MALDI (desorcién/ionizacion mediante laser
asistida por Matriz), acoplada a un analizador TOF (tiempo de vuelo),
es una técnica de ionizacién suave utilizada en espectrometria de
masas que permite el andlisis de biomoléculas (biopolimeros como
proteinas, péptidos y aztcares) y moléculas organicas grandes (como
polimeros, dendrimeros y otras macromoléculas). La aplicaciéon mas
simple de MALDI-TOF MS es analizar colonias de bacterias o
levaduras sin preparaciones previas, proporcionando una
identificacién rapida con un coste reducido (444). En algunos casos, la
deteccion de un producto génico puede ser relacionada de manera
potencial con resistencia a uno o mas antibiéticos (445). Varios estudios
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han descrito la deteccion de la degradacion de antibiéticos
B-lactamicos mediante espectrémetro de masas (446-448). La hidrdlisis
enzimética del agente antimicrobiano da lugar a un cambio de masa
de 18 Da que puede ser detectado por MALDI-TOF-MS. Se demostré
que este método tiene una sensibilidad del 97% y una especificidad del
98% (448) aportando los resultados en entre 1 h y 2,5 h (446). Hay otros
muchos estudios que apoyan que MALDI-TOF permite discriminar
entre cepas sensibles y resistentes a ciertos antibidticos en particular

(424).

Otros estudios que se centran en el uso de aparatos habituales en
los laboratorios, para detectar resistencias, como es el caso del
citometro de flujo (449). Esta técnica consiste en la formacién de un
flujo de particulas, generalmente células, ordenadas en fila con una
intensidad de entre 500 y 4.000 particulas/segundo. El alineamiento
posibilita medir varias caracteristicas de la misma célula a la vez, lo
que permite caracterizar, separar y cuantificar distintas
subpoblaciones. Ademas, utilizando diversos fluorocromos se pueden
estudiar diversos pardmetros bacterianos (potencial de membrana,
tamafio celular, actividad enzimatica, integridad de la membrana,
tamafio celular y concentracién microbiana) que aportan informacién
sobre la sensibilidad a los antibiéticos (424). Se ha demostrado que se
puede emplear para desarrollar un test que permita determinar
sensibilidad a determinados antibiéticos en menos de 3 horas. Para ello
se busca un valor de corte utilizando cepas de susceptibilidad
conocida, a las que se incuba con el antibiético y posteriormente se

analizan en el citémetro de manera que se llega a establecer un valor

122



que sera el utilizado para la determinacién de resistencias a los

antibidticos (450).

4.3.3. Test rapidos basados en técnicas de genética

moleculat.

Actualmente, en los laboratorios clinicos de bacteriologia se
estan llevando a cabo gran cantidad de cambios. Ya se dispone de una
multitud de paneles basados en técnicas moleculares para la detecciéon
e identificacion de bacterias y la evaluacién de marcadores de
resistencia (444). Algunas de estas técnicas también pueden ser

utilizadas para evaluar el crecimiento bacteriano.

Estos test se presentan como métodos efectivos y directos que
eliminan los cultivos laboriosos, las incubaciones largas, las
posibilidades de contaminacién y la diseminacién de infecciones
peligrosas (451). Se les atribuye también ser rapidos, directos, sensibles
y especificos en la deteccion de genes de resistencia. Sin embargo,
tienen una serie de desventajas: la necesidad de un ensayo especifico
para cada agente antimicrobiano, solo se pueden detectar
determinados genes de resistencia que con frecuencia estain mutados,
tienen baja sensibilidad para pacientes con infecciones latentes donde
practicamente no hay microorganismos presentes en la muestra,
todavia no se han definido todos los perfiles de resistencia de todas las
bacterias, son necesarios reactivos y equipamiento de alto coste y se

necesita personal especializado (415).

Entre estas técnicas podemos destacar la PCR, tanto

convencional como a tiempo real o RT-PCR, chips, secuenciacion,
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microarrays y la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP)

(452, 453).

La cinética de crecimiento de la bacteria puede determinarse de
manera mas ajustada por la cuantificacién del nimero de copias de
ADN. La PCR es més rdpida y mas especifica que el cultivo bacteriano;
usando ciclos cortos y asumiendo una buena eficiencia de la PCR, el
ADN se duplica 40 veces mas rapido que la bacteria (454). Se ha
descrito un método universal para medir el efecto inhibitorio de
agentes antimicrobianos en los patégenos bacterianos comunes,
empleando cebadores universales y determinando el ntimero de
copias de ADN utilizando el sistema LightCycler. Para ello, se
cuantifican las copias de ADN de 16S rRNA o de rpoB en distintos
momentos de una incubacién en presencia o ausencia del antibiético.
Se estipulé que los mejores resultados se obtienen en 2 horas para

Gram-negativos y 4 horas para Gram-positivos (455).

Los test genéticos de sensibilidad antimicrobiana tienen la
posibilidad de reducir el tiempo de detecciéon. A pesar de existir
paneles cerrados que cubren los marcadores de resistencias mas
importantes, cada laboratorio puede personalizar su PCR de
resistencias para los patégenos mas relevantes y los antibiéticos mas
utilizados en su drea de influencia. A diferencia de los test fenotipicos,
que pueden confirmar sensibilidad o resistencia independientemente
de su mecanismo, el test genotipico tnicamente puede detectar la

presencia o ausencia de un namero limitado de dianas génicas.

Una herramienta desarrollada en base a la PCR es LAMP (loop

mediated isothermal amplification). En LAMP los genes de interés se
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amplifican a una temperatura constante de 60-65 °C empleando en
lugar de la Taq polimerasa, la ADN polimerasa Bst debido a la fuerte
actividad de desplazamiento de las hebras. Un ejemplo de su
aplicaciéon ha sido mediante PCR digital, proporcionando resultados
en unos 7 min frente a las dos horas necesarias para un ensayo
comercial similar con PCR digital sin emplear LAMP (456). Otro
ejemplo es un test desarrollado para detectar resistencias en E. coli,
para levofloxacino, ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol y
fosfomicina, donde los valores de sensibilidad y especificidad que se

alcanzaron fueron entre 80% y 100% (457).

Los microarrays se basan en la deteccion mediante un analisis de
imagen, de la hibridacion de moléculas diana a sondas
oligonucleotidicas especificas, inmovilizadas en un soporte sélido
(415). Los microarrays detectan un gran nimero de genes de
resistencia en un mismo ensayo. Se han comercializado varios
microarrays, como el Check-MDR CT102, el Check-MD CT103 y el
Check-MDR CT103 XL (Check points Health BV), que permiten
detectar un gran numero de genes que codifican diferentes
B-lactamasas (BLEE, AmpC y carbapenemasas) a partir de colonias
crecidas en placas de aislamiento (424). Otro sistema comercial es
Verigene (Nanosphere, USA). Verigene incluye dos paneles para
identificacion bacteriana, BC-GN que detecta ocho dianas de bacterias
Gram-negativas y seis marcadores de resistencia, y BC-GP que detecta
doce dianas y tres marcadores de resistencia en Gram-positivos. Los
cartuchos de Verigene consisten en un portaobjetos de cristal

(microarray) y la tecnologia asociada que es capaz de identificar y
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cuantificar secuencias de 4cidos nucleicos, sin un paso de

amplificacion por PCR inicial (423).

El desarrollo de estos test es un tema de vanguardia, y como tal,
se estan incorporando herramientas nuevas para el desarrollo de test
moleculares como CRISPR. Basada en ella y combinada con
microfluidica, se desarroll6 la plataforma CARMEN (Combinatorial
Arrayed Reactions for Multiplexed Evaluation of Nucleic acids;
Reacciones combinatorias dispuestas para la evaluaciéon multiplexada
de é&cidos nucleicos) (458) destinada a la deteccion de virus.
Posteriormente se disefié una modificacién, denominada bCARMEN,
la cual es capaz de detectar y discriminar 52 especies bacterianas
clinicamente relevantes y varios genes clave de resistencia a los
antibiéticos. De modo complementario, se desarrollé un flujo de
trabajo simple, utilizando reactivos estabilizados y una lectura 6ptica
con una cadmara fotogrifica de un teléfono movil, lo que abre la
posibilidad de una rapida identificaciéon de patégenos y pruebas de

susceptibilidad a los antibiéticos en el lugar de atencién (459).

En relacién con las técnicas de genética molecular, también se
estd evaluando el uso de secuenciacion masiva, de préxima
generacién, aunque quedan varias cuestiones por resolver y no esté

clara su utilidad como sistema réapido (460, 461).

El desarrollo de test rdpidos de sensibilidad antimicrobiana, es
un tema candente que continda en pleno desarrollo.
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Objetivos






El propésito global de este trabajo es el desarrollo de test
rapidos, fiables y eficaces, basados en determinaciones de
parametros fenotipicos simples, visualizados mediante microscopia,
que permitan la detecciéon de resistencias a distintos tipos de

antibiéticos en microorganismos de gran patogenicidad.

Para ello nos planteamos las siguientes cuestiones de las que se

derivan los objetivos a desarrollar:

1. En relacion a antibiéticos cuya diana es el ADN bacteriano
(quinolonas), ;es posible determinar si la quinolona es efectiva
(en cepas sensibles) o no (en cepas resistentes), mediante la
simple visualizacién directa de su diana, esto es, la valoracién

de la integridad del nucleoide?

1.1. Disefio de un protocolo técnico genérico simplificado,
para la determinacion rapida de sensibilidad/resistencia
a quinolonas en células individuales de patégenos

Gram-negativos.

2. En relacion con antibiéticos que afectan el peptidoglicano,
ces posible estimar si un antibidtico de pared (p-lactamico
carbapenémico) es efectivo (en cepas sensibles) o no (en cepas
resistentes), mediante visualizacion directa de la integridad de
la pared? ;Como es posible discernir si la pared celular

bacteriana ha sido afectada o no por el antibiético?
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2.1.

2.2.

3. En

Implementacién de un protocolo que permita diferenciar
de modo rapido cepas sensibles y resistentes de
A. baumannii a quinolonas (mediante el parametro:
integridad del ADN bacteriano) y a carbapenémicos

(mediante el parametro: integridad de la pared celular).
Validaciéon las técnicas propuestas, empleando una
coleccién de cepas clinicas y calculo de los indices de

validez para ambas.

relacion con antibidticos que afectan la membrana

plasmatica (colistina), aunque la diana de la colistina no es ni

el ADN ni la pared celular, ;es posible que estos sean dafiados

secundariamente? ;Puede la evaluacion de la integridad del

ADN

bacteriano y/o la integridad de la pared celular

discriminar de modo rapido la de sensibilidad/resistencia a

colistina?

3.1.

3.2.

Realizacion de experimentos de dosis-respuesta sobre el
ADN y sobre la pared, con diferentes concentraciones de
colistina en cepas de A. baumannii de CMI conocida,

sensibles y resistentes.

Establecimiento de las dosis de colistina que permitan
evaluar la sensibilidad/resistencia a este antibiético en
A. baumannii; y comparacion con los puntos de corte
utilizados en los antibiogramas estdndar basados en

crecimiento.
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3.3. Determinacion del valor de corte, de cada uno de los
pardmetros estudiados, que permita discriminar entre
cepas de A. baumannii sensibles y resistentes a colistina
con la mayor sensibilidad y especificidad y validar con

una coleccién de cepas.

4. La ceftazidima es una cefalosporina que afecta la sintesis
del peptidoglicano, especialmente a nivel del septo de division
celular. ;Puede la simple evaluaciéon del cambio en la
morfologia celular usarse como parametro para estimar de
modo rapido la sensibilidad/resistencia a ceftazidima en

patégenos Gram-negativos?

4.1. Establecimiento de la dosis de corte de ceftazidima que
permite discernir entre cepas sensibles y resistentes a
dicho antibiético en K. pneumoniae, A. baumannii, E. coli y
P. aeruginosa; y comparaciéon con los puntos de corte

empleados en los antibiogramas clasicos.

4.2. Validacion de la técnica disefiada en un amplio ntimero
de cepas clinicas y comparar los resultados obtenidos con
los de los antibiogramas estandar, calculando asi sus

indices de validez.

5. En relacién con antibidticos inhibidores de la sintesis de
proteinas bacteriana, en ciertos patégenos Gram-positivos, es
posible inducir experimentalmente una respuesta autolitica

rapida. ;Es dicha respuesta dependiente de la sintesis proteica?
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Si ello es cierto, ;puede dicha respuesta ser empleada como
parametro para la determinacion rapida de
sensibilidad/resistencia a antibi6ticos inhibidores de la
sintesis de proteinas en Enterococcus faecalis y Streptococcus

pneumoniae?

5.1. Establecimiento de un protocolo experimental que
permita visualizar la respuesta litica en E. faecalis y

S. pneumoniae.

5.2. Determinacién de las dosis de corte de eritromicina y
doxiciclina que permiten discernir entre cepas sensibles y

resistentes en E. faecalis.

5.3. Determinaciéon de las dosis de corte y el efecto
cuantitativo sobre la respuesta litica de azitromicina,
eritromicina y doxiciclina, que permiten discernir entre

cepas sensibles y resistentes en S. pneumoniae.

5.4. Célculo de los indices de validez de la técnica enfrentando
los resultados obtenidos con los de los antibiogramas

estandar.

6. En relacion con antibiéticos inhibidores de la sintesis de
proteinas bacteriana, en ciertos patégenos Gram-negativos, ;es
el alargamiento celular inducido por mitomicina C (MMC) una
respuesta rapida dependiente de la sintesis de proteinas? Si eso

es correcto, ;puede esa respuesta ser empleada como parametro
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para determinacion rapida de sensibilidad/resistencia a

antibidticos inhibidores de la sintesis de proteinas en

patogenos Gram-negativos?

6.1. Establecimiento de una metodologia que permita evaluar

6.2.

6.3.

la elongacion celular inducida por MMC en E. coli,

A. baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae.

Estudio del efecto de los antibiéticos inhibidores de la
sintesis de proteinas sobre la elongacién celular causada

por MMC.

Determinacion de la dosis de corte de los antibitticos
empleados, que permite discriminar entre cepas sensibles
y resistentes a los mismos y comparacién con los puntos
de corte empleados en los antibiogramas estdndar

basados en la evaluacién del crecimiento.

6.4. Realizacion de un estudio de validacién con cepas clinicas

que permita establecer la sensibilidad y especificidad de

cada uno de los protocolos establecidos.
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Desarrollo de la actividad
experimental






En el 2003 se patent6 el test de la dispersion de la cromatina
espermaética (Sperm Chromatin Dispersion; SCD). Permite identificar
aquellos espermatozoides que tienen su material genético (ADN)
fragmentado, con aplicacién directa en reproduccion, tanto humana
como animal. Esta técnica se ha acomodado muy bien a los laboratorios
de andrologia y de reproduccién asistida por su sencillez y rapidez

(462).

Su base técnica reside fundamentalmente en dos hechos. El
primero es que las cadenas de ADN que contienen roturas son mas
faciles de desnaturalizar, puesto que estas roturas ya sean de cadena
doble o de cadena sencilla son origenes para la desnaturalizacion
cuando se someten a un tratamiento acido. El segundo hecho, consiste
en que los bucles de cromatina estan formados por ADN y proteinas.
Por ello, cuando se someten a una solucién desproteinizante, se
desempaquetan al extraer las proteinas y dan lugar a halos periféricos

de bucles de ADN que surgen desde el nticleo residual.

El protocolo comienza con la inclusion de las células
espermaticas en una matriz de agarosa. Esta mezcla se deposita sobre
un portaobjetos previamente tratado, se coloca un cubreobjetos y se
enfria en nevera, de tal manera que se forma una fina pelicula con las
células retenidas, intactas, sin fijacion, manteniendo su estructura
tridimensional. A continuacién, se someten a un proceso de
desnaturalizacion acida controlada, seguido de un tratamiento con
lisis especifica y se lavan en agua destilada para eliminar todos los
restos de la solucién desproteinizante. Para terminar el proceso, los
portaobjetos se someten a una bateria de alcoholes de concentracion

creciente para deshidratarlos. Una vez secos, el microgel forma una
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pelicula adherida al portaobjetos, con los espermatozoides en el mismo
plano; estos se tifien, ya sea con Wright para microscopia de campo

claro o con DAPI para microscopia de fluorescencia.

Cuando observamos las células, podemos diferenciar claramente
dos regiones: una central formada por la estructura residual del ntcleo
a la que llamamos core y otra periférica formada por los bucles de
ADN, que se denomina halo. Los espermatozoides con ADN
fragmentado no muestran halos o son muy pequefios, mientras que los
espermatozoides sin fragmentacién liberan halos de gran tamafio
(figura 16a). El indice de fragmentacioén, calculado como el tanto por
ciento de células con el ADN fragmentado en la muestra seminal, se
utiliza como uno de los parametros indicativos de la calidad del semen
(463). Esta técnica permite detectar fragmentaciéon global en el
espermatozoide, es decir, dependiente de roturas de cadena simple
y/o de cadena doble, de manera conjunta. Una modificacién del
protocolo, obviando el paso de desnaturalizacién y ajustando las
condiciones de lisis, permite visualizar tnicamente las roturas de
doble cadena. De esta manera, si llevamos a cabo ambas metodologias
sobre una misma muestra podremos discriminar el porcentaje de
fragmentacién debido a roturas de doble cadena e indirectamente el
porcentaje de fragmentacién atribuible a roturas de cadena sencilla

exclusivamente (figura 16b) (464).
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Figura 16. Muestras de semen humano procesadas mediante el test SCD para

determinar la fragmentacién del ADN espermatico, ya sea con SSBs o DSBs (a), y
mediante el test SCD modificado para visualizar espermatozoides con ADN
fragmentado debido a DSBs (b). Tras el test SCD, los espermatozoides con el ADN
fragmentado, tanto con SSBs como con DSBs, no muestran halo de dispersion de la
cromatina o este es pequefio. Cuando se utiliza el ensayo SCD modificado, los
espermatozoides con ADN fragmentado a causa de DSBs presentan grandes halos de

dispersion formados por pequefios fragmentos de ADN (464).

La resistencia antibiética es un grave problema de salud
mundial, y una de las mejores herramientas de las que disponemos
para luchar contra ella, es el uso racional y correcto de los antibiéticos.
Para ello es imprescindible tener la informacién de la sensibilidad
bacteriana a la hora de pautar un antibiético. Sin embargo, los
antibiogramas tradicionales requieren de largos periodos de
incubacién, por basarse en el crecimiento bacteriano, habitualmente
tardando entre 16 y 24 horas tras el aislamiento e identificacién de la
bacteria. Esto obliga a realizar tratamientos empiricos, que en
ocasiones no son adecuados. Por ello, seria de gran utilidad obtener

resultados de un antibiograma en unas pocas horas.
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Son muchos los esfuerzos que se estan destinando a este tema, y
multiples las técnicas que se tratan de implementar. En este contexto,
surgié la idea de desarrollar una técnica que permitiese valorar el
efecto de los antibidticos que afectan al ADN, a través de un protocolo
basado en el test SCD, para espermatozoides. Asien 2008, se desarroll6
una adaptacion del ensayo basado en difusiéon que permite una
discriminacién sencilla entre bacterias con ADN fragmentado y sin
fragmentar. Las células intactas se incluyeron en un microgel de
agarosa sobre un portaobjetos, se incubaron en un tampoén para lisar
parcialmente las paredes celulares, membranas y proteinas, y luego el
ADN se tifid con un fluorocromo de alta sensibilidad, SYBR Gold. Al
microscopio de fluorescencia, las bacterias con el ADN fragmentado se
identifican como aquellas que presentan una difusiéon periférica de
fragmentos de ADN a partir del centro residual, mientras que aquellas
sin fragmentacion del ADN, s6lo muestran una extension limitada de
los bucles de fibras de ADN, o nucleoide. Estos resultados se han visto
en varias especies de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, asi
como en levaduras. Dado que las fluoroquinolonas inducen maltiples
roturas de la doble cadena del ADN bacteriano, la incubaciéon con
fluoroquinolonas a dosis muy elevadas sirvi6 como modelo para
confirmar la deteccién de la fragmentacion del ADN mediante la

técnica de difusion (465).

Dada la efectividad de la técnica, en 2009 se llevé a cabo un
estudio sobre la evaluacion del efecto del ciprofloxacino (quinolona)
en el ADN cromosémico de E. coli, con el fin de establecer un protocolo
lo més simple posible para su traslacién a la clinica. Primeramente, se

incub¢d la cepa TG1 con dosis crecientes de ciprofloxacino durante
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40 min. Tras realizar el ensayo basado en difusién, se observé
fragmentacién en el ADN desde la dosis correspondiente a la CMI,
aumentando progresivamente los fragmentos y su nivel de difusiéon
con la dosis del antibiotico (466). Tras comprobar la eficacia del ensayo
para la deteccion del efecto del ciprofloxacino, surgio el kit
Micro-Halomax para microscopia de fluorescencia (Halotech DNA SL,
Madrid, Espana). Empleando este kit, se realiz6 un trabajo en el que se
evalu6 la sensibilidad/resistencia a ciprofloxacino en cerca de un
centenar de cepas diferentes de E. coli, obteniéndose un 100% de
sensibilidad y especificidad en relaciéon con el antibiograma estandar
(467). De esta manera quedo patente que se pueden desarrollar test de
deteccion de resistencia a quinolonas rapidos y eficaces, con la sencilla
evaluacion del estado del ADN, la diana especifica del antibiético. Se
ensayaron diferentes quinolonas en mdltiples cepas de diferentes

microorganismos Gram-negativos, con resultados similares.

Los antibiéticos mas utilizados en la préctica clinica son los que
afectan a la sintesis del peptidoglicano. Ante la misma necesidad de
disponer de test rdpidos de sensibilidad para este tipo de antibitticos
surgi6 la posibilidad de adaptar el kit de difusién para evaluar el
estado de la pared celular. En el caso de los antibiéticos que afectan el
ADN es necesario lisar todas las bacterias para que liberen su
nucleoide y poder visualizar la integridad o no, en cada célula. En el
caso de los antibidticos que afectan a la pared bacteriana, las bacterias
que son sensibles, van a tener alterada la sintesis del peptidoglicano y,
por consiguiente, la estructura de la pared celular. En consecuencia, se
plante6 la hipétesis de que se podria evaluar la integridad de la pared

bacteriana incubando con una solucién de lisis méds suave que la
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utilizada para evaluar la integridad del ADN, la cual podria lisar
Unicamente las paredes que se encontrasen debilitadas, manteniendo
intactas las de las células que no han sido afectadas por la acciéon del

antibidtico.

Para ello, las células incubadas previamente con antibiético de
pared a una concentracion equivalente al punto de corte de
sensibilidad del CLSI, se incluyeron en un microgel de agarosa sobre
un portaobjetos y se incubaron brevemente con una solucién de lisis
adaptada. Tras el lavado y deshidratacion, se tifieron con el
fluorocromo de ADN, SYBR Gold para su observacién bajo
microscopia de fluorescencia. Se observé que la lisis afecta a las células
de manera diferencial, dependiendo de la integridad de la pared. Si la
bacteria es sensible al antibiético, la pared celular debilitada se ve
afectada por la solucién de lisis, por lo que el ADN del nucleoide
contenido en el interior de la bacteria se libera y difunde.
Alternativamente, si la bacteria es resistente al antibiético, la pared
practicamente no se ve afectada por la solucion de lisis y no se libera el
nucleoide, conservando su aspecto morfolégico normal. En una
aproximacion inicial, se realiz6 un experimento de dosis-respuesta con
una cepa de E. coli sensible a ampicilina y se observé un ligero efecto
antes de la dosis correspondiente a la CMI. Sin embargo, el nivel de
dafio se incrementé a medida que aumentaba la dosis de manera
paulatina. También se evaluaron 46 cepas clinicas de ocho especies
Gram-negativas y cuatro Gram-positivas para determinar su
sensibilidad o resistencia a penicilina, ampicilina, ceftazidima o

vancomicina, confirmando la aplicabilidad de la metodologia (468).
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A. baumannii es un Gram-negativo de muy alta patogenicidad,
que desarrolla multiples resistencias a nivel hospitalario, por lo que es
de gran interés desarrollar test rdpidos de deteccion de resistencias.
Ademéds de la quinolona ciprofloxacino, uno de los tratamientos mas
utilizados son los cabapenémicos, como el meropenem. Disponiendo
de un amplio cepario gracias al apoyo del Servicio de Microbiologia
del Complejo Hospitalario Universitario A Corufia (CHUAC), nos
planteamos disefiar un protocolo que permita discriminar cepas de
A. baumannii sensibles, intermedias y resistentes a ciprofloxacino y a
meropenem. Con esa intencidn, se pusieron a punto las condiciones de
incubacién y dosis de corte y se validé en ensayo para los diferentes

antibiéticos.

Muchas de las cepas de A. baumannii resistentes a
carbapenémicos o multirresistentes son tratadas con colistina, la cual
se intenta mantener como antibiotico de dltima opcién. Este antiguo
antibiético, pertenece a la familia de las polimixinas y acttia alterando
la estabilidad de la molécula del lipopolisacarido, provocando la
ruptura de la membrana celular externa, alterando la permeabilidad
celular. Nos propusimos valorar la eficacia de los ensayos de dafio del
ADN vy de la pared celular, para determinar resistencia a colistina en
cepas de A. baumannii. Ni el ADN ni la pared celular son las dianas
primarias de la colistina. Aun asi, si se detect6 fragmentacién del ADN
y dafio en la pared, posiblemente secundario durante el proceso de
muerte celular. Estos fenémenos no ocurren en la totalidad de las
células, como habiamos visto en los otros test. Es por ello que en este
caso el test no es cualitativo sino cuantitativo y fue necesario explorar

la concentracion de colistina y la fraccién de bacterias con dafio en el
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ADN o en la pared celular que permitan distinguir cepas sensibles de

resistentes de modo 6ptimo.

Se sabe que las células bacterianas de muchas especies, tras ser
sometidas a un proceso de estrés, pueden llegar a adoptar forma
filamentosa. Parece que se trata de una estrategia de proteccién en la
que se detiene el crecimiento bacteriano, mientras se produce una
expansion continua del volumen celular. Este mecanismo de defensa

es utilizado también frente algunos antibiéticos.

Teniendo en cuenta todo esto, se pens6 que la simple
observaciéon de la morfologia celular tras la incubacién con un
antibidtico inhibidor de la sintesis del peptidoglicano podria ser
suficiente para desarrollar un test més rapido que el de lisis celular que

permitiese detectar cepas resistentes a este tipo de antibi6ticos.

En ocasiones para tratar infecciones causadas por
Gram-negativos se utiliza ceftazidima, una cefalosporina que acttia
inhibiendo el paso final de la transpeptidaciéon necesario para la
sintesis del peptidoglicano. Parece ser que el peptidoglicano del septo
es una diana preferente. Nos propusimos evaluar si las bacterias
sensibles a ceftazidima verian alterada su division celular tras el
tratamiento, aumentando su longitud, al no realizar una correcta
septacion. Se comprobd que la simple observacion de la morfologia
celular es discriminativa de la sensibilidad/resistencia. Las cepas
resistentes no se alargan o lo hacen en un nivel muy discreto, lo que
permitié disefiar un protocolo en K. pneumoniae, P. aeruginosa y
A. baumannii, obteniéndose unos resultados concordantes con los

antibiogramas estdndar. Sin embargo, es importante destacar que el
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pardmetro “alargamiento celular” y el de “inhibicién del crecimiento”,
aunque positivamente correlacionados, muestran diferente dosis de

corte, que incluso varia en cada especie.

Finalmente, los antibiéticos inhibidores de la sintesis de
proteinas son ampliamente utilizados tanto para Gram-positivos como
para Gram-negativos. Algunas especies de Gram-positivos son
capaces de activar vias autoliticas bajo determinadas situaciones. Por
ejemplo, S. pneumoniae lisa su pared celular tras afadirle detergentes
como deoxicolato o Triton X-100, a través de la activacion de la
autolisina LytA. Las autolisinas también estdn implicadas en la rotura
de la pared de E. faecalis tras aplicar lisozima. Esta respuesta autolitica
es independiente de su actividad muramidasa y depende de su
caracter catiénico. Se habia descrito que la aplicaciéon de altas dosis de
cloranfenicol interfiere en la actividad autolitica de LytA en
S. pneumoniae, de lo que se puede extrapolar que esta actividad esta
influida por la sintesis de proteinas y su evaluacién podria discriminar
cepas sensibles y resistentes a distintos tipos de antibi6ticos
inhibidores de la sintesis de proteinas (132). Para probarlo, escogimos
antibidticos del tipo macrélidos (azitromicina y eritromicina) y la
tetraciclina doxiciclina. Tras la incubaciéon con el antibidtico, los
cultivos de E. faecalis fueron tratados con lisozima y los de
S. pneumoniae, con una mezcla de tritén-X-100, lisozima y EDTA, para
propiciar una respuesta litica en todo tipo de cepas. Tras procesarlas
con una variante del kit Micromax®, las células lisadas se cuantificaron
gracias a que presentaban difusién del ADN interior. Se observé que,
si la sintesis de proteinas es inhibida por el antibiético, es decir, si la

cepa es sensible, la fraccion de células con efecto litico se reduce en
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gran medida frente al control sin antibiético, mientras que, en el caso
de cepas resistentes, donde la sintesis proteica no es inhibida, las

variaciones son minimas.

En el caso de microorganismos Gram-negativos no encontramos
ningdn efecto directamente observable al microscopio de los
antibiéticos inhibidores de la sintesis de proteinas, por lo que
nuevamente fue necesario recurrir a un parametro indirecto que pueda
aportar informacién. La mitomicina C (MMC) es un agente alquilante
bifuncional que induce principalmente entrecruzamientos entre las
cadenas del ADN. Este estrés genotéxico desencadena una fuerte
activacion de la respuesta SOS bacteriana. Una de las consecuencias
fenotipicas caracteristicas de la respuesta SOS inducida por MMC es el
alargamiento celular. De hecho, se suele emplear como marcador de

dicha respuesta.

En general, la respuesta de elongaciéon inducida por MMC
relacionada con SOS requiere una activacion transcripcional a corto
plazo y la consiguiente traduccién ribosémica. Por tanto, la inhibicién
de la sintesis de proteinas evitaria algunos de los resultados de la
respuesta SOS inducida, como podria ser el alargamiento. Para ello,
exploramos la idoneidad de la evaluaciéon de la elongacién celular
ligada a la respuesta SOS inducida por MMC como un indicador
simple y rapido de susceptibilidad/resistencia a los antibiéticos
inhibidores de la sintesis de proteinas gentamicina, tobramicina y
tigeciclina, en infecciones por los Gram-negativos E. coli, A. baumannii,
K. pneumoniae y P. aeruginosa. Para ello se realizaron incubaciones con
MMC precedidas de antibiético o control sin el mismo. El estudio

evidencié que la inhibiciéon de la sintesis de proteinas previene la
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elongacion causada por MMC en las cepas sensibles; estableciendo un
protocolo que permite diferenciar cepas sensibles y resistentes en
menos de tres horas y con una sensibilidad y especificidad cercanos al

100%.
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Capitulo I

Deteccion rapida de sensibilidad o
resistencia bacteriana a quinolonas






Resumen:

La aparicién de microorganismos multirresistentes, junto con el
declive en el descubrimiento y desarrollo de nuevos antibiéticos, es un
motivo de gran preocupaciéon para la politica sanitaria. En este
contexto alarmante, una terapia antibiotica temprana y bien adaptada
es una estrategia importante no sélo para mejorar los resultados
clinicos, sino también para evitar la aparicién y diseminacion de cepas
peligrosas resistentes. Una de las clases de antibiéticos mds comunes
son las fluoroquinolonas. Atrapan a la ADN girasa y/o la
topoisomerasa IV en el ADN, lo que provoca la fragmentacion del
ADN. Hemos desarrollado el ensayo Micromax® para determinar, in
situ, la integridad del ADN de los microorganismos. Se validé como
un procedimiento sencillo para la evaluacion rapida de la sensibilidad
o resistencia a quinolonas en bacterias Gram-negativas. Tras la
incubacién con la quinolona, las células se incluyen en un microgel de
agarosa sobre un portaobjetos y se incuban con una solucién de lisis
especifica para retirar la pared celular y visualizar los nucleoides bajo
microscopia de fluorescencia. Si la cepa es sensible a la quinolona, los
nucleoides bacterianos mostraran un halo difuso de puntos formado
por fragmentos de ADN, mientras que, en las cepas resistentes
apareceran intactos. El proceso técnico se lleva a cabo en 40 min con

una sensibilidad y especificidad practicamente totales.

1. Introduccion:

La aparicién y propagacion de cepas patogenas resistentes a los
antibiéticos se considera una de las mayores amenazas para la salud

humana. El Centro Europeo de Control de Enfermedades (ECDC)
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declar6 25.000 muertes anuales causadas por patdégenos
multirresistentes. Este problema se acenttia por el actual declive en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos antibidticos (469). Los
microorganismos resistentes a multiples antibiéticos representan un
riesgo para la salud en continuo aumento, sobre todo en el marco
clinico. En concreto, los pacientes inmunodeprimidos e ingresados en
las Unidades de Cuidados Intensivos corren el riesgo de contraer
enfermedades infecciosas nosocomiales que pueden ser resistentes a
uno o mas antibiéticos. En este caso, los pacientes pueden adquirir
infecciones a través de medios clinicos invasivos, pero necesarios, tales
como, infecciones de las vias respiratorias durante ventilacién
mecanica, en el trato urinario o los vasos sanguineos a través de
catéteres o incluso a través de heridas en la piel, como las incisiones
necesarias para madaltiples procedimientos médicos. Este tipo de
infecciones puede estar asociado con una alta tasa de mortalidad. Los
patégenos mads habituales son bacilos Gram-negativos, a menudo
resistentes a varios antibidticos, como, Acinetobacter baumannii,
Klebsielln  pneumoniae, — Pseudomonas  aeruginosa, 'y  algunas

enterobacterias como Escherichia coli (24).

Un tratamiento antibiético temprano, bien seleccionado,
proporciona la mejor defensa contra estos patdgenos multirresistentes.
Los procedimientos actuales requieren un cultivo bacteriano para la
identificaciéon del microorganismo, seguido de un antibiograma,
pudiéndose necesitar 2-3 dias de crecimiento bacteriano. El paso de
cultivar la bacteria para hacer un antibiograma generalmente necesita

sobre un dia de incubacién y se suele basar en la determinacién de la
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concentracion minima inhibitoria del crecimiento bacteriano por el

antibiético (393).

Dado el tiempo relativamente largo que se necesita para realizar
el antibiograma estandar, se suelen administrar antibi6ticos
empiricamente, al comienzo de infecciones nosocomiales
potencialmente peligrosas para la vida. Esta primera linea de defensa
se basa con frecuencia en antibiéticos cuya efectividad se conoce sobre
el probable patégeno implicado. Sin embargo, estos tratamientos
pueden ser ineficaces en un 20-40% de los casos, y un cambio de
antibidtico en momentos posteriores puede llegar a tener una
probabilidad de éxito reducida. Ademas, el uso incorrecto o abusivo
de los antibiéticos puede dar lugar a un aumento de cepas resistentes.
Un antibiograma rapido es un gran cambio, que puede salvar vidas y
reducir los costes de la asistencia sanitaria. Ademas, puede permitir
prevenir la dispersiéon de cepas peligrosas resistentes, asi como
preservar algunos antibiéticos estratégicos, que a veces son la tnica

opcion terapéutica (470-473).

Entre los antibi6ticos mas habitualmente prescritos destacan las
fluoroquinolonas, como ciprofloxacino, norfloxacino, o moxifloxacino.
Estos antibioticos se unen a las ADN topoisomerasas unidas al ADN,
la ADN girasa, y/o la topoisomerasa IV, siendo la ADN girasa la diana
preferente en las bacterias Gram-negativas. Esta unién da lugar a
complejos ternarios de quinolona-topoisomerasa-ADN. Tras la
formacién del complejo ternario, la topoisomerasa produce una rotura
de doble cadena en el ADN, pero la quinolona unida inhibe la posterior
reuniéon de los extremos del ADN debido a la captura de la

topoisomerasa. Estos complejos de escisién se distribuyen por todo el
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cromosoma bacteriano, dando lugar a la fragmentacion del ADN vy la

posterior muerte celular (176, 177).

La resistencia a fluoroquinolonas estd aumentando a nivel
mundial, siendo de gran preocupacién para las politicas sanitarias. El
mecanismo de resistencia mas habitual es la modificacion de la diana
por mutaciones en los genes que codifican las subunidades de la ADN
girasa y/o la topoisomerasa IV. Ademas, la concentracion intracelular
del antibidtico puede estar reducida debido a cambios en la
penetracién del medicamento o la sobreexpresién de las bombas de
expulsion. Un mecanismo de resistencia que cada vez adquiere mas
peso es la protecciéon de la diana a través de genes de resistencia a
quinolonas mediados por plasmidos (357, 474-476). Estos distintos
mecanismos se pueden combinar dando lugar a altos niveles de
resistencia. En algunos casos, la resistencia a fluoroquinolonas da lugar

a la ausencia o disminucién de DSBs letales.

Desarrollamos un procedimiento patentado para determinar, in
situ, célula a célula, la presencia de fragmentacion de ADN en el
cromosoma de microorganismos (465-467, 477). Las células se
incluyen en un fino microgel inerte sobre un portaobjetos y se incuban
en una soluciéon de lisis especifica que retira la pared celular,
membranas y proteinas. Los nucleoides se tifien con un fluorocromo
de alta sensibilidad y se visualizan bajo microscopia de fluorescencia.
Si la célula bacteriana es sensible a la fluoroquinolona, tras la
incubacién con el antibiotico mostrarda el ADN del cromosoma
bacteriano con fragmentos. Los fragmentos difundirdn desde el
nucleoide residual, dando lugar a halos de difusiéon de puntos de

ADN. Cuanto mayor sea la fragmentacion, mayor serd el nimero de
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puntos de ADN y mayor sera la superficie circular de difusion. Por el
contrario, si la bacteria es resistente, los nucleoides aparecen intactos o
con muy pocos fragmentos de ADN. Hasta este momento, el proceso
se ha validado de forma exitosa en 923 aislados clinicos de Escherichia
coli (n=163), Acinetobacter baumannii (n=322), Pseudomonas aeruginosa
(n=229), Klebsiella pneumoniae (n=189), Klebsiella oxytoca (n=4),
Enterobacter cloacae (n=6), Proteus mirabilis (n=5) y Proteus vulgaris (n=5)
(467, 477). El test Micromax® muestra un 99,83% de sensibilidad y
100% de especificidad para determinar resistencia a ciprofloxacino,

levofloxacino y norfloxacino.

2. Material

2.1. Reactivos y equipamiento técnico

1. Incubador a 37 °C (con agitacion).

2. Bafios termostaticos a 90-100 °C y 37 °C.
3. Frigorifico a 4 °C.

4. Horno microondas.

5. Extractor de gases.

6. Microscopio de epifluorescencia con filtro adecuado para

SYBR Gold y objetivo 100X.
7. Guantes de latex.

8. Micropipetas y puntas.
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9. Lanceta.
10. Tubos de plastico (10 o 15 ml).

11. Placa de microtitulacion estéril de 96 pocillos con tapa o tubos

tipo Eppendorf de 0,5 ml.
12. Bandejas para incubaciones horizontales.
13. Cubreobjetos de cristal (18x18 mm o 22x22 mm y 24x60 mm).

14. Medios de cultivo: Mueller-Hinton (M-H) liquido y placas de
agar M-H.

15. Agua destilada.
16. Etanol 70%, 90% y 100%.
17. Fluoroquinolona.

18. Prototipo Micromax kit® (ABM technologies LLC, Navasota,
TX). El kit contiene portaobjetos pretratados, tubos Eppendorf con
agarosa de bajo punto de fusién y un frasco con 125 ml de solucién de

lisis.
2.2. Tincion para microscopia de fluorescencia

1. Tincién de acidos nucleicos SYBR Gold (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), 10.000X, diluido en DMSO.

2. Tampoén Tris Borato EDTA (TBE) 1X (0,09 M Tris-borato;
0,002 M EDTA; pH 7,5).

3. Solucién de tincién SYBR Gold (2,5 pl/ml) en tampén TBE.
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3. Métodos

3.1. Cultivo bacteriano e incubacion con el

antibidtico

Se selecciona una colonia de un cultivo en placa de 16-24 horas
y se incuba en 2 ml de medio liquido Mueller-Hinton durante 2 h a

37 °C con agitacion (ver nota 1).

Se diluye el cultivo bacteriano en medio liquido hasta alcanzar
una concentracion de 1 x 108 células/ml. Se puede realizar empleando
un espectrofotémetro o un nefelémetro (ver nota 2). Cuando se utiliza
un espectrofotémetro, 1 x 108 células/ml son equivalentes a una
densidad optica a 600 nm (DOsw) de 0,1. Cuando se utiliza un

nefelémetro, 1 x 108 células/ml equivalen a 0,5 unidades McFarland.

Se realiza la incubacién con el antibiético, empleando una placa
de microtitulacion estéril de 96 pocillos con tapa, o tubos tipo
Eppendorf de 0,5 ml (ver nota 3). Para cada cepa que se va a analizar,
se necesitan dos pocillos (0o dos tubos): uno para el control sin
antibidtico y otro para incubar las bacterias con la dosis de antibittico
correspondiente al punto de corte de sensibilidad, segun las
indicaciones del Instituto de Estdndares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI) o del Comité Europeo de Evaluaciéon de la Sensibilidad
Antimicrobiana (EUCAST).

Para preparar cada pocillo se mezclan 24 pl de cultivo bacteriano
con 6 pl de una solucién de antibiético a la concentracién adecuada (o
6 ul de agua destilada en el control sin antibiético). Esta mezcla se

incuba durante 40 min a 37 °C.
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3.2. Ensayo Micromax®

Para incluir la suspension celular en el microgel (ver nota 4),
primero se funde la agarosa de bajo punto de fusién del tubo
Eppendorf suministrada por el kit Micromax®, colocdndolo en un
bafio termostatico a 90-100 °C. EI tubo se debe colocar en un flotador
de modo que la parte superior del tubo esté al nivel del agua. Se deja
el tubo flotando en el agua a 90-100 °C, hasta que la agarosa se funde,
es decir, en torno a 5 minutos. Como alternativa, se puede fundir la

agarosa en un horno microondas.

Se transfiere el tubo Eppendorf con la agarosa, en el flotador, a
otro bafio termostatico a 37 °C y se incuba durante 5 minutos hasta que

la temperatura se haya estabilizado (ver nota 5).

Se aniaden 30 pl del cultivo bacteriano al tubo Eppendorf con la
agarosa y se mezclan cuidadosamente con una micropipeta, evitando

formar burbujas de aire.

Se deposita una alicuota de la suspensién de células con agarosa,
del tubo Eppendorf, sobre la cara recubierta de un portaobjetos
suministrado en el kit, y se cubre con un cubreobjetos de cristal,
evitando atrapar burbujas de aire. Se recomienda un volumen de
muestra de 10 o 20 pl para un cubreobjetos de 18x18 mm o de

22x22 mm, respectivamente (ver nota 6).

Se coloca el portaobjetos horizontalmente en una superficie fria,

como, una bandeja de metal o cristal previamente incubada a 4 °C.

Se deposita la bandeja con el portaobjetos en la nevera a 4 °C

durante 5 minutos, para permitir que la agarosa solidifique.
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Mientras el portaobjetos esta en la nevera, se depositan 10 ml de
la solucién de lisis, proporcionada en el kit, en una bandeja con unas
dimensiones un poco mas grandes que un portaobjetos convencional

(ver nota 7).

Se retira el cubreobjetos deslizdndolo cuidadosamente, e
inmediatamente se sumerge el portaobjetos en la solucién de lisis en
posicién horizontal. Se incuba en ella durante 5 minutos a temperatura

ambiente (22 °C) (ver nota 8).

Se levanta el portaobjetos con la ayuda de una lanceta y se
sumerge horizontalmente en una bandeja con abundante agua
destilada para eliminar los restos de la solucién de lisis, durante

3 minutos. Utilizar guantes.

Para fijar las células, se sumerge el portaobjetos en posicién
horizontal en bandejas con concentraciones crecientes de etanol frio

(70,90 y 100%). Se incuba 2 min en cada concentracion.

Se dejan secar los portaobjetos en posicion horizontal a

temperatura ambiente o en un horno a 37 °C.

Después de secar, se coloca el portaobjetos en un horno
microondas a 750 W durante 4 min. Cuando el portaobjetos se enfria
puede ser tefiido inmediatamente o almacenarse en cajas archivadoras

a temperatura ambiente en oscuridad durante varios meses.

Para tefiir los portaobjetos, se les afiaden 100 pl de solucién de
tincion (SYBR Gold en tampén TBE, 2,5 pl/ml). Se cubre el
portaobjetos con un cubreobjetos de 24x60 mm y se incuba durante

2 min en oscuridad (ver notas 9 y 10).
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Tras la incubacioén, se retira cuidadosamente el cubreobjetos y el
portaobjetos se lava brevemente en tampén TBE. A continuacién, se

coloca un nuevo cubreobjetos de 24x60 mm (ver nota 11).

3.3. Analisis y clasificacion de la muestra

Se examina la muestra utilizando un objetivo de aceite de
inmersiéon de 100X. Dependiendo del nivel de dafio, los nucleoides se

pueden clasificar en tres categorias:

- Nucleoides sin dafo: aquellos que difunden bucles de ADN
intacto desde el centro residual bacteriano (ver figura 17 a, c,
e, f).

- Nucleoides con bajo nivel de dafio: aquellos que liberan halos
de bucles de ADN intacto con algunos fragmentos de ADN
alrededor (ver figura 17d).

- Nucleoides con alto nivel de dafio: aquellos que presentan
grandes halos de puntos de ADN fragmentado que difunden

desde el centro residual (ver figura 17b).

Tras la incubacién con la dosis de antibiético correspondiente
con el punto de corte de sensibilidad (ver nota 12), las cepas se

categorizan como:

- Cepas sensibles (ver figura 17a-d): muestran nucleoides con
el ADN fragmentado (ver figura 17b, d). Las cepas con CMI
cerca del punto de corte de sensibilidad muestran los
nucleoides con bajo nivel de dafio (ver figura 17d). Cuanto
mas baja es la CMI de la cepa, mas alto sera el grado de dafio

de su nucleoide.
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- Cepas no-sensibles (resistentes) (ver figura 17e, f): muestran

los nucleoides intactos (ver figura 17f).

4. Notas

1. Observamos que, dependiendo de si el cultivo esta en fase de
crecimiento logaritmica o estacionaria, las bacterias responden de
forma diferente al antibiético. Cuando las bacterias estian en fase
logaritmica, la respuesta al antibiético es més uniforme, y en general,
mas intensa que cuando estdn en fase estacionaria. Para eliminar la
variabilidad y mejorar los resultados, siempre partimos de un cultivo

en fase de crecimiento logaritmico.

2. La densidad celular en la matriz de agarosa no debe ser
excesivamente elevada para evitar el solapamiento de células, pero
tampoco deben estar demasiado dispersas, para facilitar una

visualizacién répida.

3. La concentraciéon final anadida al pocillo deberia
corresponderse con el punto de corte de sensibilidad, es decir, la
concentracion de antibiético utilizada para definir un aislado como
sensible. El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) y
el Comité Europeo de Evaluacién de la Sensibilidad Antimicrobiana
(EUCAST) son las instituciones de referencia internacional que
establecen los puntos de corte para los antibiéticos y periédicamente

publican guias con los datos actualizados.
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Figura 17. Tres cepas de Escherichia coli procesadas para determinar la susceptibilidad
o resistencia a ciprofloxacino, a través de la visualizacién del nucleoide. La
concentracion del punto de corte de sensibilidad para ciprofloxacino en E. coli, segtin
el criterio del CLSI (478), es 1 pg/ml. Las bacterias se expusieron a 0 pg/ml (primera
columna, izquierda: a, ¢, e¢) y 1 pg/ml de ciprofloxacino (segunda columna,
derecha: b, d, f). La primera cepa (primera linea: a, b) es sensible a la quinolona
(CMLI: 0,012 pg/ml). La segunda cepa (segunda linea: ¢, d) estd en el limite de
sensibilidad (CMI: 1 pg/ml). La tercera cepa (tercera linea: e, f) es resistente
(CMLI: 4 pg/ml). Tras la incubacién con la dosis de quinolona, la cepa altamente
sensible muestra una fragmentacién masiva del ADN (b), la cepa menos sensible
presenta un bajo nivel de fragmentacién del ADN (d), y la cepa resistente libera sus

nucleoides intactos (f).
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4. El propésito de embeber a las células en un microgel, es
proporcionales un soporte inerte, y asi poder ser procesadas en un
ambiente similar a una suspension, pero sobre un portaobjetos. De esta
forma, se pueden manipular facilmente para incubarlas en las
soluciones, evitando centrifugaciones. Ademds, los posibles
fragmentos de ADN que se eliminarfan con el medio si las células se

lisaran en suspension, quedan retenidos en la matriz de agarosa.

5. Es importante mezclar las células en suspensién con la agarosa
liquida cuando esta tltima se ha estabilizado a 37 °C, para evitar dafio

en las células debido al calor.

6. Recomendamos utilizar el mismo portaobjetos para ambos
microgeles, cultivo control sin antibidtico y cultivo incubado con el
antibiético. De esta manera, ambas muestras serdn procesadas de
modo simultdneo, elimindndose la posible variabilidad resultante de

la incubacion en portaobjetos diferentes.

7. Se recomienda manipular la solucién de lisis en una campana

de gases, ya que es volatil y emite vapores toxicos.

8. El paso de lisis elimina la pared celular bacteriana y las
proteinas, por lo que los bucles de ADN que estdn empaquetados
dentro de la célula difunden, dando lugar a halos que emergen de un
nucleo central residual en aquellas bacterias sin ADN fragmentado. Si
el ADN esta fragmentado de forma masiva, el paso de lisis permite que
los fragmentos de ADN difundan desde el centro residual formando
un gran halo de puntos de ADN. Cuanto mayor sea el grado de
fragmentacién del ADN, mayor serd el halo de puntos que se difunden

desde el nucleoide bacteriano.
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9. Tras su preparacion, la solucién de tincién puede almacenarse

a4 °C en oscuridad, durante periodos prolongados.

10. Dado el tamafio relativamente pequefio del genoma de los
microorganismos, los fluorocromos clasicos como yoduro de propidio,
DAPI, Hoechst 33258, etc... no son apropiados para la tinciéon. Para
visualizar los fragmentos pequefios de ADN, es necesario usar un
fluorocromo altamente sensible, como los de la familia SYBR. El SYBR
Gold aporta una sensibilidad y fotoestabilidad excelentes en
comparacioén con otros fluorocromos de la misma familia, permitiendo
una evaluacién visual precisa bajo microscopia de fluorescencia. No se
utilizé solucion de contratincién, ya que disminuye el contraste entre

los pequefios puntos de ADN y el fondo.

11. El andlisis de la muestra bajo microscopia de fluorescencia
debe realizarse inmediatamente después de la tinciéon para evitar que
se seque. Como alternativa, después de tefir, se puede mantener el
portaobjetos durante unas horas a 4 °C, en una cdmara himeda, en
oscuridad, para prevenir el secado. Si se seca, se puede retirar el
cubreobjetos mediante incubacién en tampén TBE, y volver a tefiirse,

tras un breve lavado.

12. A modo de control interno, es recomendable procesar una
cepa control sensible y otra resistente. Tras la incubacién con el
antibiético y el procesamiento técnico, los nucleoides de la cepa control
sensible deberian mostrar su habitual fragmentaciéon del ADN,
mientras que los nucleoides de la cepa control resistente, deberian estar

intactos, validando asi la técnica y los resultados de las otras muestras.
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Capitulo II

Evaluacion rapida de la resistencia

a carbapenémicos y ciprofloxacino

de cepas clinicas de Acinetobacter
baumannii






Resumen:

Las infecciones causadas por Acinetobacter baumannii
multirresistente constituyen una grave amenaza para la vida a nivel
mundial, y una terapia antibiética temprana adecuada es decisiva para
el éxito terapéutico. Por estos motivos, la deteccion rédpida de la
susceptibilidad antibidtica en este patégeno es un desafio clinico. Se
evaluaron, por separado, dos variantes del kit Micromax® para la
deteccion répida in situ de sensibilidad o resistencia a meropenem y
ciprofloxacino, en 322 aislados clinicos. La liberaciéon del nucleoide es
el criterio de sensibilidad a los betalactdimicos (carbapenémicos),
mientras que la difusién de fragmentos de ADN que emergen del
nucleoide describe la actividad de la quinolona. Todas las cepas
sensibles y resistentes se categorizaron correctamente segin los
resultados de las CMIs y los criterios del CLSI, en 100 min. Por lo tanto,
nuestra tecnologia es una herramienta prometedora para Ila
identificacion rdpida de la resistencia a carbapenémicos y quinolonas

en cepas de A. baumannii en entornos hospitalarios.

1. Introduccion

Uno de los desafios mas importantes de la medicina practica a
nivel mundial, es el incremento progresivo de cepas de Acinetobacter
baumannii resistentes a maltiples farmacos. Este patégeno oportunista
muestra una capacidad alarmante de propagaciéon y persistencia
nosocomial, causando una amplia variedad de infecciones graves,
principalmente en pacientes hospitalizados inmunodeprimidos, y se
asocia con una elevada tasa de mortalidad. La enfermedad méas comun

causada por A. baumannii es la neumonia severa asociada
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habitualmente a ventilacion mecanica, pero este patégeno también
causa infecciones en el torrente sanguineo, el sistema nervioso central,

el tracto urinario, la piel, los tejidos blandos y los huesos (2, 25).

El tratamiento de primera linea para la infeccién grave por
A. baumannii consiste en un antibidético carbapenémico como
imipenem o meropenem. Estos son betalactdmicos que afectan a la
sintesis del peptidoglicano al interaccionar con el centro activo de las
proteinas de unién a penicilina (PBPs), resultando en la inhibicion de
la reacciéon de transpeptidaciéon (191). De modo alarmante, la
resistencia a los carbapenémicos es cada vez mas comun. Esto se debe
principalmente a la produccién de carbapenemasas codificadas por
cromosomas o plasmidos, pero también, a cambios en las porinas de la
membrana externa, bombas de expulsion o alteraciones en la afinidad
o la expresion de PBPs (18). Estos mecanismos a menudo funcionan de
forma conjunta, dando lugar a cepas resistentes a multiples farmacos
(2). Otras opciones de tratamiento incluyen el uso de quinolonas como
ciprofloxacino o levofloxacino, que inducen roturas de doble cadena
de ADN reteniendo la ADN girasa y/o la topoisomerasa IV en el ADN,
dando lugar a la fragmentacion del ADN (177). Sin embargo, la
resistencia a las quinolonas estd también emergiendo, a través de
mutaciones principalmente en la region determinante de resistencia a
quinolonas (QRDR) dentro de los genes gyrA y parC (479-481), que
interfieren con la unién a la diana, pero también hay resistencias

debidas a las bombas de expulsion (18).

Los antibiogramas estandar requieren de alrededor de 24 horas
o incluso més, para generar resultados tras la identificacién del aislado

bacteriano. Eventualmente, mientras se espera por los resultados del
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laboratorio de microbiologia, los médicos deben implementar una
terapia antibiotica empirica. Sin embargo, la terapia antimicrobiana
empirica inapropiada se asocia con un aumento de la mortalidad. Una
terapia antibidtica adecuada de modo temprano, es esencial para
mejorar los resultados (470-472). Ademas, el uso inadecuado de
antibiéticos contribuye a la aparicién y propagacion de resistencia a los
medicamentos e incrementa los efectos toxicos y los costes de la
atencion médica. Evaluar la resistencia a los antimicrobianos de forma
rapida y fiable, deberia de ser de gran relevancia para la selecciéon de
la terapia antibidtica méds apropiada y optimizar asi el uso de los
antimicrobianos. Por ejemplo, una evaluacién rapida de la acciéon de
los carbapenémicos puede garantizar un tratamiento mas adecuado en
caso de sensibilidad microbiana, evitando el uso indebido de
antibiéticos que deberian ser reservados para casos de resistencia
probada. Sin embargo, dada la gran facilidad de A. baumannii para
desarrollar resistencia a multiples farmacos, una evaluacion rapida de
la sensibilidad a carbapenémicos y quinolonas deberia ser de gran
interés. De hecho, un estudio multicéntrico espafiol reciente revel6 que
mas del 93% y 81% de los aislados de A. baumannii presentan ausencia

de sensibilidad a ciprofloxacino e imipenem, respectivamente.

Hemos desarrollado un procedimiento para evaluar la
integridad del ADN en bacterias, que ha sido validado como un ensayo
rapido y simple para la determinacién de sensibilidad o resistencia a
quinolonas en Escherichia coli (465-467). Las células atrapadas en un
microgel de agarosa sobre un portaobjetos se incuban con una solucién
de lisis para eliminar la pared celular de todas las bacterias de la

poblacion; luego se visualizan los nucleoides bajo microscopia de
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fluorescencia tras tefiir con el fluorocromo SYBR Gold. Usando nuestro
procedimiento, la fragmentacién del ADN inducida por quinolonas se
visualiza como puntos de ADN que difunden periféricamente desde el
nucleoide. Cuanto mayor sea la fragmentacién del ADN, mayor sera
el namero de fragmentos de ADN y el didmetro del area de difusién
alrededor del ntcleo residual central. En caso de resistencia a
quinolonas, los nucleoides aparecen intactos, con las fibras de ADN

formando bucles con una extension limitada (467).

Posteriormente, el procedimiento se modificé para valorar la
integridad de la pared celular, es decir, para evaluar la eficacia de los
antibiéticos que acttian sobre la sintesis del peptidoglicano (468). Para
ello, la lisis debe adaptarse para afectar solo a aquellas bacterias cuyas
paredes celulares hayan sido dafiadas por el antibiético. Si la bacteria
es sensible, la pared celular debilitada es retirada por la soluciéon de
lisis de tal modo que el nucleoide contenido dentro de la bacteria se
relaja y se difunde. En el caso de una cepa resistente, las bacterias
préacticamente no se ven afectadas por la solucién de lisis, por lo que

no liberan el nucleoide, y mantienen su forma habitual.

En este trabajo, ponemos de manifiesto la utilidad de ambas
variantes técnicas para determinar rapidamente la susceptibilidad o
resistencia de A. baumannii a ciprofloxacino y a los carbapenémicos,

utilizando meropenem como antibiético modelo de este grupo.
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2. Material y métodos

2.1. Cepas bacterianas

Se analizaron trescientas veintidos cepas de A. baumannii
procedentes del Hospital Universitario de A Corufia (recogidas desde
2001 a 2011) y de la colecciéon bacteriana de la Red Espafiola para la
Investigaciéon en Enfermedades Infecciosas. En algunos casos, se
realiz6 una PCR de elementos palindrémicos extragénicos repetitivos
(REP)-PCR para descartar clonalidad (482). Ademas, se evaluaron dos
cepas de referencia obtenidas de la Coleccion de Cultivos Tipo
Americana (ATCC, Manassas, VA), ATCC 17978 y ATCC 19606, que
muestran sensibilidad a meropenem y ciprofloxacino. También se
utilizaron como controles, cepas especificas de A. baumannii con
mecanismos de resistencia a carbapenem y ciprofloxacino definidos.
Las CMlIs se determinaron por microdilucién automatizada
(MicroScan Walkaway; Siemens) y se confirmaron por Etest
(AB Biodisk; bioMérieux) segtn las instrucciones del fabricante y
siguiendo los criterios de CLSI para la categorizacion de la

susceptibilidad a los antibiéticos.

2.2. Ensayo de la fragmentaciéon del ADN

Las determinaciones de la fragmentaciéon del ADN y de la
integridad de la pared celular se llevaron a cabo como un
procedimiento a ciegas, sin conocimiento de las CMlIs. Se emplearon
dos variantes del kit Micromax® para microscopia de fluorescencia
(Halotech DNA SL, Madrid, Espafia), Micromax-Q y Micromax WG-,

para evaluar la integridad del nucleoide y de la pared celular,
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respectivamente. La tinica diferencia entre los dos ensayos reside en la

solucién de lisis.

Las bacterias se cultivan de forma rutinaria en agar
Mueller-Hinton a 37 °C durante 24 h. Se transfiere una colonia a medio
liquido Mueller-Hinton y se cultiva a 37 °C durante 90 minutos en
agitacion con aireacién. A continuacién, el cultivo se diluye a una
densidad 6ptica a 600 nm (DOeno) de 0,1 en medio Mueller-Hinton. Tras
este paso se incuban a 37 °C en tubos de 200 pl, con meropenem a 0, 4,
8 y 16 ug/ml y con ciprofloxacino a 0, 1, 2 y 4 ug/ml durante 60
minutos, en un volumen final de 30 pl. Estas dosis se seleccionaron
coincidiendo con las concentraciones del punto de corte de
susceptibilidad, resistencia intermedia y resistencia, del CLSI (483). El
kit incluye tubos de microcentrifuga con tapén a presion de 0,5 ml que
contienen alicuotas gelificadas de agarosa de bajo punto de fusién. El
tubo se coloca en un bafio termostatico a entre 90 y 100 °C durante
aproximadamente 5 minutos para fundir completamente la agarosa y
luego se traslada a otro bafio de agua a 37 °C. Se ahaden treinta
microlitros de la muestra diluida y se mezclan con la agarosa fundida
(la concentraciéon final alcanzada es de 5 a 10 millones de
microorganismos/ml). Se dispensa, con ayuda de una pipeta, una
alicuota de 10 pl de la mezcla de muestra y agarosa sobre un
portaobjetos pretratado y se cubre con un cubreobjetos de 18x18 mm.
El portaobjetos se coloca sobre una bandeja fria en el frigorifico (4 °C)
durante 5 min para permitir que la agarosa forme un microgel con las
células intactas atrapadas en su interior. Se retiran cuidadosamente los
cubreobjetos y el portaobjetos se sumerge inmediatamente en posicién

horizontal en 10 ml de la solucién de lisis especifica durante 5 min, a
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temperatura ambiente para las bacterias incubadas con meropenem y
a 37 °C para las incubadas con ciprofloxacino. El portaobjetos se lava
en posicion horizontal en una bandeja con abundante agua destilada
durante 3 min, se deshidrata incubando horizontalmente con
concentraciones crecientes (70%, 90% y 100%) de etanol frio (-20 °C)
durante 3 min cada uno, y se secan al aire o en una estufa. E1 ADN se
tite con 25 pl del fluorocromo SYBR Gold (Molecular Probes,
Eugene, OR) diluido 1:200 en tampén TBE (0,09 M Trisborato; 0,002 M
EDTA; pH 7,5) durante 2 min en oscuridad, con un cubreobjetos. Tras
un breve lavado en tampoén fosfato (pH 6,88) (Merck, Darmstadt,
Alemania), se coloca un cubreobjetos de 24x60 mm y los portaobjetos

se visualizan bajo microscopia de fluorescencia.

3. Resultados y discusion

Segtin el procedimiento, una cepa se considera sensible a
meropenem cuando los nucleoides se liberan tras la incubacién con el
fdrmaco a una concentracién igual o superior al punto de corte de
susceptibilidad del CLSI (4 pg/ml), es decir, tras incubar a 4, 8 y
16 pg/ml. Las cepas intermedias comienzan a liberar sus nucleoides
desde la dosis coincidente con el punto de corte de resistencia
intermedia del CLSI (8 ng/ml), esto es, con 8 y 16 pg/ml. Las cepas
resistentes nunca liberan sus nucleoides, o lo hacen solo después de la
incubaciéon con el farmaco a la concentraciéon del punto de corte de
resistencia del CLSI (16 ng/ml). Respecto al ciprofloxacino, una cepa
se clasifica como sensible cuando se observa fragmentacién del ADN
ocasionada por la incubacion con el formaco a una concentracién igual

o superior a la dosis del punto de corte de susceptibilidad del CLSI
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(Ing/ml), es decir, a1, 2 y 4 pg/ml. Una cepa intermedia mostrara el
ADN fragmentado después de la incubacién con la dosis del punto de
corte de resistencia intermedia del CLSI (2ug/ml), esto es, a 2 y
4 ug/ml. En el caso de una cepa resistente, los nucleoides siempre
aparecen intactos o exhiben fragmentacion tan solo después del
tratamiento con el farmaco a la concentraciéon del punto de corte de

resistencia del CLSI (4 pg/ml).

Inicialmente se probaron como control, cepas sensibles y cepas
con mecanismos conocidos de reducciéon de la sensibilidad o
resistentes. Para los estudios con meropenem, se seleccionaron como
cepas sensibles las cepas comerciales ATCC 19606 (CMI 0,25 pg/ml) y
ATCC 17978 (CMI 0,5 ng/ml). Como resistentes se escogieron las cepas
productoras de oxacilinasas OXA-24 (cepa RYC 52763/97, CMI
256 png/ml) (484), OXA-58 (CMI 16 pg/ml) y OXA-23 (CMI 16 pg/ml).
Se seleccion6 también una cepa intermedia con CMI de 8 pg/ml,
JC10/01 (pAT-RA-34s) (485). Las imdagenes correspondientes se
muestran en la figura 18. Las cepas sensibles liberaron su nucleoide
tras incubar con 4, 8 y 16 pg/ml, mientras que las intermedias lo
hicieron después de 8 y 16 pg/ml, y las cepas resistentes no los
dispersaron en ninguna dosis, exceptuando algunas cepas con CMI

16 ng/ml, en las que se liberaron algunos nucleoides.
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Figura 18. Tres cepas representativas de A. baumannii, incubadas con meropenem

durante 60 min a: 0 pg/ml (a, e, i); 4 ng/ml, concentracién coincidente con el punto de
corte de sensibilidad del CLSI (b, f, j); 8 ug/ml, concentracion del punto de corte de
resistencia intermedia del CLSI (¢, g, k); y 16 pg/ml, concentracién correspondiente al
punto de corte de resistencia del CLSI (d, h, 1). Las bacterias se procesaron para
determinar los efectos sobre la pared celular, evaluados a través de la liberacion del
nucleoide después de la incubacién con una solucién de lisis especifica. (a-d) Cepa
sensible ATCC 19606 (CMLI: 0,25 pg/ml); (e-h) cepa intermedia JC10/01 (pAT-RA-34s)
(CMIL: 8 pg/ml); (i-1) cepa resistente RYC 52763/97 productora de OXA-24
(CMLI: 256 pg/ml). La diseminacion de los nucleoides fue obvia en la cepa sensible
después de 4, 8 y 16 pug/ml, pero en la cepa intermedia solo tras 8 y 16 pg/ml. Se
visualizé un fondo discreto de fragmentos de ADN extracelular en los cultivos
afectados por el meropenem. En la cepa intermedia, a pesar de la sensibilidad tras 8 y
16 pg/ml, una porcién de células permanecen aparentemente inalteradas, sin
liberacién del nucleoide. Las células de la cepa resistente siempre mantuvieron su

apariencia morfolégica habitual.

Respecto al ciprofloxacino, se utilizé la cepa ATCC 17978 como
control sensible (CMI 0,125 pg/ml). También se emplearon como

controles, una cepa intermedia aislada de clinica (CMI 2 pg/ml) y una
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cepa resistente con mutaciones resultantes en cambios en el codén 83
para gyrA (TCA-> TTA) y en el codén 80 para parC (TCG>TIG)
(CMI 64 ng/ml) (el subrayado indica el cambio de base). La cepa
sensible mostré sus nucleoides con el ADN fragmentado después de la
incubacién con 1, 2 y 4 pg/ml, mientras que la cepa intermedia lo hizo
solo tras la incubacién a 2 y 4 pg/ml, y en la cepa resistente, los

nucleoides siempre aparecieron intactos (figura 19).

Una vez que el procedimiento fue probado con éxito en las cepas
control, se procesaron 322 aislados clinicos con los kits Micromax. Las
CMlIs determinadas por microdilucién automatizada y confirmadas
por Etest, interpretadas segtun los criterios de CLSI, se consideran
como método de referencia. De acuerdo con las CMIs y los criterios del
CLSI, 39 de los aislados fueron sensibles tanto a meropenem como a
ciprofloxacino, 37 sensibles a meropenem Yy resistentes a
ciprofloxacino, solo uno fue resistente a meropenem y sensible a
ciprofloxacino, y 159 fueron resistentes tanto a meropenem como a
ciprofloxacino. En cuanto a las cepas intermedias, 85 fueron
intermedias a meropenem y resistentes a ciprofloxacino, y s6lo una fue
intermedia a ciprofloxacino y sensible a meropenem. Por lo tanto, en
resumen: 77, 85 y 160 cepas fueron sensibles, intermedias, y resistentes
a meropenem, respectivamente; mientras que, 40, 1, y 281 fueron
susceptibles, intermedias y resistentes a  ciprofloxacino,
respectivamente. El mecanismo causante de la falta de sensibilidad a
meropenem identificado en 140 cepas intermedias y resistentes de las
seleccionadas fue la actividad hidrolizante de carbapenémicos,
concordando con estudios a nivel nacional que demostraron que las

enzimas tipo OXA (OXA-24 especificamente (484, 486)) son las mas
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prevalentes en Espafia. La causa de la ausencia de sensibilidad a
ciprofloxacino en 110 aislados, se atribuy6é a las mutaciones
simultaneas que dan lugar a cambios en el codén 83 para gyrA y en el

codoén 80 para parC (479, 480, 487).

Figura 19. Tres cepas representativas de A. baumannii, incubadas con ciprofloxacino

durante 40 min a: 0 pg/ml (a, e, i); 1 pg/ml, correspondiente con el punto de corte de
sensibilidad del CLSI (b, f, j); 2 ng/ml concentracién del punto de corte de resistencia
intermedia del CLSI (¢, g, k) y 4 pg/ml concentracién del punto de corte resistencia
del CLSI (d, h, I). Las bacterias fueron procesadas para visualizar los nucleoides,
determinando la presencia o ausencia de fragmentacion del ADN cromosémico, es
decir, dispersion de puntos de ADN. (a-d) Cepa sensible ATCC 17978
(CMI £0,125 pg/ml); (e-h) cepa intermedia (CMI, 2 pg/ml); (i-1) cepa resistente que
posee una mutacién en el codén gyrA Ser83 (TCA -> TTA) y otra en el codén parC
Ser80 (TCG->TIG) (CMI, 64 pg/ml) (el subrayado indica un cambio de base). La
fragmentacién del ADN fue evidente en la cepa sensible después de la incubacién con
el farmaco a 1, 2 y 4 ug/ml, pero en la cepa intermedia solo lo fue tras la incubacion

con 2y 4 pg/ml. Los nucleoides de la cepa resistente nunca mostraron fragmentacion.

La susceptibilidad a meropenem y/ o ciprofloxacino se identific6

siempre correctamente mediante el ensayo. Lo mismo ocurrié en el
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caso de resistencia a los antibiéticos. El ensayo asigné correctamente la
Unica cepa categorizada como intermedia a ciprofloxacino. La
condicién de resistencia intermedia a meropenem atribuida a 85 de los
aislados segtn los criterios del CLSI, se detecté de modo similar
empleando el ensayo en 82 casos; el resto (3,5%) se visualizaron como
resistentes, previniéndose asi la clasificacion como sensibles y la
presunta administracion de carbapenémicos, que podria provocar un
fracaso terapéutico. Debemos enfatizar que las cepas intermedias a
meropenem nunca se detectaron como sensibles. Cincuenta cepas del
mismo estudio también fueron examinadas para determinar la
susceptibilidad o resistencia a imipenem y levofloxacino. Los
resultados coincidieron plenamente con los obtenidos para
meropenem o ciprofloxacino, siguiendo los criterios del CLSI y la

técnica disefiada.

Desde un punto de vista préctico, el clinico necesita informacién
rapida y sencilla sobre la sensibilidad o no-sensibilidad del aislado, con
el fin de administrar o no, el antibiético apropiado o para valorar
adecuadamente el tratamiento antibiético después de la
administracion de la terapia empirica inicial. Pese al interés para el
microbiélogo, la discriminacién entre las clases intermedia o resistente
no deberia modificar la decision terapéutica, que inicialmente deberia
tender a descartar el uso de meropenem. Clasificar los aislados como
sensibles o no sensibles empleando el punto de corte de
susceptibilidad del CLSI supone una precisiéon del 100% del ensayo.
De este modo, el manejo técnico del ensayo podria simplificarse
todavia mas, al incubar el aislado solo con la concentracién del farmaco

coincidente con el punto de corte de sensibilidad del CLSI
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procesandose simultdneamente como controles del ensayo, cepas

validadas como susceptibles, intermedias y resistentes.

El procesado técnico de las bacterias previamente incubadas con
el antibiético tiene una duracién de 40 min, y la visualizacion bajo el
microscopio de fluorescencia es rapida y concluyente. La incubacién
previa con los antibidticos se estandarizé en 60 min. Aunque para las
quinolonas 40 min son suficientes; en el caso de los betalactamicos, son
mas adecuados 60 min. Este tiempo de incubacién se estimé para
bacterias en fase de crecimiento exponencial en medio de cultivo
liquido. Cuando las bacterias provienen de una placa de agar, realizar
una incubacién de 90 min en Mueller-Hinton liquido previa a la
adicion de carbapenémicos genera imdagenes de las bacterias mas
homogéneas. Esto se debe al crecimiento exponencial de toda la

poblacién en el momento en el que se afiade el antibiético.

En los cultivos de A. baumannii sensibles a meropenem, se
observan durante el ensayo algunos fragmentos de ADN extracelular
como fondo, sin la necesidad de un paso de lisis (figura 18) (468). Sin
embargo, este fondo es variable, suele ser muy escaso y a veces puede
estar presente en cultivos no sometidos a incubacion con el antibiético.
Las cepas intermedias pueden mostrar o no estos fragmentos de ADN
extracelular. Es mucho mas riguroso utilizar la solucion de lisis para
valorar el posible efecto de meropenem, evaluando la integridad de la
pared celular a través de la liberacion del nucleoide. La presencia de
fragmentos de ADN extracelular es un suplemento, pero no un criterio

riguroso.

179



Se ha demostrado que el ensayo que se describe aqui es un
procedimiento rapido, simple y fiable para determinar la sensibilidad
o no-sensibilidad a carbapenémicos y quinolonas en cepas clinicas de
A. baumannii. Esta técnica puede tener una gran relevancia clinica,
dado el peligro que representa este patégeno para la seguridad del
paciente y la importancia crucial de una terapia antibiética temprana
adecuada para mejorar los resultados en pacientes vulnerables
hospitalizados (470-472). Un tratamiento temprano adecuado también
reduce la duracién de la estancia hospitalaria y los costes sanitarios. En
el contexto actual en el que el descubrimiento y desarrollo de nuevos
antibidticos se han visto disminuidos, las estrategias terapéuticas
racionales deben dirigirse a restringir el uso de aquellos que son mas
eficaces, para evitar la apariciéon y propagacion de resistencias (24).
Esto también podria ser un beneficio potencial del ensayo. Es
previsible que el procedimiento para la evaluacién rapida de
sensibilidad o resistencia se implemente para madas familias de
antibiéticos, no sélo en A. baumannii sino también en otros patégenos

de alto impacto clinico.
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Capitulo III

Determinacion rapida de
resistencia a colistina en cepas
clinicas de Acinetobacter
baumannii a través del uso del test
Micromax.






Resumen:

La colistina es un antibiético antiguo que ha sido utilizado como
opcion terapéutica para bacterias Gram-negativas resistentes a
carbapenémicos y multirresistentes, como Acinetobacter baumannii. Este
patégeno produce infecciones potencialmente peligrosas para la vida,
fundamentalmente en pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos. La deteccion rapida de resistencia a colistina puede mejorar
los resultados del paciente y prevenir la diseminacion de cepas
resistentes. Con este propdsito se evalué la tecnologia Micromax en
cuatro cepas isogénicas de A. baumannii con mecanismos de resistencia
a colistina conocidos, y en sesenta y seis aislados clinicos (50 sensibles
y 16 resistentes). Se evaluaron dos parametros, la fragmentacioén del
ADN vy el dafio en la pared celular. Para determinar la fragmentacién
del ADN, las células atrapadas en un microgel, se incubaron en una
soluciéon de lisis para eliminar la pared celular, y los nucleoides
liberados se visualizaron bajo microscopia de fluorescencia. El ADN
fragmentado se observé como puntos difundiendo desde el nucleoide.
Para evaluar la integridad de la pared celular, las células se incubaron
con una solucién de lisis que retira solamente las paredes celulares que
se encuentran debilitadas, dando lugar a la liberacion del nucleoide
tnicamente en las células afectadas. Se demostr6 una relacion
dosis-respuesta entre la concentracion de colistina y, el porcentaje de
bacterias con el ADN fragmentado y con la pared celular dafiada. Estos
efectos del antibidtico se producen de manera tardia y menos frecuente
en cepas resistentes. Las curvas caracteristicas operativas del receptor
(ROC) demostraron que tanto la fragmentacién del ADN como el dafio

en la pared celular son parametros excelentes para identificar cepas
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resistentes. Cuando se obtiene un porcentaje igual o inferior al 11% de
bacterias con la pared celular dafiada tras la incubacién con 0,5 pg/ml
de colistina, se identifican cepas resistentes de A. baumannii con una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 96%. Los resultados se
obtuvieron en 3 h 30 min. Este es un test fiable, rdpido y simple para
detectar resistencia a colistina en A. baumannii, con gran valor potencial

en situaciones clinicas criticas.

1. Introduccion

Acinetobacter baumannii es un cocobacilo Gram-negativo que
sobrevive en el ambiente hospitalario y tiene la habilidad de resistir
durante largos periodos de tiempo en superficies deshidratadas (10,
24). Este microorganismo predomina en las unidades de cuidados
intensivos (UCls) y puede producir neumonia grave asociada a
ventilacién mecanica, infecciones del torrente sanguineo asociadas a
catéter venoso central e infecciones del tracto urinario asociadas a
sonda, ademas de infecciones en el sistema nervioso central, piel,

tejidos blandos y huesos (2, 24, 25).

La tasa mundial de cepas de A. baumannii multirresistentes esta
aumentando de forma alarmante, e incluso estd apareciendo
panresistencia (40). Por ejemplo; el 36,8% de las cepas de A. baumannii
aisladas de pacientes con neumonia asociada a respirador en Estados
Unidos son resistentes a carbapenémicos; y en Grecia, las tasas de
resistencia en los aislados de las unidades de cuidados intensivos
llegan al 85%. Las resistencias se podrian extender también a

fluoroquinolonas, cefalosporinas, etc (473).
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La colistina (polimixina E), un antiguo antibiético de la familia
de las polimixinas descubierto en 1949, ha experimentado un
resurgimiento en los Gltimos afios como opcién terapéutica contra
bacterias Gram-negativas multirresistentes o resistentes a
carbapenémicos (244, 248, 472, 488-490). Las polimixinas estan
formadas por un anillo peptidico policationico hidréfilo y una cadena
lateral tripeptidica con una cola lipofilica con un acido graso (491). Son
antibiéticos bactericidas que se unen a lipopolisacaridos y fosfolipidos
en la cara externa de la membrana celular de bacterias Gram-negativas.
El anillo peptidico policationico tiene una fuerte afinidad por los
cationes divalentes y desplaza de forma competitiva el calcio y el
magnesio de los grupos fosfato de carga negativa del lipido A de los
LPSs (492, 493). Altera la estabilidad de la molécula de LPS,
provocando la ruptura de la membrana celular externa, alterando asi
la permeabilidad celular. Las moléculas de polimixina se insertan en la
membrana externa a través del dominio hidrofébico de la cadena de
acido graso, produciendo un efecto similar al detergente que provoca
fisuras transitorias (493). Esto provoca la liberacion del contenido
intracelular y posiblemente una mayor captacion de la polimixina, es
decir, estamos ante una via de captacién autopromovida, que provoca

la muerte bacteriana (491).

La resistencia a colistina es relativamente rara, probablemente
debido a su uso poco frecuente en estos dltimos 50 afios y quizas
también, por sus propiedades como detergente. La mayoria de los
mecanismos de resistencia a polimixinas se basan en modificaciones
del lipido A de los LPS, lo que disminuye su carga negativa neta,

impidiendo o reduciendo su unién inicial. Estos cambios pueden estar
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asociados a mutaciones en el sistema bicomponente PmrA/B, que
aumentan el nivel de expresiéon de la fosfoetanolamina transferasa
modificadora del lipido A, PmrC, dando lugar a la adicién de
fosfoetanolamina al lipido A (494-497). La resistencia también puede
ser consecuencia de la sustitucién del lipido A por aminoarabinosa,
que requiere los productos de los loci ugd y pbg (498, 499). Por
desgracia, en los ultimos afios se han producido varios brotes de
infecciones causadas por A. baumannii resistente a colistina, surgidos
en Asia (500, 501). Es muy probable que la aparicion de A. baumannii
resistente a colistina tenga importantes repercusiones en la salud
publica, ya que no se espera que en los préximos afios se disponga de
nuevos antibiéticos con actividad contra bacterias Gram-negativas
(502). En consecuencia, urge optimizar el uso clinico de la colistina y

reducir el desarrollo y la propagacién de cepas resistentes.

Dado el elevado riesgo de mortalidad en pacientes con
infecciones adquiridas en la unidad de cuidados intensivos, se ha
demostrado que una terapia antibidtica adecuada y temprana mejora
significativamente los resultados y reduce los costes sanitarios (470-
472). Los antibiogramas estandar requieren de alrededor de 24 horas o
mas tras el aislamiento e identificacion de la bacteria, para
proporcionar resultados. Pero en situaciones clinicas criticas, la
disponibilidad rapida de informacién respecto a la resistencia a

colistina y carbapenémicos puede ser esencial.

En un estudio anterior, se validé un procedimiento sencillo para
evaluar rapidamente la resistencia a ciprofloxacino y carbapenémicos
en A. baumannii mediante la tecnologia Micromax® (477). En el caso de

los carbapenémicos, las células inmersas en un microgel sobre un
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portaobjetos, se incubaron con una solucién de lisis que retira
Unicamente la pared celular en aquellas bacterias en las que la sintesis
del peptidoglicano se ha visto afectada por el betalactamico. De este
modo, solo las bacterias sensibles liberan el nucleoide, que se visualiza
al microscopio mediante tincion fluorescente. Las bacterias sin
afectacion por el antibiético mantienen su morfologia habitual (468,
477). Para la evaluacion del ciprofloxacino, el proceso de lisis retira la
pared celular de todas las bacterias. Las que sufren afectaciéon por la
quinolona, es decir, las que presentan roturas de doble cadena en el
ADN como consecuencia del atrapamiento por la ADN girasa y la
topoisomerasa IV, muestran difusion de fragmentos de ADN que
emergen del nticleo central residual, mientras que las cepas resistentes

revelan s6lo nucleoides intactos (465-467).

Ademés de las quinolonas y los carbapenémicos, la
determinacion rapida de resistencia a colistina en A. baumannii es de
gran interés. No solo tiene un valor clinico decisivo para los pacientes,
sino que también podria contribuir a optimizar el uso médico de la
colistina y de este modo ayudar a prevenir la diseminacién de cepas
resistentes a un antibidtico de ultimo recurso. En este estudio
describiremos la eficacia de utilizar ensayos de dafio del ADN y de la
pared celular para determinar rdpidamente la resistencia de

A. baumannii a colistina.

2. Material y métodos

2.1. Cepas bacterianas

Los procedimientos para determinar la fragmentacién del ADN

cromosoémico y el dafio de la pared celular in situ se analizaron primero
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con cepas control de A. baumannii con mecanismos de resistencia
conocidos a la colistina. Estas cepas isogénicas de laboratorio
derivaron de cepas sensibles de la Colecciéon Americana de Cepas Tipo
(ATCC; Manassas, VA), ATCC 19606 ColS (CMI: 0,25 pg/ml), ATCC
19606 ColR (CMI: 16 pg/ml), ATCC 19606 ColR IpxA (CMI: 32 a
64 pg/ml), and ATCC 19606 ColR IpxD (CMI > 64 pg/ml)
(496,503,504).

Posteriormente, se analizaron 66 aislados de A. baumannii
obtenidos en el Hospital Universitario de A Corufia y en el Hospital
Virgen del Rocio de Sevilla entre 2001 y 2012. En algunos casos se llevé
a cabo una PCR palindrémica extragénica repetitiva (REP-PCR) para
descartar clonalidad (495). Todos los aislados fueron obtenidos de
muestras clinicas excepto un grupo de 4 y otro grupo de 5 cepas
isogénicas derivadas de laboratorio. Las CMIs se determinaron por
microdilucién automatizada (MicroScan WalkAway; Siemens), con un
minimo de seis réplicas. Segtn la concentraciéon del punto de corte de
sensibilidad del CLSI (2 pg/ml), se clasificaron 50 cepas como sensibles
a colistina (CMI < 2 pg/ml) y 16 como resistentes (CMI = 4 ng/ml)
(5 con una CMI de 4 pg/ml, otras 5 con una CMI de 8 pg/ml, 2 con
CMI de 16 ng/ml, 2 con CMI de 32 pg/ml y 2 con CMI > 32 pg/ml).
De estas cepas resistentes, 10 son derivadas de laboratorio y 6 son

aislados clinicos naturales.

2.2. Evaluacion del dafio en el ADN y en la pared
celular

Las determinaciones de la fragmentaciéon del ADN y de la

integridad de la pared celular se llevaron a cabo como procesos ciegos,
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sin conocimiento de las CMlIs y fueron realizadas paralelamente por
tres personas de modo independiente. Se emplearon dos variantes del
kit Micromax® para microscopia de fluorescencia (uso exclusivo para
investigacion) (Halotech DNA SL, Madrid, Espafia), Micromax Q para
evaluar la integridad del nucleoide y Micromax WG, para evaluar la
pared celular. La tnica diferencia entre ambos reside en la

composicion de la solucién de lisis (477).

Las bacterias se cultivaron de manera rutinaria en placas de agar
Mueller-Hinton a 37 °C durante 24 h. Para cada cepa se seleccion6 una
colonia y se incub6 en 2 ml de medio liquido Mueller-Hinton a 37 °C
durante 90 minutos en agitaciéon. Las bacterias se diluyeron a una
DOeoo de 0,1 en Mueller-Hinton y se incubaron con colistina durante
60 min a 37 °C en un volumen final de 30 ul en tubos de 200 pl. En los
experimentos iniciales, las cuatro cepas control ATCC 19606 se
incubaron con once dosis de colistina en un rango que comprende
desde 0 a 64 png/ml. Posteriormente, las otras 66 cepas se trataron con

las siguientes dosis de colistina: 0; 0,4; 0,5; 0,75y 1 pg/ml.

Se diluy6 una alicuota de cada muestra a una concentracién de
entre 5 y 10 millones de microorganismos por mililitro en medio
Mueller-Hinton. El kit incluye tubos con tapa de 0,5 ml que contienen
alicuotas de agarosa de bajo punto de fusién gelificada. El tubo se
coloca en un bafio termostatico a una temperatura entre 90 y 100 °C
durante 5 minutos para fundir la agarosa totalmente y luego se
deposita en otro bafio a 37 °C. Una vez atemperada se afiaden 30 pl de
muestra diluida al tubo y se mezcla bien con la agarosa para obtener
una preparacion homogénea. Se pipetea a un portaobjetos pretratado,

una alicuota de 10 pl de la mezcla agarosa-muestra y se cubre con un
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cubreobjetos de 18x18 mm. Los portaobjetos se depositan sobre una
bandeja fria que se coloca en la nevera (4 °C) durante 5 minutos para
permitir que la agarosa forme un microgel con las células intactas
atrapadas en su interior. A continuacién, el cubreobjetos se retira
cuidadosamente, y el portaobjetos se sumerge inmediatamente y en
posicion horizontal en 10 ml de solucién de lisis especifica durante
5 minutos a temperatura ambiente. El portaobjetos se lava
manteniendo la horizontalidad en una bandeja con abundante agua
destilada durante 3 min, y se deshidrata por incubacién también
horizontal en etanol frio (-20 °C) con concentraciones crecientes
(70% -90% - 100%) durante 2 minutos cada uno, y se deja secar en el
interior de una estufa con ventilacion. Los portaobjetos secos se
incuban en un horno microondas a 750 W durante 4 min, y luego se
realiza una tincién del ADN con 100 pul del fluorocromo SYBR Gold
(Molecular Probes, Eugene, OR) diluido 1:200 en TBE (0,09 M
tris-borato; 0,002 M EDTA; pH 7,5) durante 2 minutos en oscuridad,
cubriendo previamente el portaobjetos con un cubreobjetos de cristal.
A continuacion, se realiza un breve lavado en tampoén fosfato (pH 6,88)
(Merck, Darmstadt, Germany) y se coloca un cubreobjetos de
24x60 mm. Los portaobjetos se visualizan bajo microscopia de
fluorescencia y se evaltan entre 200 y 500 bacterias en cada punto
experimental. El criterio de clasificacion de fragmentacién del ADN es
la presencia de fragmentos de ADN que difunden del nucleoide (467,
477). Por otro lado, el dafio de la pared celular se detecta como la
liberacién del nucleoide (468, 477). El tiempo necesario para el ensayo
incluye 1 h y 30 min de incubaciéon en medio de cultivo

Mueller-Hinton, 1 h de incubacién con colistina, 40 min de procesado
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técnico (10 min de formacién de microgeles, 5 min de lisis, 15 min de
lavado y deshidratacién y 10 minutos de secado y tincion) y entre 5 y
15 minutos de evaluacion al microscopio, englobando un total de entre

3hy15miny 3 hy 30 min.

2.3. Analisis estadistico

Los datos siguieron una distribucién normal, como concluye el
test de Kolmogorov-Smirnov. Se utiliz6 la t de Student para evaluar la
homogeneidad. Se emplearon curvas ROC para establecer la
concentracion Optima de colistina para determinar la posible
resistencia; y para calcular los valores de corte para la fragmentacion
del ADN vy el dafio en la pared celular en la prediccién de dicha
resistencia, utilizando el indice de Youden (J). Los datos se analizaron
empleando el paquete estadistico SPSS 21 de IBM para Windows. Para
la determinacion del indice de Youden se utiliz6 el paquete estadistico
Epidat 3.1 (Conselleria de Sanidade, Xunta de Galicia, Espafia, y
Panamerican Health Organization, Washington, DC). Las diferencias

se consideraron significativas cuando p < 0,05.

3. Resultados y discusion

Los métodos para la determinacién de la fragmentacion del ADN
y el dafio en la pared celular se evaluaron inicialmente incubando
cuatro cepas isogénicas de A. baumannii con un amplio rango de
concentraciones de colistina, entre 0 y 64 pg/ml. En la cepa sensible
ATCC 19606 ColS (CMI: 0,25 ng/ml), tras la incubacién con la dosis
mas baja (0,2 pg/ml), el 13% de las células mostraron fragmentacion
en el ADN, mientras que el 65% se presentaron con la pared celular

dafiada. La incubacién con la siguiente concentracion (0,4 ng/ml) dio
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lugar al 20,5% de las células con el ADN fragmentado y el 93% (casi

todas) con dafio en la pared celular (figura 20).

La cepa derivada de laboratorio, resistente a colistina ATCC
19606 ColR (CMI: 16 pg/ml) posee una mutacién de un solo nucleétido
Ala227Val en pmrB (503), adyacente a la histidina conservada en el sitio
de fosforilacién (His228), que es critica para la actividad fosfatasa. El
resultado final es la adicion de fosfoetanolamina al lipido A
hepta-acilado (496). Aunque menos inmunogénica que la de tipo
salvaje, esta modificacion del LPS confiere resistencia a la colistina. A
diferencia de la cepa original, en la cepa mutante se alcanzé sélo un
2,5% de células con ADN fragmentado tras la incubacién con la
concentracion mas alta de colistina (64 pg/ml) y un 17% de células con
la pared celular dafiada tras la incubacién con las dosis comprendidas
entre 16 y 64 pg/ml (figura 20). En los cultivos de cepas sensibles
donde se afiade una concentracién de colistina de 0,4 pg/ml o mas alta,
cuando se utilizo la lisis destinada a evaluar la integridad de la pared
celular, se visualiz6é un discreto fondo de fragmentos de ADN entre las
células, sin embargo, esto no ocurria cuando se empleaba la lisis para
evaluar los nucleoides. Este fondo no se apreci6 en los cultivos de

cepas resistentes.
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FRAGMENTACION DEL ADN
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Figura 20. Distribucién de la frecuencia de células con fragmentacién del ADN

(izquierda) y el nivel de dafio de la pared celular (derecha) tras la incubacién con

concentraciones crecientes de colistina en cepas isogénicas de A. baumannii sensible

(ATCC 19606 Col S) y con mecanismos de resistencia a colistina definidos (ATCC 19606
ColR, ATCC 19606 ColR IpxA, ATCC 19606 ColR IpxD).

También se estudiaron las cepas isogénicas ATCC 19606 ColR
IpxA (CML: 32 - 64 pg/ml) y ATCC 19606 ColR IpxD (CMI > 64 pg/ml).

Estos derivados de laboratorio portan mutaciones en los genes
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implicados en la biosintesis del lipido A, [pxA y IpxD, respectivamente,
conduciendo a la pérdida de produccion de LPS y aumentando las
CMlIs de colistina (504). Tras someterlas al protocolo, incluso en
ausencia del antibiético, estas cepas evidenciaron una disminucién de
la eficacia biol6gica y mostraron gran cantidad de fondo formado por
fragmentos de ADN liberados espontdneamente al medio de cultivo.
Este fondo se present6 con la soluciéon de lisis que se utiliza para
evaluar el dafio en la pared celular, pero tiende a desaparecer cuando
se usa la lisis maés fuerte, destinada a liberar los nucleoides. En ambas
cepas, no mas de entre el 4 y el 4,5% de las células mostraron
fragmentacién del ADN, y no se observo relacién entre el porcentaje
de fragmentacion y la dosis de colistina (figura 20). Es necesario indicar
que el mutante IpxA mostré entre el 75 y el 80% de sus células con los
nucleoides liberados cuando se incubaban con la solucién de lisis
destinada a evaluar la pared celular, tanto sin tratamiento antibi6tico
como, sin modificarse por las concentraciones crecientes de antibiético
(figura 20). Esto sugiere que dicha cepa posee una pared celular
constitutivamente méas débil. Este efecto espontaneo en la pared celular
se detecté también en la cepa mutante [pxD, pero solo en entre el 14 y
el 20% de las células, aunque también sin un incremento significativo
con las concentraciones mas altas (figura 20). La menor resistencia de
la pared celular en el mutante IpxA concuerda con los cambios en su
potencial de membrana, descritos anteriormente, que probablemente
se debieron a modificaciones de la integridad de la membrana externa

y ala pérdida de afinidad por la colistina (505).
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Figura 21. Diagrama de cajas y bigotes de la dosis-respuesta de cepas de A. baumannii
sensible (arriba) y resistente (abajo) a colistina, para la fragmentaciéon del ADN
(izquierda) y dafio en la pared celular (derecha). La linea horizontal en las cajas
representa la mediana, la linea més baja de la caja el primer cuartil, y la linea superior
de la caja, el tercer cuartil, y los bigotes (los extremos de las lineas verticales)
representan los valores maximo y minimo. Los puntos fuera de las cajas se

corresponden con valores anormalmente altos.

Es poco probable que las cepas de A. baumannii sin LPS puedan
sobrevivir en la naturaleza debido a su baja eficacia biol6gica. Ademas,
su posible virulencia deberia verse muy comprometida. En ningtin
caso, estas cepas se detectaron mediante la técnica de evaluacion del

dafio en la pared celular, mostrando gran cantidad de fragmentos de
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ADN en el fondo y exhibiendo paredes celulares débiles, incluso en
ausencia de tratamiento con colistina. Las cepas resistentes a colistina
en la naturaleza deberian relacionarse como mas préximas a ATCC
19606 ColR, que a cepas sin LPS ya que ATCC 19606 ColR muestra un
LPS modificado en la membrana celular externa. En consecuencia, y
teniendo en cuenta los resultados de las cepas ATCC 19606 sensible y
la ATCC 19606 ColR resistente, las técnicas para la deteccién de la
fragmentacion del ADN y el dafio en la pared celular, parecen
adecuadas para hacer una distincion rdpida entre cepas de
A. baumannii sensibles y resistentes a colistina. El ensayo basado en la
integridad de la pared celular parece especialmente discriminativo. En
un intento de validacién cuantitativa, se estudiaron 66 cepas
mayoritariamente clinicas, 50 susceptibles y 16 resistentes segtn los
criterios del CLSI. El rango de CMIs de las cepas estaba comprendido
entre 0,03 y >32 pg/ml y se distribuia de modo equilibrado.

La figura 21 muestra los niveles de dafio del ADN y la pared
celular tras la incubacién con concentraciones crecientes de colistina
hasta 1 pg/ml en una cepa sensible y otra resistente. En las figuras 22
y 23 se muestran imédgenes representativas del dafio en el ADN y del
dafio en la pared celular, respectivamente, para cepas con CMI de 0,03
a 025 pg/ml; 16 pg/ml y >32 pg/ml. A diferencia de las cepas
sensibles, casi todas las cepas resistentes muestran un pequefio dafio,
y ese dafio moderado se aprecia iinicamente en un ntimero reducido
de células tras la incubacion con la concentracién més elevada. En las
cepas sensibles, aparecen méas células con dafio en la pared celular que
con afectacion a nivel del ADN, para cada concentraciéon de colistina

(test t de Student, p<0,001). Esto también ocurre en las cepas resistentes
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tras la incubacién con concentraciones de colistina de 0,75 pg/ml

(p=0,002) y 1 ng/ml (p<0,001).

Figura 22. Tres cepas clinicas representativas de A. baumannii, incubadas con colistina

durante 60 min con 0 pg/ml (primera columna, a, d y g); 0,5 pg/ml (segunda columna,
b, e, h) y 1 pg/ml (tercera columna, ¢, f, i). Las bacterias fueron procesadas para
determinar la fragmentacion del ADN evaluada a través de la difusion de puntos de
ADN desde el nucleoide. Primera fila (a, b, ¢) cepa sensible (CMI = 0,03 a 0,25 pg/ml);
segunda fila (d, e, f), cepa resistente (CMI = 16 ng/ml); tercera fila (g, h, i) cepa
altamente resistente (CMI > 32 pg/ml). La fragmentacién de los nucleoides se visualiz
en la cepa sensible tras 0,5 ng/ml (40% de células afectadas) y 1 pg/ml (80% de células
afectadas). En la cepa resistente, solo se detectaron un 21% de células dafiadas después
de 1 pg/ml. Los nucleoides aparecian siempre practicamente intactos en la cepa,

altamente resistente (2% de células afectadas tras 1 pg/ml).
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Figura 23. Tres cepas clinicas representativas de A. baumannii, incubadas con colistina

durante 60 min con 0 pg/ml (primera columna, a, d, g); 0,5 ng/ml (segunda columna,
b, e, h) y 1 pg/ml (tercera columna, ¢, f, i). Las bacterias fueron procesadas para
determinar los efectos en la pared celular a través de la relajacion del nucleoide tras el
procesado técnico. Primera fila (a, b, ¢) cepa sensible (CMI = 0,03 a 0,25 pg/ml);
segunda fila (d, e, f), cepa resistente (CMI = 16 pg/ml); tercera fila (g, h, i) cepa
altamente resistente (CMI > 32 pg/ml). La liberacién de los nucleoides fue evidente en
la cepa sensible tras 0,5 pg/ml de colisitina (41% de células afectadas) y 1 pg/ml (100%
de células afectadas) pero en la cepa resistente, la frecuencia fue mas baja incluso con
1 pg/ml (31% de células dafiadas). Se visualizé un discreto fondo de fragmentos de
ADN extracelular en los cultivos afectados por la colistina. La cepa de A. baumannii
altamente resistente casi siempre mantiene su apariencia morfolégica (2% de células

afectadas tras 1 pg/ml).
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Los estudios anteriores realizados evaluando esta tecnologia se
centraban en antibidticos cuya diana principal es el ADN, como las
quinolonas, que producen la fragmentacion del mismo (467, 477), o la
pared celular, como los betalactdmicos que inhiben la sintesis del
peptidoglicano (468). En estos casos, los resultados fueron cualitativos,
afectacion versus no afectacion, presentandose practicamente la
totalidad de la poblacién dafiada o no. Ademas, los datos respecto a la
sensibilidad se obtuvieron después de la incubacién de las bacterias
con la concentracién del punto de corte del CLSI para sensibilidad. En
el caso de la colistina, ni el ADN ni la pared celular son la diana
primaria del antibiético. Aun asi, se detect6 fragmentacion del ADN y
dafio en la pared celular, y esto ocurre sélo en una fraccién de las
células, la cual va aumentando con la concentracion de colistina. Este
dafio deberia de ser secundario, tras un efecto primario sobre el lipido
Ay la disrupcién de la membrana celular con la consecuente alteracion
de la permeabilidad (491-493). Una posibilidad es que el dafio en el
ADN y en la pared celular sean colaterales a la produccién de grandes
cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante el proceso
de muerte celular, como se ha referido tras tratamientos con
antibiéticos bactericidas como betalactamicos y quinolonas (506). Dada
la naturaleza cuantitativa de este dafio en la poblacién, incluso las
cepas resistentes pueden mostrar una fraccion de células afectadas en
el ADN y/o la pared celular cuando se incuban con concentraciones
correspondientes a los puntos de corte del CLSI para la resistencia. Una
mejor discriminaciéon entre cepas sensibles y resistentes podria

lograrse con la incubacién con concentraciones mdés bajas, ya que
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producen células dafiadas con una frecuencia mucho mayor en las

cepas sensibles que en las resistentes.

Dado que el objetivo principal del test rapido es identificar con
fiabilidad cepas resistentes, se buscé la concentracién de colistina y la
ratio de dafio en la pared celular y en el ADN que distinguiesen de
modo 6ptimo cepas sensibles de resistentes. Con este propésito,
calculamos curvas ROC para cada dosis y las analizamos con el
objetivo de obtener un 0% de falsos negativos, ya que la situacion
menos deseable es administrar el antibiético a un paciente infectado
con una cepa resistente, erréoneamente identificada por el test rapido
como sensible. Las curvas ROC fueron excelentes para cada dosis de
colistina analizada, pero la incubacién con una concentracién de
0,5 pg/ml se identificé como la mas discriminativa, con valores del
area bajo la curva (AUC) similares para la fragmentacién del ADN y
para el dafio de la pared celular: 0,998 £ 0,003 (p = 0,0001) (intervalo de
confianza (IC) al 95% para el dafio en el ADN de entre 0,993 y 1,000, y
para el dafio en la pared celular de entre 0,991 y 1,000). Los valores de
corte 6ptimos fueron 8,5% y 11% para la fragmentacién del ADN y el
dafio en la pared celular, respectivamente. Esto dio lugar al deseable
0% de falsos negativos en ambos casos, es decir, al 100% de
sensibilidad (IC al 95% para dafio en el ADN y la pared celular; 0,969 a
1,000). Ademés, la ratio de falsos positivos, es decir, que una cepa
sensible sea identificada por el test como resistente, fue del 10% para
la fragmentacién del ADN y solo del 4% para el dafio en la pared
celular, es decir, se alcanza un 90% y un 96% de especificidad
respectivamente (IC 95% para el dafio en el ADN de 0,807 a 0,993 y
para la afectacion de la pared celular de 0,896 a 1,000). Por
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consiguiente, los valores del indice de Youden fueron de 0,90 y 0,96
para la fragmentacion del ADN y el dafio en la pared celular,
respectivamente (IC 95% para el dafio en el ADN de 0,82 a 0,98 y para
el dafio en la pared celular de 0,91 a 1,01).

En conclusion, tanto la fragmentaciéon del ADN como el dafio en
la pared celular son pardmetros excelentes para la discriminacién de
cepas sensibles y resistentes, pero el segundo ensayo parece ser mas
especifico. La obtencién de un porcentaje de bacterias con la pared
celular dafiada < 11% tras una incubacion con 0,5 pg/ml de colistina
identifica cepas resistentes de A. baumannii con un 100% de
sensibilidad y un 96% de especificidad segun el criterio del CLSI. El
ensayo requiere de 1 h de incubacion con colistina a concentraciones
de 0 y 0,5 ug/ml, 40 min de manipulacién técnica, y entre 5 y
15 minutos de recuento para evaluar entre 200 y 500 células; un total
aproximadamente de 2 h. Si las bacterias no estan en fase de
crecimiento exponencial, es recomendable una incubacién previa de
90 min en medio Mueller-Hinton, para alcanzar la fase exponencial
antes de la adiciéon de colistina. Esto también elimina la posible
existencia de células con ADN fragmentado y dafio en la pared celular
en la dosis control con 0 pg/ml. Teniendo en cuenta esto, los resultados
podrian estar disponibles en 3 h 30 min. Para validar los resultados es
adecuado procesar simultdineamente una cepa control sensible y una
resistente. En comparacién con el proceso rutinario de microdilucion
automatica, esta nueva tecnologia es mucho mas rapida, 3 h 30 min
frente a 6-8 h, y permite la evaluacién célula a célula, por lo que se
podrian determinar la heterogeneidad en la induccién del dafio y la

evoluciéon con el tiempo, la heterorresistencia o fenémenos
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relacionados. Por otro lado, la metodologia es manual o
semiautomdtica y requiere de un microscopio de fluorescencia, asi
como de un contador celular. Mas adelante podria ser facilmente
automatizada mediante un microscopio motorizado acoplado a una
cdmara digital y un programa de analisis de imagen. Por taltimo, el test
se limita a la colistina y algunos otros antibidticos previamente
validados (466-468, 477), a diferencia de los paneles de microdilucién
comerciales que evaltan de 15 a 20 antibitticos. Sin embargo, en el
futuro se prevé que se vayan evaluando y validando gran variedad de

antibioticos, para su incorporacién en el test Micromax.

Este es un procedimiento fiable, rdpido y simple para la
determinacion de resistencia a un antibiético relevante como la
colistina, en cepas clinicas de A. baumannii. Esto puede ayudar a
facilitar la administraciéon de una terapia antibidtica temprana
adecuada en casos de infecciones causadas por A. baumannii que
constituyen una amenaza para la vida y promover el uso responsable
de esta opcion terapéutica, preservandola y evitando la diseminacion

de resistencias.
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Capitulo IV

Deteccion rapida de resistencia a
antibioticos en bacterias
Gram-negativas a traveés de la
evaluacion de cambios en la
morfologia celular.






Resumen:

Los test rapidos de sensibilidad antimicrobiana tienen el
potencial de mejorar los resultados de los pacientes y reducir los costes
asociados a la atencion sanitaria. En este estudio, se evalud la
capacidad de un ensayo innovador basado en la elongacion celular tras
la exposicién a un antibidtico (ceftazidima), para detectar con rapidez
resistencias en bacterias Gram-negativas. El ensayo fue utilizado para
detectar resistencias en una gran colecciéon de cepas que incluyen
320 aislados clinicos de Acinetobacter baumannii, 171 de Klebsiella
pneumoniae 'y 212 de Pseudomonas aeruginosa, y los resultados se
compararon con los que se obtuvieron utilizando los métodos de
evaluaciéon de susceptibilidad antimicrobiana estdndar. El ensayo
identific6 las cepas resistentes a ceftazidima con un 100% de
sensibilidad y especificidad para A. baumannii, con un 100% de
sensibilidad y un 97,2% de especificidad para K. pneumoniae 'y 82,3% de
sensibilidad y 100% de especificidad para P. aeruginosa. Hay que
destacar que los resultados fueron obtenidos en 1 hora y 15 minutos
partiendo de cultivos en crecimiento exponencial. Este estudio
demuestra que los cambios en la longitud celular estan altamente
correlacionados con la susceptibilidad antibiética fenotipica
determinada empleando los métodos de evaluacién de sensibilidad
convencionales. Por lo tanto, este trabajo proporciona una evidencia de
que se pueden emplear los cambios en la morfologia celular como base
para la deteccién rapida de resistencia a antibioticos y facilita también
un punto de partida para el desarrollo de diagnésticos rapidos e

innovadores para la deteccion de resistencia antibiética.
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1. Introduccion

Las enfermedades nosocomiales multirresistentes se asocian con
una alta mortalidad y su manejo clinico es complicado por la falta de
antibi6ticos que conserven una actividad apropiada frente e estas
cepas infecciosas (24). Con frecuencia, el tratamiento de estas
enfermedades requiere la administraciéon de una terapia antibidtica
empirica en ausencia de un diagnoéstico microbiolégico definitivo que
identifique el agente causante de la infeccién y su perfil de resistencias.
Una vez que se obtiene la informacién microbiolégica a cerca de la
susceptibilidad/resistencia de la bacteria causante de la infeccién, un
proceso que generalmente requiere entre 24 y 48 horas, se puede
aplicar el tratamiento antibiético dirigido. En este contexto, las técnicas
que permitan la caracterizaciéon rdpida de perfiles de resistencia
facilitarfan la administraciéon temprana de la terapia adecuada, con
actividad confirmada contra la cepa infectante (507). Esto es
importante dado que hay estudios que muestran que una
disponibilidad temprana de los resultados de los test de sensibilidad
puede mejorar los resultados de los pacientes (508-510) y reducir el
namero de pruebas de laboratorio y de procesos invasivos que se
llevan a cabo (470, 511). Ademas, los diagnoésticos rapidos tienen la
capacidad de facilitar el uso eficiente de los antibiéticos y prevenir la
aparicion y transmisiéon de resistencias antimicrobianas (512).
Recientemente, nuestro grupo ha desarrollado un ensayo basado en
microscopia de fluorescencia que es capaz de detectar rapidamente
bacterias Gram-negativas con resistencia a ciprofloxacino, un
antibiotico del grupo de las fluoroquinolonas, y a meropenem, un

betalactamico (467, 477). Estos métodos detectan resistencia
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visualizando la fragmentacion del ADN tras la exposiciéon a
ciprofloxacino y la dispersién del nucleoide que sucede tras la
exposicion a antimicrobianos que dafan la pared celular. Es de gran
importancia que, los resultados de las pruebas de sensibilidad que
emplean este método correlacionan estrechamente con los resultados
obtenidos usando los métodos de evaluaciéon de susceptibilidad

tradicionales.

Hace tiempo que se sabe que las células bacterianas de multiples
especies adoptan forma filamentosa en respuesta a distintos tipos de
estrés ambiental, incluyendo el dafio en el genoma (513), los efectores
de inmunidad del huésped (514) y las limitaciones nutricionales (515).
Se ha sugerido que este cambio en la morfologia celular se debe a la
detenciéon de la division celular en presencia de una expansion
continua del volumen celular y que este fenotipo es un componente de
una respuesta protectora que incrementa la supervivencia bajo
condiciones de estrés (516). La exposicion a varias clases de
antibidticos también induce alargamiento (515-517). En este trabajo,
empleamos ceftazidima, una cefalosporina de tercera generacion, para
evaluar la hipétesis de que los cambios en la morfologia bacteriana en
respuesta a la exposiciéon a antibiéticos, pueden emplearse para
diferenciar de modo rapido cepas resistentes de sensibles en varias
especies de Gram-negativos. Nuestros resultados indican que la
monitorizacion de la morfologia celular tras la exposicion a
antibidticos puede diferenciar rdpidamente cepas resistentes y
susceptibles coincidiendo con los métodos de evaluacién de

sensibilidad estandarizados y por lo tanto puede proporcionar una
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base para técnicas rapidas y novedosas que valoren la susceptibilidad

en infecciones bacterianas.

2. Material y métodos

2.1. Cepas bacterianas y determinacion de la

concentracion minima inhibitoria

Entre 2001 y 2013 se obtuvieron del Hospital Universitario de A
Corufna aislados clinicos de: Acinetobacter baumannii (n=320),
Pseudomonas aeruginosa (n=212) y Klebsiella pneumoniae (n=171). Las
CMIs fueron determinadas por microdiluciéon automatica (MicroScan
WalkAway; Siemens) y confirmadas mediante Etest (AB Biodisk;
BioMerieux), siguiendo las instrucciones del fabricante, y los

resultados se interpretaron segtin los criterios del CLSI (517).

2.2. Ensayo de la elongacién celular

Se inocularon 2 ml de medio liquido Mueller-Hinton con
bacterias previamente cultivadas en placas con el mismo medio sélido
y se incubaron a 37 °C durante 90 minutos. A continuacién, este cultivo
bacteriano se diluy6 a una DOsoo de 0,1 en medio M-H y se incubé a
37 °C en tubos de 200 pl con la concentracién correspondiente de
ceftazidima, durante 60 minutos en un volumen final de 30 ul. Para
evaluar la longitud celular, se emple6 un protocolo descrito
previamente (518, 519). A modo de resumen, tras la incubacién con el
antibiético, las bacterias se diluyeron a una concentracion de
1107 microorganismos/ml en medio Mueller-Hinton, se incluyeron en
un microgel fino sobre un portaobjetos, se incubaron en

concentraciones crecientes de etanol, se secaron, se tifieron con el
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fluorocromo SYBR Gold, y se examinaron bajo microscopia de
fluorescencia. Este proceso da lugar a imagenes totalmente nitidas que
permiten establecer la longitud celular con gran exactitud. En todos los
estudios, se utilizo anélisis de imagen digital (Apogee KX32 ME
camera and Visilog 5.1 software; Noesis) para evaluar al menos 200
células por ensayo. El alargamiento fue definido como un incremento
en la longitud de al menos 1,5 veces comparado con las células sin
tratar de la misma cepa. Se empled esta referencia para evitar el sesgo

debido a las diferencias intrinsecas de la longitud celular entre cepas.

2.3. Determinacion de resistencias mediante la
elongacion celular

La relacion entre la longitud celular y la concentracién de los
puntos de corte del CLSI para ceftazidima se estableci6 empiricamente
después de procesar numerosas cepas de las distintas especies
bacterianas, comprendiendo un amplio rango de CMIs, incluyendo
cepas sensibles, intermedias y resistentes. Se utilizaron numerosos
aislados con CMIs cerca del punto de corte de sensibilidad y resistencia
del CLSI. Se determinaron las concentraciones de antibiéticos que
incrementaban la longitud celular en las cepas sensibles, pero no en las
intermedias y resistentes, y también las que lo lograban solo en las
sensibles e intermedias. Las concentraciones se optimizaron de tal
forma que una cepa categorizada como sensible siguiendo los criterios
del CLSI, debe manifestar alargamiento celular tras la incubacién con
la concentracién mas baja, establecida como el punto de corte de
sensibilidad, para el pardmetro alargamiento. Asi mismo, las células
de una cepa intermedia (segtn los criterios del CLSI) no deben mostrar

alargamiento tras la incubacién con la dosis més baja, establecida como
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punto de corte de sensibilidad, pero se verdn alargadas con la
concentracién establecida como punto de corte de resistencia para el
pardmetro de elongaciéon celular. Finalmente, una cepa clasificada
como resistente siguiendo los criterios del CLSI no deberia de aparecer
alargada tras la aplicacion de las concentraciones de antibidticos
empleadas. Los test de sensibilidad llevados a cabo utilizando la
técnica de elongacion celular y mediante los métodos tradicionales,
fueron realizados por investigadores independientes, y los resultados

se compararon al final del estudio.
3. Resultados

El alargamiento celular tras la exposicién antibidtica fue
detectado de forma facil y reproducible, como se puede observar en la
figura 24, en la que se presentan los cambios en la longitud celular de
tres cepas de A. baumannii incubadas con dosis crecientes de
ceftazidima (0, 2, 4, 6, 8 pg/ml) (se analizaron 200 células por
concentraciéon evaluada). Se corresponden con una cepa sensible
(CMI: 2,5 pg/ml), una intermedia (CMIL: 24 pug/ml) y una resistente
(CMLI: 48 pg/ml). En la cepa sensible, el incremento en la longitud con
respecto al cultivo control sin antibiético se evidencié desde la
concentracién mas baja utilizada, 2 pg/ml. La cepa intermedia no
mostré alargamiento celular después de la incubaciéon con 2 pg/ml,
pero si fue significativo tras 4 pg/ml y continué aumentando
progresivamente, a medida que lo hacian las dosis de la cefalosporina.
No se apreci6 elongacién celular significativa en la cepa resistente con
ninguna de las concentraciones evaluadas. Se obtuvieron resultados

similares con cepas representativas sensible, intermedia y resistente de

210



K. pneumoniae 'y P. aeruginosa, que se muestran también en la figura 24.
En estos casos, las dosis de ceftazidima empleadas fueron mucho mas
bajas que en A. baumannii, como se explica mdas adelante. La figura 25
muestra las imdgenes al microscopio de las tres cepas de A. baumannii
con las tres dosis de ceftazidima indicadas. Es importante destacar que,
al comenzar con colonias bacterianas aisladas en medio sélido, el
tiempo total hasta obtener el resultado final es entre 3,5 y 4 horas,

incluyendo 30 minutos de procesado técnico.

Para A. baumannii, los puntos de corte de sensibilidad y
resistencia del CLSI para ceftazidima son respectivamente
<8y =232 ug/ml. Empleando el ensayo de elongacién celular,
encontramos que las concentraciones de <2 y 28 pg/ml se
corresponden con las dosis de corte de sensibilidad y resistencia,
respectivamente. Es decir, las cepas sensibles aparecen alargadas tras
la incubacién con 2 y 8 png/ml y las intermedias solo después de
incubar con 8 pg/ml, mientras que las cepas resistentes nunca sufren
alteraciones en la longitud celular con ninguna de las dos
concentraciones (figura 25). Para validar el ensayo se procesaron
320 aislados clinicos de A. baumannii. Atendiendo a las CMIs obtenidas
por procedimientos estandar y las guias del CLSI, 51 cepas fueron
consideradas sensibles, 35 intermedias y 234 resistentes a ceftazidima.
Utilizando el criterio de alargamiento con sus respectivas dosis de
corte, determinadas empiricamente, todas las cepas se identificaron

correctamente con un 100% de sensibilidad y especificidad (tabla 1).

211



A. baumannii K. pneumoniae P. geruginosa
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Figura 24. Modificacién en la longitud celular con concentraciones crecientes de
ceftazidima en cepas representativas sensibles (S; arriba), intermedias (I; medio) y
resistentes (R; abajo) de Acinetobacter baumannii (S: CMI 2,5 ng/ml; I: CMI 24 pg/ml;
R: CMI 48 pg/ml), Klebsiella pneumoniae (S: CMI 0,047 pg/ml; I CMI 8 ng/ml;
R: CMI 256 pg/ml) y Pseudomonas aeruginosa (S: CMI 8 pg/ml; I. CMI 16 pg/ml;
R: CMI 64 pg/ml). Las concentraciones de ceftazidima se indican en el eje horizontal
(ng/ml), mientras que la longitud celular se muestra en el eje vertical (um). Los datos
se presentan como diagramas de cajas y bigotes. La linea horizontal en la caja
representa la mediana, la linea inferior de la caja es el primer cuartil, la linea superior
de la caja es el tercer cuartil, y los bigotes (el final de las lineas verticales) son valores
de datos maximos y minimos. Los puntos fuera de la caja corresponden a valores
atipicos. Las células aparecen progresivamente mas largas en las cepas sensibles, pero

sin cambios significativos en ninguna dosis en las cepas resistentes.
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Figura 25. Cepas de A. baumannii, incubadas 1 hora con ceftazidima, incluidas en

microgel sobre un portaobjetos, deshidratadas, tefiidas con SYBR Gold, y observadas
bajo microscopia de fluorescencia. Primera columna izquierda (a, d, g): control 0 ng/ml;
segunda columna (b, e, h): 2 ng/ml; y tercera columna (c, £, i): 8 pg/ml. Primera fila (a-c):
cepa sensible (CMI: 2,5 ug/ml); sequnda fila (d-f): cepa intermedia (CMI: 12 pg/ml); y
tercera fila (g-i): cepa resistente (CMI: 64 pg/ml). El alargamiento celular es evidente en
la cepa sensible a partir de 2 pg/ml (b), en la cepa intermedia solo después de 8 pg/ml

(f), mientras que la cepa resistente permanece sin cambios en la longitud celular.

Para K. pneumoniae, los puntos de corte de susceptibilidad y
resistencia para ceftazidima son <4 y =16 pg/ml, respectivamente,
mientras que en el ensayo de elongaciéon celular se demostré que las
concentraciones <0,5 y 20,125 pg/ml correlacionan con sensibilidad y
resistencia. Se estudiaron ciento setenta y un aislados clinicos de
K. pneumoniae, incluyendo segutn los criterios del CLSI, 107 sensibles,

19 intermedios y 45 resistentes a ceftazidima. Los resultados obtenidos
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empleando el ensayo del alargamiento celular fueron altamente
concordantes con los procedentes de los métodos clasicos. Las tinicas
excepciones fueron tres cepas sensibles caracterizadas como
intermedias (dos) y resistente (una) mediante el test basado en la
elongacion celular, y dos cepas intermedias que se clasificaron como
resistentes. Estos resultados indican que el ensayo basado en
alargamiento es mas conservador, con una sensibilidad de deteccién
de cepas no-sensibles (intermedias y resistentes) del 100% y una
especificidad del 97,2%. La tasa de falsos positivos fue del 2,8% y no se
detecté6 ninguin falso negativo de resistencia. El valor predictivo

positivo fue del 95,5% y el valor predictivo negativo del 100%.

Para P. aeruginosa las concentraciones de los puntos de corte del
CLSI de sensibilidad y resistencia a ceftazidima son <8 y 232 pg/ml,
respectivamente. Se determiné que cuando se emplea la elongacién
bacteriana, las concentraciones de los puntos de corte para el
alargamiento celular, son mucho maés bajas, <0,5 y 21 pg/ml. Cuando
se evaluaron los 212 aislados de P. aeruginosa, 178 fueron identificados
como sensibles, 18 como intermedios y 16 como resistentes a
ceftazidima segtn las guias del CLSI. Todas las cepas sensibles fueron
correctamente identificadas con el ensayo basado en la elongacién. Sin
embargo, seis cepas no-sensibles mostraron alargamiento después de
ser incubadas con 0,5 pg/ml de ceftazidima. Por lo tanto, el ensayo
basado en la elongacion celular mostr6é una sensibilidad del 82,3% y
una especificidad del 100%. Mientras que la ratio de falsos positivos
fue del 0% y el valor predictivo positivo del 100%, la ratio de falsos
negativos y el valor predictivo negativo fue del 17,6% y 96,7%,

respectivamente.
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Tabla 1. Valores analiticos del ensayo del alargamiento celular para detectar la
resistencia a ceftazidima en Klebsielln pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter baumannii.

K. pneumoniae P. aeruginosa  A. baumannii

Sensibilidad (%) 100 82,4 100
Especificidad (%) 97,2 100 100
Tasa de falsos positivos (%) 2,8 0 0
Tasa de falsos negativos (%) 0 17,7 0
Valor predictivo positivo (%) 95,5 100 100
Valor predictivo negativo (%) 100 96,7 100

4. Discusion

Este estudio demuestra que los cambios en la longitud celular se
pueden emplear para detectar rapidamente resistencia a ceftazidima
en tres especies Gram-negativas que de manera frecuente producen
infecciones multirresistentes. Hasta donde nosotros sabemos, este es el
primer estudio que ha utilizado la longitud celular para caracterizar
sensibilidad a antibiéticos y correlacionar los resultados con los
métodos de evaluacién estandarizados utilizando una gran coleccién
de aislados clinicos. Es interesante destacar que, para las tres especies
bacterianas evaluadas, la concentracién de antibidtico requerida para
inducir alargamiento celular fue inferior a los puntos de corte de
resistencia definidos por el CLSI para los métodos de microdilucién en
medio liquido. Estos datos sugieren que los cambios fisiolégicos
ocurren en las células bacterianas a concentraciones que son

subinhibitorias segtin las pruebas microbiolégicas estandar. A favor de
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estaidea, existen trabajos previos que han relatado que el alargamiento
ocurre a concentraciones subinhibitorias de los antibiéticos (518-520).
Debemos destacar que en este estudio demostramos que el
alargamiento celular a estas concentraciones subinhibitorias
correlaciona con los resultados de las pruebas utilizando métodos
estindar que definen los puntos de corte de resistencia empleando
concentraciones de antibioticos més altas. Nuestros resultados indican
que el ensayo del alargamiento fue en cierto modo menos sensible para
detectar resistencia en aislados de P. aeruginosa; sin embargo, el
mecanismo subyacente que genera esta diferencia respecto a

K. pneumoniae y A. baumannii, no esta claro.

Actualmente se estin utilizando en clinica o se estan
desarrollando métodos para la detecciéon rdpida de resistencia a
antibiéticos en aislados bacterianos, tales como las pruebas basadas en
acidos nucleicos (ej: PCR y microarrays), métodos basados en
espectrometria de masas y de secuenciacion del genoma (507). Todos
estos métodos tienen potencial para test rapidos de sensibilidad; sin
embargo, en la mayoria de los casos, requieren mds tiempo de
procesamiento que los métodos tradicionales. Cabe destacar que, para
aplicar todos estos métodos, se necesita determinar previamente el
mecanismo de resistencia para poder llevar a cabo el test de
sensibilidad; por ejemplo, para los métodos basados en microarrays y
PCR es necesario conocer el gen/es que le confieren resistencia, y en
los métodos basados en espectrometria de masas se deben caracterizar
previamente el metabolito especifico de interés o las proteinas que
causan la resistencia. Por consiguiente, una limitacién importante de

estos métodos es que pueden no mostrar una alta sensibilidad para
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detectar mecanismos de resistencia sin caracterizar. Aunque no ha sido
empiricamente evaluado en este estudio, el ensayo de la elongacion
celular no depende del mecanismo de resistencia a ceftazidima, y
puede, por lo tanto, ser capaz de detectar mecanismos de resistencia
sin calificar, minimizando asi los resultados falsos negativos. Una
ventaja adicional es que la medicion de la longitud de las células
bacterianas se puede mecanizar utilizando un microscopio automatico
y un programa informatico apropiado para la deteccion de cambios en
la longitud celular. Por lo tanto, puede ser posible reducir la duracion

del protocolo llevado a cabo en este estudio.

Un aspecto elemental del método descrito en este estudio es su
posible aplicabilidad a otros antibiéticos que no sean la ceftazidima. La
actividad bactericida de la ceftazidima se debe a su unién especifica a
diferentes proteinas de unién a las penicilinas, inhibiendo el paso final
de la transpeptidacién necesario para la sintesis del peptidoglicano.
Las principales dianas son: PBP1b, 1c, PBP2 y especialmente PBP3 (521,
522). Tienen baja afinidad por PBP4, dando lugar a una débil induccién
de la p-lactamasa AmpC codificada cromosémicamente (523). Se han
descrito numerosos mecanismos de resistencia para la ceftazidima,
incluyendo la produccién de enzimas que degradan el farmaco como
las B-lactamasas, alteraciones de las dianas del antibiético como las
PBPs, descenso de la permeabilidad bacteriana debida a alteraciones
en las porinas, e incremento de los mecanismos de expulsién de la
droga (524). Aunque se ha citado que la elongacién celular ocurre tras
la exposicién a multiples antibidticos, (518-520) no se habia expuesto
que el alargamiento correlaciona con la sensibilidad fenotipica

determinada por métodos estandar para estos antibiéticos.
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Puntualizamos, sin embargo, que evaluamos la capacidad de la técnica
del alargamiento celular para detectar resistencia a ciprofloxacino en
estudios preliminares. Nuestros datos indicaron que la elongacién
celular no se podria utilizar de forma fiable para detectar resistencia a
ciprofloxacino. Esto puede ser debido al hecho de que el ciprofloxacino
no tiene como diana la biosintesis de la pared celular. Con respecto a
antibiéticos adicionales, se requieren mas pruebas empiricas para

determinar la aplicabilidad de esta técnica.

En resumen, demostramos que los cambios en la longitud celular
correlacionan fuertemente con la sensibilidad fenotipica a ceftazidima
determinada mediante los métodos de evaluacién de susceptibilidad
estandar. Por lo tanto, este estudio proporciona una prueba de
concepto de que los cambios en la morfologia celular se pueden utilizar

como base para la deteccion rapida de la resistencia a los antibiéticos.
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Capitulo V

Evaluacion rapida de resistencia a
antibioticos inhibidores de la
sintesis de proteinas en los
patogenos Gram-positivos,
Enterococcus faecalis 'y
Streptococcus pneumoniae, basada
en la valoracion de la respuesta
litica.






Resumen:

Se desarroll6 un ensayo novedoso para la determinacién rapida
de resistencia a antibiéticos inhibidores de la sintesis de proteinas para
los patégenos Gram-positivos, Enterococcus faecalis y Streptococcus
pneumoniae. Con este proposito, se obtuvo una respuesta litica tras una
breve incubacion con lisozima o una mezcla de lisozima, Tritén X-100
y EDTA para E. faecalis (n=82) y S. pneumoniae (n=51), respectivamente.
La lisis fue cuantificada por la visualizaciéon de los nucleoides
liberados. Las bacterias sensibles al antibi6tico, tratadas con las dosis
de los puntos de corte del CLSI, de eritromicina, azitromicina o
doxiciclina que inhiben la sintesis de proteinas, mostraron una gran
reduccién de células lisadas con respecto al control, esto es, incubadas
sin antibidticos. Sin embargo, la reduccién de la lisis celular fue mucho
mas baja en las cepas no sensibles, en las que el antibiético no inhibe
adecuadamente la sintesis de proteinas. Los andlisis ROC mostraron
que una reducciéon de 235,6% y 240,4% discrimina cepas sensibles y no
sensibles para eritromicina y doxiciclina, respectivamente, en
E. faecalis, mientras un valor >20,0% es adecuado para ambos
macrélidos y doxiciclina, en S. pneumoniae. Las cepas resistentes se
identificaron en 90-120 min con una sensibilidad y especificidad entre
el 91,7% y el 100%. Esto es una prueba de concepto de que la evaluacién
de la respuesta litica puede ser un test rdpido y eficiente para la
determinacion de resistencias a antibiéticos inhibidores de la sintesis

de proteinas.
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1. Introduccion

Enterococcus faecalis 'y Streptococcus pneumoniae son patdgenos
Gram-positivos que pueden causar enfermedades que constituyen una
amenaza para la vida. E. faecalis es el tercer patégeno mas
frecuentemente aislado en el entorno hospitalario, causando
principalmente bacteriemia, endocarditis e infecciones del tracto
urinario (66, 67). S. pneumoniae es el patégeno bacteriano mas frecuente
responsable de neumonia adquirida en la comunidad y también puede
causar sinusitis paranasal, otitis media, meningitis, osteomielitis,

bacteriemia y otras infecciones (140).

Ambos patoégenos muestran un incremento progresivo de
resistencia a muchos de los antibiéticos mas comtinmente empleados,
incluyendo la mayoria de los inhibidores de las sintesis de proteinas
de bacterias, tales como macroélidos y tetraciclinas (525, 526). Los
antibiogramas estdndar normalmente requieren sobre 24 h para
obtener resultados. En situaciones urgentes, la informacion rapida con
respecto a la resistencia a antibidticos puede facilitar un uso mas
temprano de los antimicrobianos apropiados y mejorar el resultado de
los pacientes, disminuyendo los costes de la atencién sanitaria y
reduciendo la diseminacién de resistencias a antibidticos (512).
S. pneumoniae lisa su pared celular después de anadir detergentes tales
como el desoxicolato o Triton X-100, a través de la activacion de la
autolisina LytA (133, 527). Ademas, las autolisinas estan involucradas
en la accion bactericida de la lisozima en E. faecalis. Esta respuesta
autolitica es independiente de su actividad muramidasa y depende de

su caracter catiénico (528, 529). En este trabajo proporcionamos
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evidencias de que la respuesta autolitica esta influenciada por la
sintesis proteica ribosémica, pudiendo estandarizarse para la
determinacion rapida de sensibilidad o resistencia a antibidticos que

inhiben la sintesis de proteinas.

2. Material y métodos

2.1. Cepas bacterianas

Se obtuvieron cepas clinicas del Hospital Universitario de
A Corufa y del Instituto Nacional de Salud Carlos III (Madrid,
Espafia). Las CMIs se determinaron mediante microdiluciéon

automatizada (MicroScan Walkaway; Siemens).

Los aislados de E. faecalis (n=82) se cultivaron en agar
Mueller-Hinton a 37 °C durante 24 h. Una muestra se incub6 en 2 ml
de medio liquido M-H a 37 °C durante 2 h. Las bacterias se diluyeron
a una DOeoo de 0,15 en medio liquido M-H y se incubaron a 37 °C en
tubos de 200 pl con 0,5 ng/ml de eritromicina o 4 pg/ml de doxiciclina

durante 75 min en un volumen final de 30 ul.

Los aislados de S. pneumoniae (n=51) fueron cultivados en placas
de agar con 5% de sangre de oveja a 37 °C durante 24 h. Las bacterias
se diluyeron a una DOsw de 0,4 en medio Mueller-Hinton II
suplementado con un 3% de sangre lisada de caballo e incubadas
durante 60 min con 0,5 pg/ml de azitromicina, 0,25 pg/ml de
eritromicina, 0 0,25 pg/ml de doxiciclina. Las dosis de antibitticos son
las indicadas por el CLSI como puntos de corte de sensibilidad en los

antibiogramas estandar basados en microdilucion (478).
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2.2. Ensayo de lisis

Para E. faecalis, se afadi6 lisozima 1 mg/ml y se agité durante
10 min a 37 °C. S. pneumoniae se incubé con 0,05% Triton X-100,
2 mg/ml lisozima, y 25mM EDTA (TLE) durante 5 min a 37 °C. Se
diluy6 una alicuota de cada muestra hasta alcanzar una concentracion

de 5-10 millones de microorganismos/ml en medio Mueller-Hinton.

Se utiliz6 el prototipo Micromax®-Q (Halotech DNA SL) para
evaluar la integridad de la pared celular, tal y como se describe (468,
477). De manera breve, se mezclan 30 pl la muestra diluida con agarosa
liquida de bajo punto de fusién a 37 °C. Se dispensa una alicuota de
10 pl de la mezcla agarosa-muestra en un portaobjetos pretratado y se
cubre con un cubreobjetos de 18x18mm. El portaobjetos se coloca sobre
una bandeja fria para formar un microgel con las células intactas
atrapadas en su interior. El cubreobjetos se retira e inmediatamente el
portaobjetos se sumerge horizontalmente en 10 ml de la solucién de
lisis especifica a temperatura ambiente, incubando durante 5 min para
E. faecalis y 2 min para S. pneumoniae. Los portaobjetos se lavan con
agua destilada durante 3 min, se deshidratan en frio (-20 °C) con
concentraciones crecientes (70%, 90%, y 100%) de etanol durante 3 min
cada uno, y se dejan secar en una estufa. Los portaobjetos secos se tifien
con 100 pl del fluorocromo SYBR Gold (Molecular Probes) diluido
1:400 en el tampoén TBE (0,09 M Tris-borato, 0,002 M EDTA, pH 7,5)
durante 2 min en oscuridad con un cubreobjetos. Tras un breve lavado
en tampoén fosfato pH 6,88 (Merk), se coloca un cubreobjetos de
24x60mm y los portaobjetos se visualizan bajo microscopia de
fluorescencia, y se realiza un recuento de 500 bacterias por condicién

experimental. Eso se logra en 5-10 min, dependiendo de la densidad
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celular en el microgel. Cuando las bacterias estan lisadas, el nucleoide
contenido en el interior estd relajado y liberado en el microgel. La
visualizaciéon del nucleoide celular es un signo fehaciente de lisis

celular.

3. Resultados

Para establecer el procedimiento para E. faecalis, se incubaron
una cepa sensible a eritromicina (CMI: 0,125 pg/ml) y una resistente
(CMI >128 pg/ml) con eritromicina sola, lisozima sola, y eritromicina
seguida de lisozima (figura 26). La incubacién con eritromicina sola
nunca dio lugar a modificaciones en la pared celular bacteriana con
respecto a las células sin tratar (figura 26a, d). Sin embargo, después
de la incubacién con lisozima y solucién de lisis, las cepas sensibles a
eritromicina mostraron un alto porcentaje, esto es, 92,1% de células
lisadas (células con el nucleoide relajado). Sin embargo, la proporcién
de células lisadas descendi6 a 3,9% cuando las cepas se incubaron con
eritromicina previamente (figura 26b, c). En la cepa resistente a
eritromicina, el 97,4% de las células aparecieron lisadas después de la
incubacién con lisozima. La incubacién con eritromicina previa
produjo sélo un sutil cambio en el porcentaje, esto es, 96,8% de células
lisadas (figura 26e, f). Con S. pneumoniae se obtuvieron resultados
similares (figura 27). En este caso, la lisozima mejor6 la respuesta litica
de las bacterias frente al detergente (530, 531). Sin EDTA en la solucién
TLE, los nucleoides relajados aparecen como un campo de puntos
dispersos de fragmentos de ADN, dificultando su recuento (figura
28a). La presencia de EDTA en la solucién previene la mayoria de la

fragmentacion del ADN, por lo que los nucleoides liberados se
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mantienen mdas conservados y se pueden realizar los recuentos de

manera mds precisa (figura 28b).

Figura 26. Enterococcus faecalis procesados con el ensayo Micromax® para evaluar la lisis celular

a través de la visualizacion de nucleoides liberados. Las imagenes de arriba (a-c) corresponden a
una cepa sensible a eritromicina (CMI 0,125ug/ml) y las imédgenes de abajo (d-f) a una cepa
resistente a eritromicina (CMI >128 pg/ml). Se trataron alicuotas de cada cultivo con 0,5 pg/ml
de eritromicina sola (a, d), con 1 mg/ml de lisozima sola (b, e), y con eritromicina antes de la
incubacién con lisozima (¢, f). La lisozima y la posterior incubacién con la solucion de lisis dan
lugar a lisis celular y la subsiguiente liberacién de los nucleiodes en la mayoria de las células en
ambas cepas (b, e). Ademas, la incubacién previa con eritromicina disminuy6 en gran medida la
proporcién de células lisadas en la cepa sensible (c), pero no modificé la frecuencia de células

lisadas en la cepa resistente a la eritromicina (f).
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Figura 27. Streptococcus pneumoniae procesado para evaluar lisis celular por liberacion

del nucleoide, utilizando en ensayo Micromax. Las imdgenes superiores (a-c) muestran
una cepa sensible a azitromicina (CMI 0,006 pg/ml) y las imagenes inferiores (d-f)
corresponden a una cepa resistente a azitromicina (CMI 4 pg/ml). Una alicuota de
cada cultivo se incub6 con 0,5 ng/ml de azitromicina (a, d), con 0,05% Tritén X-100,
2 mg/ml de lisozima, 25 mM de EDTA (b, e), y con azitromicina seguida de TLE (c, f).
TLE y la posterior incubacién con la solucién de lisis dan lugar a la lisis celular y la
consiguiente liberacién del nucleoide en el 84,2% y 93,0% de las células en las cepas
sensible y resistente, respectivamente (b, e). La incubacién previa con azitromicina
disminuye notablemente la frecuencia de células lisadas (40,3%) en la cepa sensible a

azitromicina (c), pero solo disminuye las células lisadas al 86,2% en la cepa resistente

).
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Figura 28. S. pneumoniae incubado con 0,05% Tritén X-100 y 2 mg/ml de lisozima, para

inducir la respuesta autolitica, y procesado siguiendo el protocolo del ensayo
Micromax®. (a) El ADN liberado aparece totalmente fragmentado y no es posible
distinguir los nucleoides. (b) La incorporacion de 25 mM EDTA a la solucién suprime

la fragmentacién del ADN, permitiendo la identificacién de los nucleoides.

Los resultados obtenidos tras procesar a ciegas los aislados
clinicos se resumen en la tabla 2. El analisis ROC demuestra que una
reduccién de células lisadas 235,6% tras la incubacién con 0,5 pg/ml
de eritromicina, y 240,4% después de incubar con 4 pg/ml de
doxiciclina, discrimina con exactitud cepas sensibles de no sensibles de
E. faecalis. Los falsos negativos de resistencia son los mas relevantes
clinicamente. Hubo sélo una cepa de E. faecalis identificada falsamente
como resistente (falso positivo de resistencia) a eritromicina, con
CMI 1 pg/ml, y dos para doxiciclina, ambas con CMI 8 pg/ml, todas
cerca del punto de corte de sensibilidad. Para S. pneumoniae, una

reduccién de células lisadas 220% después de la incubacién con el
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punto de corte de sensibilidad de azitromicina, eritromicina y
doxiciclina, distingue con precisién cepas sensibles de no sensibles.
Solo se encontré un falso negativo de resistencia para eritromicina. Los
valores de sensibilidad y especificidad se encuentran en el rango entre

91,7% y 100%.
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4. Discusion

Tomasz y Waks han publicado previamente que las altas dosis
de cloranfenicol interfieren con la actividad autolitica de LytA en
S. pneumoniae (132), pero en nuestro conocimiento, no hay ninguna
informacion sobre el descenso del efecto litico de la lisozima por
inhibidores de la sintesis de proteinas en E. faecalis. Nuestro trabajo
respalda que la sintesis de proteinas regula la respuesta autolitica de
estas bacterias, a corto plazo. No obstante, el potencial uso diagnéstico
de este efecto nunca se habia estudiado y estandarizado para
discriminar cepas resistentes a distintos tipos de antibidticos
inhibidores de la sintesis ribosomal de proteinas. La eritromicina y la
azitromicina son macroélidos, que se unen al dominio V del ARNr 23S
de la subunidad ribosémica 50S causando la terminacién prematura y
disociaciéon del peptidil-ARNt (532). La doxiciclina se une a la
subunidad  ribosomal 30S, bloqueando la entrada de
aminoacil-transfer-ARN(t)s (533). De esta manera, diferentes
mecanismos de inhibicién de la sintesis de proteinas, dan lugar a un
mismo efecto, es decir, a una disminucién de la respuesta autolitica a
la lisozima o al tratamiento TLE. De manera importante, otros
inhibidores de la sintesis de proteinas pueden causar una respuesta
similar. De hecho, encontramos que linezolid a 2 pg/ml (punto de
corte de sensibilidad del CLSI) previene la respuesta litica en todas las
cepas de S. pneumoniae (no se muestran los datos). No se observo
resistencia al antibidtico por parte de las bacterias analizadas. Con
respecto a E. faecalis, se encontraron 14 aislados extra (14,6% del total

de las 96 cepas analizadas) donde la lisozima no fue efectiva para
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inducir lisis. Esto podria ser debido a modificaciones en la pared
celular; por ejemplo, el incremento de los niveles de peptidoglicano
O-acetilado (534). La totalidad de estos 14 aislados de E. faecalis son no
sensibles a eritromicina y doxiciclina. Aunque el namero de cepas es
limitado, la carencia de lisis de la pared celular sugiere no
susceptibilidad a los antibiéticos aqui estudiados, complementando asi

los resultados del ensayo.

Nuestro estudio es una evidencia de que la respuesta litica se
puede emplear para una detecciéon rdpida de cepas resistentes a
antibiéticos que acttian sobre el ribosoma. Si la sintesis de proteinas es
inhibida por el antibiético, esto ocurre en cepas sensibles, el efecto
litico se ve muy disminuido. Sin embargo, si la sintesis de proteinas no
se inhibe satisfactoriamente, esto es, en cepas resistentes al antibittico,
la lisis de la pared celular no se suprime o lo hace en menor medida.
Las cepas resistentes se determinaron en 1,5-2 h. El andlisis se puede
automatizar usando un microscopio motorizado acoplado a un
sistema de captura y anélisis digital de imagen. Se debe de tener en
cuenta que la lisozima y los reactivos TLE se optimizaron para nuestro
ensayo donde se requiere incubar posteriormente con una solucién de
lisis, para conseguir liberar los nucleoides adecuadamente. No esta
claro como actuarian los antibiéticos inhibidores de la sintesis de
proteinas bajo otras condiciones de lisis. El proceso no requiere
conocimiento previo del mecanismo de resistencia, a diferencia de la
reaccion en cadena de la polimerasa y los ensayos basados en
microarrays. Podria ser de ayuda en infecciones criticas donde la
determinacion rapida de resistencia a antibiéticos puede mejorar el

resultado del paciente, también preservar el uso de antibidticos de
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altima opcidn, asi como optimizar su uso médico y ayudar a prevenir

la diseminacién de resistencias a antibidticos.
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Capitulo VI

Deteccion rapida y sencilla de
resistencia a antibioticos
inhibidores de la sintesis de
proteinas en patogenos
Gram-negativos mediante la
evaluacion del alargamiento celular
inducido por mitomicina C.






Resumen:

El incremento de la resistencia de patégenos Gram-negativos a
antibidticos que inhiben la sintesis de proteinas es de gran
preocupacién. En situaciones que constituyen una amenaza para la
vida, una deteccion temprana de la resistencia a antibidticos puede
mejorar los resultados del paciente. Se disefié y evalué en cepas
clinicas de Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y las
enterobacterias, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, un ensayo
rapido para la identificaciéon de resistencia antibidtica a gentamicina,
tobramicina y tigeciclina. Se incubaron cultivos en crecimiento
exponencial con 0,5 pg/ml de mitomicina C (MMC) durante 2 h
(10 pg/ml para A. baumannii), que induce un alargamiento
significativo que se puede visualizar bajo el microscopio. La adicién de
la dosis apropiada del antibi6tico 15 min antes de la incorporacion de
la MMC previene el alargamiento cuando la cepa es sensible al
antibidtico, inhibiendo asi la sintesis de proteinas. El alargamiento
celular no fue impedido en las cepas resistentes al antibiético, donde
la sintesis de proteinas no se inhibi6 satisfactoriamente. En
comparacién con el antibiograma estdndar basado en dilucién, la
sensibilidad del ensayo fue del 100% y la especificidad se mantuvo
dentro del rango entre 96% y 100%. Los resultados se obtuvieron tras
2 h 45 min, partiendo de cultivos en crecimiento exponencial. El
método es facil, fiable y demuestra la idoneidad de la evaluacién de
cambios morfolégicos simples, que son dependientes de la sintesis de

proteinas, para la deteccion rapida de resistencia antibiotica.
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1. Introduccion

Los antibiéticos que inhiben la sintesis de proteinas ribosomales
bacterianas se prescriben habitualmente para tratar infecciones por
patégenos Gram-negativos. En concreto, los aminoglucésidos se han
utilizado tradicionalmente como agentes antibacterianos contra
Gram-negativos (535). Las tetraciclinas y la familia de la glicilciclinas
se administran también de manera habitual en infecciones por
Gram-negativos, aunque muestran un espectro mucho mas amplio que
los aminoglucésidos (214). Dentro de las bacterias Gram-negativas,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y las Enterobacteriaceae
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae destacan como microorganismos
que constituyen una amenaza para la vida. Estos patégenos son
adquiridos con frecuencia en el hospital, principalmente en las
unidades de cuidados intensivos, y pueden producir neumonia severa
asociada a ventilacién mecanica, infecciones del torrente sanguineo
vinculadas al catéter venoso central e infecciones del tracto urinario

asociadas a catéter (24).

Las cepas de estos patégenos Gram-negativos resistentes a la
mayoria de los antibiéticos, incluyendo aminoglucésidos vy
tetraciclinas, estdin aumentando, incrementando asi la alarma a nivel
mundial (536). Las resistencias a la tigeciclina, relativamente reciente,
son menos comunes por el momento (537-539). La adquisicién de
resistencia puede ser resultado de modificaciones quimicas del
antibiético, expulsiéon de la célula, disminucion de la unién debido a
alteracion de la diana o a la protecciéon de los ribosomas (209). En las

infecciones que significan un serio peligro para la vida, la
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identificaciéon de bacterias resistentes tan pronto como sea posible,
puede prevenir fallos en el tratamiento y mejorar significativamente
los resultados del paciente. En algunos casos, se ha demostrado que,
después de una optimizaciéon cuidadosa, una evaluaciéon de cambios
morfolégicos simples de bacterias es adecuada como un indicador

rapido de resistencia (540).

La mitomicina C (MMC) es un agente bifuncional alquilante que
principalmente induce enlaces cruzados entre las dos cadenas de
ADN, siendo especifico para una guanina en la secuencia 5'-CpG-3" en
el surco menor del ADN (541, 542). Este estrés genot6xico desencadena
una fuerte activacion de la respuesta SOS en las bacterias, un
mecanismo amplio y complejo para abordar el dafio en el ADN (543).
La respuesta SOS depende de la induccién de la expresion de genes
que estdn principalmente involucrados en las distintas vias de
reparacién del ADN, tales como, la recombinaciéon homologa, la
reparacion por escision de bases y la sintesis traslesion (544). La
respuesta se desencadena mediante la generaciéon de ADN de cadena
sencilla, que recluta la proteina RecA. Los nucleofilamentos de RecA
catalizan la auto-protedlisis del represor LexA, conduciendo a la

desrepresion de los genes SOS.

Una de las consecuencias fenotipicas caracteristicas de la
respuesta SOS inducida por MMC es el alargamiento celular. La
proteina inducible por SOS, SulA (o SfiA) inhibe la proteina FtsZ, que
es necesaria para constituir el anillo Z contractil en el sitio del futuro
septo, y la subsiguiente division bacteriana (545-547). La prevencién
de la citocinesis permitiria la reparaciéon del ADN antes de que la célula

se divida. La respuesta SOS inducida por MMC también puede inhibir

239



la divisién celular por un mecanismo dependiente de LexA pero
independiente de SulA, cuando la via dependiente de Sfi esta

inoperativa (548).

En general, la respuesta de elongacién inducida por MMC
relacionada con SOS requiere una activacién transcripcional a corto
plazo y la consiguiente traduccién ribosomal. De este modo, la
inhibicién de la sintesis de proteinas prevendria alguno de los
resultados de la inducciéon de la respuesta SOS. En este estudio,
valoramos la capacidad de la evaluacién del alargamiento celular
ligado a la respuesta SOS inducida por MMC, como un indicador
rapido y simple de sensibilidad o resistencia a antibiéticos inhibidores
de la sintesis de proteinas, gentamicina, tobramicina, y tigeciclina, en

infecciones por patégenos Gram-negativos altamente relevantes.

2. Material y métodos

2.1. Cepas bacterianas y determinacion de la

concentracion minima inhibitoria

Se recogieron aislados clinicos de E. coli, K. pneumoniae,
A. baumannii'y P. aeruginosa en el Hospital Universitario de A Corufia
entre los afios 2001 y 2015. Se estudiaron en torno a 100 cepas por
especie para cada uno de los siguientes antibidticos: gentamicina,
tobramicina y tigeciclina. La tigeciclina no se evalué en P. aeruginosa
debido a su resistencia intrinseca. Este antibiotico en E. coli, se estudi6
solo en 22 aislados, ya que no se encontraron cepas resistentes al
mismo. Las CMIs se determinaron mediante microdilucion

automatizada (MicroScan Walkaway, Siemens) y fueron corroboradas
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por Etest (AB Biodisk, Biomerieux) siguiendo las instrucciones del
fabricante, con la sensibilidad definida por los criterios del (CLSI)

(478).
2.2. Induccién de la elongacioén celular

Se inocularon 2 ml de medio de cultivo liquido Mueller-Hinton
con bacterias cultivadas en placas en medio sélido, y se incubaron a
37 °C durante 90 min. Luego, se diluyeron a una DOgw de 0,1 en medio
Mueller-Hinton y se incubaron a 37 °C en tubos de 200 ul con MMC
durante 120 min en un volumen final de 30 pl. Para establecer la
concentracion minima de MMC que posiblemente induce el
alargamiento celular sin pérdida significativa de células, se incubaron
dos cepas de cada una de las especies con 11 dosis crecientes en un
rango de 0 a 200 ng/ml para E. coli, K. pneumoniae y A. baumannii y de
0 a 50 pg/ml para P. aeruginosa. Para evaluar la longitud celular, se
utiliz6 un protocolo descrito previamente. A modo de resumen,
después de la incubacién con MMC, las bacterias se diluyeron a una
concentracion de 1x107 microorganismos/ml en medio liquido
Mueller-Hinton, se incluyeron en un fino microgel de agarosa sobre un
portaobjetos, se deshidrataron con concentraciones crecientes de
etanol, se dejaron secar, se tifieron con el fluorocromo SYBR Gold, y se
examinaron bajo microscopia de fluorescencia. El protocolo antes
mencionado da lugar a imagenes nitidas y sin fondo que genere

confusién, permitiendo una evaluacioén fiable de la longitud celular.
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2.3. Determinacion de resistencias mediante la

elongacion celular

El antibidtico se afiadi6 al cultivo 15 min antes de la
incorporacion del tratamiento de MMC y se mantuvo en incubacién
durante 2 h més. Tras la incubacién, las bacterias se procesaron para
evaluar la longitud celular, como se describié anteriormente. Se
procesaron siempre de manera simultdnea cultivos control: sin
antibiético ni MMC, con solo antibidtico y solo con MMC. Los
controles sin antibiético ni MMC y con solo antibiético proporcionaron
la longitud celular basal de cada cepa especifica. El cultivo con MMC
estableci6 el tamafio del alargamiento. El cultivo con el antibiético
co-incubado con MMC revela si hay o no prevenciéon del alargamiento

celular inducido por MMC.

Se establecié empiricamente la relacién entre la prevencién del
alargamiento celular inducido por MMC vy la concentracién de los
puntos de corte del CLSI de los antibitticos; para ello se proces6é un
subgrupo de cepas comprendiendo un amplio rango de CMlIs,
incluyendo cepas sensibles, intermedias y resistentes, expuestas a
dosis crecientes del antibiético. Las concentraciones de los puntos de
corte del CLSI de tigeciclina no estan establecidas para A. baumannii,
por lo que en clinica se utilizan los mismos puntos de corte que para
Enterobacteriaceae. Se utilizaron varias cepas con CMIs proximas a los
puntos de corte de sensibilidad y resistencia. Se determinaron las
concentraciones de antibiéticos que suprimen el alargamiento celular
inducido por la MMC en las cepas sensibles, pero no en las cepas

resistentes e intermedias. Se consider6 que se suprime el alargamiento
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inducido por la MMC cuando el tamafio bacteriano no es

significativamente diferente del control sin tratamiento.

La concentracién de los antibidticos se optimizé de tal manera
que una cepa clasificada como sensible siguiendo los criterios del CLSI
debe mostrar abolicion del alargamiento celular después de ser
incubada con la concentracién mds baja de antibittico, establecida
como dosis de corte de sensibilidad cuando se usa el pardmetro de
supresion del alargamiento. Una cepa no-sensible no deberia
manifestar eliminacion de la elongacién inducida por MMC con
ninguna de las concentraciones de antibiético de las dosis de corte

establecidas.

Una vez implementadas las concentraciones de los puntos de
corte para el criterio de supresién de la elongacién que correlacionan
con los puntos de corte de sensibilidad del CLSI para cada antibiotico
y bacteria, se procesaron a ciegas los aislados clinicos recogidos. Para
cada uno, se establecieron cuatro cultivos, como se indico
anteriormente: (1) un cultivo control sin antibiético ni MMC, (2) un
cultivo control con la dosis del antibiético establecida como punto de
corte, (3) un cultivo con tan solo MMC, y (4) un cultivo con el

antibiético y MMC.
2.4. Analisis de datos

Las imagenes se capturaron con una camara Apogee KX32 ME,
y el analisis de imagen fue llevado a cabo utilizando el software Visilog
5.1 (Noesis, Gifsur Yvette, Francia), midiendo 100 células por ensayo.

Los datos fueron analizados mediante SPSS Statistics 21 para Windows
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(IBM). Para la comparacion entre grupos se utilizé el test t. La

significacion estadistica se definié como p<0,05.

Las curvas ROC se construyeron con los resultados obtenidos
durante el ensayo de validacion. Los valores del area bajo la curva
indican la habilidad global de clasificacién del test. Los indices de
validacién se estimaron usando el paquete de software Epidat 3.1
(Conselleria de Sanidade, Xunta de Galicia, Espafia y Panamerican

Health Organization, Washington, DC).

3. Resultados

3.1. Elongacion bacteriana inducida por MMC

Se expusieron cultivos en crecimiento exponencial a
concentraciones crecientes de MMC durante 120 min (figura 29). El
tamafio de las células bacterianas fue heterogéneo en todas las dosis.
La medida de la longitud celular en E. coli y K. pneumoniae evidencio
un aumento progresivo en la longitud media hasta 0,5-1 pg/ml
seguido de un decrecimiento progresivo. La concentracién celular fue
disminuyendo progresivamente desde 1 ng/ml en ambas especies. De
esta manera se seleccioné la concentraciéon de 0,5 pg/ml de MMC para
los siguientes experimentos con antibiéticos, ya que es la dosis minima
que proporciona el mayor alargamiento, aumentando la longitud
media respecto al basal entre tres y cuatro veces en ambas especies,

manteniendo a su vez el nimero de células.

244



E. coli

. pneumoniae

K.

P. aeruginosa

A. baumannii

™ s
o
8 o
& &1
s o
51 H 51 » R
= . 8
€
34 N 24 o
E 3
) 8 ) g
£ o . 53
.
7, 8 e . k3 - .
‘R EEEREEE fhgd
o o]
0 0102 05 1 2 5 10 25 50 100 200 0 0102505 1 2 5 10 25 50 100 200
Dosis MMC (ugiml) Dosis MMC (ug/mi)
. o
o
&1 o 3
o
o
o
- 38 - o
H [ 7 o
3 . 3 i
o
24 . ° o 2
5 s |8 :
2
7 + i
o o
— T T T T T T ————T— T T— 77—
0 0102 05 1 5 10 25 50 100 200 0 01 025 05 1 5 10 25 50 100 200
Dosis MMC (ug/ml) Dosis MMC (ug/ml)
357 N 351
o
3.0 301 °
o
25 251 °
£ £
E B}
3 T
2200 2 2207
@ ° @
c 2 c
5 5
3 3
151 + * * 151
1.0 101
051 051
o S M S e s T T T T T T T
0 0025005 01 025 05 1 2 5 10 25 50 0 0025005 01 025 05 1 2 5 10 25 50
Dosis MMC (ugimi) Dosis MMC (ug/mi)
51 307
o
o o
P
4 251 o
°
- o o °
Eaf o
E ° E201 ° °
] b T 8 ]
57 515
* * c
Ly i + 1.0 *
o 05
S e . A S e —_— —_—
0 0102 05 1 5 10 25 50 100 200 0 01 025 05 1 5 10 25 50 100 200
Dosis MMC (pg/ml) Dosis MMC (ugimi)

245




Figura 29. Dosis-respuesta del alargamiento celular inducido por MMC en dos cepas
de Escherichia coli (primera linea), Klebsiella pneumoniae (segunda linea), Pseudomonas
aeruginosa (tercera linea) y Acinetobacter baumannii (Gltima linea). Las dosis de MMC se
expresan en pg/ml (eje horizontal). La longitud celular bacteriana estd en pm (eje
vertical). Los datos se muestran en un diagrama de cajas y bigotes. La linea horizontal
de la caja corresponde con la mediana, la linea inferior de la caja es el primer cuartil,
la linea superior de la caja es el tercer cuartil y los bigotes (el final de las lineas
verticales) son los datos con valores maximos y minimos. Los puntos fuera de las cajas

representan los valores atipicos.

3.2. Determinacion de resistencias empleando la

elongacion celular

La base del proceso para discriminar cepas sensibles de
no-sensibles se ilustra en la figura 30. Dos cepas de E. coli, una sensible
a gentamicina (S, CML: 1 pg/ml) y otra resistente a la misma
(R, CML: 32 pg/ml) se incubaron con: 4 ng/ml de gentamicina (punto
de corte de sensibilidad del CLSI) 135 min, 0,5 mg/1 de MMC 120 min,
y 135 min con gentamicina junto con MMC durante los dltimos 120
min. La gentamicina sola no modificé la longitud celular basal (basal-S:
1,10+0,25 pm; basal-R: 1,16+0,23 pm; gentamicina-S: 1,12+0,18 um;
gentamicina-R: 1,23+0,22 pm; mediatds). El tratamiento con MMC
indujo un alargamiento celular significativo (MMC-S: 4,21+1,41 um;
MMC-R: 3,98+1,21 pm). La incubacién con gentamicina seguida de
MMC suprimié el alargamiento celular en la cepa sensible
(gentamicina+MMC-S: 1,13+0,21 um), pero no previno el alargamiento

en la cepa resistente (gentamicina+MMC-R: 4,02+1,23 um).
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Figura 30. Cepas de E. coli sensible (izquierda, CMI: 1 pg/ml) y resistente (derecha;
CMI: 32 pg/ml) a gentamicina. (a, b) Control sin antibiético. (¢, d) Incubadas con
gentamicina 4 pg/ml. (e, f) Tratadas con MMC 0,5 pug/ml. (g, h) Incubadas con
gentamicina y MMC. La MMC induce alargamiento celular (e, f). La gentamicina
previene el alargamiento celular inducido por MMC en la cepa sensible (g) pero no en

la cepa resistente (h).
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La figura 31 muestra una dosis respuesta de la supresién del
alargamiento celular inducido por MMC empleando concentraciones
crecientes de gentamicina, en un rango de 0,25 a 16 pg/ml, en cuatro
cepas de E. coli con CMIs crecientes (1, 4, 8, y 32 pg/ml). Segun los
criterios del CLSI, la primera cepa es sensible; la segunda estd en el
punto de corte de sensibilidad; la tercera tiene resistencia intermedia;
y la dltima se clasifica como resistente. No se apreciaron diferencias en
la longitud celular entre las distintas concentraciones de gentamicina
en los cultivos bacterianos que fueron incubados solo con el
antibiético. Por ello, para mayor claridad, se muestra el resultado de

una Unica dosis de gentamicina.

En E. coli, tras aplicar una dosis de gentamicina de 0,5XCMI se
evidenci6 de manera general una clara supresiéon parcial del
alargamiento celular inducido por MMC. Esta supresion fue absoluta,
es decir, no hubo diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la longitud del control, cuando la concentracién de
gentamicina era similar a la CMI en cepas sensibles y 2XCMI en el resto
de las cepas. Aparentemente la dosis de gentamicina que puede
discriminar cepas sensibles de no-sensibles basandose en el criterio de
prevencion del alargamiento celular inducido por MMC podria ser
similar al punto de corte de sensibilidad indicado por el CLSI, basado

en el criterio de inhibicién del crecimiento celular (4 pg/ml).

Se incubaron también con las mismas dosis de gentamicina
cuatro cepas de P. aeruginosa (CMls: 1, 4, 6, y 256 pg/ml) (figura 31).
Siguiendo los criterios del CLS], la primera cepa es sensible; la segunda
estd en el punto de corte de sensibilidad; la tercera es intermedia; y la

altima es resistente. P. aeruginosa mostré una sensibilidad mas alta a la
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gentamicina para la prevencién del alargamiento inducido por MMC.
La supresiéon total del alargamiento fue conseguida por
concentraciones del antibidtico cercanas a 0,5XCMI. Las dosis de
gentamicina empleadas nunca modificaron el alargamiento inducido
por MMC en la cepa resistente. Utilizando una concentracion similar a
la CMI se podria estar asignando incorrectamente algunas cepas
no-sensibles como sensibles, atendiendo a los criterios del CLSI. Como
consecuencia de estos resultados, la concentracion del punto de corte
que diferencia cepas sensibles de no-sensibles por medio del criterio
de prevencién del alargamiento celular inducido por MMC, se
estimaria en 2 pg/ml, la cual correlacionaria con el punto de corte del

CLSI de 4 pg/ml basado en la inhibicién del crecimiento celular.

Tras varios ensayos de dosis-respuesta similares a los expuestos,
se establecieron para el método basado en la supresion del
alargamiento inducido por MMC, las concentraciones de los puntos de
corte de gentamicina, tobramicina y tigeciclina, que discriminan cepas
sensibles de no-sensibles segtun la guia del CLSI. Estas dosis fueron
similares o inferiores a los correspondientes puntos de corte de
sensibilidad de CLSI, excepto para tobramicina en E. coli y
P. aeruginosa, que requirieron la utilizacion de una dosis

correspondiente al doble del punto de corte del CLSI (tabla 3).
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Figura 31. Medida de la longitud celular (um) en cepas de E. coli (izquierda) y

P. aeruginosa (derecha) con diferentes CMIs para gentamicina. La primera fila se
corresponde con las cepas sensibles (Sa), ambas con CMI 1 pg/ml; la segunda fila
muestra cepas en el limite de sensibilidad (Sb), ambas con CMI 4 pg/ml; la tercera
fila se corresponde con cepas intermedias (I), con CMI 8 pg/ml para E. coli y 6 pg/ml
para P. aeruginosa; y la tltima fila corresponde a las cepas resistentes (R), con CMI 32
pg/mly 256 ng/ml para E. coli y P. aeruginosa, respectivamente. Cada cepa muestra
la longitud celular (eje vertical) medida en pm, de izquierda a derecha (eje
horizontal), cultivos control (C), cultivos incubados con gentamicina (G), 0,5 ng/ml
de MMC, y con dosis crecientes de gentamicina (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; y 16 pg/ml) junto
con 0,5 pg/ml de MMC (G+M). Los cultivos incubados con las distintas
concentraciones de gentamicina sola, no muestran diferencias significativas en la
longitud celular, asi que, con la intencién de clarificar, solo se ha incluido una (G).
Los datos se representan en diagramas de cajas y bigotes. La linea horizontal de la
caja indica la mediana, la linea mas baja de la caja es el primer cuartil, la linea
superior de la caja es el tercer cuartil, y los bigotes (la terminacién de las lineas
verticales) son los valores maximo y minimo. Los valores atipicos se representan

como puntos fuera de la caja.

3.3. Ensayo de validacion

La tabla 3 resume los resultados obtenidos tras procesar a ciegas
los aislados clinicos y comparar los datos con los antibiogramas
estandar. La tigeciclina no se evalu6 en P. aeruginosa dado que esta
especie posee resistencia intrinseca. Debido a la falta de cepas
resistentes a tigeciclina, slo se estudiaron 22 aislados en E. coli, donde
todos fueron correctamente identificados como sensibles. La AUC en
el analisis ROC mostré una discriminacién practicamente absoluta de
las cepas no-sensibles utilizando las concentraciones de antibiético
identificadas como dosis de corte. La sensibilidad fue del 100% y la
especificidad entre el 96% y el 100%. S6lo se encontré una cepa falso

positivo de no-sensibilidad para tobramicina y otra para tigeciclina en
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K. pneumoniae. P. aeruginosa también revelé un falso positivo para
gentamicina y tobramicina. En A. baumannii se encontraron dos falsos
positivos para gentamicina y para tobramicina. Los falsos positivos de
resistencia no son de por si muy relevantes y todos poseen CMIs
proximas a la concentracion del punto de corte de sensibilidad. Los
falsos negativos de resistencia son més peligrosos, pero solo se detect6
uno para tigeciclina en A. baumannii, con una CMI de 2 ng/ml, es decir,

en el punto de corte de Enterobacteraceae.
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Tabla 3. Estudio de validez analitica para el ensayo de la prevencion del alargamiento
celular inducido por mitomicina C para la deteccion de resistencia a los antibi6ticos
inhibidores de la sintesis de proteinas, en comparacién con los antibiogramas estandar
y los criterios del CLSI, en aislados clinicos de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa 'y Acinetobacter baumannii.

Clasificacion Dosis Sensibilidad Especificidad AUC
Antibidtico CLSI (ug/ml) (%) (%) IC 95%;
s NS HE IC 95% IC 95% p<0,0001
Gentamicina 25 73 4 100 100 1
(n=98) (98,0-100) (99,3-100) (1,00-1,00)
S Tobramicina 67 34 3 100 100 1
s (n=101) (98,5-100) (99,3-100) (1,00 - 1,00)
Tigeciclina
(n=22) 22 0 1 -
Gentamicina 100 100 1
)
-g (n=104) 70 34 4 (98,5-100) (99,3-100) (1,00-1,00)
S
€ Tobramicina 100 98,2 0,99
§ (n=100) >6 a4 4 (98,9-100) (93,9-100) (0,97 -1,00)
Q. . ..
. Tigeciclina 100 98,8 0,99
x
(n=101) 82 19 0,25 (97,4-100) (95,8-100) (0,98 -1,00)
8 Gentamicina 100 98,6 0,99
o 72 29 2
£  (n=101) (98,3-100) (95,2-100) (0,98 - 1,00)
>
S
§ Tobramicina . . 100 98,7 0,99
Q  (n=102) (98,1-100) (95,5-100) (0,98 - 1,00)
Gentamicina 44 63 1 100 95,5 0,98
:E (n=107) (99,2-100) (88,2-100) (0,94 -1,00)
8 Tobramicina 100 96 0,98
§ n=115) 0 % 4 595.100) (89,6-100) (0,95-1,00)
Q
:  Tigeciclina 96,9 100 0,98
< ’ ’
(n=107) > 32 009 593 100) (99,3-100) (0,94-1,00)

4. Discusion

En un trabajo previo, demostramos que la respuesta litica

inducida por una breve incubacién con lisozima en Enterococcus faecalis

o una mezcla de Triton X-100, lisozima y EDTA en Streptococcus
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pneumoniae estaba regulada por la sintesis de proteinas (549). Cuando
las bacterias se incuban previamente con un antibiético inhibidor de la
sintesis de proteinas, la respuesta litica se suprime en gran medida en
las cepas sensibles, donde se ha inhibido la sintesis de proteinas en los
ribosomas. Sin embargo, la respuesta litica se anul6 en menor medida
en las cepas resistentes, donde no ha sido efectiva la inhibicién de la
sintesis de proteinas por el antibidtico. Se demostr6 que es un test
eficiente para la detecciéon rapida de resistencia a antibiéticos que

inhiben las sintesis de proteinas en ambos patégenos Gram-positivos.

En el presente estudio, se pretende establecer un método rapido
para la determinacién de resistencia a antibiéticos que inhiben la
sintesis de proteinas en patdégenos Gram-negativos de relevancia
clinica como E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa y A. baumannii. La
estrategia consistié en identificar una respuesta bacteriana que sea facil
de reconocer, influenciada por la sintesis de proteinas a corto plazo. De
forma cléasica, tras un tratamiento con MMC se observa alargamiento
celular (550), consecuencia de la induccién de la respuesta SOS. De
hecho, dada su eficacia, la MMC se utiliza habitualmente como control
positivo en experimentos relacionados con respuesta SOS, incluyendo

el efecto de alargamiento celular (551, 552).

En el caso especifico de A. baumannii, aunque la proteina
represora Lex A parece estar ausente, se induce una respuesta tipo SOS
dependiente de recA como consecuencia del dafio en el ADN (553).
Quiza esta peculiaridad esté en parte relacionada con la necesidad de
incubar A. baumannii con concentraciones de MMC mas altas que las
otras especies para lograr wun alargamiento significativo.

Curiosamente, un estudio reciente sugiere que el tratamiento con
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MMC daria lugar a una gran masa de nucleoide sin segregar localizada
en el centro de la célula, la cual podria bloquear la construccién del
anillo Z en E. coli, y que este resultado podria ser independiente de la
respuesta SOS (554). Aun asi, este efecto se describié tras una
concentraciéon de 2 pg/ml de MMC, superior a los 0,5 pg/ml

empleados en nuestro estudio.

En este trabajo demostramos que el efecto de elongacion celular,
una consecuencia del alargamiento bacteriano inducido por MMC, es
dependiente de la sintesis de proteinas. La incubacién con dosis de
MMC demasiado altas evita el crecimiento celular en comparacién con
un cultivo sin este agente. Ademas, estas células que estan expuestas a
una concentraciéon excesiva de MMC no pueden alargarse; asi que, se
debe establecer la dosis 6ptima de MMC que da lugar a un
alargamiento celular significativo pero que también mantenga un
numero adecuado de células. Por consiguiente, se optimiz6, para cada
antibiético inhibidor de la sintesis de proteinas, en cada especie
bacteriana, un ensayo de supresién del alargamiento celular inducido
por MMC. La inhibicion efectiva de la sintesis de proteinas por el
antibidtico previene la elongacion celular inducida por MMC en las
cepas sensibles. Dicho de otro modo, el antibiético no suprime el
alargamiento provocado por la MMC en las cepas resistentes, en las
que la que la sintesis de proteinas no resulta inhibida por al antibiético.
Este estudio evidencia que la ausencia de prevencion de la elongacion
celular inducida por MMC, permite una rapida identificacién de cepas
que son resistentes a los antibiéticos inhibidores de la sintesis de

proteinas en patégenos Gram-negativos.
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La MMC es un agente muy util para desencadenar la respuesta
SOS, y no encontramos ningun aislado clinico que no se alargue tras el
tratamiento con MMC. Es posible que ciertas cepas mutantes en la
respuesta SOS inducida por MMC, impedida en distintos niveles de la
misma, no puedan ser evaluadas utilizando este protocolo. Pese a ello,
el objetivo principal del test es aplicarlo a cepas clinicas, y hasta donde
sabemos, estos mutantes aparecen principalmente en cepas de
laboratorio. Los mutantes espontaneos con una respuesta SOS de
proteccién contra el estrés abolida, serian menos viables en un entorno
natural cambiante y su virulencia podria verse afectada (543, 544). No
es previsible una resistencia natural a la MMC, pero en tal caso,

podrian evaluarse inductores de la respuesta SOS alternativos.

El ensayo se valido para los antibiéticos inhibidores de la sintesis
de proteinas que se emplean de manera més frecuente para estas cepas
Gram-negativas en nuestra area. Aunque todos los antibioticos
ensayados en este estudio actian sobre la subunidad ribosomal
pequenia 30S, existen algunas diferencias. Gentamicina y trobamicina
son aminoglucésidos, que se unen principalmente a nucleétidos
especificos en la hélice H-44 o sitio A del ARNTr 16S de la subunidad
ribosomal pequefia 30S (555). Esta union secuencia-especifica causa un
error de lectura de los codones del ARNm por parte del ARNt, asi
como una inhibicién de la traslocacion del peptidil-ARNTt del sitio A al

sitio P (556).

Los aminoglucésidos también pueden interactuar con la hélice
69 en el ARNr 23S de la subunidad ribosémica grande 50S, impidiendo
la disociacién y la nueva unién de las subunidades ribosémicas (557).

Pueden existir particularidades dependiendo del tipo de
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aminoglucésido, ya que su afinidad esta relacionada con el ntimero de
puentes de hidrégeno que establecen con el ARN diana (558). La
tigeciclina es una glicilciclina que también se une al ARNr 16S de la
subunidad 30S de los ribosomas, pero bloquea la entrada del
aminoacil-ARNt, deteniendo la elongacion de la cadena peptidica
(659). En general, independientemente del proceso, la sintesis de
proteinas ribosémicas se ve comprometida por los diferentes
antibiéticos, lo que influye en la respuesta SOS y en el consiguiente

alargamiento celular.

Este ensayo es bastante simple y fiable, obteniéndose los
resultados en 2 h y 45 min cuando trabajamos con cultivos en
crecimiento exponencial. Si no estd en fase exponencial, el aislado se
debe cultivar en medio liquido Mueller-Hinton durante 90 min. Este
ensayo es exclusivamente morfo-funcional, por lo que no requiere el
conocimiento previo del mecanismo, los genes, las mutaciones o las
proteinas responsables de la resistencia, al contrario que en el caso del
uso de la PCR, microarrays, o procesos basados en espectrometria de
masas. El test rdpido proporciona, con celeridad, informacién
relevante sobre la sensibilidad o no al antibiético. Este es la
informacion practica que los clinicos necesitan para prescribir, o no, o
cambiar, o no, el antibiético. Los niveles intermedios de resistencia se
considerarian dentro de la categoria de no-sensibles, siendo mas

recomendable utilizar otros antibi6ticos, si es posible.

El ensayo se podria extender y optimizar a otros
microorganismos con la capacidad de cambiar su morfologia como
resultado de la induccién de la respuesta SOS o similar a la misma.

Ademads, la monitorizacion de la morfologia celular puede ser
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facilmente automatizable ya que las medidas de longitud forman parte
de muchas rutinas bésicas de analisis de imagen o incluso mediante
citometria de flujo o microfluidica, reduciendo el tiempo de trabajo. No
es estrictamente necesario disponer de un software para medir la
longitud celular. Bajo las condiciones técnicas optimas previamente
establecidas, los cambios en la longitud celular son muy llamativos y
una inspeccién visual rapida y simple del portaobjetos, permite
establecer claramente si hay o no una variacion respecto a los controles.
El analisis de imagen solo ayudaria a cuantificar la longitud con
exactitud. Aunque la prueba se podria realizar en muestras biol6gicas
directas incubando con un rango de dosis de los diferentes antibiéticos,
un ensayo riguroso requiere que los patégenos se aislen e identifiquen
primero. Esto es debido a que la dosis del punto de corte 6ptima puede
ser distinta para las diferentes especies y antibiéticos, de modo similar
a lo que ocurre en los antibiogramas estdandar. Ademads, el
procesamiento simultaneo de cepas control de referencia, susceptibles
y resistentes, de la correspondiente especie bacteriana, conjuntamente

con la muestra clinica, mejora la confianza del ensayo.

El ensayo de prevencién de la elongacion inducida por MMC
tiene un potencial valor clinico, ya que la identificacién rapida de cepas
resistentes puede evitar fallos en los tratamientos y disminuir los
costes de la atencion sanitaria. Ademas, el ensayo del presente trabajo
puede ayudar a prevenir la diseminacién de patdgenos resistentes
peligrosos por mal uso de los antibiéticos y contribuir a preservar los

medicamentos antibacterianos de tltima opcién.
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Conclusiones






De los resultados obtenidos en los diferentes trabajos que componen

esta tesis, podemos obtener las siguientes conclusiones:

Deteccion rdpida de sensibilidad/resistencia a quinolonas,
antibioticos que inducen roturas en el ADN, en bacterias

Gram-negativas.

1. Tras la incubacién con la quinolona, las bacterias incluidas en
un microgel sobre un portaobjetos son lisadas, liberando el
nucleoide, el cual se visualiza con microscopia de fluorescencia.
Cada bacteria individual de las cepas sensibles muestra un halo
de difusién de fragmentos del nucleoide, mientras que este se
mantiene intacto en las bacterias de cepas resistentes. Este
ensayo de integridad del ADN (fragmentacién o no del
nucleoide) alcanza précticamente el 100% de sensibilidad y

especificidad, en 40 minutos.

Deteccion rdpida de sensibilidad/resistencia a antibidticos que

inhiben la sintesis del peptidoglicano.

2. Se puso a punto una modificaciéon del ensayo de difusion del
nucleoide descrito previamente, empleando una solucién de
lisis adaptada, que solo es efectiva si la pared bacteriana ha sido
afectada por el antibiético. Las bacterias de las cepas sensibles,
con paredes debilitadas, seran afectadas por la solucién de lisis
y liberaran su nucleoide. En las cepas resistentes, las paredes se
encontrardn inalteradas y las células no se lisardn; mantendran
su morfologia. Se corresponde a un ensayo de integridad de la

pared (liberacién o no del nucleoide).
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Diferenciacién rdpida de cepas sensibles Yy resistentes en

A. baumannii a ciprofloxacino (fluoroquinolona) y a meropenem

(B-lactamico carbapenémico).

3.

El ensayo de integridad del ADN y el de integridad de la pared
permiten la deteccién de cepas resistentes a ciprofloxacino y a
meropenem respectivamente, con una sensibilidad y

especificidad total o casi total, en 3 horas y 20 minutos.

Determinacién rdpida de resistencia a colistina en A. baumannii.

4.

La colistina es un antibiético de dltima opcién que actta sobre
la membrana plasmética. A pesar de que sus dianas no son ni
el ADN ni la pared, estos se dafian secundariamente, en una

fraccion de la poblacién bacteriana.

Tras incubar con 0,5 pg/ml de colistina, en el ensayo de
integridad del ADN, un valor igual o inferior al 8,5% de células
con el ADN fragmentado, identifica cepas resistentes con una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 90%. En el ensayo
de integridad de la pared, un valor igual o inferior al 11% de
células que liberan el nucleoide identifica cepas resistentes con
una sensibilidad del 100% y una especificidad del 96%. Los
resultados de ambos ensayos se obtienen en 3 horas y

30 minutos.
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Deteccion ripida de resistencia a ceftazidima (B-lactdmico

cefalosporina) en A. baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa.

6.

La ceftazidima induce un aumento de la longitud celular en las
cepas sensibles, lo cual no ocurre en las resistentes. La dosis de
corte empleada para discriminar cepas sensibles, intermedias y
resistentes, es inferior al punto de corte del CLSI, dado que la
elongaciéon es significativa a concentraciones del antibiético
subinhibitorias de proliferacion. Dicha dosis es especifica de

cada patégeno.

La simple evaluacién del pardmetro morfolégico -elongacion
celular- permite la determinacion de resistencia a ceftazidima,
en 1h 15 min, con sensibilidad 82,3%-100% y especificidad
97,2%-100%, dependiendo de la especie estudiada.

Evaluacion rdpida de la resistencia a antibiéticos inhibidores de la

sintesis de proteinas en bacterias Gram-positivas (E. faecalis y

S. pneumoniae).

8.

La incubacion de E. faecalis con 1 mg/ml de lisozima, 10
minutos a 37 °C, y de S. pneumoniae con 0,05% de Tritén-X-100,
2 mg/ml de lisozima y 25 mM de EDTA (TLE), 5 minutos a
37 °C, seguido de la inclusion en microgel e incubacién con una
soluciéon de lisis desencadena una respuesta litica en una
fracciéon celular identificable mediante dispersion local de
ADN. Dicha autolisis es una respuesta inmediata dependiente

de la sintesis de proteinas, puesto que puede ser prevenida por
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10.

11.

la accién de un antibiético inhibidor de la sintesis proteica,
reduciendo significativamente la proporcién de células lisadas.
En las cepas resistentes, la sintesis proteica no resulta afectada
por lo que no se previene la respuesta litica y la fracciéon de
células lisadas apenas se modifica con respecto al control sin

antibioético.

La incubacién, previa al tratamiento de induccién litica, de
E. faecalis durante 75 min con 0,5 pg/ml de eritromicina o
4 png/ml de doxiciclina, permite discriminar cepas sensibles de
resistentes, cuando la reduccién del porcentaje de células
lisadas es igual o superior al 35,6% para eritromicina y 40,4%
para doxiciclina, con una sensibilidad del 98,3% y 93,9% y una

especificidad de 92% y 95,9% respectivamente.

La incubacién, previa al tratamiento de induccién de lisis, en
S. pneumoniae durante 60 min con 0,5 pg/ml de azitromicina,
0,25 png/ml de eritromicina o 0,25 pg/ml de doxiciclina,
permite discriminar cepas sensibles de las resistentes, cuando
la reduccién del porcentaje de células lisadas es igual o superior
al 20%, con una sensibilidad del 100%, 94,7% y 100% y una
especificidad de 100%, 93,8% y 91,7 % respectivamente.

La reduccién de la respuesta litica permite discriminar cepas

sensibles y resistentes a antibiéticos inhibidores de la sintesis

de proteinas, en E. faecalis y S. pneumoniae en 1,5-2 horas.
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Evaluacion rdapida de la resistencia a antibioticos inhibidores de la

sintesis de proteinas en bacterias Gram-negativas (E. coli,

K. pneumoniae, P. aeruginosa y A. baumannii).

12.

13.

14.

15.

La incubacién con MMC durante 120 minutos, provoca un
alargamiento celular dosis- y especie-dependientes, en relacion
con la respuesta SOS tras el dafio del ADN, en cepas de E. coli,
K. pneumoniae, P. aeruginosa y A. baumannii. Este efecto de
elongacioén es dependiente de la sintesis de proteinas, ya que
puede ser prevenido por la accién de un antibiético inhibidor
de la sintesis proteica. En las cepas resistentes, la no afectacion
de la sintesis de proteinas hace que apenas se pueda impedir el

alargamiento inducido por la MMC.

La incubacion previa a MMC, con 4 pug/ml de gentamicina u
8 ng/ml de tobramicina, permiten la identificacién de cepas de
E. coli resistentes a ambos antibiéticos con una sensibilidad y

especificidad del 100%.

La incubacién con 4 pg/ml de gentamicina o tobramicina, o con
0,25 pg/ml de tigeciclina, previamente a MMC, posibilita la
discriminacién de cepas resistentes a estos antibidticos en
K. pneumoniae, con una sensibilidad del 100% y una

especificidad del 100%, 98,2% y 98,8%, respectivamente.

La incubaciéon de cepas de P. aeruginosa con 2 pug/ml de
gentamicina u 8 pg/ml de tobramicina, previa a MMC, permite

identificar cepas resistentes a ambos antibiéticos con una
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16.

17.

sensibilidad del 100% y una especificidad del 98,6% y 98,7 %,

respectivamente.

El tratamiento previo a la incubacién con MMC, con 1 pg/ml
de gentamicina, 4 pg/ml de tobramicina o 0,09 pug/ml de
tigeciclina, en A. baumannii, permite discernir cepas resistentes
con una sensibilidad del 100% para gentamicina y tobramicina
y del 96,9% en tigeciclina; y una especificidad de 95,5%, 96% y

100%, respectivamente.

El ensayo de prevencién del alargamiento celular inducido por

MMC permite obtener resultados en 2 horas y 45 minutos.
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