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1. INTRODUCCION

A mediados del siglo XX se pensaba que las enfermedades infecciosas
disminuirian su incidencia y dejarian de ser un problema serio para la salud del
hombre, sin embargo, la realidad se encargd de mostrar que la lucha contra los
microorganismos productores de enfermedades estaba lejos de ser ganada y que,
en el vaivén dialéctico de la relacion entre el ser humano y los microorganismos,
estos nos iban a dar nuevas sorpresas. Si bien es cierto que el descubrimiento de
la penicilina por Alexander Fleming ha permitido salvar millones de vidas en todo
el mundo, también implico el inicio de un gigantesco "experimento” de intervencion
genética en los seres vivos mas abundantes del planeta: las bacterias,
desarrollandose una verdadera supervivencia de las especies mas aptas, las

especies resistentes. (Hart, 2001)

Desde 1945, Fleming prevé los riesgos potenciales ligados a la utilizacion de los
antibiéticos. Temia que su utilizacibn a gran escala seleccionara bacterias
resistentes; en su laboratorio, observo que bacterias sensibles a la penicilina al
comienzo del experimento conseguian multiplicarse en presencia de
concentraciones crecientes del antibiético. Constatdé que las bacterias sensibles
habian sido destruidas y las bacterias resistentes se habian multiplicado sin limite.
(Torres, 2012)

Ya en el afio 1947 se comenzé a detectar resistencia a la estreptomicina entre los
tuberculosos, el 80% recayeron a los tres meses debido a la formacion de bacilos

resistentes a la estreptomicina. (Embid, 2005).

Para la década de 1950, con la aparicion de una gama importante de
antimicrobianos, se pensaba que todas las infecciones bacterianas serian
tratables con éxito. Poco tiempo después el mundo se vio obligado a abandonar

esa idea, debido a la aparicion de resistencias a antibioticos de patdgenos tales



como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis. (Becerra, 2009)

En los 80 se demostré que los enterococos podian adquirir una resistencia a
antibioticos como los aminoglucésidos (entre los que se encuentra la vancomicina,
uno de los mas potentes). Mas tarde se detecto resistencia a la ampicilina y la lista
fue creciendo. Se constaté también que numerosas cepas son resistentes a
moléculas que han sido muy utilizadas, pero que han dejado de emplearse en
razon de su toxicidad, como por ejemplo el cloranfenicol y sus derivados. Un
trabajo publicado en el New England Journal of Medicine y realizado por los
equipos de los profesores Patrice Courvalin y Jean-Yves Riou (del Instituto
Pasteur de Paris) describié 12 cepas diferentes de bacterias altamente resistentes
al cloranfenicol, observadas en 1987 y 1997. (Embid, 2005)

Ya en el afio 2001, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) apuntaba hacia el
aspecto global de la resistencia a los antimicrobianos, definiéndolo como un
problema complejo, impulsado por multiples factores que exigia la busqueda de
respuestas multisectoriales. Parece que todas estas alertas no tuvieron los efectos
esperados y sigue siendo una cuestion de apremiante actualidad. En el afio 2011,
la OMS seleccioné la lucha contra la resistencia a los antimicrobianos como el
tema del Dia Mundial de la Salud y destacé la necesidad de establecer una
estrategia comun y coordinada y de buscar las causas relacionadas con la
emergencia y extraordinaria diseminacion de bacterias multirresistentes. En el afio
2012, se publico el documento “The evolving threat of antimicrobial resistance:
options for action”, que plantea de nuevo la apremiante necesidad de abordar este
tema. (Hart, 2001)

Por todo lo anterior, el alarmante incremento de la resistencia bacteriana a los
antibioticos es, sin duda, uno de los mayores problemas actuales de salud publica
ya que estos compuestos constituyen una de las principales herramientas para

controlar y tratar las infecciones bacterianas, tanto en medicina humana como en



veterinaria. Los investigadores, sociedades cientificas y autoridades sanitarias han
alertado sobre las graves consecuencias de este problema y han coincidido en la
necesidad de analizar en profundidad este fenomeno de la resistencia.
(Torres, 2012)

Por lo que en este trabajo, se evalud la posible existencia de bacterias cultivables
multirresistentes a antibidticos en piel sana de 10 adolescentes asintomaticos de
la Ciudad de México de entre las edades de 13 y 15 afios, escogiéndose 5 zonas
del cuerpo, cubriendo las zonas humedas, secas y grasosas: pliegue alar (A,
grasosa), ombligo (B, humeda), palma de la mano cerca del mefique (C, seca),

fosa poplitea (D, himeda) y conducto auricular externo (E, grasosa).

Se observo que la especie Staphylococcus coagulasa positivo fue la que se

presentd en un 72.2%, seguida de Staphylococcus sp. con un 9.3 % vy

Streptococcus sp. se presento en un 4.2% entre las Gram positivas.

En relacion a las Gram negativas, la especie Pseudomonas aeruginosa se

presentd en un 9.4 %, seguida de Escherichia coli con un 3.8% y Enterobacter

aerogenes con un 1.1%.

Cabe sefialar que el género femenino fue el que presenté mayor porcentaje de
multirresistencia bacteriana como se ha reportado en la literatura (Segre, 2006).
Estos resultados son de interés y de suma importancia, debido a que en un
estudio anterior realizado en este mismo laboratorio, pero con nifios de edad
preescolar, se obtuvieron resultados similares, ya que se encontraron las mismas

bacterias multirresistentes, a excepciéon de Escherichia coli y Enterobacter

aerogenes. Esto podria causar un potencial problema de salud publica, porque se
observa que la multirresistencia bacteriana va en aumento y se corre el riesgo de
gue los individuos en edades posteriores, tengan que recurrir a dosis cercanas a la

toxica, para poder controlar posibles enfermedades e infecciones bacterianas.



2. GENERALIDADES

Desde su introduccion como farmacos hace unos sesenta afios, los agentes
guimioterapéuticos antimicrobianos, incluyendo antibidticos, algunos naturales y
otros semisintéticos, y otros agentes sintéticos como las sulfonamidas y las
quinolonas, han jugado un papel esencial, junto con medidas preventivas como la
vacunacion, en la disminucion de la morbilidad y la mortalidad causadas por las
enfermedades infecciosas. Sin embargo, el amplio uso, mal uso y abuso de los
antibioticos, no solamente en el tratamiento y la prevencion de infecciones
bacterianas en el ser humano, sino también en medicina veterinaria, como
promotores de crecimiento en la producciéon animal y en agricultura, han ejercido
una inmensa presion de seleccion para el surgimiento y la diseminacion de los

mecanismos de resistencia entre diversas poblaciones bacterianas. (Garcia, 2001)

La utilizacion inadecuada e irracional de los antibioticos es frecuente en la practica
médica y constituye uno de los factores mas importantes en la generacion y la
seleccion de resistencia bacteriana. La magnitud del problema es tal que en el afio
2000, The Pharmaceutical Research and Manufacturers of America (E.U.A.)
comunicO que se encontraban en desarrollo 137 nuevos antibioticos, 19 de ellos

directamente focalizados en microorganismos multirresistentes. (Hart, 2001)

Como consecuencia de la infeccion por un patdgeno resistente a multiples
antibioticos, el paciente prolonga su estadia en el hospital, exige con frecuencia
técnicas complejas de diagnostico y, debido a que existen mayores posibilidades
de falla terapéutica, requiere antibidticos mas caros y aumenta su riesgo de
muerte. Por lo tanto la resistencia bacteriana a los antibidticos no debe ser

considerada sélo en términos médicos sino también econdmicos. (Jasovich, 2003)



En el ambito hospitalario 68 a 87% de los pacientes reciben antibidticos, en mas
del 50% de los casos de manera inapropiada. La mayoria de estos casos
corresponden a tratamientos empiricos realizados en instituciones donde
documentar microbiolégicamente las infecciones no es una practica rutinaria. En
las unidades quirdrgicas 40 a 50% de los pacientes reciben antibidticos
innecesariamente. Asimismo, las profilaxis quirdrgicas son frecuentemente
inapropiadas tanto en la eleccion de los antibidticos como en su duracion.
(Garcia, 2001)

La emergencia de bacterias resistentes a los antibioticos ha ido paralela a la
incorporacion de los mismos al arsenal terapéutico. La industria farmacéutica fue
modificando la estructura quimica de las moléculas de antibiéticos ya conocidos y
buscé, asimismo, nuevos antibiéticos que fuesen esquivando los mecanismos de
resistencia adquiridos por las bacterias. Sin embargo, aunque estas nuevas
moléculas fueron eficaces durante unos afos, las bacterias desarrollaban nuevos
mecanismos que incluian la resistencia a estos nuevos antibidticos. Ha existido
durante décadas una verdadera batalla entre los investigadores y la industria
farmacéutica en su deseo de buscar nuevas moléculas activas frente a las

bacterias. Esta “batalla” la han ganado casi siempre las bacterias. (Torres, 2012)



2.1 ANTIBIOTICOS

Los antibioticos son compuestos naturales o sintéticos, con actividad inhibitoria o
bactericida especifica frente a las bacterias. Los antibidticos son productos del
metabolismo secundario de diversos microorganismos del suelo que participan en
procesos ecoldgicos de competencia por nichos nutricionales y representan un

ejemplo de diferenciacion y especializacion microbiana. (Garcia, 2001)

Los antibiéticos han sido uno de los mayores descubrimientos en medicina, tal es
asi que su aparicion ha marcado dos etapas bien definidas en la medicina; era
preantibiotica y era posterior a la aparicion de los antibiéticos. Millones de
pacientes sobrevivientes a la sepsis marcan la principal diferencia entre estas nos
etapas, no cabe duda que ningun otro medicamento ha salvado tantas vidas en el
planeta. Basta decir que las sulfas descubiertas en Alemania en 1935 y la
aplicacion de la penicilina en Inglaterra en 1940, jugaron un papel preponderante
en la segunda guerra mundial en lo que se refiere a mortalidad bélica. (Maguifia,
2006)

El uso de los antibioticos es requerido para el tratamiento, control y prevencion de
las enfermedades infecciosas de humanos y animales. Estos compuestos se
emplean con estos fines principalmente en medicina humana y en veterinaria, pero

se utilizan también, aunque en menor medida, en ganaderia. (Torres, 2012)

Aunque los datos de consumo de antibidticos no estdn suficientemente
documentados, se considera que, en la actualidad, aproximadamente la mitad de
los mismos se consumen en medicina humana y la otra mitad en veterinaria,
contribuyendo en ambos casos de una manera importante a la seleccion de
bacterias resistentes a estos compuestos. Desde un punto de vista practico una
bacteria es sensible a un antibi6tico, cuando el antibiético es eficaz frente a ella 'y
podemos esperar la curacion de la infeccidn; por el contrario es resistente cuando
su crecimiento solo puede ser inhibido a concentraciones superiores a las que el

farmaco puede alcanzar en el lugar de la infeccion. (Embid, 2005)

6



/ m<su/ euellepeq epulsisel ap 0||0l1ese(
6961
eulabn- Y AY¥3 euiPPeNR)- Y (eupiwodanss)
£002 9861 8961 SOPISOINHOU|We- Y
ANYS seuojpunboson| - y 0JX|pijeu al
2002 1853 ope-Y SepIW RUOJINS-
£861 9961 wél
eupiwoyd
! _v._ou”_v.” Hwy WYYS (eupiwonye) (euypruad)
Vogr | TERAde) esewRe| B g eIy SOPIODRWY | sonwmoerewq-y
1661 )
f \r \( 1861 / —8_\/ £561 or61

< el el e e e
( (Promuy) .38.830/\ Ss_uceiv\ AE_SE&,J\ JSepILIRUOJNS
JSeuoulplozexo 7961 0561 SONWPR-LR Y sE61
0002 1¥61
SePIWLsOdU|) SopYone W
(euwoydep) ¥961 7561 sopisoanpouIuy
150pAdydod) ) sopndadody9 e
£007 Jwudopwy | 9561
8961 (seupodsoyejad)
(eunprabn) p— SONWPDR|- G
SRUPDID T s sv6l
9002
/|\ +SAHOZepIunonIN LJueinjoniN
6561 61
[0oRRjuRIO| )

\ 661 )

SOJNOIGIIUR 3P SEI|IWR) SeAINUIP UODINPOJIU|

FDA hasta 2003. (Embid, 2005)

Figural. Introduccién en el arsenal terapéutico de las distintas familias de

antibiéticos (se incluyen también los antimicrobianos de naturaleza sintética

marcados con un asterisco) y emergencia de resistencia. Asimismo se indican las

fechas de deteccion de mecanismos de resistencia de especial relevancia clinica



2.1.1 ANTIBIOTICOS OCULTOS EN LOS ALIMENTOS

Durante mucho tiempo, los antibidticos también se han empleado como
promotores del crecimiento de animales, especialmente para el engorde de aves y

de cerdos.

Desde los afios 50 los antibidticos son utilizados como aditivos alimentarios en la
ganaderia industrial para promover el crecimiento de los animales y tratar o
prevenir las enfermedades en aumento. Estas enfermedades estan ligadas a las
condiciones de concentracién carcelaria que la agricultura industrial impone a los

animales. (Torres, 2012)

Los antibidticos y los otros agentes antimicrobianos son utilizados en cantidades
enormes en el mundo entero para la produccién de alimentos de origen animal

destinados al consumo humano.

Cada afio se producen cientos de millones de toneladas de carne. Las bacterias
farmacorresistentes y otros microorganismos son transmitidos al consumidor a
través de la cadena alimenticia y corren el riesgo de provocar enfermedades o de

transferir su resistencia a los agentes patégenos humanos.

Las bacterias que resisten a los antibidticos utilizados en el animal circulan entre
los animales y el hombre especialmente por medio de alimentos contaminados. En
ciertos casos, las bacterias en cuestion resisten también a los antibidticos
utilizados en el hombre. (Embid, 2005)
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2.1.2 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS

Para conseguir destruir o inhibir a los microorganismos, los antibidticos deben
atravesar la barrera superficial de la bacteria y después fijarse sobre su sitio
blanco, es decir, sobre alguna de las estructuras o mecanismos bioquimicos que

le son necesarios para multiplicarse o para sobrevivir.

Los mecanismos de accion de los antibidticos son diversos y a veces multiples,
pero todos operan en alguno de los siguientes puntos: impidiendo la sintesis de
acidos nucleicos, de proteinas o de la pared celular o bien alterando la membrana
celular de la bacteria sobre la que actdan. Asi los antibibticos intervienen en
moléculas de procesos bioldgicos esenciales de las bacterias, por ejemplo: la ADN
girasa en la replicacion del ADN, la ARN polimerasa en la sintesis del ARN, los
ribosomas en la sintesis de proteinas y las transpeptidasas en la sintesis del
peptidoglucano que conforma la pared celular. Los antibidticos actian en
diferentes niveles, las quinolonas inhiben la replicacion del ADN, la rifampicina
suprime la sintesis de ARN y los aminoglucésidos, macrélidos, tetraciclinas y
cloranfenicol anulan la sintesis de las proteinas. El grupo de los antibiéticos [3-
lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos) inhibe la sintesis de la
pared celular. (Sanchez, 2007)

La mayoria de los antibiéticos comercializados o en fase avanzada de desarrollo
clinico actuan inhibiendo procesos metabdlicos vitales para las bacterias,
relacionados con la sintesis de la pared, las proteinas y los &cidos nucleicos, o
determinan la desestructuracion de las membranas lipidicas que las separan del
entorno. El conocimiento del mecanismo de accion de los antibidticos ayuda a
predecir el tipo de actividad antibacteriana, la posibilidad de sinergia y, en cierta

medida, los efectos toxicos eventuales.
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La erradicacién microbiologica se correlaciona con parametros farmacodindmicos
precisos Yy, segun el tipo de antibiético, depende del tiempo que la concentracion
sérica del farmaco excede la concentracién minima inhibitoria (CMI) o bien del
cociente entre la concentracién sérica maxima y la CMI (actividad dependiente de

la concentracion). (Martinez, 2006)
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Figura 3. Clasificacion de los antibidticos segun su mecanismo de accién
(Martinez, 2006)



2.2 USO ADECUADO Y RACIONAL DE LOS ANTIBIOTICOS

Un primer problema con su uso fue la aparicion de reacciones adversas entre
leves a severas, posteriormente se ha sumado la aparicion cada vez mas

frecuente de bacterias resistentes y multirresistentes.

La aparicion de estas bacterias conlleva a un alto costo para los sistemas de
salud. Por ejemplo, en los Estados Unidos de América se ha calculado en més de
7 mil millones de doélares anuales, por lo que ha sido clasificado como un riesgo de
seguridad nacional. En el caso de los paises en vias de desarrollo, el gasto del
presupuesto en salud en antibidticos es en un promedio de 35% debido a la
creciente resistencia antibiética y el mal uso que se le da en los centros de salud;
esto incrementa el problema de la resistencia (ademas de la facilidad de conseguir
los medicamentos sin receta médica y la venta de medicamentos de dudosa
procedencia). (Castillo, 2006)

Entre los problemas que enfrenta el médico, existen tres importantes:

» Desconocimiento y falta de confianza. Al no tener la seguridad diagnostica,
prefiere usar algun antibiotico por dos razones principales: para no perder la
confianza del paciente (el paciente percibe que es tratado con un
medicamento) y por la presion médico-legal de no caer en negligencia
médica.

» Presion del mercado. Dada por la inseguridad y el desconocimiento; la
situacioén actual obliga, a veces, a medicar de méas, para no perder el
‘cliente’ (el paciente),

> Presion del paciente. En estos tiempos el paciente tiene un mayor acceso a
la informacion (internet, medios informativos) y exige, muchas veces, ser

tratado con los medicamentos que él ve y/o lee. (Maguifia, 2006)
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Existen otros problemas de tipo cultural, social, religioso, etc que también influyen
positiva 0 negativamente en la terapia racional de los medicamentos. El antibidtico
ideal es el que resulta mas eficaz, menos toxico, retarda el surgimiento de cepas
resistentes, es de menor costo y de mas facil administracion. Obviamente, no
existe. Pero las caracteristicas de eficacia, toxicidad y costo son consideraciones

basicas en la eleccidon del farmaco. (Castillo, 2006)

Utilizar un antibiético de manera racional significa relacionar correctamente el

agente etiologico de la infeccion con el farmaco que se elige. (Jasovich, 2003)

Los antibiéticos sélo deben utilizarse, con finalidad terapéutica, cuando existe la
sospecha clinica y/o microbiolégica de infeccion. La dificultad de su utilizacién
radica en diferenciar entre sepsis (infeccion) y respuesta inflamatoria sistémica,
gue puede ser debida a otras causas no infecciosas (traumatismo, poliartritis,
pancreatitis, hemorragia, entre otras) y que, inicialmente cursan con la misma
expresividad clinica, es decir solo deben emplearse cuando son necesarios,
sobretodo en el medio extrahospitalario y cumplir adecuadamente las
prescripciones médicas en dosis y tiempo. Esto requiere del estudio previo de la
prevalencia por areas de las distintas infecciones y de los habitos y costumbres de

la prescripcién médica y las caracteristicas de los pacientes. (Hart, 2001)

En la mayoria de las instituciones, las unidades hospitalarias destinadas a la
asistencia de los pacientes criticos constituyen las areas de mayor utilizacion de
antibioticos y el principal reservorio de patdogenos multirresistentes; es logico
entonces que las nuevas estrategias propuestas para optimizar el uso de

antibidticos estén focalizadas alli. (Alvarez, 2000)
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2.2.1 RECOMENDACIONES EN LA UTILIZACION DE ANTIBIOT ICOS

Entre las primeras recomendaciones dirigidas a meédicos y farmacéuticos esta,
educar al personal médico encargado de la prescripcion de antibioticos respecto a
la importancia del uso adecuado de los mismos, ademas de fomentar el uso de
guias de buenas practicas asi como desarrollar cursos de adiestramiento y
actualizaciones sobre diagndstico y tratamiento de las enfermedades infecciosas e
incluso sobre los aspecto farmacoldgicos de las distintas familias de antibidticos;
clasificacion, espectro, mecanismos de accion, efectos adversos, dosis e

intervalos de dosis y duracion de tratamiento. (Maguifia, 2006)

Otra recomendacion relevante va dirigida a la poblacion; educar a los pacientes y
a la comunidad sobre la importancia del uso adecuado de antibiéticos y su
repercusion sobre la resistencia bacteriana. La presion del paciente y/o sus
familiares es uno de los factores implicados en el uso inadecuado de los
antibioticos, unido a esto, ensefar a los pacientes medidas sencillas que pueden
evitar la trasmision de las infecciones y de cepas de bacterias resistentes, como
es el lavado de manos frecuente y la higiene de los alimentos. Sumado a estos
ensefar a los pacientes que existen otras opciones para aliviar los sintomas, que
la gran mayoria de las infecciones comunitarias son virales, sobre los cuales los
antibioticos no tienen efecto, que fiebre no es igual a infeccion bacteriana y mucho
menos a antibidticos, ademéas de promover la no automedicacién sin previa

consulta facultativa. (Garcia, 2001)

En las recomendaciones a hospitales sobresalen; la creacibn de comités
terapéuticos, los cuales promoveran la creacion de protocolos de antibioticos y
seran responsables de su revision y control, incluso podra limitar la prescripcion y
uso de determinados antibidticos previa discusion en el comité de expertos.
Ademas las instituciones deberan crear programas de control de infecciones

nosocomiales. (Jasovich, 2003)
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Otra recomendacion local y nacional es la vigilancia de la aparicion de cepas
resistentes y su extension, eso va contemplado en los mapas microbiologicos de
las instituciones y en los laboratorios de referencia nacional. La misma vigilancia
se debe aplicar en la agricultura, en la aparicion de cepas resistente en animales
de consumo humano, provocadas sobre todo por la utilizacion de antibioticos para
engorde animal. Pueden ser trasmitidas al hombre, tanto en la manipulacion y cria
como en el consumo de su carne. (Garcia, 2001)

La dltima recomendacion es la incorporacién en el programa de estudio de
formacion médica el tema de la resistencia bacteriana y el uso adecuado de los
antibioticos. Abordar esta temética desde la etapa de formacion traera
paralelamente grandes beneficios, sobre todo si se asocia a una sélida formacion
en el manejo de los antibidticos y sus caracteristicas farmacocinéticas y

farmacodindmicas. (Torres, 2012)

2.2.2 CONSECUENCIAS DEL USO INCORRECTO DE LOS ANTIB IOTICOS

Una mala indicacion del antibidtico, o un mal cumplimiento de la prescripcion,

puede provocar:

Fracaso terapéutico.
Desarrollo de resistencia bacteriana.

Enmascaramiento de procesos infecciosos.

Y V VY V

Cronificacion: la falta de erradicacion de un nimero suficiente de bacterias

dard lugar a la persistencia de algunas que mantienen su grado de

patogenicidad sin ocasionar manifestaciones agudas.

» Recidiva: las cepas supervivientes, sean resistentes o sensibles, inician una
nueva proliferacion que provocara una recaida o una reinfeccion.

» Efectos adversos debidos a la accion del medicamento. La toxicidad de

algunos antibioticos es potencialmente grave y su uso es inaceptable si el

paciente no necesitaba el farmaco. (Pérez, 1998)
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2.3 RESISTENCIA BACTERIANA

Desde hace algunos afios estamos inmersos en el problema de la resistencia de
las bacterias a los antibioticos. Esto comenz6 pronto, pues al poco tiempo de
introducirse la penicilina se detectaron cepas de Staphylococcus aureus
resistentes. En la década de 1950, ya habia cepas resistentes de Shigella sp, para
las que eran inutiles sulfamidas, tetraciclinas, estreptomicina y cloranfenicol.
(Gobernado, 2003)

En la actualidad hay mas de veinte especies bacterianas habituales entre
nosotros, cuya resistencia a los antibioticos tiene un impacto negativo en la salud
humana. Un 90% de Staphylococcus aureus son ahora resistentes a la penicilina,
pero ademas un 15% a 35% son también resistentes a meticilina y se ha

observado la aparicion de cepas con resistencia total a la vancomicina.

Desde las primeras cepas de Streptococcus pneumoniae con baja sensibilidad a la
penicilina descritas en 1977 y con multirresistencia en 1986, hemos llegado a un
40% de cepas no sensibles; hecho acompafiado ademas, de resistencia en mayor
o0 menor grado a macrolidos, cefalosporinas y quinolonas, y la presencia de cepas

tolerantes a la vancomicina. (Torres, 2012)

De otras bacterias, preocupa Escherichia coli, uno de los patdgenos mas comunes
en el ser humano, causante de infecciones urinarias, intestinales,
intraabdominales, bacteremias y otras. Ha adquirido resistencia a diversos
antibidticos; la mitad de las cepas son resistentes a ampicilina y clotrimazol, un
20% a las fluoroquinolonas, un 15% a amoxicilina-acido clavulanico y un

porcentaje menor a las cefalosporinas de tercera generacion. (Garza, 2009)
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La resistencia bacteriana es la capacidad que tiene la bacteria de sobrevivir en
presencia de un antibidtico y representa una ventaja para expandir su nicho
ecologico y posibilitar su proliferacion, ya sea en nosocomios o en el ambiente.
Esto reduce las opciones terapéuticas, lo que repercute directamente en el éxito
de la terapia antimicrobiana para combatir las infecciones secundarias producidas
por estos patdogenos, ademéas de provocar elevados indices de morbilidad,

mortalidad y costos hospitalarios. (Jasovich, 2003)

La resistencia bacteriana impone perdidas incalculables tanto en vidas humanas
como en dinero, ademas de poner en peligro la eficacia de multiples programas de
salud. Hoy es reconocido que el uso inadecuado y desmedido de los antibiéticos
es la piedra angular del fenbmeno de la creciente multirresistencia bacteriana,
fendbmeno que va dejando a los médicos de asistencia cada vez con menos

arsenal terapéutico frente a las infecciones.

En septiembre del 2001 la OMS presentd la primera estrategia global para
combatir la aparicion y desarrollo de la resistencia bacteriana, haciendo un
lamado a todos los que de una forma u otra participan en el proceso de
produccion, comercializacion y consumo de antibidticos; medicina humana,

veterinaria, agricultura, consumidores. (Maguifia, 2006)

En la medida en que se usan los diferentes antibioticos se seleccionan bacterias
resistentes a multiples farmacos. El desarrollo de nuevas herramientas
moleculares de la gendmica y protedmica, como el PCR en tiempo real,
pirosecuenciacion de ADN, espectrometria de masas, microarreglos de ADN y
bioinformatica, permite conocer en forma mas estrecha la fisiologia y estructura de
las bacterias y los mecanismos de resistencia a los antibidticos. Estos estudios
hacen posible identificar nuevos blancos farmacolégicos y disefiar antibioticos
especificos para suministrar tratamientos mas certeros que combatan las

infecciones producidas por bacterias. (Garza, 2009)
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2.3.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA

Es evidente que los microorganismos productores de antibioticos también posean
mecanismos de resistencia a los mismos antibidticos que producen.
Paralelamente, en esta competencia dindmica, otros microorganismos han
desarrollado sus propios mecanismos de resistencia o los han adquirido

directamente de los microorganismos productores de antibioticos.

La capacidad de producir antibiéticos y los mecanismos de resistencia por parte
de los microorganismos son, entonces, el resultado de un intenso proceso
evolutivo ocurrido durante miles de millones de afios en la naturaleza. La
diseminacion de estos mecanismos de resistencia no conoce barreras

geogréficas, bioldgicas ni sociales. (Garcia, 2001)

La resistencia a antimicrobianos es un problema de salud puablica. Los
mecanismos pueden ser naturales o adaptativos. Los primeros pueden capacitar a
la bacteria para que produzca enzimas que destruyan al farmaco antibacteriano,
expresar sistemas expulsion que eviten que el farmaco alcance su blanco
intracelular, modificar el sitio blanco del antimicrobiano o generar una via

metabolica alterna que evite la accion del farmaco.

Las bacterias pueden ser resistentes intrinsecamente a uno 0 mas agentes
antimicrobianos, pueden adquirir la resistencia por mutaciones de novo o por
genes de resistencia de otros organismos, asi como por adaptaciones metabdlicas

al farmaco. (Becerra, 2009)
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Las bacterias son resistentes a los antibidticos debido a la expresion de diferentes
mecanismos de resistencia. Segun sean el grupo del antibidtico y la especie
bacteriana, estos mecanismos se pueden agrupar en cuatro: a) modificacion
guimica o hidrolisis del antibiético mediante la adenilacion, acetilacion,
fosforilacion o hidrdlisis (esta Ultima por B-lactamasas); b) modificacion del sitio
blanco, debido a mutaciones espontaneas ocurridas en los genes que codifican al
blanco de accion del antibiético, como la ARN polimerasa, el ARN ribosomal 16S,
las PBP (proteinas fijadoras de penicilina) y la ADN girasa; ¢) modificacion de la
permeabilidad de la membrana bacteriana debido a la sustitucion de las proteinas
de membrana externa (porinas) al modificar su calibre o polaridad interna; y d)
expulsion del antibiético debido a la sobreproduccién de bombas de expulsion que

impide el acceso del antibiotico al sitio blanco en la bacteria. (Garza, 2009)

2.3.1.1 RESISTENCIA NATURAL

La adquisicion de material genético por las bacterias susceptibles a
antimicrobianos de bacterias con resistencia ocurre a través de conjugacion que
implica un contacto fisico directo entre bacteria donante y bacteria receptora y por
lo cual el plasmido pasa de una a otra, transformacion por la cual una bacteria
llamada «competente» incorpora ADN desnudo, presente en el medio o
transduccién durante la cual el ADN es transportado por un bacteriéfago o con
transposones que a menudo facilitan la incorporacion de genes de resistencia
multiple al genoma o plasmido. El uso de agentes antimicrobianos también crea

una presion selectiva para el surgimiento de cepas resistentes. (Maguifia, 2006)

De los 3, el mas importante, por su frecuencia y por las consecuencias clinicas
gue ocasiona, es la conjugacion, que estd mediada por fragmentos de ADN
extracromosomico denominados plasmidos. Los plasmidos son moléculas de ADN
circular, que no se pueden replicar de forma autdbnoma pues requieren proteinas

de origen cromosémico para ello.
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No todos los plasmidos se pueden transferir de una bacteria a otra; los plasmidos
conjugativos (algunos de los cuales contienen genes de resistencia) si lo hacen
porque codifican proteinas que aseguran su paso desde bacterias que los
contienen a bacterias que carecen de ellos. En ocasiones, se movilizan también
plasmidos no conjugativos de resistencia, gracias a su capacidad para aprovechar
el proceso de transferencia puesto en marcha por otro plasmido conjugativo que
esté en la misma bacteria donante. Luego, los genes plasmidicos pueden
diseminarse a otros elementos genéticos o integrarse en el cromosoma

bacteriano, asegurando asi una mayor estabilidad. (Martinez, 2006)

Hay otros elementos genéticos moviles que también tienen importancia en la
adquisicion de genes de resistencia, de los que los mas relevantes son los
transposones y los integrones. Los transposones codifican una enzima
(transposasa) que les permite transferirse entre diferentes elementos del genoma
bacteriano. Algunos transposones son conjugativos y pueden transferirse entre
cromosomas de 2 bacterias distintas; son, sobre todo, importantes en enterococos
(resistencia a tetraciclinas y glucopéptidos) y en estreptococos. Los transposones
no conjugativos (implicados en la resistencia a macrolidos, glucopéptidos y
aminoglucdsidos en Gram positivos) pueden integrarse en plasmidos transferibles

y lograr también su diseminacion entre microorganismos. (Jasovich, 2003)

Mediante la transformacion, algunas bacterias captan moléculas de ADN de su
entorno y las incorporan a su genoma por recombinacion. Un ejemplo de
importancia es la aparicion de resistencia a penicilina en Streptococcus
pneumoniae por la recombinacion entre genes propios y genes de otras estirpes
de S. pneumoniae o incluso de otros Streptococcus, que codifican proteinas
fijadoras de penicilina (PBP) con menor afinidad que las PBP originales, asi se

forman lo que se denominan genes en mosaico.
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Los bacteriofagos pueden incorporan a su material genético fragmentos de ADN
procedentes de una bacteria que han colonizado previamente y cuando invaden
un nuevo huésped son capaces de transferirlo mediante el proceso de
transformacion. Algunas betalactamasas, como las de Staphylococcus aureus, se

diseminan mediante este mecanismo.
Cuando un microorganismo ha adquirido un gen de resistencia, éste puede

presentar mutaciones de igual forma a la descrita para el genoma bacteriano
original. (Garcia, 2001)

Tabla 1. Ejemplos de resistencia codificada por pla  smidos

Antimicrobiano Proteina Mecanismo Especies
B-lactamicos B-lactamasas Hidrdlisis del Gram negativos,
antimicrobiano Gram positivos
Aminoglucosidos Enzimas Acetilacion, Gram negativos,
modificadoras fosforilacion, Gram positivos
adenilacion
Quinolonas Familia Qnr Proteccién de las Enterobacterias
topoisomerasas de
clase Il
Glucopéptidos Mdltiples Alteracion del Enterococcus spp,
(ligasas...) peptidoglucano Otros Gram
positivos
Macrdlidos Metilasas Metilacion del Gram positivos
ARN ribosémico
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2.3.1.1.1 MODIFICACION QUIMICA O HIDROLISIS DEL ANT IBIOTICO POR
ENZIMAS

La bacteria produce enzimas que inactivan al antibiético; las mas importantes son
las betalactamasas y muchas bacterias son capaces de producirlas. En los Gram
positivos suelen ser plasmidicas, inducibles y extracelulares y en las Gram
negativas de origen plasmidico o por transposones, constitutivas y periplasmicas.
También hay enzimas modificantes de aminoglucosidos y aunque no es éste su
principal mecanismo de resistencia, también el cloranfenicol, las tetraciclinas y los

macrolidos pueden ser inactivados por enzimas. (Embid, 2005)

Escherichia coli produce la betalactamasa AmpC, codificada por un gen
cromosomico. La mayoria de las cepas producen la enzima en muy baja cantidad,
pero algunas mutaciones del promotor o del atenuador del gen blaAmpC causan
una hiperproduccion de trascendencia clinica. En Enterobacter spp., Citrobacter
freundii y algunas otras enterobacterias, en Pseudomonas aeruginosa y en otros
bacilos Gram negativos no fermentadores la AmpC se produce habitualmente en
gran cantidad, y ademas las mutaciones que conducen a su hiperproduccion son
tan frecuentes, que estas especies son naturalmente resistentes a muchos
betalactdmicos. De forma analoga, Klebsiella sp es resistente a penicilinas o
Proteus vulgaris lo es a cefalosporinas, porque de forma basal producen otro tipo

betalactamasas cromosomicas (de clase A). (Martinez, 2006)

El problema de mayor actualidad en relacion con la resistencia mediada por
betalactamasas son las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), capaces
de hidrolizar todos los betalactamicos de uso habitual salvo cefamicinas y
carbapenems. Se conocen varias familias de BLEE (TEM, SHV, CTXM). Las
cepas que producen estas enzimas se han aislado tradicionalmente en el hospital,
pero durante los Ultimos afios cada vez se reconocen con mas frecuencia en el
medio extrahospitalario (en particular cepas de E. coli, que producen enzimas
CTX-M).
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El mecanismo clinicamente mas relevante de resistencia a los aminoglucésidos,
son las enzimas modificadoras de aminoglucosidos, de las que se conocen 3
grandes grupos en funcion del tipo de reaccién quimica por la que modifican estos
antibioticos: N-acetilacion, O-nucleotidilacion y O-fosforilacion. Los genes
correspondientes con frecuencia forman parte de integrones y transposones, que

suelen estar movilizados por plasmidos. (Jasovich, 2003)

Una enzima determinada puede modificar varios compuestos y, a su vez, un
mismo aminoglucésido puede ser sustrato de varias enzimas. Ademas, una misma
bacteria puede expresar mas de una enzima, 0 asociar su expresién a otros

mecanismos de resistencia. (Martinez, 2006)
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2.3.1.1.2 MODIFICACION DEL SITIO BLANCO DE ACCION D EL ANTIBIOTICO

En este mecanismo la bacteria actia impidiendo o dificultando la accion del
antibiotico. Aqui podemos contemplar las alteraciones a nivel de la ADN girasa
(resistencia de quinolonas), del ARNr 23S (macroélidos) y de las enzimas PBPs
(proteinas fijadoras de penicilina) necesarias para la formacion de la pared celular

(resistencia a betalactamicos). (Embid, 2005)

Este mecanismo de resistencia se refiere a las modificaciones producidas en la
estructura o paso metabdlico sobre los que ejercen su accion, bien por incremento
de la concentracion de una sustancia competitiva, o por modificacion de las

diferentes estructuras bacterianas alternas.

Este mecanismo es utilizado principalmente por las bacterias Gram positivas, las
cuales generan cambios estructurales en los sitios de accidn de los antibidticos 3-
lactdmicos a nivel de las proteinas que unen penicilinas. Se modifican algunos
sitios especificos de la anatomia celular, como la pared celular, las subunidades
50s y 30s ribosomales, etc. De esta manera, la modificacion de enzimas
catalizadoras en la produccién de proteoglicanos celulares conferiran resistencia a

los B-lactamicos, dado que es esta enzima su sitio de accion. (Cordies, 1998)

La resistencia a las quinolonas de bacterias como Pseudomonas aeruginosa,
Citrobacter freundii, Escherichia coli y Staphylococcus aureus obedece a la
modificacion por mutacion de los genes Gyr A y Gyr B que codifican para las
topoisomerasas Il y IV. Caracteristicamente, las mutaciones mencionadas tienen

localizaciones cromosémicas y no en plasmidos. (Mella, 2009)
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2.3.1.1.3 MODIFICACION DE LA PERMEABILIDAD DE LA ME MBRANA

Las bacterias pueden sufrir mutaciones en las porinas de la pared que impiden la
entrada de ciertos antibioticos (betalactamicos) o alteran los sistemas de

transporte (aminoglucdsidos en los anaerobios). (Embid, 2005)

Muchos antimicrobianos son compuestos hidréfilos que atraviesan la membrana
de las bacterias Gram negativas a través de proteinas formadoras de poros (con
frecuencia inespecificos) denominadas porinas. Algunos antibidticos también son
capaces de penetrar directamente a través de la bicapa de lipopolisacarido y de

fosfolipidos de esta membrana. (Sanchez, 2007)

Las mutaciones en genes estructurales o reguladores que afectan la expresion de
porinas o de lipopolisacarido pueden producir una disminucion de la penetracion,
gue termina causando un cierto grado de resistencia inespecifica, que afecta a
compuestos de varias familias (betalactamicos, quinolonas, tetraciclinas). Un caso
particular es el que ocurre en Pseudomonas aeruginosa, donde la pérdida de una
porina especifica (OprD, utilizada para la penetracion de ciertos aminoacidos y

otros compuestos) ocasiona resistencia a los carbapenems.

Otro ejemplo de trastornos de la permeabilidad se relaciona con los
aminoglucosidos. El paso de estos compuestos a través de la membrana
citoplasmica es un proceso que depende del oxigeno, por lo que son inactivos
frente a bacterias anaerobias y poco activos frente a Streptococcus spp. Yy

Enterococcus spp. (Martinez, 2006)
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2.3.1.1.4 BOMBAS DE EXPULSION

Otro mecanismo de resistencia importante es evitar que el antibiotico se incorpore
a la célula bacteriana y que lo exporte activamente al medio extracelular, sin

permitir el alcance del farmaco a su sitio blanco. (Becerra, 2009)

Las bombas de expulsion de antimicrobianos son proteinas de la membrana
citoplasmica que consiguen eliminar al medio externo los antibiéticos que han
alcanzado el interior de la bacteria mediante un proceso activo (dependiente de
energia). (Martinez, 2006)

Los genes de las bombas de expulsién estan presentes en todos los organismos.
En las bacterias, los genes que codifican las bombas de expulsion se localizan en

el cromosoma y en los plasmidos. (Becerra, 2009)

En funcion de su estructura, se distinguen 5 grandes familias, habitualmente
denominadas por sus iniciales en inglés: MFS (major facilitatator superfamily),
SMR (small Multidrug resistance), RND (resistance-nodulation-division), MATE
(multidrug and toxin extrusion) y ABC (ATP-binding cassette). Las 4 primeras
familias adquieren energia de la fuerza motriz de protones, mientras que la ultima
lo hace a través de la hidrdlisis del ATP. En cada uno de estos grupos hay
decenas de proteinas diferentes. Hay bombas de corto espectro (las que eliminan
tetraciclinas), o capaces de expulsar una amplia variedad de compuestos,

llamadas por eso bombas de expulsién multifarmaco. (Martinez, 2006)
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Figura 4. Bombas de expulsion en bacterias Gram negativas. Estas poseen a las
familias RND, ABC y MFS, ademas de presentar componentes proteinicos

accesorios en la membrana externa, denominados TolC. (Becerra, 2009)

En bacterias Gram negativas, TolC puede funcionar como el conducto proteico
para las diferentes bombas de expulsiéon de la familia RND, también pueden

interactuar con transportadores MFS y la superfamilia ABC. (Martinez, 2006)



Algunos agentes antibacterianos no son utiles para el tratamiento de infecciones
por algunas bacterias Gram negativas, pues éstas tienen resistencia intrinseca a
estos agentes. Tal resistencia se atribuyo al principio a la baja permeabilidad de la
membrana bacteriana al farmaco, lo cual ya se ha reportado e indica que la
resistencia intrinseca de Pseudomonas aeruginosa a varios antibioticos se debe a

bombas de expulsion.

En los seres humanos, Pseudomonas aeruginosa causa varias infecciones
oportunistas, como en la piel y en tejido blando en pacientes con quemaduras, y
neumonia en individuos con fibrosis quistica. Pseudomonas aeruginosa posee
bombas de la familia RND MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-
OprN, cada una de las cuales puede exportar varios tipos de antibiéticos, como
cloranfenicol, fluoroquinolonas y tetraciclinas, aunque no todos los sistemas Mex
se expresan constitutivamente. Estas bombas de expulsion, ademas, exportan
otras sustancias, como acriflavina, bromuro de etidio y algunos solventes

organicos. (Garza, 2009)

Los perfiles de farmacos sustrato de las bombas de expulsién de Escherichia coli
AcrAB-TolC (familia RND) son los antibidticos cloranfenicol, fluoroquinolonas,
antibioticos lipofilicos, betalactamicos, acido nalidixico, novobiocina, rifampicina y
tetraciclina, asi como acriflavina, bromuro de etidio, sales biliares, acidos
carboxilicos de cadena corta, SDS, Tritdbn X-100 y triclosan. El sistema ACrAB-
Tolc encontrado en Salmonella sp. es muy similar a Escherichia coli y su sustrato
incluye los antibidticos cloranfenicol, quinolonas y tetraciclinas, asi como
acriflavina, bromuro de etidio, sales biliares, SDS, Triton X, cetrimida y triclosan.

Un solo organismo puede expresar mas de una familia de bombas de expulsion.
En el caso de Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, pueden expresar mas
de un tipo de bombas de expulsion de la familia RND, las cuales se expresan en
bacterias Gram negativas y se relacionan con multirresistencia clinicamente

significativa. (Sanchez, 2007)
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Algunas bombas de expulsion activa funcionan asociadas a otras proteinas
celulares y forman complejos proteicos funcionales. Las bombas RND de bacterias
Gram negativas se asocian a una proteina peripladsmica que, a su vez, las conecta
con otra proteina de la membrana externa, formadora de un conducto a través del
cual se expulsa al antimicrobiano. Con frecuencia, los 3 genes de las bombas
RND forman parte de un mismo operdén. El grado de resistencia causado
directamente por bombas de expulsion suele ser moderado, pero la expresion de
multiples bombas en una misma bacteria y su asociacion con otros mecanismos
de resistencia contribuyen a la trascendencia clinica de estos sistemas. (Garza,
2009)

CITOPLASMA
Superfamilia
ABC
Numerosos farmacos
Acriflavina MFS

Benzalkonium
Clohexidina
Pentamidina

Familia mate
Aminoglucécidos
Fluoroguinolonas

Farmacos catidnicos

Familia

SMR
Acriflavina

Benzakonium
Cetrimida

Figura 5. Representacion de las bombas de expulsion en bacterias
Gram positivas, estas poseen las bombas de las familias
ABC, MFS, MATE y SMR. (Becerra, 2009)



Entre las bacterias Gram positivas que expresan bombas de expulsion
clinicamente relevantes se encuentran Staphylococcus aureus y Streptococcus
pneumoniae. La sobreexpresion de bombas de expulsion NorA (familia MFS) en
Staphylococcus aureus confiere resistencia a cloranfenicol y fluoroquinolonas, asi
como pigmentos y biocidas, como cetrimida. De los antibioticos utilizados para el
tratamiento de Staphylococcus aureus susceptibles y resistentes a meticilina, s6lo

fluoroquinolonas y ciplofloxacino son sustratos de NorA.

Streptococcus pneumoniae causa neumonia, bronquitis y meningitis y algunas
infecciones pueden ser fatales en la poblacion joven. El tratamiento implica la
administracion de antibidticos betalactamicos, fluoroquinolonas o macrdlidos. La
bomba de expulsion PmrA (familia MFS) de Streptococcus pneumoniae exporta
fluoroquinolonas, ciplofloxacino y norfloxacino, asi como también el pigmento
acriflavina y bromuro de etidio. Ademas de las bombas de expulsion MFS,
Streptococcus pneumoniae expresa otras de la familia ABC, como Mel, y ambos
pueden conferir resistencia a macrélidos, problema de preocupacion mundial.
(Martinez, 2006)

Las bombas de expulsion son el mecanismo de sospecha de la resistencia
antimicrobiana cuando se incrementa la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
tres 0 mas antibidticos para una bacteria en particular, en comparacion con la CMI
de estos antibidticos frente a la cepa nativa. La CMI de estos agentes
antimicrobianos para la bomba de expulsion mutante puede ser de dos a ocho
veces mas alta que la CMI de estos agentes para la cepa susceptible. Cuando el
CMI se incrementa mas de 100 veces, por lo general se asocia con cualquier

expresion de enzimas que inactive agentes antimicrobianos. (Garza, 2009)
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2.3.1.2 RESISTENCIA ADAPTATIVA

En contraste con la resistencia natural que resulta de mutaciones de genes
propios de la bacteria o adquiridos de manera externa, la adaptativa es sobre todo
fenotipica, aunque algunos factores genéticos predisponen al microorganismo a
activar este mecanismo. (Becerra, 2009)

2.3.1.2.1 INDIFERENCIA AL FARMACO

Las bacterias que no se estan dividiendo no son eliminadas por los farmacos. Este
fendmeno, que Walsh McDermott denomind “indiferencia al farmaco”, no se limita

a la familia de antibiéticos betalactamicos.

Las bacterias que no se dividen, y/o no tienen suficientes nutrientes para un
metabolismo activo, son parcial o completamente resistentes a antibioticos

bactericidas.

Este efecto resistente no-replicante, en subpoblaciones genéticamente
susceptibles de bacterias a tratamiento con antibioticos, es particularmente bien
conocido para el tratamiento de infecciones con Mycobacterium tuberculosis. Esta
“latencia” es la razén primaria para la larga duracion del tratamiento contra
tuberculosis, lo que se conoce como “curso corto”. Las poblaciones residuales y
“latentes” de bacterias sin division pueden contribuir a recaidas tras la suspension
del tratamiento antibiotico para infecciones micobacterianas, estafilocécicas y
otras. (Garza, 2009)
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2.3.1.2.2 PERSISTENCIA

Es conocido que los antibidticos bactericidas no eliminan todas las bacterias aun

en crecimiento activo.

Conforme pasa el tiempo, el rango de eliminacion declina en fraccion sustancial de
la poblacion bacteriana que sobrevive al encuentro con ese farmaco. Este
fendmeno se denomina persistencia bacteriana, resistencia adaptativa o tolerancia

fenotipica.

La razdn por la cual la subpoblacion persistente puede sobrevivir a la exposicion
de antibioticos parece ser la misma condiciébn que la poblacién a la cual le es
indiferente el farmaco: las células bacterianas no estaban en replicacion al

momento de su exposicidon al farmaco.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar por qué deja de replicarse un

subconjunto de bacterias (SOS systems) y asi adopta el fenotipo de resistencia.
Otro mecanismo seria que, durante el curso de crecimiento, las poblaciones

bacterianas incluyen células en proceso de reparacion de su ADN y que no se

estan dividiendo, lo que generaria un fenotipo resistente. (Jasovich, 2003)
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2.3.1.2.3 BIOPELICULAS

Aunque los genes de resistencia y sus productos son los principales mecanismos
de resistencia a antibi6ticos existen otros menos explorados, como el relacionado

con la produccién de biopeliculas.

Las biopeliculas son agregados adherentes que se forman en superficies bioticas
0 abidticas. Se ha demostrado que las cepas que producen biopeliculas son
significativamente mas resistentes a antibidticos y agresores antimicrobianos,
incluso con respuesta del hospedero. Esta forma de crecimiento bacteriano
contiene células genéticamente sensibles, refractarias a muchos antibioticos, pero
no a todos. (Hart, 2001)

Se han propuesto tres mecanismos por los cuales las biopeliculas contribuyen a la
resistencia. Primero, se postulé que las células bacterianas encajadas en matrices
de polisacaridos que constituyen la biopelicula son menos accesibles a la difusién
del antibidtico. La segunda razén es que se trata de una forma de indiferencia el
farmaco a causa de los nutrientes y otros limitantes, pues muchas células
bacterianas dentro de la biopelicula no se replican ni metabolizan lo suficiente
para que el antibidtico funcione de manera eficaz. La tercera hipotesis, y
actualmente la mas apoyada, es que las bacterias dentro de las biopeliculas se
diferencian a estados refractarios a los antibiéticos; es decir, una combinacion de

indiferencia y persistencia, factores ya comentados.

Esto debe considerarse en el tratamiento. Por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa
produce biopeliculas donde los antibiéticos, como las fluoroquinolonas, penetran
mas facilmente en comparacion con los aminoglucésidos, pues éstos se unen a
polimeros como el alginato, ademés de considerar interacciones muy importantes,
como la de los aminoglucésidos como inductores de la formacion de biopeliculas
en cepas de Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, lo que exacerba la

resistencia. (Martinez, 2006)
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2.3.2 RESISTENCIA A LOS PRINCIPALES GRUPOS DE ANTIB IOTICOS

BETALACTAMICOS

La resistencia que desarrollan las bacterias frente a los betalactamicos representa
un grave problema, pues es probablemente el grupo de antibiéticos mas utilizado.
Las bacterias desarrollan al menos tres mecanismos para hacerse resistentes a
ellos, que son independientes entre si pero que pueden actuar sinérgicamente:
alteracion de las enzimas blanco (PBPs), alteracién de la membrana externa y

produccion de enzimas inactivantes (betalactamasas).

Las PBPs son necesarias para que la bacteria forme su pared celular, y los
antibidticos betalactamicos se fijan en estas enzimas impidiéndolo. Si la bacteria
modifica sus PBPs de modo que no fijen el antibidtico, se haré resistente; otros
mecanismos serian la hiperproduccion o la adquisicion de PBPs resistentes. La
resistencia a meticilina en estafilococos, a betalactamicos en neumococo y
enterococos y en algunas bacterias Gram negativas, pueden ser debidas a

alteraciones de PBPs.

La modificacion de la membrana externa, cuando es el Unico mecanismo
implicado no suele ser importante, pero si cuando se asocia a la producciéon de
betalactamasas, siendo especialmente decisiva en los Gram negativos, pues los
betalactdmicos entran a través de las porinas, que al modificarse o desaparecer

pueden causar resistencia.
La produccion de enzimas inactivantes, es sin duda el mecanismo mas importante

de los betalactamicos ya que la adquisicion de betalactamasas (plasmidicas o

cromosomicas), es la causa mas frecuente de resistencia.
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Las B-lactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo B-lactamico de los
antibioticos B-lactamicos y dan lugar a su inactivacion. Su clasificacion se basa en
sus propiedades bioquimicas, estructura molecular y secuencia de aminoacidos,
gue se agrupan en cuatro clases, A, B, C y D. Dentro de la clase A existen dos
familias principales de B-lactamasas denominadas TEM-1 (contraccion de
Temoniera, el nombre de un paciente de cuya bacteria resistente se aislo) y SHV-
1 (sulphydryl variable, una descripcién de propiedades bioquimicas de esta B-
lactamasa). Estas enzimas tienen la capacidad de hidrolizar sélo a penicilinas;
pero, en virtud del uso de las cefalosporinas, se han seleccionado bacterias que
contienen B-lactamasas mutadas en uno a tres residuos cercanos al sitio activo de
la enzima con la capacidad de reconocer e hidrolizar a estos nuevos sustratos.
Dichas enzimas se denominan [B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).
(Sanchez, 2007)

AMINOGLUCOSIDOS

La inactivacion enzimatica mediada por plasmidos representa el principal
mecanismo de resistencia en enterobacterias, estafilococos y enterococos, pero
existen otros mecanismos como alteraciones en la permeabilidad de la membrana
y/o mutaciones cromosomicas. Las bacterias anaerobias son resistentes de modo

natural por carecer de sistemas de transporte para captar a los aminoglucoésidos.

MACROLIDOS Y LINCOSAMIDAS

Estos grupos de antibidticos por ser hidrofébicos atraviesan facilmente la
membrana externa por lo que los bacilos Gram negativos presentan resistencia
natural, aunque modificaciones en las nuevas moléculas como azitromicina

parecen disminuir este hecho. (Martinez, 2006)
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QUINOLONAS

La resistencia esta relacionada con el blanco principal de accion, la topoisomerasa
Il o girasa y fundamentalmente en la subunidad A del ribosoma. No obstante cada
vez se da mas importancia a la presencia de mecanismos de expulsion que
impiden alcanzar concentraciones intracelulares de antibidtico suficientes o

dificultan el paso a través de la pared. (Sanchez, 2007)

TETRACICLINAS

Aunque existe resistencia por modificacion enzimatica codificada por
transposones, el mecanismo de resistencia mas importante en enterobacterias es
por expulsion activa y en Gram positivos y en algunos Gram negativos como
Neisseria, Haemophilus, Campylobacter y Bacteroides, por produccién de
proteinas citoplasmicas que impiden la unién de la molécula al ribosoma.
(Martinez, 2006)

CLORANFENICOL

La modificacion enzimatica (por codificacion plasmidica o cromosémica) es el
mecanismo de resistencia principal, aunque también se han detectado cambios en

la permeabilidad de la membrana externa. (Embid, 2005)
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2.3.3 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS ¢(PROBLE MA CLINICO O
TAMBIEN ECOLOGICO?

Desde mediados de la década de 1990, y muy especialmente en los ultimos afios,
los cientificos han comenzado a tomar conciencia sobre una nueva dimension del

problema de la resistencia a los antibioticos.

Como sabemos, la resistencia no afecta solo a las bacterias patdogenas de interés
clinico, que se aislan a partir de procesos infecciosos en el hombre y en los
animales, sino que afecta también a las bacterias comensales (no patdgenas), que
forman parte de la microbiota de humanos y animales (especialmente de la
intestinal) y de otros ecosistemas (alimentos, agua, suelo, etc) y que se ven
expuestas al uso masivo de los antibidticos en los distintos dmbitos. Ademas,
algunos mecanismos de resistencia altamente preocupantes podrian haber
surgido en ecosistemas naturales y, posteriormente, podrian haber pasado al

ambiente hospitalario. (Torres, 2012)

Existe un continuo flujo e intercambio de bacterias resistentes y de genes de
resistencia entre los diferentes ecosistemas (humano, animal, acuético, terrestre,
etc). Por otro lado, con mucha frecuencia, las personas y los animales viajan, a
veces a sitios muy lejanos, con lo que la posibilidad de intercambio de bacterias
resistentes y de genes de resistencia se amplifica enormemente. Estamos en un
mundo globalizado y la resistencia a los antibiéticos no escapa a este concepto.
Esto abre la posibilidad de aproximarse al estudio de la resistencia de los

antibioticos desde una nueva dimensién: la ecoldgica. (Jasovich, 2003)

Hace unos afos el interés de la comunidad cientifica se centraba basicamente en
la realizacion de programas de vigilancia de la resistencia a los antibioticos en
bacterias patdgenas aisladas en procesos infecciosos en humanos o animales,

pero en la actualidad, la situacion ha cambiado.
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Existe un enorme interés en el ambito internacional por la realizacion de
programas de vigilancia de la resistencia a los antibiéticos en bacterias tanto
patdgenas como comensales de los mas diversos ecosistemas (animal, humano,
alimentario, ambiente), con el objetivo de conocer de forma global el grado de
diseminacion de las bacterias resistentes y de los mecanismos de resistencia, y

asi poder predecir su evolucion y establecer estrategias para su control.

En estos programas de vigilancia es crucial seleccionar bacterias que estén muy
diseminadas en muchos ecosistemas y que puedan actuar tanto como
comensales como patogenas, para de este modo analizar la presion selectiva de
los antibidticos en los distintos ambientes. Las bacterias Escherichia coli y
Enterococcus sp. cumplen los requisitos anteriormente mencionados y ademas
son representantes de los dos grandes grupos de bacterias que conocemos, Gram
negativas y Gram positivas, respectivamente. Por ello, estos dos tipos de bacterias
son excelentes candidatos para los estudios de vigilancia, y son considerados

como bacterias “centinelas de la resistencia”. (Garcia, 2001)

Comunidades
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con alta capacidad de
transferencia de
genes

Clones bacterianos
epidémicosy con
facilidad de
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diferentes nichos:
hospital, comunidad,
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Plataformas genéticas
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movilizacién de genes
de resistencia:

integrones, plasmidos,
transposones....
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Figura 6. La resistencia a los antibioticos y la complejidad de factores implicados

en su emergencia, diseminacion y evolucion. (Jasovich, 2003)
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2.3.4 ESTRATEGIAS PARA ABORDAR EL PROBLEMA DE RESIS TENCIA A

LOS ANTIBIOTICOS

Ante el grave problema clinico originado por el alarmante incremento de la

resistencia a los antibidticos, ¢ qué estrategias se pueden llevar a cabo?.

1)

2)

3)

En primer lugar, es fundamental abordar la resistencia a los antibioticos
como un problema global, tanto por los ambitos profesionales que se ven
involucrados, como los nichos ecologicos que se ven afectados, como
también por su dispersion mundial. Por ello, se requiere un abordaje
multidisciplinario del problema, a escala internacional, que implique a los
responsables del uso de los antibidticos en medicina y veterinaria, las
autoridades sanitarias, los cientificos, la industria farmacéutica y los propios
pacientes. Por otro lado, cada vez es mas claro que en el tema de la
resistencia bacteriana a los antibiéticos no existen barreras, ni de especie,

ni de nicho, ni geograficas, por lo que el abordaje debe ser a nivel mundial.

Es necesario llevar a cabo Programas de Vigilancia de la resistencia a los
antibioticos en bacterias de origen humano y animal e incluso ambiental vy,
asimismo, controlar la diseminacion de clones bacterianos epidémicos que
puedan propagarse en diferentes nichos y que puedan tener implicaciones
en salud publica. El uso de las nuevas tecnologias de epidemiologia
molecular seran de gran utilidad en este campo. Por otro lado, extremar las
medidas de higiene en todos los ambitos es un aspecto de enorme

importancia para evitar la propagacion de bacterias resistentes.

Es fundamental el disefio de politicas adecuadas de uso prudente de
antibioticos tanto en medicina humana como en veterinaria. Uso prudente
no significa solo reduccion en el consumo de antibidticos sino también
prevencion en el mal uso o sobreuso de los mismos y un buen diagndstico

de las infecciones para poder adoptar las terapias mas adecuadas.
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4)

5)

Llevar a cabo programas de concienciacion a todos los niveles (sector
sanitario, pacientes, etc) sobre el problema de la resistencia a los
antibioticos y las implicaciones de su mal uso. En este sentido, desde el
afio 2006 se han estado realizando camparfas de concienciacion en paises

de la Union Europea.

Promover la investigacion en diversos campos. En primer lugar en el
desarrollo de nuevos antibioticos, especialmente enfocados a las bacterias
Gram negativas multirresistentes que estdn suponiendo un verdadero
problema clinico y frente a las cuales hay, actualmente, escasas
alternativas terapéuticas. Es importante, asimismo, la investigacién en
nuevos tratamientos “no antibidticos”, mediante el uso de probidticos,
péptidos antimicrobianos, o fagos, entre otros. Por otro lado, es
fundamental la investigacion en nuevas estrategias de tratamiento y
dosificaciones de antibioticos en humanos y en animales, que minimicen la
seleccion de resistencia y en programas de control de la infeccion para
evitar la propagacion de clones bacterianos multiresistentes en el ambito
humano y animal. El avance en otros aspectos como las vacunas,
especialmente en veterinaria, puede contribuir asimismo a reducir el uso de

estos farmacos. (Maguifia, 2006)
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2.4 LA PIEL DEL ADOLESCENTE

Durante la adolescencia, la piel no va a ser ajena a los cambios que se producen a
esa edad, los cuales involucran aspectos hormonales que se producen en cuanto
a la secrecion de andrégenos, estrégenos y glucocorticoides, que van a actuar en
el foliculo pilo-sebaceo, en la proliferacion de los queratinocitos y en la glandula
sebacea y en epidermis, anejos y dermis, respectivamente. Durante esta etapa las
influencias hormonales generan manifestaciones en ella. Por ejemplo, las
glandulas sebaceas de la piel que producen el sebo, necesario para la proteccion,
lubricacién y retencion de la humedad de la piel, varian su tamafo, cantidad y
calidad en la produccion de sebo. El funcionamiento exagerado de estas glandulas
provoca un estado de exceso de grasa, muy comun en la adolescencia.
(Veiga, 2010)

La produccion de sebo es continua y responde basica, pero no exclusivamente, a
los estimulos androgénicos. Los cambios en el crecimiento y distribucién de pelo
seran intensos y variardn el aspecto externo del joven adolescente Otras
glandulas de la piel joven que se activan justo antes de la pubertad son las
glandulas sudoriparas apocrinas localizadas en axilas, areolas mamarias, region
ano-genital, periumbilical, y a veces en cara y cuero cabelludo. Se presume que su
desarrollo esta asociado a los cambios hormonales y su secrecion responde a

estimulos emocionales. (Ponchner, 2009)

Ante estos cambios la actitud de los jovenes con el cuidado de la piel es variada.
Al principio, en la adolescencia, que es un periodo de cambio y de rebeldia,
muchos jovenes presentan una actitud transgresora dejando a un lado incluso los
hébitos higiénicos basicos y los habitos de prevencion del cancer de piel. En el
lado opuesto, otros se interesan excesivamente por el cuidado de su imagen, se
inician en la utilizacién de cosméticos de todo tipo que, la mayoria de las veces, no

son los adecuados para su tipo de piel. (Vazquez, 2012)
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2.4.1 LAPIEL: UN HABITAT PARA ALGUNOS MICROORGANIS MOS

La salud de la piel, el érgano que funciona como primera linea de defensa contra
las infecciones y heridas, depende de un equilibrio delicado entre las células que
la componen y los millones de bacterias y otros microorganismos que habitan en
ella. (Ponchner, 2009)

Se denomina microbiota normal o biota nativa al conjunto de microorganismos que
viven de forma habitual en un cuerpo sano. Los lugares donde se encuentran
pueden ser muy variados y en ellos desarrollan tareas beneficiosas para el
ecosistema general del cuerpo. Estas tareas incluyen la participacion en los
procesos de digestion de alimentos y de sintesis de vitaminas en el intestino, la
produccion del pH é&cido de la vagina o la proteccion competitiva frente a
patdgenos. Por consiguiente, en la mayoria de los casos, la interaccion entre la
biota normal y el ser humano es beneficiosa;, pero pueden producirse
circunstancias en que esto cambie y la flora normal se torne patégena oportunista.
(Mosby, 2005)

La biota normal se adquiere con rapidez durante y poco después del nacimiento, y
cambia de forma continua durante el crecimiento. Refleja la edad, la nutricion y
medio ambiente del individuo. Por ejemplo, los lactantes que son alimentados del
pecho de la madre tienen estreptococos Yy lactobacilos en su tracto
gastrointestinal, mientras que los que son alimentados con biberén muestran una

variedad mucho mayor de microorganismos. (Kenneth, 2007)

Los tratamientos con antibioticos de amplio espectro o la accion antiséptica de
algunos productos de limpieza (jabones, por ejemplo) pueden alterar la flora
normal lo que, en ocasiones, deja la puerta abierta para el desarrollo de procesos

infecciosos oportunistas que pueden llegar a ser graves. (Mosby, 2005)
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Los antibidticos causan una reduccion drastica de la biota normal y como
consecuencia el huésped puede, quiza, ser infectado por patbgenos nuevos o por
crecimiento excesivo de microorganismos presentes normalmente en numero
pequefio. Por ejemplo: la proliferacion de Clostridium difficile que sobreviene al
tratamiento con clindamicina y que ocasiona colitis pseudomembranosa. Aunque
la piel estd expuesta al contacto con un gran numero de microorganismos, la
mayoria de ellos no puede crecer sobre ella debido a la sequedad y a la baja

actividad de agua (aw) de las secreciones de sudor. (Ponchner, 2009)

Los microorganismos de la piel son generalmente Gram positivos
(Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Bacillus) que son, ademas,
mas resistentes a agentes antisépticos. Se encuentran en menor proporcion Gram
negativos (Pseudomonas) y bacterias entéricas. También pueden encontrarse

algunas levaduras y hongos productores de tifia. (Kenneth, 2007)

En el afio 2006 un equipo de investigadores de los Institutos de Salud de Estados
Unidos se dio a la tarea de dilucidar el microbioma de la piel: los genomas de
todos los microorganismos presentes en la epidermis. Para esto, diez voluntarios
saludables dejaron que los investigadores tomaran muestras de su piel de 20

distintos puntos de su cuerpo.

Los cientificos las analizaron y hallaron 112,000 secuencias genéticas bacterianas
distintas pertenecientes a 19 filos y 225 géneros, una diversidad inesperada,
segun sefalan en su publicacion de la revista Science. Determinaron que el sitio
de la piel con mas variedad bacteriana es el antebrazo, con 44 especies distintas
en promedio, mientras que el que presenta menos variedad se ubica detras de la
oreja, donde, los cientificos hallaron una media de 19 especies distintas de

microorganismos. (Ponchner, 2009)
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De igual forma pudieron concluir que de persona a persona el ecosistema
bacteriano de la piel no varia mucho. Los cientificos hallaron, por ejemplo, mas
diferencias microbianas entre el antebrazo y la parte de atras de la rodilla (fosa
poplitea) de una misma persona, que entre los antebrazos de dos individuos
distintos. (Ponchner, 2009)

Dado que la mayoria de las infecciones nosocomiales son transmisibles por las
manos, el lavado de las manos es una practica de gran importancia en el control
de estas infecciones y es una de las practicas mas descuidadas por el personal
sanitario. La biota nativa de las manos est4d compuesta por microorganismos

transelntes y microorganismos residentes.

Al primer grupo pertenece la mayoria de los microorganismos patdégenos. Se trata
de microorganismos que se guedan en nuestra piel durante poco tiempo y son
facilmente eliminados por lavado. Llegan a nosotros a través del contacto con
material o instrumental contaminado. Los microorganismos residentes son
habitantes habituales de la piel y, en general, son de baja virulencia por lo que no
suelen ser peligrosos. Es mas dificil eliminarlos por lavado. Incluyen diferentes

tipos de estafilococos, corinebacterias y coliformes.

En ciertas ocasiones es necesario eliminar ambos tipos de biota normal
(operaciones quirdrgicas, tratamiento de pacientes con inmunodepresiones
severas). Se ha comprobado que un numero significativo de pacientes con
catéteres arteriales (1%) o venosos (7%) llegan a tener bacteremias causadas por
microorganismos de la piel que acceden al interior del paciente a traves de la

herida de insercion del catéter. (Segre, 2006)

Por otro lado, es importante mencionar la utilizacion de los productos higiénicos,
los cudles contienen quimicos que son absorbidos por la piel. Acto seguido
ingresan en el torrente sanguineo, lo que permite la distribucion de las toxinas por

todo el cuerpo.
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Se debe evitar el uso de jabones antibacterianos, que también son causa de baja
inmunidad en la piel, lo que posibilita la proliferacion de hongos y bacterias. Los
jabones antibacterianos (asi como champus, detergentes y numerosos productos
de limpieza) contienen triclosan, un quimico que no so6lo mata las bacterias, sino

gue también destruye las células de la piel.

Los jabones antibacterianos debilitan el sistema inmunoldgico en general (no sélo
en la piel) al interferir en el proceso de maduracion de las células T, aumentando

el riesgo de alergias en nifios.

Recientemente se ha descubierto que los productos antibacterianos ofrecen muy
poca proteccion contra la mayoria de los microorganismos y, por si fuera poco,
estan incrementando la resistencia de las bacterias a la accion de los antibioticos.
(Kenneth, 2007)
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la existencia de bacterias cultivables multirresistentes a antibiéticos en

piel de 10 adolescentes sanos de 13 y 15 afios de edad.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Seleccionar 5 zonas del cuerpo humano que caractericen diversas

condiciones de la piel.
* Mediante un método no invasivo, asilar bacterias provenientes de las 5
zonas del cuerpo previamente seleccionadas, para seleccionar aquellas

gue resulten ser resistentes a los antibiéticos.

e« Caracterizar e identificar las bacterias cultivables multirresistentes a

antibioticos que existen en la piel de adolescentes sanos.

4. HIPOTESIS
Existen bacterias multirresistentes a antibioticos en la piel sana de adolescentes

asintomaticos y que no han recibido terapia con antibioticos por lo menos durante

los 6 meses previos al estudio.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

F. Toma de muestra]

2. Incubacion de muestras a 37 °C
por 24 horas y posterior resiembra
en caldo BHI.

3. Siembra de muestras en
caldo BHI + antibiodtico.

4. Siembra y aislamiento en
agar MSA y agar McConkey.

5. Tincion de Gram y
observaciones al microscopio.

6. Antibiograma

7. Replica
plating

8. Pruebas
bioquimicas

9. Prueba de
bromuro de
etidio
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5.1 TOMA DE MUESTRAS

Para la obtencion de las muestras se eligio un método no invasivo, para lo cual se
utilizaron hisopos estériles y se realizaron frotis de la piel sana de los 10

adolescentes asintoméaticos de 13 y 15 afios de edad.

El proceso que se siguio fue el siguiente: se humedecié un hisopo estéril en
solucion salina isotonica al 0.9% también estéril, utilizando una lampara de
alcohol, cubrebocas, cofia y un par de guantes (cabe sefialar que los guantes se
renovaban para el muestreo de cada individuo) para asi lograr tener las mejores
condiciones asépticas y evitar una posible contaminacién de muestras. Se tomé la
muestra a cada individuo de las cinco zonas del cuerpo elegidas: pliegue alar
(zona A), ombligo (zona B), palma de la mano cerca del mefique (zona C), fosa
poplitea (zona D) y conducto auricular externo (zona E), una vez obtenida la
muestra, se coloco el hisopo en un tubo de ensaye de 13x100 con medio estéril
BHI.

5.2 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Una vez obtenidas las 50 muestras, se incubaron a 37°C por 24 h. Transcurrido el
tiempo de incubacién, se realizO una resiembra, utilizando una micropipeta se
tomaron 100 pL de muestra y se colocaron en 3 mL de caldo BHI incubandose en

las mismas condiciones.

Para seleccionar a las bacterias resistentes a antibidticos, se utilizé caldo BHI con
antibidtico, para esto se eligieron cuatro antibioticos utilizando su concentracion
minima inhibitoria, dichos antibiéticos fueron: ceftriaxona (64 pug/mL), cefotaxima

(32 ng/mL), dicloxacilina (32 pg/mL) y ampicilina (32 pg/mL).
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Se colocaron 3 mL del medio con antibioticos en tubos de ensaye de 13x100 (50
tubos por cada antibiotico, por lo tanto se tuvo un total de 200 tubos) y después se
colocaron 100 pL de muestra en cada uno de los tubos, posteriormente se

incubaron todas las muestras a 37°C por 24 h.

5.2.1 AISLAMIENTO EN MEDIO MSA Y McCONKEY

Después de transcurrido el tiempo de incubacion, el objetivo fue seleccionar sélo
aguellas muestras en las que existia crecimiento, es decir se seleccionaron
aguellas que presentaban resistencia a los antibiéticos; sin embargo cabe sefalar

gue las 50 muestras presentaron resistencia a los antibiéticos probados.

Se prepararon cajas Petri con medios de cultivo diferenciales MSA y McConkey
con el objetivo de aislar los dos grandes grupos Gram positivos y Gram negativos.
Cada muestra se sembro por la técnica estria radial para la obtencion de colonias

aisladas, incubandose a 37°C de 24 a 48 h.

Finalizado el tiempo de incubacion, se observé que en varias de las cajas habia
mas de dos tipos de colonias diferentes y en algunas se presento vire del medio.
Se realizaron observaciones al microscopio, utilizando tincion de Gram, esto con el
objetivo de verificar que el cultivo se encontraba puro. Cuando se observaba que
el cultivo ain no estaba puro se realizaron resiembras en caldo BHI,
posteriormente en los medios MSA y McConkey y nuevamente tinciones de Gram

hasta logar el objetivo.

Finalmente en esta etapa se contd6 con muestras puras que se sembraron

nuevamente en caldo BHI, incubandose a 37°C por 24 h.
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5.2.2 ANTIBIOGRAMA

La realizacion de los antibiogramas fue con la finalidad de determinar si existia
multirresistencia bacteriana a los antibiéticos. En esta etapa el medio utilizado fue
agar Mueller Hinton, ademas de que se utilizaron sensidiscos que contenian 12
diferentes antibioticos tanto para Gram positivos como para Gram negativos. Se
sembraron cada una de las muestras por la técnica extendido en placa con la
ayuda de una varilla de vidrio (esterilizada con alcohol) y se coloco el sensidisco.

Todas las muestras se incubaron a 37°C por 24 h.

Cuando finaliz6 el tiempo de incubacién, se observaron las cajas para ver si se
presentaban o no halos de inhibicién. Con base a estos resultados, para realizar la
prueba siguiente, se seleccionaron solo aquellas cepas que presentaron
multirresistencia; sin  embargo nuevamente todas las cepas resultaron

multiresistentes.

5.2.3 REPLICA PLATING

Para esta técnica se tom6 1 pL de cepa y se inocul6 en 10 mL de solucion salina
isotonica estéril y se incubaron a temperatura ambiente. Se prepararon cajas Petri
con medio Mueller Hinton y se sembrd cada cepa por la técnica extendido en
placa con una varilla de vidrio (esterilizada con alcohol) y se incubaron a 37°C por
24 h.

Cuando transcurria el tiempo de incubacion, se preparo el doble nimero de cajas
utilizadas con agar Mueller Hinton mas antibiotico, para esto se utilizaron dos
antibioticos, seleccionando asi el antibiotico al que se presentd mayor porcentaje
de resistencia (ampicilina) y el antibiotico al que se presenté menor porcentaje de

resistencia (ceftriaxona).
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Transcurrido el tiempo de incubacidn de las cajas, se contaron las colonias de
cada una de ellas, utilizando el método de conteo dilucion en placa.
Posteriormente se procedio a realizar la técnica replica plating para cada una de
las cepas, la cual consistio en lo siguiente: se colocd un pafio de terciopelo estéril
sobre una base cilindrica de metal, con un diametro ligeramente menor que el
diametro de la caja Petri, el pafio se detuvo a la base con la ayuda de un arillo de
acero inoxidable. Después se invirtio la caja que contiene las colonias bacterianas
sobre el pafio de terciopelo y se presiond suavemente sobre este; las fibras del
terciopelo, miles por centimetro cuadrado, actian como si fuesen agujas de
inoculacion, tomando una muestra de cada colonia que esta en la caja. Luego se
retird la caja Petri y se presiond la caja con ampicilina, con el fin de recibir el
in6culo de cada una de las colonias. Como el indculo de la superficie del terciopelo
era suficientemente grande, permitid imprimir la caja con ceftriaxona, y este

procedimiento se realiz6 sucesivamente con todas las cepas.

Teniendo todas las cajas listas después de la réplica, se incubaron a 37° C por 24
h y transcurrido el tiempo se contabilizaron las colonias de las cajas con
antibiotico, para lograr obtener el porcentaje de resistencia que se presentaba a

cada antibidtico probado.
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5.2.4 PRUEBAS BIOQUIMICAS

Se realizaron pruebas bioquimicas para la identificacion y caracterizacion de las
bacterias multirresistentes. Para el grupo de los Gram positivos se realizaron las
pruebas de la catalasa, coagulasa y manitol y para el grupo de loa Gram negativos
se realizaron las pruebas de la oxidasa y la siembra en los medios KIA, CITRATO
DE SIMMONS, SIM, VP, MIO y OF incubando los tubos a 37°C por 24 h.

Transcurrido el tiempo se realizo la interpretacion de resultados de las pruebas.

5.2.5 PRUEBA DE BROMURO DE ETIDIO

Para esta prueba se seleccionaron cepas de bacterias Gram positivas que
presentaron mayor porcentaje de multirresistencia bacteriana a los antibiéticos y

gue representaban una de las zonas del cuerpo humano estudiadas.

Cada una de las cepas seleccionadas se expusieron a diferentes concentraciones
de bromuro de etidio para determinar una posible sobreexpresion de bombas de
expulsion, ya que comunmente las bacterias no sobreviven a tan altas

concentraciones de este compuesto.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS

Tabla 2. Porcentaje de resistencia bacteriana por z  ona de las 50 muestras

totales que corresponden a los 10 voluntarios sanos

40.00% 80.00% 50.00% 50.00%
30.00% 70.00% 40.00% 60.00%
20.00% 90.00% 70.00% 60.00%
30.00% 70.00% 30.00% 20.00%
40.00% 90.00% 60.00% 40.00%

Pliegue alar (zona A, grasosa), ombligo (zona B, himeda), palma de la mano
cerca del mefigue (zona C, seca), fosa poplitea (zona D, himeda) y conducto

auricular externo (zona E, grasosa).

6.2 FRECUENCIA RELATIVA DE RESISTENCIA BACTERIANA A LOS
CUATRO ANTIBIOTICOS PROBADOS

=
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.
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Los antibioticos se evaluaron individualmente por cada una de las zonas
estudiadas y no en conjunto, por lo que la sumatoria de los porcentajes no nos da
como resultado 100%, ya que una misma bacteria puede ser resistente a mas de

un antibiotico.

En la tabla No. 2 se puede observar que el mayor porcentaje de resistencia
bacteriana se presenta hacia la ampicilina y el menor porcentaje se presenta hacia
la ceftriaxona. Por otro lado, cabe sefialar que la zona en la que se presento el
mayor porcentaje de resistencia bacteriana fue la zona C que corresponde a la
palma de la mano cerca del mefique con un 60%, seguida de la zona E
correspondiente al conducto auricular externo y la zona A el pliegue alar con un
57.5 % y un 55%, respectivamente. La zona con el menor porcentaje de
resistencia bacteriana fue la zona D correspondiente a la fosa poplitea con el
37.5%.

Estos resultados son de suma importancia, ya que se observa que las cinco zonas
muestreadas presentan un porcentaje de resistencia bacteriana muy cercano, lo
gue nos indica que por la condicion de la piel (himeda, seca y grasosa) no hay
una diferencia importante en cuanto al establecimiento de bacterias resistentes a
los antibiéticos. Comparativamente, los resultados arrojados del estudio realizado
hace un afio en este mismo laboratorio en piel sana de nifios de 4 y 5 afios de
edad, en donde las dos zonas que presentaron el mayor porcentaje de resistencia
bacteriana fueron la zona B correspondiente al ombligo y la zona E
correspondiente al conducto auricular externo con el 45%, ademéas de que no
rebasaban el 50% de frecuencia relativa de resistencia bacteriana y los
porcentajes no resultaron ser tan cercanos. Esta diferencia entre los resultados de
los nifios y los adolescentes puede deberse a varios factores como a los habitos
de higiene, a la produccion de sudor y de sebo, a los cambios hormonales, al

contacto con las personas, al aumento en la frecuencia del consumo de
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medicamentos asi como el aumento en las dosis utilizadas de estos, al uso de

cremas corporales y al uso de cosméticos.

6.3ANTIBIOGRAMA

En cuanto al antibiograma, los resultados obtenidos indicaron que las cepas
presentaban multirresistencia a los antibioticos, debido a que presentaron

resistencia minimo a 8 y maximo hasta 12 antibiéticos diferentes.

Esto puede deberse a que la bacteria sufre mutaciones, lo que la hace resistente a
dos o tres antibidticos diferentes, lo cual ocasiona un costo genético y la
resistencia a los demas antibiéticos puede deberse al mecanismo de resistencia
llamado bombas de expulsion o también puede deberse a que se estan llevando a
cabo varios mecanismos de resistencia como son: modificacion del sitio blanco en
el que el antibidtico ejerce su accion terapéutica para la cual fue disefiado,
alteracion de la permeabilidad de la membrana o inactivacion del antibi6tico por

medio de enzimas.
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6.4 DISTRIBUCION DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS EN
FUNCION DEL GENERO

En cuanto a la distribucién de resistencia a los antibiticos se observé que el
género que presento mayor porcentaje de resistencia bacteriana fue el género
femenino como se ha reportado en la literatura (Segre, 2006) y también como se
reportd en el estudio de piel sana de nifios de 4 y 5 afios, obteniendo un 56% de

resistencia para el género femenino y un 44% para el género masculino.



6.5REPLICA PLATING

Se llevé a cabo la replicacion de la poblacidon de bacterias multirresistentes frente
a 2 antibidticos, que se seleccionaron con base a la frecuencia de resistencia
observada, es decir se seleccioné el antibidtico al que se presentd mayor

porcentaje de resistencia (ampicilina) y el antibiético al que se presentd menor
porcentaje de resistencia (ceftriaxona).

86.4% 56.3%

Se observé un mayor porcentaje de resistencia bacteriana a la ampicilina y un
menor porcentaje de resistencia bacteriana a la ceftriaxona, como ya se habia
determinado en las muestras iniciales.



Cabe sefalar que estos resultados son de gran interés, ya que se observa que
mas de la mitad de la poblacion de colonias bacterianas que tenemos en la piel es
multirresistente a los antibidticos. Estas bacterias pueden vivir sin ocasionar
ningun dafio en varias superficies de la piel; sin embargo cuando la piel se lastima
o sufre una puncion, las bacterias podrian ingresar en la herida y provocar una
infeccidn en varias partes del cuerpo como por ejemplo en pulmones, huesos,

articulaciones, el corazon, la sangre y el sistema nervioso central.

6.6 PRUEBAS BIOQUIMICAS

Gram positivos

Se obtuvo que la especie Staphylococcus coagulasa positivo fue la que se

presentd en un 72.2%, seguida de Staphylococcus sp. con un 9.3 % vy

Streptococcus sp. se presenté en un 4.2%.

Gram negativos

La especie Pseudomonas aeruginosa se presentdé en un 9.4 %, seguida de

Escherichia coli con un 3.8% y Enterobacter aerogenes con un 1.1%.

59



6.7PRUEBA DE BROMURO DE ETIDIO

Tabla 3. Concentracion de bromuro de etidioalacu  al sobrevivieron las
cepas multirresistentes a los antibidticos.
CEPA CONCENTRACION DE BROMURO
DE ETIDIO (pug/mL)

A3 300
Bl 250
C5 500
D4 250
E2 450

Se utiliz6 como control negativo a Staphylococcus aureus ATCC25923 (cepa

utilizada en control de calidad) y como era de esperarse no registré crecimiento al

exponerlo a una concentracion de 20 pug/mL de bromuro de etidio.

De las 5 cepas seleccionadas, 3 de ellas se encontraron por debajo de la
concentracion de 400 mg/mL y 2 de ellas se encontraron por encima de esta, las
cuales pertenecen a la zona C: palma de la mano cerca del mefiique y a la zona E:

conducto auricular externo.

Estos resultados hacen pensar que el mecanismo de bombas de expulsion se esta
llevando a cabo de manera muy importante, ya que se esperaba que las bacterias
no sobrevivieran por encima de una concentracion de 10 a 20 pg/mL de bromuro

de etidio al ser la concentracion minima inhibitoria de este compuesto.
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7. CONCLUSIONES

La resistencia a los antibioticos es una causa importante de la prolongacion de la

estancia hospitalaria, al fracasar la terapia inicial antimicrobiana.

Para el manejo adecuado y racional de los antibidticos se requiere de una serie de
conocimientos:
1) la farmacologia y farmacocinética de los diversos antibiéticos;
2) las indicaciones de primer orden y las alternativas en las diversas
enfermedades infecciosas; y

3) los efectos adversos y las contraindicaciones.

El conocimiento de los mecanismos de resistencia permitird una terapia
antimicrobiana racional y dirigida, ademas de ayudar al disefio de nuevos
farmacos. La resistencia no solo es intrinseca, sino también adaptativa, situacion
gue hay que tomar en cuenta para establecer regimenes adecuados de

tratamiento.

Si bien el manejo de los antibidticos sigue siendo un arte, no debe ser considerado
como una simple receta de cocina, el médico y el personal de salud deberan estar
en constante actualizacion, a fin de evitar problemas de resistencia, reacciones
adversas a los medicamentos, lo que permitird un mejor manejo de las diversas

patologias que afectan al ser humano.

La lucha clasica y unica conocida contra la multirresistencia bacteriana hasta
ahora, ha consistido en buscar nuevos y méas potentes antibioticos, en una carrera
de velocidad paralela entre la aparicion de nuevas formas resistentes de bacterias

y la comercializacion de nuevos antibioticos.
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El fendmeno de la resistencia a los antibidticos es una amenaza global, que afecta
a todos los ambitos (medicina, veterinaria, seguridad alimentaria y medio
ambiente) y es una preocupacion de caracter mundial y por ello se requiere la

adopcion de medidas armonizadas y globalizadas para su control.

Las bacterias disponen de un gran arsenal de estrategias para defenderse del
efecto de los antibiéticos, que han sido modeladas a lo largo de millones de afios
de evolucion y nosotros, con nuestra escasa experiencia, debemos utilizar otras
estrategias para poder tener una buena posicion en esta “batalla” desigual y
conseguir controlar el problema de la resistencia a los antibiéticos que tanta
repercusion clinica posee. El conocimiento de las bases moleculares de los
mecanismos de resistencia es util, en primer lugar para desarrollar nuevos
farmacos que evadan los mecanismos de resistencia presentes y en segundo
lugar para poder elegir nuevas combinaciones antibidticas, mas eficaces para el

tratamiento de las infecciones producidas por las bacterias.
En este proyecto:
+ Se determiné la existencia de bacterias multirresistentes a antibioticos en
piel sana de 10 adolescentes asintomaticos de 13 y 15 afios de edad, que
no habian recibido terapia con antibidticos en los ultimos seis meses

previos al estudio.

» Se seleccionaron 5 zonas del cuerpo humano que caracterizan diversas

condiciones de la piel.

* Mediante un método no invasivo se aislaron bacterias provenientes de las 5

zonas del cuerpo seleccionadas.
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» Se logré identificar a las especies bacterianas presentes en la piel de los
adolescentes, las cuales presentan resistencia a los antibioticos.
Curiosamente se encontraron las mismas especies bacterianas (a

excepcion de Escherichia coli y Enterobacter aerogenes) respecto a un

estudio realizado en este mismo laboratorio hace un afio en piel sana de
nifios en edad preescolar, esto puede deberse a dos principales factores, el
primero de ellos podria ser los habitos de higiene y el segundo el papel que
juegan las hormonas, ya que se sabe que algunos microorganismos son

hormona-dependiente. (Veiga, 2010)

Finalmente, en este trabajo se logro determinar que los adolescentes
asintomaticos presentan bacterias multirresistentes a los antibiéticos en su piel
sana, lo que causa un potencial problema de salud publica, ya que se observa que
la resistencia bacteriana ha ido incrementando y que si no se controla ésta, los
individuos en edades posteriores tendran que recurrir a dosis cercanas a la toxica

para poder controlar las infecciones y enfermedades bacterianas.
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