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La evolucién de las bacterias hacia la resistencia a los antibiéti-
cos, e incluso a la multirresistencia, es inevitable porque los genes
que la codifican ya existen en la naturaleza. Un ejemplo cldsico
es la identificacion de una cepa de Escherichia coli, productora de
betalactamasa, antes de que la penicilina se hubiera utilizado cli-
nicamente’. Es un aspecto particular de la evolucién general de
las células procariotas que preocupa a Homo sapiens, pero que no
puede detenerlo ninguna fuerza. En consecuencia, lo mejor que
podemos lograr es retrasar la emergencia y la diseminacién sub-

secuente de las bacterias resistentes o de los genes de resistencia.

Por eso, el fenémeno de la resistencia puede surgir por mutacio-

Puntos clave

Los pacientes se suelen infectar en el hospital con

bacterias y éstas con plasmidos, transposones e
integrones portadores de genes de resistencia, que las
protegen frente a los antibiéticos.

La diseminacion clonal se debe a la replicacion

del cromosoma, la conjugacién plasmidica a la
transferencia replicativa y la migraciéon de genes a la
transposicion replicativa.

J Los elementos genéticos de resistencia y sus
vectores desempeian un papel central en la
evolucion y aportan mecanismos que generan diversidad,
a lo que contribuye la promiscuidad de las bacterias.

En los bacilos gramnegativos, la resistencia es

sobre todo plasmidica, y los transposones y los
integrones son vehiculos de los genes, mientras que en
los cocos grampositivos, los transposones conjugativos,
cromosoémicos, son fundamentales para la resistencia
multiple.

J Es posible tratar de descrifrar los modos de
resistencia que nos lleve a conocer los “proyectos
gendémicos procariéticos”, por lo que es preciso que la
investigacion se haga no sélo con caracter retrospectivo,
sino también examinando el proceso mientras esta
sucediendo para sorprender el trafico de plasmidos R,
transposones, integrones y casetes génicas.

nes de genes estructurales o reguladores. Alternativamente, pue-
de resultar de la adquisicién horizontal de informacién genética
exégena. Ambos mecanismos no son mutuamente exclusivos y
pueden asociarse en la emergencia y en una diseminacién mas
eficiente de la resistencia.

Una visién ampliada de los factores de virulencia para compren-
der mejor la infeccién y su tratamiento, incluidos elementos si-
tuados fuera del ser humano, nos llevan a una interpretaciéon mds
ecolégica. Una ventaja de esta perspectiva es situar a la biologia
de la resistencia y su evolucién en el centro del problema.

Resistgncia. a Iqs antibioticos
y su diseminacion

En el fenémeno de la resistencia cruzada, un mecanismo bio-
quimico unico confiere resistencia a una clase de antimicrobia-
nos. Estos agentes estin quimicamente relacionados, comparten
la misma diana de accién y, por lo tanto, se produce la resistencia
cruzada. A la inversa, los antibidticos de diferentes clases son es-
tructuralmente distintos, las dianas son diversas y, por tanto, no
hay resistencia cruzada. Sin embargo, puede producirse resisten-
cia cruzada a antibi6ticos poco relacionados cuando se traslapan
las dianas, como sucede con los macrélidos, las lincosamidas y
la estreptogramina B (MLS,). También es posible que los me-
canismos de eflujo, conocidos mds recientemente, causen una
resistencia multiple, ya que al actuar determinadas bombas son
capaces de expulsar un amplio espectro de antibidticos: betalac-
timicos, aminoglucésidos, clase MLS,, cloranfenicol, tetracicli-
nas, sulfamidas, trimetoprima e incluso fluoroquinolonas.

En contraste con la resistencia cruzada, la corresistencia se debe
a la presencia en la misma bacteria huésped de varios mecanis-
mos, cada uno confiriendo resistencia a una clase de antimicro-
biano. Los genes causantes se encuentran con frecuencia situa-
dos adyacentes, ligados fisicamente, y se expresan de un modo
coordinado.

Los estudios de genética molecular establecen 3 grados de dise-
minacién de la resistencia a los antibidticos:

1. Epidemias de bacterias resistentes entre los humanos y, en
general, entre los mamiferos.

2. Epidemias de pliasmidos de resistencia entre las bacterias.

3. Epidemias de genes de resistencia entre las bacterias.
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Cada uno de estos fenémenos no solamente es infeccioso, sino
exponencial, ya que estd asociado a la replicacién del acido
desoxirribonucleico (ADN). La diseminacién clonal se debe a
la replicacién del cromosoma; la conjugacién plasmidica, a la
transferencia replicativa, y la migracién de genes, a la transposi-
cién replicativa. Hagamos especial énfasis en que la conjugacion
tiene un rango muy amplio de bacterias huéspedes, por lo que
los plasmidos pueden transferirse de forma eficiente entre gé-
neros filogenéticamente remotos, y las barreras para la expresion
de genes heter6logos son limitadas, de modo que los determi-
nantes genéticos de resistencia se expresan en procariotas muy
diversas.

Estas observaciones conducen al conocimiento de que las bac-
terias atesoran un fondo de genes de resistencia, ya que estin
laxamente unidos a sus huéspedes y en condiciones naturales se
diseminan con facilidad.

La rgsistencia a Ios. antibidticos en
bacilos gramnegativos y en cocos
grampositivos

La resistencia bacteriana a los antibidticos en los bacilos gram-
negativos (BGN) suele estar mediada por plasmidos R, y los
genes vehiculados, por transposones (Tn), integrones (In) y em-
paquetados en casetes génicas (tabla 1). En los cocos grampo-
sitivos, son fundamentales los Tn conjugativos cromosémicos
(TnCC), caracterizados por compartir rasgos con plasmidos R,
bacteriéfagos y Tn cldsicos. Todos estos elementos desempefian
un papel central en la evolucién, proporcionan mecanismos para
generar diversidad y, con los sistemas de transferencia de ADN,
para su diseminacién a otras bacterias.

Como analizaremos mds adelante, entre las poblaciones bacte-
rianas de BGN, sobre todo en las causantes de infecciones hos-
pitalarias, son fundamentales la intervencién de los pldsmidos
R, de los Tn, de los In y de las casetes génicas, cuyo papel varia
de unos a otros determinantes genéticos. Muchos de los genes
de resistencia adquiridos son parte de pequefios elementos mé-
viles: las casetes génicas, que al incorporar un pequefio sitio de
recombinacién (SR, de 59 pb), les confiere movilidad. Es un
mecanismo muy eficiente de empaquetar genes y, en cuanto al
grado de divergencia entre las casetes génicas, estdn en el rango
existente entre especies como L. coli'y Salmonella typhimurium,
es decir, de 10 a 160 millones de afios. La SR (secuencia re-
petida) de 59pb derivan de ancestros comunes, funcionalmente
conservadas por muchos afios.

Tabla 1. Superfamilias de vectores génicos

Cromosoma: gran replicén

Plasmido: pequefio replicén

Transposén: cromésomico y/o plasmidico
Integrén: vector natural de clonacién y expresién
Casetes génicas: vectores “capturables”
Bacteriéfago: porta genes en su cépside
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Entre los cocos grampositivos, la transferencia de genes de re-
sistencia a macrdlidos en Streptococcus pneumoniae estd mediada
por Tn cromosémicos, como el Tn7545%, de amplio espectro de
huéspedes: géneros Streptococcus, Staphylococcus y Enterococcus.

El origen de los plasmidos de resistencia lo encontramos en
microorganismos productores de antibidticos (géneros Bacillus,
Micromonospora, Streptomyces, etc.) y forma parte de un mecanis-
mo antisuicidio, con exportacién de las sustancias protectoras.
Este mecanismo propuesto incialmente por Watanabe® y com-
pletado por Benveniste y Davies*, indicaba que los determinan-
tes R procedian de los cromosomas de los precitados géneros y
eran capturados por pldsmidos (factores sexuales)®. Otra posibi-
lidad es la participacién de genes metabélicos cuyos productos
intervienen en las funciones procaridticas y son capaces también
de modificar, inactivar o expulsar moléculas de antimicrobianos.
Ademds, muchos de los determinantes genéticos de resistencia
que ahora se encuentran en plidsmidos pueden tener su origen en
el cromosoma de otras especies, como ya se ha demostrado.

Propagacion de plasmidos R
entre diferentes cepas en el medio
hospitalario

En el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zara-
goza, investigamos la diseminacién y la evolucién de la resis-
tencia antibidtica y estudiamos los plismidos R conjugativos
(tra*), los elementos transponibles y, en algunos casos, los me-
canismos bioquimicos de resistencia. En 1974, de una cepa de
Pseudomonas aeruginosa procedente del Centro Regional de
Traumatologfa, caracterizamos el plasmido de 68 kb pUZ1 (fig.
1), grupo de incompatibilidad P transferible a E. co/i J62 por
conjugacién y patrén de resistencia que inclufa 10 antibidticos
y cloruro merctrico®’. El plismido pUZ1 contenia 2 Tn, el Tn3
ya conocido que porta el gen b/aT L.y Y uno nuevo, el Tn1696
(fig. 2) vehiculo del integrén In4, que albergaba 5 de los genes
de resistencia.

Cuatro afios después, aislamos diferentes cepas de enterobacte-
rias y de P aeruginosa (tabla 2), que portaban plasmidos del mis-
mo grupo P, con idénticos peso molecular, patrén de restriccién
y produccién de enzimas®. Estos hallazgos apoyaban la hipéte-
sis de la diseminacién de pldsmidos R pertenecientes al grupo
IncP, capaces de propagarse entre las familias Enserobacteriaceae
y Pseudomonadaceae.

En 1976, detectamos un pldsmido de 73 kb perteneciente al
grupo Inc M y, por tanto, transferible solamente a enterobacte-
rias. El patrén de resistencia antibidtica incluia ampicilina, tetra-
ciclina, gentamicina y tobramicina. Posteriormente, se aislaron
numerosas cepas de enterobacterias con pldsmidos del mismo
grupo IncM e idénticas propiedades genotipicas y fenotipicas,
encontrando en una cepa clinica de Profeus vulgaris la coexis-
tencia de 2 pldsmidos, uno del grupo IncM y otro del IncP.
Ademds, como consecuencia de la vigilancia epidemioldgica de
las cepas portadoras de plidsmidos R, pudimos comprobar que
algunos inicialmente transferibles (#ra*), dejaban de serlo (#ra7),
asi como la pérdida de plasmidos, o bien la recombinacién de
parte de sus genes en el cromosoma, que indicaba mecanismos
de transposicién. Un ejemplo prictico lo constituye una trans-
conjugante de la cepa de E. coli #3644, que perdié el pliasmido,



Figura 1. Caracterizacion del plasmido pUZ1 en una cepa de
Pseudomonas aeruginosa en 1974. En los halos de inhibicion de
diversos antibicticos (Gm, Cm, Carbe, Sul, etc.) colonias resistentes
de las que se aisl un plasmido de 68 kb transferible a Escherichia
coli J62.

pero conservaba su patrén de resistencia’. La estrategia de res-
cate fue la utilizacién del pldsmido pUZS8, carente de elementos
transponibles, e introducirlo en la ya citada transconjugante de
E. coli, con lo que se obtuvo un pldsmido, en el que se caracterizé
el Tn compuesto Tn2922. Nuestra hipétesis habia sido suponer
que si el presunto Tn habia sido capaz de saltar del plasmido al
cromosoma, también podria hacer la transposicion reversa del
cromosoma al pldsmido, lo cual pudimos demostrar.

Genes de resistencia a los
antibidticos vehiculados por
bacterias de origen animal que
causan infecciones en humanos

En 1989 pudimos comprobar el aislamiento de 2 cepas clinicas
(E. coli'y Klebsiella pneumoniae), resistentes a los aminoglucdsi-
dos de uso veterinario, apramicina e higromicina, con plasmidos
R de 110 kb, que poseian los 2 genes causantes. Posteriormente,
se aislaron 4 cepas de enterobacterias con caracteristicas simila-
res. Al analizar la organizacién de estos genes, se comprobé que
estaban adyacentes y agrupados en la misma orientacion que se
habia demostrado en los aislados de origen animal. Los 2 genes
de resistencia a apramicina e higromicina forman un operdn, y
estdn asociados con secuencias 1S740,1o que implica una estruc-
tura transponible’’. Dado que la enzima acetilante AAC(3)-IV
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Figura 2. Plasmido pUZ1: transposones Tn3 [amarillo] y Tn1696

[verde], varias repeticiones invertidas [IR].

inactiva, ademds de apramicina, a gentamicina y tobramicina, es
un riesgo potencial para seleccionar resistencias a aminoglucé-
sidos de uso clinico. El problema es mds grave si valoramos que
las 6 cepas que nosotros aislamos mostraban también resistencia
transferible a ampicilina y estreptomicina.

Epidemiologia de la resistencia
a los antibidticos

La epidemiologia de la resistencia a los antibiéticos puede ser
local, nacional e internacional. La mayor parte de los brotes de
bacterias resistentes aparecen en un dmbito extremadamente
local, afectan a un nimero limitado de pacientes en una deter-
minada unidad y la prevalencia de la resistencia suele ser la mds
elevada, ya que coinciden pacientes mas vulnerables y un amplio
uso de antimicrobianos.

Un segundo 4mbito epidemioldgico es el nacional, como sucede
en Europa, en el que se comprueba que los patrones de resis-
tencia son mds altos en los paises mediterraneos y mds bajos en
Escandinavia. En América del Norte las tasas de resistencia son
mds altas en Estados Unidos que en Canada.

De otra parte, la epidemiologia de la resistencia es parcialmen-
te internacional, porque algunos determinantes genéticos son
transferibles y prevalecen en todo el mundo. Pero es realmen-
te internacional cuando algunas cepas resistentes se disemi-
nan entre pafses y continentes, y alcanza una gran relevancia el
problema de los clones espafioles de neumococos, por lo que
es bien conocida la diseminacién intercontinental de un clon
multirresistente de S. preumoniae serotipo 23F, de Espaia a Es-
tados Unidos, y 1a propagacién de un clon de neumococo mul-

Tabla 2. Plismidos del grupo Inc P aislados en el CRT(1974) y en el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza (1976-1978)

Donadora Plasmidos Tn3 y Tn1696 Mes/ao Origen Servicio
Pseudomonas aeruginosa CRT pUZ1 [R1033] 2/1974 Exudado Traumatologia
Serratia marcescens #965 pUZ7 5/1976 Exudado Cirugia
Klebsiella pneumoniae #2932 pUZ14 7/1976 Orina Urologia
Serratia marcescens #785 pUZ270 8/1977 LCR Neurocirugia
Serratia marcescens #1706 pUZ613 3/1978 Aspirado bronquial UCl/Pediatria

LCR: liquido cefalorraquideo; UCI: unidad de cuidados intensivos.
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tirresistente serotipo 6B, de Espafa a Islandia, del sur al norte
de Europa'’.

Es comprensible que, en 1997, se crease la Red Epidemioldgica
Molecular de Neumococos (Pneumococcal Molecular Epide-
miology Network), bajo los auspicios de la Unién Internacional
de Sociedades de Microbiologia, con la finalidad de estandarizar
la nomenclatura y la clasificacién de los clones de S. pneumoniae
en el dmbito mundial.

Es destacable que la vigilancia de la apariciéon de nuevos meca-
nismos bacterianos frente a los antimicrobianos ha dado lugar
al hallazgo de un nuevo fenotipo de resistencia multiple media-
do por la ARN metiltransferasa Cfr en S. aureus y en E. coli*.
El fenotipo que se denomina PhLOPSa confiere resistencia
a las clases siguientes de antibiéticos: fenicoles, lincosamidas,
oxazolidinonas, pleuromutilinas (como tiamulina, de uso en
veterinaria) y estreptogramina A, siendo la primera vez que se
detecta resistencia transferible plasmidica a oxazolidinonas y
tiamulina.

Conclusion

La aplicacién de los métodos moleculares ha conseguido desci-
frar la mayoria de las bases genéticas y mecanismos bioquimicos
de resistencia, lo que ha contribuido al disefio de nuevas técnicas
para la deteccidn in vitro de la resistencia, a la creacién de nuevos
antimicrobianos, asi como al desarrolllo de técnicas epidemio-
légicas sensibles y a la implementacién de medidas preventivas.
Reiteradamente, se ha demostrado que la emergencia y la dise-
minacién de la resistencia correlaciona con el uso de los antibié-
ticos, pero el problema es mucho més complejo, por lo que la
valoracion debe hacerse con criterios integradores. Un aspecto
importante ha sido la demostracién de que la emergencia de la
resistencia aparece por azar, puede incrementarse por necesidad
procariética y la presencia de los antimicrobianos en el medio.

Como una consecuencia prictica, la vigilancia del consumo de
medicamentos es fundamental para la toma de decisiones en
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salud publica y, en el caso de los antibidticos, permitird adoptar
medidas que repercutirdn en los costes sanitarios y, en especial,
en los efectos ecoldgicos adversos de su utilizacién, es decir, en la
seleccién de patdgenos resistentes.
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