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PROLOGO

Excelentisimo St. Presidente de la Academia de Farmacia de Galicia
Excelentisimas Autoridades
Tlustrisimos Sres. Académicos

Seforas, y Sefiores, compaferos

En primer lugar quisiera agradecer a la Academia de Farmacia de
Galicia, el haberme elegido como nuevo Académico Numerario.
En especial a los Profesores Dres. José Minones Trillo, Dr. Jesus
Gestal Otero y Dr. Angel Carracedo Alvarez por haber avalado
institucionalmente mi candidatura, y a todos los Académicos por el
apoyo unanime recibido. En concreto quisiera agradecer a la
Profesora Alicia Estévez Toranzo, por haber redactado el Discurso
de Contestaciéon y también al Profesor Alejandro Pazos Sierra.

También a los aqui presentes, familiares, amigos, compafieros,
colaboradores, por compartir este dia conmigo hoy, juntos en un
acto que mantiene la solemnidad y la belleza de las antiguas
tradiciones académicas, pero que vive en el presente y mira hacia el
futuro. Esa mirada al futuro desea una mejor sociedad para todos, y
por ello, el acto de hoy, como el de todos los Académicos que me
han precedido es un motivo de esperanza, esperanza en el propio
desempefio profesional asi como en la mejora de la sociedad en

conjunto, y por tanto de la propia condiciéon humana.



Tengo también el honor de suceder, en la medalla nimero 14 de la
Academia de Farmacia de Galicia, al Académico Profesor Jesus
Angel Simal Lozano, Catedratico de Bromatologfa. Toxicologfa, y
Analisis Quimico Aplicado en la Facultad de Farmacia de la USC,
con una extensa y brillante trayectoria investigadora y poseedor de
la insignia de oro de la propia Universidad. Es un gran honor para
mi, suceder al Prof. Simal.

El tema central de mi Discurso de Ingreso en la Academia, se
centra en la resistencia a los antimicrobianos en las bacterias Gram-
negativas. Todos aquellos que trabajamos en un hospital, o estamos
relacionados de manera cercana con el sector salud, entendemos
esta problematica. Por determinadas razones, el desarrollo de
nuevos farmacos contra los microorganismos causantes de
infecciones humanas, no ha caminado de manera simultinea a la
propia evolucién bacteriana y por tanto al fenémeno de la
resistencia a los antimicrobianos. Asi, en la actualidad, y en algunos
casos, las tasas de resistencia a los antibidticos “clasicos” han
alcanzado niveles muy alarmantes. Ya no hablamos unicamente de
microorganismos multirresistentes (MDR), sino que también
hemos introducido los términos, extremadamente tesistentes
(XDR), o incluso pantresistentes (PDR). Si bien, y de manera
reciente, la industria farmacéutica ha empezado a realizar un
esfuerzo considerable, en la busqueda de nuevas moléculas, la
prevision a medio plazo no es muy esperanzadora. Asi, algunos
informes vaticinan, que el numero de personas fallecidas por
infecciones causadas por bacterias resistentes superara en 30 afios
al de decesos por accidente de trafico o al propio cancer. Como
detalla la Organizacién Mundial de la Salud, en su primera pagina
del “Informe sobre la Resistencia a los Antimicrobianos™ del afio
2014: “ Una era post-antibiotica, en la cual, infecciones comunes y



lesiones leves puedan matar, lejos de ser una fantasfa apocaliptica,

va ser en cambio una posibilidad muy real para el siglo XXI”.

Ante ello, se necesitan de manera urgente soluciones reales y
globales, y que impliquen a todos los actores de la propia sociedad.
Parte de esta problematica es discutida durante mi discurso de
ingreso en la Academia.

No quisiera terminar este prologo sin agradecer a los Profesores
Fernando Baquero Mochales y Jesus Martinez-Beltran por haberme
iniciado hace ya mas de 20 anos, durante mi etapa de formacion
clinica como residente en Microbiologia en el Hospital Ramoén y
Cajal de Madrid, en el apasionante mundo de los antibiéticos y en

el estudio de sus mecanismos de resistencia.

También agradecer a mis colaboradores asistenciales, quienes
gracias a su trabajo diario, permiten mejorar la vida de nuestros
pacientes en nuestra Area asistencial. Por supuesto, a mi equipo de
investigacion, por su trabajo duro y perseverante durante afos, y
porque gracias a ellos, el dia a dia es mas ilusionante.

Por dltimo, y no por menos, a mi familia; a mi mujer Reyes, a mis
hijas Victoria e Irene, y a mi madre, porque gracias a ellas, todas las

cosas SON.
A todos, GRACIAS.






1. PROBLEMATICA GENERAL

La resistencia a antibidticos (RA), sobre todo la resistencia
combinada a mdultiples familias de farmacos, es una prioridad de
primer orden para los enfermos, la comunidad, los profesionales
sanitarios y la salud publica. En los ultimos afios la RA ha
aumentado manifiestamente hasta convertirse en una emergencia
sanitaria segin todas las agencias internacionales de salud.

La RA pone en peligro o en riesgo, grandes logros historicos. En el
siglo XX, las muertes por enfermedades infecciosas descendieron
debido a la combinacién de una mejora en el desarrollo y en los
sistemas de salud, a la mejora en los estandares de vida, al
saneamiento y mejoras en la higiene de la sociedad, al uso de agua
potable, a la implementacién de vacunas en la poblacion y de manera
importante al uso de medicamentos mas efectivos como fueron los
antibioticos. En esta linea, usando el ejemplo de Estados Unidos, la
tasa de mortalidad por enfermedades infecciosas disminuy6 desde
desde 1.000/100.000 habitantes por afio a principios del siglo XX a
menos de 50 habitantes/100.000 habitantes y afio en la década de los
80 (ONU, 2016) (Figura 1). Dentro de este incremento en la mejora
de la supervivencia a las enfermedades infecciosas, es absolutamente
cierto que los antibiéticos tuvieron un alto impacto. En este sentido,
es notable como la penicilina cambié el prondstico en la
supervivencia de los pacientes con neumonia y bacteriemia desde un
10% al 90% tras el uso clinico de la misma (Austrian y col., 1964)
(Figura 2). Esto gener6 sin duda, un ambiente de optimismo
exacerbado respecto a las propiedades “casi” milagrosas de estos
farmacos. No obstante, en aquel momento muy posiblemente no se
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tuvo en cuenta la capacidad de adaptacion y evolucion de los propios
microorganismos, y en especial las bacterias. Cabe destacar, la
personalidad visionaria del propio Alexander Fleming quien en su
discurso de recepcion del Premio Nobel en 1945 (Fleming A, 1945),
menciono el peligro de usar la penicilina a dosis bajas o inapropiadas
favoreciendo asi pues la aparicion de bacterias resistentes al
antibiético.

Fig. 1. Tasas de mortalidad por enfermedades infecciosas (patrén USA) a lo largo del
siglo XX. Adaptado de la ref. ONU, 2016.
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Fig. 2. Porcentajes de supervivencia en pacientes con neumonia y bacteriemia tratados (rojo) o
no (negro) con penicilina al inicio de su uso clinico. Adaptado de la ref. Austrian y col., 1964
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De esta manera, la apariciéon de resistencias y su incremento ha sido
paralelo al uso de los antibidticos y su uso en clinica. En la
actualidad no solo el uso de antimicrobianos en clinica humana,
sino también en salud animal, son responsables en gran parte del
fenomeno de la RA. En definitiva el uso de los mismos,
independientemente de la causa, razén o ecosistema implicado es
sin duda un elemento favorecedor de la génesis, persistencia e
incremento de bacterias resistentes a los antibidticos. Valga como
ejemplo la Figura 3. El numero de B—lactamasas identificadas tras
la introduccién de los primeros P—lactimicos se incrementa de
manera notable y simultinea con el uso masivo de estos
antibioticos (Davies ], Davies D, 2010). Es este un claro ejemplo
de evolucién bacteriana en respuesta a un factor desencadenante.

Una especie de fenémeno causa-efecto.

Fig. 3. Identificacién de nuevas B-lactamasas tras la introduccién de los B-lactimicos.
Adaptado de la ref. Davies ], Davies D, 2010.
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La cuestion es: sPor qué la crisis de la resistencia a los antibiéticos:
Ahora?
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Distintas causas podrian ser atribuidas:

- Causas relativas a los microorganismos: rapida evolucién como

ya se ha comentado antes.
- Causas humanas: poblacién humana y sobre uso de antibiticos

- Uso clinico de los antibidticos: sobre prescripcion y cursos de

tratamientos extensos.

- Percepcion y comportamiento humano: almacenamiento de los

mismos y adquisicion sin prescripcion

- Aplicaciones excesivas en la agricultura y ganaderfa, mas del 50%
del uso mundial de antimicrobianos es para uso animal, y se
estima que solo un 20% con fines terapéuticos, siendo el 80%

restante como profilactico de infecciones.
- Presiones comerciales por parte de las compaiiias.
- Reticencia a la vacunacion

Este es, pues, un tema con un gran impacto en la salud de la
poblacién. Como ha establecido recientemente el informe O Neill
(O'Neill ], 2016) (Figura 4), se estima en 10 millones de muertes a
lo largo del mundo atribuibles a la RA en 2050. Este impacto
poblacional tendra sin duda un gran impacto econémico, y se cree,
segin datos del Banco Mundial (Septiembre del 2016) que la
pérdida en el PIB puede oscilar entre el 1,1 y el 3,8%, siendo mayor
del 5% en paises con bajos ingresos, pudiendo llevar a la pobreza a

28 millones de personas.

Es importante el cambio conceptual en la RA a partir de los
conocimientos generados, y en la actualidad el tema de la
resistencia a los antibioticos ha evolucionado a un punto de vista
mas holistico, integrado, multisectorial, con un enfoque “Una
Salud”. De hecho organizaciones internacionales con distintos
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objetivos, tal y como la FAO, la OIE y la OMS, han aunado
esfuerzos y han firmado un acuerdo tripartito para establecer
prioridades incluyendo entre los objetivos prioritarios, el tema de la

resistencia a los antimicrobianos.

Fig. 4. Muertes estimadas a consecuencia de la resistencia a los antimicrobianos en 2050.
Comparativo con otras causas o enfermedades. Adaptado de la ref. O Neill ], 2016.
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Fig. 1 The impact of antimicrobial resistance in 2

Otro dato que demuestra la honda preocupacion que genera este
problema es la declaracién del 21 de septiembre de 2016 de la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), que insta a los 193 paises
alineados en este organismo a una lucha comun, global y coordinada
frente a este grave problema (ONU-Asamblea general-, 2016). La
declaracion de la ONU ha estado precedida por numerosas iniciativas,
tanto de organismos internacionales publicos como privados, y de
planes estratégicos, entre los que ha destacado recientemente el de los
gobiernos de Estados Unidos y de Reino Unido .

Destacar también el pasado 3 de mayo del 2017 en Nueva York, la
primera reunioén interagencial del grupo de coordinaciéon en RA,
que englob6é a 27 organizaciones y expertos. Algunas de las

conclusiones que se obtuvieron se detallan a continuacion:
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- Reconocimiento de que la RA es compleja y exige un enfoque

multisectorial, y un Marco para las intervenciones

- El vinculo entre la RA y el Plan de Accién Mundial con los

objetivos de desarrollo sostenible.

- La necesidad de mejores datos, pero también actuar sobre lo que

Ya s€ conoce.

- El papel del medio ambiente en la aparicion y propagacion de la
RA.

- La necesidad de investigacion y desarrollo relacionada con la RA.
- Educacién para profesionales relevantes y publico en general.
- Participacion de la comunidad.

En Espana, la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios (AEMPS) ha desarrollado un “Plan Estratégico y de
Accién para Reducir el Riesgo de Selecciéon y Diseminacion de
Resistencia a los Antibidticos”, que plantea numerosas acciones
multidisciplinarios con una visién global que atiende tanto la salud
humana como animal. En todos estos planes y recomendaciones, y
como una de las primeras acciones para posteriormente establecer
medidas de actuacion, se destaca la necesidad de realizar estudios
de vigilancia epidemiolégica que analicen y sigan la evolucion de las
tasas de resistencia ante problemas ya establecidos y que permitan
detectar la emergencia de nuevos mecanismos que puedan agravar

mas la situacidén actual.

Ante este panorama, es evidente que se necesitan soluciones para la
implementacién e integracion de medidas coordinadas que
impliquen a todos los profesionales claves de la sanidad tal y como
infectélogos, intensivistas, especialistas en medicina de urgencias,
farmacéuticos, y por supuesto microbidlogos clinicos entre otros.
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2. MECANISMOS DE RESISTENCIA
EMERGENTES Y VIAS DE DISEMINACION

Existe un amplio numero de mecanismos de resistencia a
antimicrobianos, cuyo analisis detallado excede sin duda el objetivo
del presente discurso de ingreso, por lo que a continuacién solo se
expondran aquellos que han adquirido una importancia capital en

los dltimos afnos y que se estan incrementando paulatinamente:

- (1) Enterobacterias v la resistencia a los antibiéticos B-lactimicos

carbapenémicos debido a la produccién de enzimas B-lactamasas

del tipo carbapenemasas (EPC-Enterobacterias Productoras
Carbapenemasas). El principal mecanismo de resistencia a los
antibiéticos B-lactimicos en enterobacterias es el enzimatico,
debido a la produccion de PB-lactamasas. Las B-lactamasas que por
su perfil hidrolitico y prevalencia han tenido una mayor relevancia
clinica en la primera década del siglo XXI son las que generan
resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion (cefotaxima,
ceftazidima), a los antibiéticos monobactamicos (aztreonam), y a
las cefalosporinas de cuarta generacion (cefepima), como las f3-

lactamasas de espectro extendido (BLEE) y las B-lactamasas del
tipo AmpC; en ambos casos los antibiéticos carbapenémicos, como
son el imipenem, el meropenem, el doripenem y el ertapenem,
mantienen su actividad (Queenan AM and Bush K, 2007).

Sin embargo, durante los dltimos afnos se ha producido la aparicion

y dispersiéon de enterobacterias productoras de enzimas que
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confieren resistencia a todos los antibioticos P-lactimicos,
incluyendo los antibiéticos carbapenémicos, lo cual limita de
manera importante el arsenal terapéutico frente a estas bacterias.
Estas enzimas, denominadas genéricamente carbapenemasas,

pertenecen en su mayorfa a 3 clases diferentes, segun la

clasificaciéon molecular de Ambler (Ambler RP,1980):

a) Clase A, principalmente enzimas del tipo KPC (Klebsiella-
producing carbapenemase).

b) Clase B o metalo-B-lactamasas (MBL) dependientes de zinc,
principalmente enzimas del tipo VIM, IMP y NDM.

c) Clase D o serin-carbapenemasas (principalmente OXA-48 y sus

variantes).

En 2005, Walsh et al. (Walsh T, 2005) publicaron una revision
titulada Metallo-B-lactamases: The quiet before the storm?,
alertando del grave problema de salud publica que se generaria si
las carbapenemasas, muy infrecuentes en aquel momento, se
diseminaran. Desde entonces, las enterobacterias productoras de
estas enzimas se han convertido en un problema clinico y de salud
publica emergente, en continua evolucién y con una alta velocidad
de diseminaciéon intra e interhospitalaria, de dificil control y

tratamiento.

Este incremento se debe principalmente a 2 mecanismos de
dispersién, en muchas ocasiones coexistentes: la adquisicién
horizontal de genes que codifican las carbapenemasas y la
diseminaciéon clonal de clones productores de estas enzimas
especialmente exitosos (Diene SM, and Rolain JM, 2014).

18



Fig. 5. Mecanismos de transferencia genética horizontal. Adaptado de la ref. Rumbo C
etal, 2011.
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Respecto a la adquisicion horizontal de genes que codifican a las
carbapenemasas y en general, a los ya conocidos mecanismos de
conjugacién, transduccidon o transformacién, se aflade un nuevo

mecanismo descrito por nuestro grupo por primera vez en A.
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banmannii, que supone la dispersion de estos genes asociados a
vesiculas de membrana externa (OMVs) (Rumbo C et al, 2011)
(Figura 5). Este mecanismo novedoso se ha visto implicado en la
diseminacién de genes del tipo carbapenemasa en brotes
hospitalarios muy severos en nuestro pafs que han afectado a un
amplio nimero de pacientes y con una importante mortalidad
asociada (Acosta | et al, 2011). Estos resultados ponen de
manifiesto la relevancia clinica de este mecanismo asociado a
brotes nosocomiales con alta morbi-mortalidad entre los pacientes
as{ como la plasticidad y versatilidad del mundo microbiano para

adaptarse y persistir en nichos ecologicos dispares.

-(I1I) Bacilos Gram-negativos y resistencia a la colistina

La colistina fue introducida en terapéutica antimicrobiana en los
afios 50 del siglo pasado. Su uso inicial fue muy moderado debido a
su nefrotoxicidad; recientemente se ha recuperado su utilizacién
con el aumento de la resistencia a los carbapenémicos, sobre todo
en Enterobacteriaceae, P. aernginosa 'y A. baumannii, por produccion de
carbapenemasas (Falagas ME et al, 2005). Sin embargo, su empleo
ha sido muy amplio en veterinaria, situaciéon que podria haber
jugado un papel importante en la selecciéon y diseminacion de la
resistencia mediada por el gen mer-1 en plasmidos que confieren
resistencia a la colistina en Enferobacteriaceae (Schawarz S, Johnson
AP, 2016) y que esta empezando a considerarse como un problema
de salud publica mundial.

Resistencia cromosomica a la colistina. Con anterioridad a la
publicacién de la descripcion del gen mer-1 en 2016, la resistencia
conocida a la colistina era de naturaleza cromosomica. Esta se
produce por la modificacién del lipido A del LPS bacteriano
regulado a través de un sistema de 2 componentes (Olaitan AO et
al, 2014). Estan implicadas mutaciones o deleciones en diferentes
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genes, cuyo resultado da lugar a variantes del LPS que dificultan el
efecto bactericida que ejerce la colistina por disrupcion de la
membrana externa (Beceiro A , 2011). Entre ellos destacan los
genes mgrB y pmrB, que participan en el sistema PhoPQ-PmrAB
(Figura 6). En Enterobacteriaceae, la mayoria de los aislados
resistentes a colistina con mutaciones en al menos uno de estos dos
genes se han descrito en K. prewmoniae y, en menor medida, en E.
coli. Otro mecanismo de resistencia de naturaleza cromosdémica
descrito en K. pneumoniae y menos estudiado que los anteriores son
los cambios en la capsula. Estos determinan un atrapamiento de la
colistina, lo que da lugar a un incremento en los valores de la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) (Olaitan AO et al, 2014).
Por el contrario, algunas de las mutaciones que afectan a las
bombas de expulsion pueden generar aislados mas sensibles a la
colistina y, por tanto, con valores de CMI de colistina inferiores a
los habituales (Srinivasan VB, 2014).

Fig. 6. Mecanismos cromos6micos implicados en resistencia a colistina. Adaptado de la
ref. Olaitan AO et al, 2014.

"v 9 arnBCADTEF operon
|V e S . L-Ara4N acltion to the LPS

_'i : 0 Activation of %. PpmrCAB operon

PmrA/PmrB PEIN addition to lipid A
1= *pagl. — Deacylation of lipid A y_q,u —  PEIN addition to the LPS core

MorR = =r
/ L _ugirs— pnosphorylation of lipid A

J_ — IpXR — Deacylation of lipid A
—-— PEIN addition — *
to KDO ‘—-— L-Ara4N addition to the LPS
etk

La mayor presencia de diferentes mecanismos de resistencia a
colistina en K. pnenmoniae que en E. coli refleja la situacion
epidemiologica descrita en Europa a través del sistema de vigilancia
EARS-net del ECDC. En 2013, entre los paises que notificaron los
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valores de sensibilidad a colistina, el 8,8% de los aislados de K
pnenmoniae eran resistentes a este antibidtico. Los paises mas
afectados eran Grecia, Italia, Rumania y Hungria, que concentran la

resistencia a la colistina en los aislados productores de

carbapenemasas. En E. co/i esta cifra era < 1% (ECDC, 2014).

El problema de la resistencia a la colistina en K. preumoniae
productora de carbapenemasas ha quedado particularmente
documentado en Italia, con la dispersiéon de clones de alto riesgo
asociados a la produccion de KPC (Monaco M, 2014). Su
incidencia es tal que supera el 40% de los aislados. Estos mismos
aislados podrian haberse diseminado en Espafia, en particular en
Andalucia, asociados al movimiento de pacientes desde Italia a

nuestro pais (Lopez-Cerero L, 2014).

En P. aeruginosa 'y A. banmanniz, los mecanismos de resistencia a la
colistina son muy similares a los que acontecen en Enterobaceriaceae e
implican mutaciones en genes del sistema de dos componentes
PmrA/PmrB que afectan la estructura del LPS. De forma adicional,
en P. aernginosa se produciria por mutaciones que afectan al sistema
de dos componentes PhoP/PhoQ. En ambos casos se han desctito
mutaciones compensatorias que hacen que la resistencia a la
colistina pueda revertir (Olaitan AO et al, 2014). También se han
descrito aislados de A. baumannii con pérdida completa del LPS
debida a la insercion de ISAbal7 en genes que participan en la
sintesis del LPS (Moffatt JH, 2011). La incidencia de resistencia a la
colistina en ambas especies es variable, pero inferior a la que se
produce en K. pnemmoniae. Se ha descrito en mayor medida en
aislados MDR y XDR; en el caso de P. aeruginosa, en aislados de
pacientes con fibrosis quistica y en A. baumannii, ligados a brotes
nosocomiales (Mustata MH, 2016).

En ambos casos, también en clones ligados a la produccion de

carbapenemasas.
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En Espafia, la resistencia a la colistina en P. aeruginosa 'y A. baumanni
ha sido bien documentada en estudios multicéntricos, y es < 2y

3%, respectivamente (Fernandez-Cuenca F et al, 2013).

Resistencia plasmidica a la colistina mediada por el gen mcr-
1. a visién que se tenfa de la escasa incidencia e importancia de los
aislados con resistencia a la colistina, salvo excepciones como en K.
pnenmoniae productora de carbapenemasa, cambio radicalmente con
la descripcion del gen mer-1. Su hallazgo inicial en E. cli y
posteriormente en K. pneumoniae y otras enterobacterias en China y
después en numerosos paises, tanto en aislados de origen humano
como animal, alerté del problema que podria derivarse de su
dispersion. Su asociacién en plasmidos (Incl2, IncHI2, IncP,
IncFIB e IncX4) (Figura 7), que habitualmente pueden contener
genes de BLEE y de carbapenemasas. (esencialmente NDM),
aumenté aun mas la preocupaciéon generada tras su descripcion
inicial. También se ha encontrado ocasionalmente integrado en el
cromosoma bacteriano (McGann P et al, 2016). Se ha comunicado
el posible origen de MCR-1 en bacterias productoras de colistina.
MCR-1 es una fosfoetanolamina transferasa que cataliza la
modificaciéon del lipido A del LPS afectando la actividad de la
colistina. Presenta una elevada homologia de su secuencia
aminoacidica con su enzima homologa 4’-fosfoetanolamina
transferasa del lipido A de Paenibacillus, microorganismo productor

de polimixina (Gao R et al, 2010).

La importancia clinica del gen mer-1, por el momento, no se ha
estudiado. El incremento en los valores de CMI de colistina en los
microorganismos que contienen el gen mer-1 (2-8 mg/l) no suele
ser tan elevado como el que se produce en los microorganismos
que presentan una alteraciéon del LPS por mutaciones en genes
cromosomicos (2 a > 256 mg/l). Se ha especulado que el amplio

uso de la colistina en el ambito veterinario podria jugar un papel
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importante en su seleccion y dispersion. También se ha observado
que el gen mer-1 puede estar presente en aislados que no tendrian el
calificativo de MDR e incluso en cepas sensibles a la colistina (< 2
mg/1) (Fernandes MR et al, 2016).

Fig. 7. Estructura del plasmido que contiene el gen de resistencia a colistina mzer-1.
Adaptado de la ref. McGann P et al, 2016.
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En Espafia, el gen mer-1 se ha descrito en aislados de E. co/i de
origen humano y animal, asi como en Sa/monella enterica de origen
animal (Prim N et al, 2016). Es de resaltar el trabajo retrospectivo
de busqueda del gen mer-1 de Prim et al en un hospital de
Barcelona. Encontré mer- 1 en el 0,5% de los aislados de E. co/i
estudiados, siendo los primeros con esta caracteristica del afio 2012.
Sin embargo, mas sorprendente ha resultado su hallazgo en aislados
de los anos ochenta del siglo pasado en colecciones conservadas en
China procedentes del ambito veterinario (Shen Z et al, 2016). El
incremento en el uso de la colistina en animales y la integracion del
gen mer-1 en plasmidos transferibles en bacterias MDR habria
facilitado su dispersion. . El gen mcr-1 se ha encontrado en varios
géneros de Enterobacteriaceae  (Escherichia, Klebsiella, Enterobacter,
Cronobacter, Salmonella, Shigella, y Kinyvera) aislados tanto del medio
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ambiente, como de alimentos vegetales y carnicos, animales, y de

los seres humanos.

Destacar que los aislamientos de enterobacterias productores de
MCR-1 se han identificado a menudo como colonizadores en ya
sea humanos o animales. Sin embargo, hay algunos casos descritos
de infecciones, incluidos dos pacientes con bacteriemia/infeccion
del tracto urinario en Suiza y USA (McGann P et al, 2016).

-(10I1) Mecanismos de resistencia a la fosfomicina. 1.a fosfomicina tiene

vitro una tasa de mutacion elevada (aproximadamente 10-¢ células
por generacion), si bien sigue siendo motivo de controversia la falta
de correlacion in vito-in vive de este fendémeno. La resistencia a la
fosfomicina se produce esencialmente por modificaciones que
afectan a su permeabilidad y por modificacién enzimatica de la
molécula. En mucha menor medida se producen alteraciones de la
diana de actuacion (MurA) que participa en la sintesis del
peptidoglicano (Falagas ME et al, 2016).

En E. coli, las mutaciones en los genes cromosomicos gipT'y ubpT
afectan al transporte de la fosfomicina, del glicerol y de
determinados carbohidratos. También se han descrito mutaciones
en los genes ¢yaA y p#sl, que limitan el AMPc y afectan al transporte

de la fosfomicina.

Sin embargo, el mayor interés en relacién con los mecanismos que
conducen a la resistencia a la fosfomicina se ha producido con la
descripcion de las enzimas modificantes de este antimicrobiano. La
primera de ellas, FosA, es una metaloproteina (glutation S-
transferasa), cuyo gen codificante (fos) se encuentra en un
transposon (Tn2912). Se describié en la década de los ochenta del
siglo pasado y esta ligada a plasmidos . Desde entonces se han
descrito numerosas variantes de fos4 en plasmidos, que a su vez

contienen genes que confieren resistencia a los B—lactimicos (genes
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responsables de la codificacion de AmpC, BLEE vy
carbapenemasas), quinolonas (gzr), aminoglucésidos  (rmB),
sulfonamidas (5u#/) y tetraciclinas (zez) (Alrowais H et al, 2015).

En P. aeruginosa, 1a resistencia a la fosfomicina es debida a FosA o a
la inactivacion del transportador GlpT. Aunque A. baumannii se
considera intrinsecamente resistente a la fosfomicina, se han
implicado sistemas de transporte en el aumento de los valores de
CMI de fosfomicina (Sharma A et al, 2017).
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3. AMENAZAS GLOBALES EN BACILOS GRAM-
NEGATIVOS. ASPECTOS CLINICOS

El fenémeno de la RA engloba a practicamente cualquier
microorganismo, incluyendo los hongos tanto levaduriformes
como filamentosos, pero si hay algin grupo donde la situacién es
alarmante, son los bacilos Gram-negativos, entre los que se
encuentan miembros de la familia Ewferobacteriaceae y los bacilos
Gram-negativos no fermentadores como son Pseudomonas aeruginosa

y Acinetobacter baumannii entre algunos significativos.

Las enterobacterias son una de las familias bacterianas que
presentan con mayor frecuencia resistencia a multiples antibiéticos.
A ellas se afaden los dos microorganismos Gram-negativos
multirresistentes citados arriba. Todos ellos han sido considerados
por el CDC como alertas de primera magnitud.

Resistencias en Enterobacteriacaeae mediada por
carbapenemasas

Las carbapenemasas son una familia de enzimas capaces de

hidrolizar los carbapenémicos, una familia de antibiéticos que

pertenecen a los B—lactimicos y que se caracterizan por presentar
una gran actividad frente a los bacilos Gram-negativos. De hecho
se suelen usar como farmacos prioritarios en infecciones graves
causadas por estos microorganismos. De manera genérica, y
muchas veces puesto de manifiesto, a nivel hospitalario, estos

microorganismos con estas enzimas suelen manifestar resistencias
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cruzadas a la mayorfa de los antibidticos de uso clinico. Una
enterobacteria resistente a los carbapenémicos se suele representar
como ERC, mientras que si dicha resistencia es causada por
produccién de una carbapenemasa se suele referir como EPC, tal y

como se ha citado anteriormente.

Desde un punto de vista clinico, los principales factores de riesgo para
la colonizacién e infeccion por estas cepas son la estancia en la UCI, 1a
administracion de antibioterapia de amplio espectro de forma
prolongada, la cirugfa, los procedimientos instrumentales invasivos y
la inmunosupresion (Pafio-Pardo JR et al, 2013). Las tasas de
mortalidad son altas, oscilando entre el 18 y el 60% en casos de
infeccion por K. pneumoniae productora de carbapenemasas, siendo las
tasas mas altas entre pacientes con una infecciéon del torrente
sanguineo o bacteriemia. FEl tratamiento antibidtico empirico
inadecuado incrementa la probabilidad de una peor evolucién clinica,
mientras que las terapias con una combinacion de antibiéticos y la
retirada o control del foco de infecciéon se asocian con mejor
supervivencia de los pacientes (Tzouvelekis LS et al, 2012).

Como se ha comentado antes, con frecuencia las cepas productoras

de carbapenemasas presentan corresistencias a otras familias de

antibiéticos no B-lactamicos, por lo que es habitual la existencia de
casos de resistencia extensa o panresistencia (Magiorakos AP et al,
2012), frente a los cuales no hay una alternativa Optima de
tratamiento antibiotico. Muchas de las EPC solo se muestran
sensibles 7z vitro a antibidticos como la colistina, la tigeciclina, la

fosfomicina o la amicacina (Tzouvelekis LS et al, 2012).

La primera descripciéon de carbapenemasas en enterobacterias en
Espafia fue una MBL del tipo VIM-1 en 2005 (Tortola MT et al,
2005). En los afios posteriores se detectaron casos esporadicos y

algin brote aislado de enterobacterias productoras de MBL,
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principalmente VIM e IMP. Sin embargo, durante los 2-3 dltimos
afios la situacién ha cambiado drasticamente, con un aumento global
de los casos detectados, principalmente en K. preumoniae, seguida de
Enterobacter spp., con un incremento del tipo de carbapenemasas y
con un numero mayor de hospitales afectados por grandes brotes a

lo largo de la geografia espaniola (Pitart C et al, 2011).

En esta linea y considerando la gravedad de este tema, es
importante poner de manifiesto una serie de hitos epidemiologicos
trascendentes que han sucedido en Espafia en los tltimos 3-5 afios
y que marcan las tendencias evolutivas de esta problematica. De

manera resumida son:

a) Desde su emergencia en Espafia en 2005 las enterobacterias
productoras de VIM han experimentado un progresivo aumento,
originando importantes brotes hospitalarios.

b) La apariciéon de la carbapenemasa KPC en 2010 aunque se
mantiene en una prevalencia globalmente baja. Sin embargo,

algunos centros estan sufriendo importantes brotes.

c) La aparicién y diseminaciéon explosiva de la carbapenemasa
OXA-48. Hasta abril de 2009 no se describi6 el primer caso en

Espana; desde entonces se han descrito varios grandes

brotes y casos aislados de enterobacterias, fundamentalmente K.
pneumoniae, productores de OXA-48 a lo largo de la geografia
espafnola. Segun datos del Programa de Vigilancia de la RA del
Centro Nacional de Microbiologfa (PVRA-CNM) se ha pasado de
ningun caso registrado en el afio 2010, a 163 casos en 2012. En un
trabajo reciente se ha detectado la diseminacién interhospitalaria de
unos pocos clones de K. preumoniae productores de OXA-48.

d) La deteccion de cepas aisladas productoras de NDM-1, todas
ellas en relaciéon con una estancia previa de los pacientes en la India.
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e) El aumento significativo de hospitales que comunican casos de

enterobacterias productoras de carbapenemasas.

f) Paralelamente al incremento de enterobacterias productoras de
carbapenemasas en el medio hospitalario, se esta produciendo un
aumento de su detecciéon en pacientes extrahospitalarios, lo que

aumenta el riesgo de una rapida diseminacion en la comunidad.

2) Los genes que codifican la mayorfa de las carbapenemasas estan
en plasmidos y otros elementos genéticos moviles que facilitan su
diseminacién. Ademads, se han encontrado algunos clones
especialmente prevalentes en los aislamientos productores de estas
enzimas. (Oteo | et al, 2014)

-Retos

Todas estas evidencias llevan a varios miembros de los Grupos de
Estudio de la Infeccion Hospitalaria y de los Mecanismos de
Accién y de la Resistencia a Antimicrobianos de la Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
(GEIH/GEMARA-SEIMC) a posicionarse ante tal amenaza,
exponiendo la existencia de 4 grandes retos que dicha problematica
plantea a los sistemas sanitarios de salud:

Reto diagnoéstico

La deteccion de las EPC supone un reto en el diagnostico
microbiolégico. El diferente y variable grado de expresion i vitro
de estas enzimas, que en ocasiones generan concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) consideradas sensibles a algunos
antibidticos carbapenémicos, dificulta su deteccion, especialmente
cuando se emplean sistemas automaticos. EI CDC (USA) ha
destacado también como una prioridad el desarrollo de métodos
diagnoésticos rapidos que permitan detectar de manera precoz

30



aquellas bacterias resistentes o multirresistentes a los antibioticos
causantes de infecciones. En esta linea, al margen de los métodos
fenotipicos ya implementados en la totalidad de los laboratorios de
microbiologia hospitalarios de nuestro pafs, se estan desarrollando
métodos basados en proteémica o moleculares que permiten lograr
esta finalidad. Desde el servicio de microbiologia del CHUAC en A
Corufia hemos desarrollado protocolos basado en proteémica
(MALDI-TOF) que permiten identificar una  bacteria
multirresistente en menos de 30 minutos, asi como diagnosticar
una infecciéon urinaria causada por una EPC en 90 minutos

(Oviano et al, 2017) (Figura 8).

Fig. 8. Algoritmo diagnéstico rapido para infecciones del tracto urinario y deteccion de
EPC en 90 minutos. Adaptado de la ref. Oviafio et al, 2017.
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La SEIMC (Sociedad Espafiola Enfermedades Infecciosas vy
Microbiologia  Clinica) ha elaborado a tal efecto, unos
Procedimientos de Microbiologfa Clinica para la deteccion
fenotipica de mecanismos de resistencia en bacterias Gram-

negativas, incluida la producciéon de carbapenemasas (Oteo ] et al,

2016).

Reto del control de la infeccién

La aplicaciéon de medidas de control de la infeccion es clave para
minimizar la diseminaciéon intrahospitalaria de las EPC. Este
control requiere de un abordaje multidisciplinar que incluya
aspectos relacionados con la vigilancia (deteccion precoz del caso
indice y detecciéon activa de la colonizacién en pacientes), la
implementaciéon de precauciones estandar y de contacto, llegando
incluso a medidas de cohorting si fuera necesario, ademas de la
limpieza y desinfeccion ambiental. Recientemente, la European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID)
ha publicado una guia para el manejo de las medidas del control de

la infecciéon nosocomial por bacterias Gram-negativas (Tacconelli

et al, 2014).

En un estudio reciente realizado en Nueva York en el que se
comparaban las practicas de control de infeccion entre 9 hospitales
vecinos se evidencié que los hospitales que llevaban a cabo cultivos
de vigilancia activa tuvieron mas éxito en la disminucién de la tasa
de adquisicion de bacilos Gram-negativos productores de KPC
(Landman D et al, 2012).

La implantaciéon de los programas de optimizaciéon del uso de
antimicrobianos (PROA) es otra de las medidas que puede ayudar a
limitar la seleccién de cepas productoras de carbapenemasas.
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Reto terapéutico

Las opciones terapéuticas frente a las infecciones producidas por
EPC son muy limitadas y no siempre 6ptimas. Como consecuencia,
el abordaje terapéutico es complejo y todavia hay pocas evidencias

cientificas de su eficacia.

No obstante, parece que la terapia combinada, con 2 o mas
antibidticos que hayan demostrado su actividad z  vitro
(principalmente con amicacina, colistina, fosfomicina y tigeciclina,
entre otros), tiene un menor riesgo de fracaso terapéutico que la
monoterapia (Tzouvelekis LS et al, 2012).. Las combinaciones de
antibiéticos que se han mostrado mas eficaces son las que incluyen
un antibiético carbapenémico, en los casos en los que uno de estos
antibiéticos sea aun sensible o con actividad intermedia 7 vitro. La
monoterapia que ha mostrado un menor fracaso terapéutico es la
realizada con aminoglucésidos (principalmente amicacina), y la que
ha presentado un mayor fracaso es la realizada con colistina
(Tzouvelekis LS et al, 2012). Hay en la actualidad antibioticos
novedosos muy activos frente a las EPC que se discuten mas

adelante en el apartado correspondiente.
Reto del control de la diseminacién

La capacidad de extenderse de forma rapida y eficaz entre
diferentes centros sanitarios y entre diferentes regiones geograficas
hace necesaria la existencia de sistemas de alerta precoz que estén
interconectados, mas alla de fronteras geograficas y administrativo-
politicas, que nos permitan un conocimiento actualizado de la
epidemiologia y de las vias de expansién de las cepas productoras
de carbapenemasas (ECDC-b, 2014).

Para un adecuado control de esta diseminacién es importante la
sospecha y el cribado de la colonizacion intestinal en los pacientes
procedentes de determinados paises especialmente afectados por
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esta problematica, o en pacientes provenientes de otros hospitales
o centros de enfermos cronicos, asi como establecer un sistema de
informacién para el traslado entre distintos centros hospitalarios de

pacientes colonizados por estas bacterias (ECDC-b, 2014).

La diseminacion de cepas de enterobacterias con resistencia extensa
o panresistencia debida a la produccién de carbapenemasas es una
de las mayores amenazas actuales para la salud de los

pacientes en particular y para la salud publica en general, por lo que
debe ser una prioridad de los profesionales y de las autoridades

sanitarias. El conocimiento de los casos existentes y de su

distribucion geografica es un paso necesario para su control. Un
importante avance en este sentido serfa considerar como casos de
declaracion obligatoria (EDO) todas las infecciones/colonizaciones
producidas por bacterias productoras de carbapenemasas (EPC).

En esta linea acaba de firmarse un acuerdo entre la SEIMC, Roche,
CNAG (Centro Nacional Analisis Genémico) y nuestro grupo para
crear una base de datos de genomas de enterobacterias
multirresistentes (EPC) a nivel nacional que se pondra a
disposicion de los microbidlogos espanoles de manera gratuita y
libre con la finalidad de poder identificar y seguir de manera
epidemioldgica a las EPC causantes de infecciéon en nuestro pafs.
Nuestro ambito es de momento nacional, pero no se descarta ir

mas alla de nuestras fronteras en un paso posterior.

Resistencia en Pseudomonas aeruginosa

La resistencia en P. aeruginosa se ha incrementado de manera notoria
en las ultimas décadas. Conocer la base molecular de esta
resistencia,asi como su prevalencia, es importante para optimizar el
tratamiento de las infecciones causadas por este patdégeno. De
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naturaleza ubicua y oportunista, es capaz de generar infecciones
graves, que llegan a comprometer la vida de los pacientes,
especialmente los inmunocomprometidos (Savoia D et al, 2014).
Debido a su diversidad ecolégica es capaz de aislarse en diversos
ambientes, como el medio ambiente (suelo, materia organica, agua,
plantas, etc.), muestras clinicas, asi como en equipos médicos. Su
peligrosidad radica en el gran nimero de factores de virulencia que,
junto con su resistencia intrinseca o adquirida a los antimicrobianos,

contribuyen de manera sinérgica a su patogénesis.

La resistencia en P. aeruginosa se produce por la combinaciéon de
diferentes factores que actian de manera sinérgica, entre los cuales
destaca la baja permeabilidad de su envoltura celular, la expresién
de una amplia gama de mecanismos de resistencia intrinsecos a
partir de mutaciones cromosémicas (hiperexpresion de la
cefalosporinasa cromosémica, expresion de bombas de extrusion
multifarmaco o la pérdida en la expresion de OprD), asi como la
adquisicion de genes de resistencia por transferencia génica
horizontal via plasmidos, transposones o bacteriéfagos (Lister PD

et al, 2009), Figura 9.

La resistencia a los antimicrobianos es pues una caracteristica

notable de P. aeruginosa.

Los agentes antipseudomonicos aceptados y utilizados para tratar

las infecciones causadas por esta bacteria son los B-lactimicos, los
aminoglucésidos y las fluoroquinolonas. Su uso inadecuado ha
contribuido al desarrollo de cepas MDR. Recientemente, se han
comercializado dos nuevas combinaciones de antibiéticos muy
eficaces frente a este patogeno, el ceftolozano-tazobactam, y la
ceftazidima-avibactam, que se discutiran posteriormente en la

seccion correspondiente.
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Fig. 9. Mecanismos de resistencia cromosémicos en P. aeruginosa. A: cepa sensible; B:
cepa resistente. Adaptado de la ref. Lister PD et al, 2009.
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Para ceftazidima y cefepima, las tasas de resistencia se encuentran
en distintos paises entre el 10 y el 50% de los aislados, con una
tendencia creciente (Rhomberg PR et al, 2007). Este hecho es
también claro en relaciéon a los carbapenémicos, posiblemente
debido a su amplio uso. Respecto a los aminoglucésidos, la
resistencia es bastante frecuente. Para tobramicina y amicacina varfa
en funcién del estudio y puede oscilar entre un 2 y un 50%. En el
caso de gentamicina puede ser incluso > 50% (Falagas ME et al,
2005).

De igual manera, la resistencia a las quinolonas antipseudomonas
(especialmente ciprofloxacino) se ha incrementado. Con esta
situacién, el uso de polimixinas (polimixina B y colistina) ha
emergido como opcion en el tratamiento de las infecciones por P.
aeruginosa, antibiéticos que tampoco estan escapando, aunque en
mucha menor medida, al desarrollo de resistencias paralelamente a
su uso continuado (Landman D et al, 2012).

Uno de los mayores problemas en P. aeruginosa es la aparicion de
cepas MDR, XDR o PDR, que limitan de manera preocupante las
opciones terapéuticas. Este problema se incrementa cuando se
afladen caracteristicas especiales de virulencia y/o persistencia,
situacion que acontece con los clones de alto riesgo. Algunos
ejemplos serian los genotipos ST111, ST175 o ST235, responsables
de epidemias nosocomiales causadas por cepas MDR o XDR a lo
largo del mundo (Viedma E et al, 2012).

Resistencia en Acinetobacter baumannii

A. baumannii es un patégeno oportunista, normalmente hospitalario,
implicado entre otras en infecciones de piel y partes blandas,
urinarias, neumonia asociada a ventilacion mecanica y endocarditis.
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Estas infecciones se producen en pacientes con cierto grado de
inmunosupresion y/o sometidos a procesos invasivos y, sobre todo,

en aquellos ingresados en las unidades de cuidados intensivos
(UCD).

Mecanismos de resistencia en Acinetobacter spp.

El genero Acinetobacter se compone de 30 especies con un nombre
asociado y 9 especies genémicas definidas a traves de estudios de
hibridacion ADN/ADN.

Entre todas las especies sobresale con gran diferencia A. baumannii,
debido a su resistencia intrinseca a diferentes antimicrobianos y a
su extraordinaria capacidad para adquirir mecanismos de resistencia
a la practica totalidad de los antimicrobianos a los que inicialmente

es sensible. Entre los mecanismos intrinsecos destacan la

cefalosporinasa AmpC cromosémica, la B-lactamasa OXA-51, la

reducida permeabilidad de la membrana externa al compararlo con

otros patégenos, asi como la presencia de bombas de expulsion,
principalmente de la familia RND, como AdeABC, Adel]K vy
AdeFGH, que contribuyen en mayor o menor grado a su
resistencia intrinseca, especialmente cuando se hiperexpresan
(notable este hecho para conferir resistencia a tigeciclina) (Peleg
AY et al, 2008).

Dentro de los mecanismos de resistencia adquiridos, los mas
importantes por su diseminacion, prevalencia e impacto clinico son
las carbapenemasas de clase D (OXA-23, -24, -58, -143 y -235)
(Potron A et al, 2015). La presencia de estas enzimas, junto a
algunos de los mecanismos intrinsecos detallados, contribuye en
gran medida a su resistencia a los carbapenémicos (Bou G et al,
2000) . Las B-lactamasas de clase B o MBL, aunque también se han

descrito en _Acinetobacter, no constituyen, por el momento, un
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problema clinico o epidemidlogico, pues su presencia es muy

minoritatia respecto a las B—lactamasas de clase D u oxacilinasas.

También es destacable en A. baumannii la produccion de enzimas
modificantes de aminoglucésidos y cloranfenicol, metilasas y las
modificaciones del sitio de interaccion de la diana, como es el caso
de las fluoroquinolonas (Peleg AY et al, 2008; Beceiro A, 2018)
(Figura 10).

Fig. 10. Principales mecanismos de resistencia a antimicrobianos en A. baumanni.
Adaptado de la ref. Beceiro A, 2018.

Antibiotic Resistance mechanism Key examples

B-lactams Enzymatic inactivation Penicillinases
Extended spectrum

f-lactamases (AmpC, TEM,

VEB, PER, CTX-M, SHV)

Carbapenemases

(OXA, VIM, IMP, NDM-1)

Loss, down-regulation, or CarO, Omp 33-36, OprD-like
alteration of porins

Alteration of PBP expression PBP2
Efflux systems AdeABC
Aminoglycosides AMEs AAC, ANT, APH
Efflux systems AdeABC, AdeM
Ribosomal methylation ArmA
Tetracyclines and Efflux systems AdeABC, TetA, TetB
tigecycline Ribosomal protection TetM
Polymyxin E Lipid A modification PmrCAB
(Colistin) Loss of lipopolysaccharide LpxABC

Respecto a las polimixinas (colistina), es notable el hecho del
incremento en su uso debido a la escasez de opciones terapéuticas
disponibles. Aunque no es muy habitual, se estan detectando cada
vez con mayor frecuencia aislados de A. baumannii resistentes a
colistina. La resistencia se produce por la modificacion del lipido A
del lipopolisacarido (LPS) bacteriano a través de un sistema
regulatorio de dos componentes (Beceiro A et al, 2011). Otro
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mecanismo, que se asocia con altos niveles de resistencia a colistina,
esta producido por la pérdida del LPS, aunque debido al amplio
coste biologico asociado, su emergencia en cepas clinicas es
practicamente anecdotica y de menor relevancia.
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4. EPIDEMIOLOGIA NACIONAL E
INTERNACIONAL

Situacion de las enterobacterias productoras de
carbapenemasas en Espafa.

En Espana, como en la mayoria de los paises, la pre valencia de
EPC ha experimentado un enorme aumento. En 2009, en el seno
de un estudio multicéntrico que englobd a 35 hospitales espafioles,
se analizaron 100.132 aislamientos de Eunferobateriaceae. Solo se
detectaron las carbapenemasas VIM-1, IMP-22 e IMP-28, y no se
detect6 OXA-48 o KPC (Miro E et al, 2012). Tan solo 3 afios
después, en 2012, y dentro del programa de vigilancia de la
resistencia a los antibidticos en nuestro pafs, se detecté un
incremento importante de las EPC, siendo OXA-48 la
carbapenemasa emergente (Oteo J et al, 2013).

En 2013, en el seno de otro estudio multicéntrico con 83 hospitales
(cerca de 40.000 camas), se detectaron 379 EPC, y las
carbapenemasas mas frecuentes fueron OXA-48 (71,5%) y VIM-1
(25,3%). K. pneumoniae (14,4%), Enterobacter cloacae (10,3%) vy

Escherichia coli (8,4%) fueron las especies mas afectadas.

Respecto a los tipos de secuencia (ST) mas prevalentes, estos
fueron ST11/0OXA-48, ST15/0XA-48, ST405/0XA-48 vy
ST11/VIM-1, y se observo una amplia diseminacion interregional
de EPC en nuestro pais. Actualmente, la diseminacién de OXA-48
en E. cli de naturaleza policlonal es un nuevo motivo de
preocupacién de salud publica en Espafa (Oteo | et al, 2015).
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Respecto al resto de Europa, un estudio reciente ha puesto de
manifiesto la amplia dispersion de las EPC, ya que en 2015 13 de
38 paises describieron diseminacién interregional o una situacion
endémica de EPC. Esa cifra contrasta con la de 2013, cuando solo
6 de 38 paises tenfan esa situacion. En 2015, las enzimas mas
prevalentes fueron OXA-48 y NDM. Es de resaltar que en 2015
solo 3 paises no notificaron casos de EPC (Albiger B et al, 2015)
(Figura 11).

Fig. 11. Situacién epidemiolégica en Europa respecto a Enterobacteriaceae productora de
carbapenemasas (EPC) en el afio 2015. Adaptado de la ref. Albiger B et al, 2015.

Epidemiological stages, 2014-2015

Countries not participating
B No case reported (Stage o)
Sporadic occurence (Stage 1)
Single hospital outbreak (Stage 2a)
Sporadic hospital outbreaks (Stage 2b)
B Regional spread (Stage 3)
I Inter-regional spread (Stage 4)
W Endemic situation (Stage 5)

ﬂ Luxembourg
E] Malta

Situaciéon de la resistencia a los antimicrobianos de
Pseudomonas aeruginosa en Espafia.

Seguin el ECDC, las tasas de resistencia a ceftazidima,
carbapenémicos, aminoglucésidos y fluoroquinolonas en P.

aeruginosa procedentes de infecciones invasivas, se sitian en un 10,

20, 20 y 25%, respectivamente (ECDC-b, 2013).
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Los estudios nacionales, con colecciones de cepas recogidas de
bacteriemias en 10 hospitales, muestran tasas de resistencia
similares a las descritas por el ECDC. Cuando se analizan los
mecanismos moleculares subyacentes, se pone de manifiesto que la
resistencia mediada por mutaciones es frecuente en estos aislados.
El principal mecanismo de resistencia a las penicilinas o
cefalosporinas es la selecciéon de mutantes con hiperproduccion
constitutiva (desrepresién) de la cefalosporinasa cromosémica
inducible AmpC. Entre los mecanismos de resistencia mutacionales
destaca también la inactivaciéon de la porina OprD, que confiere
resistencia a imipenem y sensibilidad disminuida a meropenem.
Finalmente, la hiperexpresion de alguna de las multiples bombas de
expulsion, principalmente MexAB-OprM vy MexXY-OprM,
contribuye de forma notable a los fenotipos de resistencia (Lister
PD et al, 2009). Aunque proporcionalmente es mucho menos
comun que la resistencia mutacional, cada vez es mas frecuente la
presencia de genes adquiridos por transferencia genética horizontal

a través de plasmidos, transposones o integrones que confierne

resistencia a distintos B—lactamicos (Garcia-Castillo M et al, 2011).

Situacidon de la resistencia de Acinetobacter baumannii en
Espafia y resto del mundo.

En Espafia, como en el resto del mundo, se esta produciendo un
incremento de la resistencia a los antimicrobianos en 4. baumannii.

A nivel internacional, destaca el estudio de Mera et al (Mera RM et
al, 2010), que describe un incremento en la resistencia a los
carbapenémicos en A. baumannii en 6 anos en Estados Unidos
(2002-2008), desde un 22 hasta un 52%, tras un analisis de mas de
22.000 cepas.
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En Espana, en el dltimo estudio multicéntrico nacional (proyecto
GEIH-GEMARA-REIPI-Ab2010) (Fernandez-Cuenca F et al,
2013), donde se incluyeron 446 aislados de _A. baumannii
procedentes de 43 hospitales, se detect6 una alta prevalencia den la
pérdida de la sensibilidad a la mayorfa de los antimicrobianos: > 94%
en ceftazidima, piperacilina y ciprofloxacino; 82-86% en
carbapenémicos y tetraciclina, y 60- 70% en tobramicina, sulbactam,
gentamicina y doxiciclina. En comparaciéon con los datos obtenidos
en un estudio previo realizado en 2000 (Fernandez-Cuenca F et al,
2004), estos aislados fueron mas resistentes a ceftazidima,
carbapenémicos, doxiciclina, sulbactam y colistina; la mayoria

fueron MDR o XDR.

Este proyecto puso también de manifiesto que la tasa de incidencia
de colonizaciéon o infeccion por A. bawmnanii se incrementd
significativamente desde el 0,14 en 2000 al 0,52 en 2010 (p < 0,001).
Ademas, el estudio epidemidlogico a traves de MLST (tipificacion
multilocus de secuencias) puso de manifiesto un incremento del
grupo clonal ST2 en 2010, el cual mostré mayor resistencia a
imipenem y se asocié a un mayor riesgo de sepsis (Villar M et al,

2014).

Los factores epidemiologicos implicados en la adquisicion
hospitalaria de Acinetobacter spp. son bien conocidos. Su implicacion
en brotes hospitalarios se ve favorecida por su capacidad de resistir
a la desecacion, transmitirse de paciente a paciente a través de las
manos del personal y contaminaciéon del ambiente hospitalario. En
Espafia se han descrito brotes por A. baumannii portadores de las
carbapenemasas OXA-23, OXA-24 y OXA-58. (Bou G et al, 2000).
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5. LA IMPERIOSA NECESIDAD DE NUEVO
ANTIBIOTICOS EN CLINICA: ;QUE HAY DE
NUEVO?

La resistencia a los antibidticos en Gram-negativos se ha
desarrollado sin una respuesta compensada en relaciéon al desarrollo
de agentes antibioticos exitosos, aunque es notorio un cambio de
tendencia recientemente. Como se ha comentado anteriormente,
infecciones graves causadas por bacterias Gram-negativas estan
empezando a ser consideradas como un reto muy importante. La
emergencia de microorganismos que producen [-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) es un problema de salud publica global.
La resistencia a estos antibidticos de amplio espectro tal y como
cefalosporinas de tercera generaciéon (por ejemplo ceftazidima y
ceftriaxona) en E. wli y K. pneumoniae es un fendémeno muy
generalizado. Como consecuencia, se ha producido un incremento
concomitante en el uso de antibidticos carbapenémicos que ha
generado a su vez, un incremento en la presion selectiva para la
resistencia a los propios antibiéticos. Un incremento en las tasas de
resistencia a los carbapenémicos en Enterobacteriaceae (CRE) se esta
detectando en el entorno hospitalario lo que conlleva mayor
numero de infecciones invasivas que se traducen en alta mortalidad.
A su vez, cepas multirresistentes (MDR) de P. aeruginosa y A.
bawmannii, incluso  extremadamente resistentes (XDR) o
panresistentes (PDR) con multiples mecanismos de resistencia se
estan empezando a detectar en los hospitales a lo largo del mundo.

La amenaza de microorganismos resistentes a todas las familias de
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antibioticos ya es un hecho y se esta empezando a observar, con el
potencial de generar brotes hospitalarios. Considerando la escasez
de nuevos antibiéticos en los dltimos afios, hemos asistido a una
re-emergencia de antibidticos viejos y abandonados. Las
polimixinas, descartadas en principio por problemas de toxicidad se
presentan en la actualidad como una linea tltima de defensa contra
los Gram-negativos, siendo reclasificados por la OMS como de
importancia critica para la medicina humana. En este sentido, el
uso de las polimixinas en hospitales con prevalencia de infecciones
causadas por CRE, a menudo en terapia combinada, es algo muy
frecuente en la practica clinica y actualmente tema de importancia
en ensayos clinicos. Se estan realizando esfuerzos para ajustar la
dosificacion y optimizar los parametros farmacocinéticos (PK) con
la finalidad de reducir la toxicidad maximizando la eficacia. Otro
caso, serfa el de la fosfomicina trometamol, cuyo uso mayoritario es
el tratamiento de infecciones urinarias no complicadas, siendo su
uso 1v para infecciones de mayor gravedad. Este antibiotico es en la
actualidad tema de debate cientifico, siendo el principal problema
de este antibidtico la capacidad de generar resistencias con cierta

facilidad, especialmente cuando es usado en monoterapia.

Ante este problema de tremendas dimensiones se han generado
iniciativas, a distinto nivel para favorecer la investigaciéon en nuevos
antimicrobianos. En USA, esta la iniciativa GAIN (Generating
Antibiotic Incentives Now) la cual proporciona incentivos
econémicos y un proceso de revision simplificado para el
desarrollo de nuevos antimicrobianos. En Europa, el programa IMI
(Innovative Medicines Initiative) ND4BB (New Drugs for Bad
Bugs) por la Uniéon Europea proporciona financiacion para
combatir la resistencia a los antimicrobianos, incluyendo la
formacion de partenariazgo publico-privado para desarrollar

nuevos antimicrobianos. Se ha realizado un progreso significativo
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con dos agentes, el ceftolozano-tazobactam y la ceftazidima-
avibactam, siendo ambos aprobados por la FDA y la EMA, en
2015, asi como con unas 30 moléculas en desarrollo clinico. La
mayorfa de estas combinaciones pertenecen a clases ya existentes
de antibidticos, con nuevos inhibidores de P—lactamasas
combinados con 3 —lactimicos ya establecidos, y nuevas moléculas
de las familias tetraciclinas y aminoglucésidos. (Wright et al, 2017).

B —lactamicos existentes combinados con nuevos inhibidores

de B —lactamasas

En los ultimos afios se ha producido un progreso significativo en el
desarrollo de nuevos inhibidores de B—lactamasas activos frente a
B—lactamasas de clase A y C, incluyendo una buena actividad frente
a las carbapenemasas del tipo KPC. Algunos de estos nuevos
inhibidores de P-lactamasas incluyen avibactam, relebactam,
vaborbactam y AAI101. Las P-lactamasas de clase B son mas
refractarias a su inhibicién enzimatica aunque ya hay estudios que
muestran que un nuevo inhibidor de P—lactamasa, el zidebactam
con alta afinidad sobre la PBP-2; en combinacién con cefepima,
puede ser activo contras bactetias que producen P—lactamasas de
clase B. De igual manera la asociaciéon aztreonam y avibactam
muestra actividad contra microorganismos que producen estos
enzimas. Una tabla resumen de estas combinaciones a fecha de hoy
asi como su actividad relativa respecto a especies bacterianas

concretas y sus mecanismos de resistencia se muestra en la Figura
12 (Wright et al, 2017).
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Fig. 12. Nuevos antimicrobianos frente a Gram-negativos. BLEE: beta-lactamasas de
espectro extendido; Carba: carbapenemasa; BGNNE: bacilos Gram-negativos no fer-
mentadores. +: actividad; ++: actividad excelente; -/+: actividad en funcién del tipo
enzimatico; -: no actividad; (-): actividad en algunas situaciones. Figura cedida por la
Dra. Emilia Cercenado.

Actividad de nuevos antimicrobianos: Gram-negativos

Beta-lactamicos/inhibidores de beta-lactamasas

Enterobacterias BGNNF
BLEE | AmpC | Carba Carba Carba | Pseudomonas | Acinetobacter
KPC OXA-48 MBL aeruginosa baumannii
Ceftolozano/ + -[+ - = = +4 -
tazobactam
Ceftazidima/ 4 +4 4 + - +4 -
avibactam
Aztreonam/ ++ ++ ++ + ++ + -
avibactam
Imipenem/ ++ b o ++ (-) - + -
relebactam
Meropenem/ e ++ ++ (_) = + =
vaborbactam
Cefepima/ ++ ++ ++ ++ ++ ++ =
zidebactam
Cefiderocol ++ ++ ++ ++ ++ ++ +

-Ceftazidima-avibactam: combinacié>n de wun antibidtico

tradicional, ceftazidima, con un nuevo inhibidor de P—lactamasas

>

el diazobiciclo-octano o avibactam. Este compuesto es un
inhibidor de muchas P-lactamasas permitiendo de esta manera
proteger a la ceftazidima de la hidrolisis enzimatica por parte de las
B-lactamasas de clase A y C que producen muchos organismos

Gram-negativos y algunas B—lactamasas de clase D. La actividad
inhibitoria del avibactam es causada por un mecanismos reversible
y covalente que permite liberar al compuesto intacto para la mayor

de las serin P-lactamasas excepto las del tipo KPC. Como

resultado, las P—lactamasas pueden reciclar el inhibidor aunque
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haya varias enzimas presentes, permitiendo asi una mayor eficacia
en términos de inhibicién. Sin embargo, avibactam no puede
inhibir B-lactamasas de clase B o metaloenzimas, unas de las
enzimas de mayor prevalencia en Enferobacteriaceae. A pesar de esta
limitacion, estudios con gran cantidad de aislados bacterianos en
multiples regiones globalmente han demostrado altas tasas de
susceptibilidad de Ewnferobacteriaceae a la combinacion ceftazidima-

avibactam, especialmente cuando el microorganismo expresa las

B-lactamasas del tipo KPC y OXA-48. De igual manera, la
susceptibilidad de P. aernginosa a  ceftazidima/avibactam s
netamente mejor respecto a ceftazidima sola. Destacar no obstante,
la escasa actividad de esta combinacion frente a Acinetobacter spp. A
nivel clinico esta combinacioén esta aprobada para el tratamiento de
infecciones intraabdominales (cIAl) y urinarias complicadas (cITU),
neumonia nosocomial (incluyendo neumonia asociada a ventilacién
mecanica-NAV-) e infecciones causadas por microorganismos

aerobios Gram-negativos en pacientes con opciones terapéuticas

limitadas. (Wagenlehner FM et al, 2013).

-Imipenem/relebactam: relebactam (MK7655) es un analogo de

piperidina diazobiciclo-octano disefiado para inhibir B—lactamasas
de clase A y C. En combinacién con imipenem hay que destacar su
actividad frente patégenos Gram-negativos, con énfasis en P.
aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae y Enterobacter spp. productores de
carbapenemasas, con especial relevancia en aquellos que producen
la carbapenemasa de tipo KPC. Destacar la escasa actividad frente
a carbapenemasas tipo OXA-48. Clinicamente se espera en breve,
su aprobacion para el tratamiento de infecciones intraabdominales

complicadas y neumonias nosocomiales (Livermore D et al, 2013).

-Meropenem/vaborbactam: vaborbactam (previamente
conocido como RPX7009) es un nuevo compuesto bordnico
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ciclico capaz de inhibir Bf—lactamasas de clase A y C y algunas de
clase D. Vaborbactam es un inhibidor reversible que fue disefiado

pata interaccionar con setin B—lactamasas, y KPC en particular. Su

mecanismo de accién es a través de la creacién de una unién

covalente entre el atomo de boro y la serin —lactamasa. La adicion
de vaborbactam a una concentraciéon de 8 mg/L al meropenem
genera una reducciéon de =16 veces en la CMI de aislados clinicos
de E.col, Kpneumoniae y Enterobacter spp. productores de KPC.

Pricticamente no muestra actividad sobre _A. baumannii con

B-lactamasas de tipo OXA o P. aeruginosa. Se espera en breve su
uso clinico, una vez hayan finalizado distintos ensayos clinicos
donde se muestra la superioridad de esta combinacién para cITU,
neumonfa nosocomial y bacteriemia con aislados CRE

(ClinicalT'ials, 2017).

-Aztreonam-avibactam: aztreonam es el Unico monobactam de

uso clinico siendo un antibiético f—-lactimico aprobado desde 1986
para el tratamiento de infecciones causadas por Gram-negativos. Su
interés en estos momentos radica en que no es un antibidtico
hidrolizado por las MBLs y permite en combinacioén, ser usado
para el tratamiento, donde pocas opciones son disponibles.
Aztreonam solo es rapidamente hidrolizado por la mayoria de
BLEEs y carbapenemasas del tipo KPC. La combinacién con
avibactam por tanto incrementa la actividad frente patégenos MDR,
incluyendo estabilidad contra serin carbapenemasas, MBLs, y
algunas  P-lactamasas de clase D. De esta manera
aztreonam/avibactam ha mostrado una actividad 7 vitro supetior
comparado con aztreonam solo frente a BLEE, B—lactamasas de
clase C, MBLs, y enterobacterias productoras de KPC. La
combinaciéon aztreonam/avibactam es menos efectiva frente a P.
aernginosa con unas CMloo de entre 32-64 mg/L.. También y como
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una limitacién no muestra actividad 7z vitro contra aislados de A.
baumannii. Hay algunas observaciones clinicas publicadas evaluando
aztreonam combinado con ceftazidima/avibactam que muestran la
eficacia de esta combinacion frente a pacientes con infecciones
causadas por Enterobacteriaceae con NDM, P. aeruginosa con
resistencia a carbapenémicos o frente a Stenotrophomonas maltophilia.
Sin embargo, a fecha de hoy se necesitan mas ensayos clinicos
randomizados que apoyen mas su uso clinico (Yoshizumi A et al,

2015).

Nuevos P-lactimicos combinados con inhibidores de

f—lactamasas ya existentes

-Ceftolozano-tazobactam: es una combinacién de una nueva
oxyiminoaminotiazolyl cefalosporina con un bien conocido
inhibidor de P—lactamasas, el tazobactam. Ceftolozano se

caracteriza por su gran actividad frente a P. aeruginosa, con una alta
afinidad por las PBP1b, PBP1c, y PBP3, asi como su estabilidad en

presencia de P—lactamasas tipo AmpC. Su actividad no se afecta
por expresion de bombas de extrusion (efflux pumps) ni por
alteraciones en la permeabilidad mediada por OprD en P. aeruginosa.
La resistencia de alto nivel a ceftolozano/tazobactam requiere
multiples mutaciones que permiten una sobreexpresion de la
B—-lactamasa AmpC a la par que modificaciones estructurales en la
misma. Destacar que la tasa de resistencia es menor que frente a
ceftazidima, meropenem o ciprofloxacino. El
ceftolozano/tazobactam ha demostrado potente actividad i vitro
contra P. aeruginosa, con estudios que muestran una CMloy =4
mg/L, incluyendo aislados MDR. También es activo i vitro frente
Enterobacteriaceae, incluyendo aquellos resistentes a ceftazidima. En

estos casos, la adiciéon de tazobactam al ceftalozano extiende la
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actividad del ceftolozano solo para incluir muchos productores de
BLEE, mientras que patdégenos que portan carbapenemasas, tal y
como KPCs y MBLs, permanecen resistentes al mismo.

Clinicamente ha mostrado su eficacia a través de ensayos clinicos
para el tratamiento de cIAl y cITU. En este momento hay un
ensayo clinico en fase III randomizado donde se compara
ceftolozano/tazobactam con meropenem en el tratamiento de
pacientes adultos con NAV o neumonia bacteriana nosocomial, Se

espera esta indicacion clinica en breve (Hungtinton JA et al, 2016).

Cefalosporinas sider6foros (también conocidas como catecol
cephems)

Estas cefalosporinas aparecen de entre los mas antibidticos
prometedores a corto plazo, ya que muestran como caracteristica el
mayor espectro de actividad de entre todos los nuevos antibiéticos
contra los bacilos Gram-negativos. Su actividad incluye los
productores de P—lactamasas de clase A,B, C, y D, asi como A.
baumannit, P. aeruginosa y S. maltophilia resistentes a los antibidticos

carbapenémicos.

-Cefiderocol: previamente conocido como S-649266 es un nuevo
antibidtico tipo cefalosporina sideréfora con un catecol en la
posicion-3 de la cadena. La cadena lateral de catecol permite su
unién al i6n férrico, y el complejo cefiderocol e i6n hierro es
transportado activamente al interior de la bacteria a través de los
sistemas de transporte via i6n férrico con posterior destruccion de
la sintesis de la pared celular. Como se ha comentado, este
antibiético muestra una extraordinaria actividad frente a
microorganismos Gram-negativos incluyendo ERC (e incluyendo
las MBLs) asi como MDR P. aeruginosa'y A. baumannii. A su peculiar

manera de entrar en la célula se une la alta estabilidad del
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cefiderocol contra la hidrélisis por carbapenemasas. Varios ensayos
clinicos estan en marcha para demostrar su eficacia frente a una
gran variedad de infecciones e incluyendo los patdgenos arriba

mencionados.(Clinical Trials.gov-b, 2017)

Nuevos aminoglucésidos

-Plazomicina: es un aminoglucésido derivado de sisomicina que

inhibe la sintesis de proteinas a través de la unién con la subunidad
30S del ribosoma bacteriano. La resistencia principal a los
aminoglucésidos en Gram-negativos se debe a la modificacion
enzimatica e inactivacion posterior de los mismos. Plazomicina ha
sido sintetizado para ser activo contra la mayoria de las bacterias
que expresan estos enzimas modificantes de aminoglucésidos. De
esta manera muestra una gran actividad frente a Ewnferobacteriaceae
incluyendo las resistentes a carbapenémicos e incluso mas actividad
comparada con amicacina, gentamicina y tobramicina. La
resistencia se produce a través de 16S rRNA metiltransferasas que
modifican el sitio de unién al ribosoma. Destacar que es menos
activo frente Gram-negativos no fermentadores respecto a
Enterobacteriaceae, mostrando en P. aeruginosa una actividad similar a
otros aminoglucosidos aunque una mejor actividad que los
aminoglucésidos tradicionales frente a _A. bawmannii. Ensayos
clinicos en fase III en el tratamiento de cITU muestran no
inferioridad estadisticamente significativa de plazomicina respecto
al meropenem. Otros estudios clinicos, donde comparan
plazomicina respecto a colistina en pacientes con infecciones del
torrente sanguineo, neumonia hospitalaria o NAV, o cITU
causadas por CRE mostraron mayor tolerabilidad y mayor
supervivencia en el brazo de plazomicina (Garcia-Salguero C et al,
2015).
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Derivados de tetraciclinas

-Eravaciclina: esta es una nueva fluorociclina tetraciclina sintética.

Su mecanismo de accién es a través de su unién al ribosoma y
posterior inhibicion de la sintesis de proteinas bacteriana. Su
estructura quimica es similar a tigeciclina, lo cual le permite evadir
mecanismos de resistencia presentes para otras tetraciclinas, como
son las proteinas de protecciéon ribosémicas y la mayorfa de los

mecanismos tipo efflux especificos para tetraciclinas.

Esto se debe a modificaciones quimicas en C-7 y C-9 del nucleo de
la tetraciclina lo que permite ampliar el espectro de actividad y asi
mantener la actividad frente a patégenos MDR. Se puede
administrar por via oral o via parenteral. Destaca su actividad frente
a Enterobacteriaceae con carbapenemasas del tipo KPC, OXA-48 y
NDM. Presenta actividad frente a _A. baumannii pero no frente a P.

aernginosa.

Su eficacia clinica se ha estudiado en ensayos clinicos en fase III en
el contexto de cIAl y cITU. En muchos de ellos se ha observado
no inferioridad respecto a terapias estandar (Falagas ME,
Mavroudis AD et al, 2016).

Conclusiones

Se han realizado progresos notables recientemente en el desarrollo
de antibidticos para su uso contra organismos (Gram-negativos
MDR, lo cual provoca esperanza para el tratamiento futuro de estas
infecciones tan problematicas. Asi, el desarrollo de nuevos
antibioticos, relativamente “dormido” en relacion a la lucha contra
la resistencia antibidtica, ahora mantiene una tendencia muy
prometedora en el lanzamiento de moléculas muy utiles en el
armamentario antibiético.
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6. NUEVOS ABORDAJES TERAPEUTICOS Y,/O
BIOTECNOLOGICOS PARA LUCHAR CONTRA
LAS BACTERIAS RESISTENTES A LOS
ANTIBIOTICOS

Atendiendo a la situacién actual en términos de incidencia y
prevalencia de bacterias resistentes o multirresistentes, y al hecho de
que los antibidticos acaban tarde o temprano seleccionando
resistencias a los mismos de manera directa o cruzada, como parte del
proceso evolutivo natural, es necesario y casi “ético” plantear nuestras
estrategias que permitan luchar contra este terrible problema médico y
humano. Con esta idea hay una serie de estrategias que permiten
abordar la lucha contra la resistencia microbiana de otro modo.

Se muestra a modo de resumen en la Figura 13 (Trastoy R et al, 2018).
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-Terapia fdgica: los bacterifagos o virus bacterianos fueron
descubiertos y  potencialmente  usados como  agentes
antimicrobianos en la década de 1920. Sin embargo, fueron
reemplazados de este proposito con el descubrimiento de los
antibidticos. En la antigua Unién Soviética se siguieron usando
durante afios. Por ello, la literatura ha descrito el uso de
bacteriéfagos vivos como una forma de tratamiento para curar
infecciones letales causadas tanto por Gram-positivos como por
bacterias Gram-negativas. Estos bacteriéfagos “curativos” puedes
ser salvajes o modificados genéticamente con la finalidad de
mejorar este proposito. Pueden también ser usados en monoterapia
o bien combinados con antibiéticos, como adyuvantes. Una de las
propiedades antibacterianas de los bacteri6fagos, se debe a la
presencia de lisinas que actian a nivel de la pared celular bacteriana,
con poca capacidad de generar resistencias debido a que se dirigen
a componentes del péptido glicano altamente conservados

(Pastagia M et al, 2013).

-Terapias antivirulentas. los objetivos de las terapias
antivirulentas es reducir el uso de antibi6éticos, minimizando asi la
generacion de resistencias a los mismos y ejerciendo un efecto
protector sobre la microbiota del huésped. Los agentes
antivirulentos no ejercen una presion selectiva sobre la bacterias
propias, como por ejemplo sucede con los propios antimicrobianos,
y asi no alteran la microbiota beneficiosa. Considerando el grupo
de patégenos de alto impacto clinico, ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcsus  aurens, Klebsiella pnenmoniae, Acinetobacter, baumannii,
Psendomonas aernginosa y Enterobacter spp.) las terapias antivirulentas a
la fecha, tienden a dirigirse para bloquear o neutralizar: i- factores
de virulencia especificos, por ejemplo, sistemas de secrecion tipo 3
(IT3SS) y enterotoxinas; ii- reguladores generales de virulencia y

seflalizadores, por ejemplo los sistemas de dos-componentes y
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quorum sensing (QS), como acetilasas y lactonasas; iii- proteinas
implicadas en sistemas de defensa frente al huésped y antibioticos,
por ejemplo capsulas, y biofilms. El bloqueo de estas dianas tiene
pues como objetivo prevenir y erradicar la infeccion tanto zz vitro
como 7z vive. (Benjamin R, 2018). Es pues una estrategia a
considerar en el futuro, aunque a la fecha tiene escaso desarrollo

clinico.

-Anticuerpos: histéricamente esta estrategia tiene su origen en los
trabajos de Von Behring y Kitasato en el siglo XIX usando sangre
de conejos para neutralizar toxinas. Posteriormente la terapia con
suero fue usada para tratar diversas enfermedades infecciosas. En la
actualidad, y con el desarrollo de la inmunologia y la biologfa
molecular esta opcion ha sido sustituida por el uso de anticuerpos
especificos contra patégenos concretos, o algunos de sus
componentes. Hay ensayos clinicos en marcha evaluando el uso de
los mismos frente a infecciones severas causadas por S. aureus o P.
aeruginosa. Recientemente, y dentro de la 11th convocatoria del IMI
(Innovative Medicines Initiative) en 2013, el subtopic 6A esta
orientado a la investigaciéon epidemiolégica y al desarrollo clinico
de un nuevo anticuerpo IgG biespecifico, BiS4aPa ,orientado a la
prevenciéon de infecciones serias causadas por P. aeruginosa. Este
anticuerpo reconoceria dos diferentes dianas, Psl (exopolisacarido)
y PcrV (sistema de secrecion tipo 3-T3SS) y el proyecto pretenderia
evaluar en una prueba de concepto en fase 2 la seguridad, eficacia y
farmacocinética del mismo. Serfa pues un ejemplo de un abordaje
inmunoldgico pata el tratamiento/prevencion de infecciones por P.

aeruginosa.
-Probidticos: son microorganismos vivos que proporcionan
beneficios para la salud del huésped si se administran en cantidades

adecuadas. Los mds comunes suelen ser cepas bacterianas
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(Lactobacillus, Bifidobacterinm) o cepas fingicas de la microbiota
normal (Saccharomyces boulardii). Ejercen un efecto beneficioso a
través de varios mecanismos, como su actividad propia
antimicrobiana evitando el crecimiento de microbios patégenos,
disminuyendo el pH en su ambiente local, o a través de la secrecion

de componentes especificos entre otros factores (Mo R et al, 2018).

-Estimulacion del sistema inmune a través de vacunas: ¢l uso
de vacunas para hacer frente a las bacterias resistentes a los
antibiéticos es una opciéon a contemplar en el momento actual.
Obviamente. las infecciones pueden ser evitadas con el uso
preventivo de vacunas bacterianas. Es razonable, pensar que esto
evitarfa el uso de antimicrobianos, y por tanto impactaria en la
aparicion y diseminacién de bacterias resistentes y sobre todo
evitarfa infecciones dificilmente curables de cara al futuro. Las
vacunas bacterianas se usan como medida preventiva en nuestra
sociedad desde hace mucho tiempo y han demostrado su
incuestionable eficacia en la prevencién de infecciones letales,
considerandose por tanto como uno de los mayores logros en la
medicina. Serfa muy interesante su aplicacion en los patégenos del
grupo  ESKAPE, entendiendo por ello, patégenos muy
problematicos sobre todo a nivel hospitalario y con dificultades

para encontrar opciones terapéuticas.

Como e¢jemplo, las infecciones causadas por P. aeruginosa.
Previamente ya se ha comentado la importancia de este patégeno
como un problema de salud en pacientes inmunocomprometidos y
en individuos con fibrosis quistica. Se esta trabajando intensamente
desde hace afios, en el desarrollo de una vacuna contra P. aeruginosa,
aunque a la fecha no se ha conseguido. Algunos candidatos
vacunales han sido ensayados en modelos experimentales animales

y humanos, entre los que se encuentran fracciones subcelulares,
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componentes capsulares, y proteinas recombinantes purificadas.
Sin embargo, caracteristicas propias tanto del huésped como del
patégeno han complicado el desarrollo de estas potenciales

vacunas (Sharma A et al, 2011).

Potenciales antigenos para el desarrollo de una vacuna para P.
aernginosa han incluido: LPS y polisacaridos de tipo O, el
exopolisacarido mucoide (MEP), distintas proteinas de membrana
externa, flagelos, pilis, factores de virulencia diversos (PcrV,
exotoxina A, y proteasas), células muertas, bacterias vivas
atenuadas (AaroA), células atenuadas de Salmonella enterica que
expresan el antigeno O u OprF-Oprl, o adenovirus como
vectores que transportan OprF. Como cualquier otro antigeno,
existen ventajas y limitaciones en su uso encontrandose en la
actualidad, cada uno de ellos en distintas fases de desarrollo
preclinico o clinico (fases I-I1II). Como norma general, las vacunas
basadas en bacterias (células) enteras atenuadas muestran como
limitaciones una virulencia residual atribuida a una posible
replicacion basal, mientras aquellas basadas en antigenos diversos
(LPS, OMPs, proteinas de distinta naturaleza) suelen mostrar
menor eficacia inmunoloégica. A pesar de las ventajas atribuibles a
cada una de ellas: altos niveles de anticuerpos opsonizantes (LPS y
poli-O), reactividad homogenea (MEP), inhibicién del quorum
sensing (OMPs), alta inmunogenicidad (pilis), neutralizaciéon de
efectos citotoxicos (PcrV, exotoxina A, proteasas), presentacion
de maultiples antigenos (células muertas o atenuadas) o alta
inmunogenicidad y propiedades de adyuvantes (adenovirus que
expresan OprF) ninguna de ellas esta comercializada o en fase de
comercializacién a fecha de hoy (Campodonico VL et al, 2011).

Al margen de las estrategias descritas antes en el desarrollo de una
vacuna frente a P. aeruginosa, destacar que nuestro grupo de

investigacion ha desarrollado una nuevo disefio para elaboracion
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de vacunas bacterianas que se sustenta en el concepto "auxotrofia
para D-Glutamato" (Figura 14). Para ello se eliminan de forma
irreversible los genes que codifican para las isomerasas y
transferasas de D-aminoacidos (genes murl), enzimas esenciales
para la sintesis de compuestos de pared que se encuentran
exclusivamente en los organismos bacterianos (Cabral MP et al,
2017). Se obtienen asi cepas vivas atenuadas con crecimiento
auto-limitado 7z vive, evitando de esta manera la replicacion celular
descontrolada en el huésped y la consecuente enfermedad.
Nuestra estrategia mantiene las ventajas de algunas de las
aproximaciones anteriores (vacunas vivas atenuadas o muertas
inactivadas) y elimina algunos de sus inconvenientes. Por ejemplo,
el n° de dosis es menor que en una inactivada al igual que en las
vivas atenuadas, asi como con las dosis de recuerdo. De igual
manera, la reactogenicidad es similar a las inactivadas al contrario
que las vivas atenuadas que suelen mostrar alta reactogenicidad; el
crecimiento bacteriano esta controlado por la propia auxotrofia, al
contrario de las atenuadas donde hay crecimiento microbiano.
Esta dltima caracteristica la que confiere sus ventajas sobre el
resto de aproximaciones vacunales como son la ausencia de riesgo
de enfermedad y/o transmision, a la par que la capacidad de
generar una amplia y robusta respuesta inmune humoral y celular .
Esta es una ventaja importante sobre las vacunas muertas o
inactivadas que se caracterizan por una pobre respuesta inmune

celular.
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Fig. 14. Estragegia para el desarrollo de vacunas bacterianas basadas en la auxotroffa al
D-glutamato (D-Glu) (a). En b, pared celular de un Gram-negativo. En ¢, pared celular
de un Gram-positivo. Adaptado de la ref. Cabral MP et al, 2017.
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Esta estrategia, que puede catalogarse como “universal” ha sido

probada también con éxito en modelos murinos preclinicos en los

patogenos A. baumannii, S. aurens, y K. pneumoniae. En la Figura 15

se muestra como ejemplo la eficacia de la vacuna para P. aeruginosa

protegiendo frente a distintas cepas clinicas (MDR, hipervirulentas..)

de esta especie y ensayando distintas composiciones y vias de

administracion. (Cabral MP et al,

2017). Esta estrategia ha sido

también verificada por nuestro grupo con otros D-aminoacidos de

pared celular bacteriana, revelandose también exitoso el desarrollo

de vacunas bacterianas basadas en la auxotroffa para D-alanina

(Moscoso D et al, 2018).
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Fig. 15. Aplicacion del concepto auxotroffa para D-Glu para el desarrollo de una vacu-
na frente a P. aeruginosa. Se muestra en la siguiente figura el calendario vacunal, la efica-
cia frente a distintas cepas con distintas vias de administracion (a-d). También la eficacia
comparativa respecto a formulaciones de la misma cepa inactivada (e). Adaptado de la
ref. Cabral MP et al, 2017.
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-Nanotecnologia: ¢l riapido desarrollo de la resistencia
farmacologica a las terapias antimicrobianas actualmente disponibles
a la par que los efectos secundarios adversos debidos a un uso
prolongado es un grave problema de salud publica en el tratamiento

de las infecciones. Por lo tanto, se requiere el desarrollo de nuevas
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estrategias de tratamiento. La interaccion de nanoestructuras con
microorganismos causantes de una infeccién esta revolucionando
rapidamente el campo biomédico al ofrecer ventajas tanto en
aplicaciones diagnésticas como terapéuticas. las nanoparticulas
ofrecen propiedades fisicas tnicas que tienen beneficios asociados
para la administracién de medicamentos y antibiéticos, en concreto.
Estos se deben principalmente al tamafio de particula (que afecta a la
biodisponibilidad y al tiempo de circulacién), a una gran relaciéon
supetficie/volumen (solubilidad mejorada en comparacién con
particulas mas grandes), a la carga de superficie ajustable de la
particula con la posibilidad de encapsulacion, y a una gran carga util

del farmaco que puede ser acomodado.

Estas propiedades, que son diferentes de los materiales por
separado de las mismas composiciones, hacen que los sistemas de
administracion de farmacos en nanoparticulas sean candidatos
ideales para explorar, con el fin de lograr y/o mejorar los efectos
terapéuticos. Esta es una opcién que estd barajando cada vez mas
para el tratamiento de las infecciones complicadas o aquellas

causadas por bacterias multirresistentes (Singh L et al, 2017).

Conclusiones

A lo largo del presente discurso de ingreso en la Real Academia de
Farmacia de Galicia, he intentado transmititr de la manera mas
sencilla posible la problematica actual del fenémeno de la
resistencia a los antimicrobianos, centrando el mismo, en los
bacilos Gram-negativos, ya que son en la actualidad los principales
patégenos humanos, o al menos, los mas problematicos, sobre
todo a nivel hospitalario pero también en la propia comunidad.

He revisado la situacién epidemiolégica, microbiologica y clinica,
intentado resumir las opciones a corto y medio plazo que dispone
la medicina para luchar contra esta tremenda amenaza.
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CONTESTACION

AL DISCURSO DE INGRESO EN LA ACADEMIA DE
FARMACIA DE GALICIA COMO ACADEMICO DE
NUMERO DEL

Ilmo. Sr. Dr. German Bou Arévalo

POR LLA ACADEMICA DE NUMERO
Ilma. Sra. Dra. Alicia Estévez Toranzo

Ilmo. Sr. Presidente de 1a Academia de Farmacia de Galicia

Illmos. Académicos/as
Autoridades, sefiores y sefioras

Quiero agradecer en primer lugar a la Academia de Farmacia de
Galicia por haberme encargado la contestacion del discurso de
toma de posesiéon del microbidlogo German Bou Arévalo como
Académico Numerario ocupando la medalla No. 14.

Me gustarfa comenzar haciendo un breve resumen del
excelente Curviculum Vitae del nuevo académico German Bou.
Natural de Alcoy (Alicante), se licencia en Farmacia por la
Universidad de Valencia en 1989, obteniendo el titulo de Doctor en
Ciencias Bioldgicas por la Universidad Autéonoma de Madrid en
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1997. En 1998 termina la residencia de formacién clinica en el
Hospital Ramoén y Cajal en Madrid, obteniendo de esta manera el
titulo de Especialista en Microbiologia y Parasitologia. Después de
realizar una estancia posdoctoral de 2 afios en la Clinica Mayo
(Rochester, Minesota, USA) se incorpora en 2001 al Complejo
Hospitalario Universitario de A Corufia (CHUAC) mediante un
contrato de investigacion Miguel Servet, en donde llega a ser Jefe
de Servicio de Microbiologia en 2010, cargo que desempena en la
actualidad.

Desde 2009 compagina su intensa actividad Investigadora y
asistencial con la docente como Profesor Asociado de Ciencias de
la salud de la Facultad de Medicina de la Universidade de Santiago
de Compostela (USC), entrando a formar parte del Departamento
de Microbioloxia e Parasitoloxia de esta Universidad. Fue
precisamente en esa ¢época cuando empecé a conocer
personalmente al nuevo Académico asi como su trayectoria
cientifica, ya que por aquel entonces desempefiaba el cargo de

directora de dicho Departamento.

Desde el 2002 el Dr. German Bou coordina en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas (INIBIC) del CHUAC, un grupo
multidisciplinar de Investigacién en Microbiologia formado por
unas 20 personas (IPs, postdocs, predocs y técnicos) que se articula

alrededor de diferentes lineas de investigacion:

e Estudio de los mecanismos de resistencia a antibioticos

e Epidemiologia de enfermedades infecciosas hospitalarias
e Estudio de los mecanismos de patogenicidad microbiana.
e Diagnostico rapido de microorganismos multirresistentes

e Diseno y desarrollo de vacunas bacterianas
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El Grupo de Investigacion que dirige German Bou ha sido
reconocido desde el 2016 como Grupo de Referencia Competitiva
de la Xunta de Galicia.

El nuevo Académico es autor de mas de 200 articulos en
revistas de elevado indice de impacto que han recibido 16.529 citas,
lo que se refleja en un indice h de 55. Ha sido inventor o co-
inventor de 8 patentes en relacion a técnicas rapidas de diagndstico
en Microbiologia y desarrollo de vacunas bacterianas y ha dirigido
mas de 30 proyectos cientificos a nivel autonémico, nacional o
europeo. Posee también numerosos contratos con empresas
privadas del sector como Pfizer, MSD, Roche, Soria-Melguizo,
Biofabri, etc. Ha dirigido 13 Tesis Doctorales y diversos trabajos de
investigaciéon tutelados, ha sido invitado a impartir numerosas
ponencias en centros de investigacién nacionales e internacionales,
es miembro del comité editorial de diversas revistas de prestigo (i.e.,
Journal of Clinical Microbiolgy) y ha formado parte de numerosos
comités de evaluacion de programas. Fue seleccionado en 2016
como investigador principal dentro de un programa de
investigacion traslacional financiado por la Obra Social la Caixa,
conducente a la creacién de una spin-off. En la actualidad es el
coordinador del programa de Resistencias a Antimicrobianos

dentro de la Red Espafiola de Investigacion en Patologia Infecciosa.

Entre los muchos reconocimientos conseguidos por el Dr. Bou

se puede destacar:

El Premio del comité organizador de la Conferencia
Interciencia en el area de la resistencia a quimioterapicos (“ICAAC,
Interscience Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Program
Committee Award”) concedido en 2010 por la Sociedad Americana
de Microbiologfa.
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El titulo Honorifico en el 2017 concedido por la Sociedad
Europea de Microbiologfa Clinica y Enfermedades Infecciosas
(ESCMID) por su excelente carrera profesional y su gran servicio a

la sociedad.

En el excelente Discurso del nuevo Académico, se ha
presentado una revision de los abordajes terapéuticos 'y
biotecnolégicos para luchar contra las principales bacterias
multirresistentes a los antibioticos, como son diferentes miembros
de Enterobacterias (Escherichia, Klebsilella, Salmonella..), Psendomonas
aeruginosa 'y Acineobacter baumannii, las cuales pertenecen a las
denominadas “superbacterias”. Asimismo, se ha expuesto cuales
son los mecanismos emergentes de resistencia que utilizan estas
bacterias frente a los quimioterapicos mas empleados en la
actualidad.

Queda claro por todo lo expuesto que una de las amenazas mas
grandes para la humanidad es la creciente incapacidad de los
antibioticos para combatir con éxito las infecciones bacterianas. La
necesidad de abordar este problema de forma multidisciplinar se
basa no soélo en el numero elevado de muertes anuales sino
también en los costes econémicos estimados que pueden llegar a

setr tan altos como 100 billones de ddlares.

Hay que tener en cuenta que los antibidticos se emplean no
s6lo en clinica humana sino también en animales y agricultura.
Concretamente el 70% del volumen total de antibidticos estan
siendo usados en ganaderia. Por tanto, es evidente que el problema
de la resistencia a antibiéticos es un fenémeno global ya que las
relaciones entre las personas, animales y medio ambiente terrestre y
acuatico, facilitan la propagacién de las bacterias resistentes de un
hospedador a otro.

78



Ademas, una gran parte de los antimicrobianos permanecen
activos en el medio ambiente durante prolongados periodos de
tiempo, que en algunos casos puede exceder el afio. Es conocido
que la presencia de residuos antimicrobianos activos a baja
concentraciéon durante prolongados periodos de tiempo en el
ambiente es una de las principales presiones selectivas para el
desarrollo de resistencias antimicrobianas en las bacterias que
residen en el suelo, sedimentos y agua. Por todo ello, es importante
identificar los llamados “hot-spots” o puntos donde tiene lugar el
mayor intercambio de genes de resistencia en bacterias en el
ambiente. Precisamente, el estudio del resistoma, es decitr el
conjunto de genes de resistencia en las poblaciénes microbianas,
mediante metagenémica funcional, esta facilitando estos estudios y
demostrando claramente el flujo bidireccional de genes de
resistencia desde animales de granja a humanos y viceversa, a través

de bacterias del suelo y del agua.

Como ya se ha recordado en el discurso, es conocido que las
bacterias pueden adquirir resistencias por mutacibn o por
transferencia horizontal de genes mediante los procesos clasicos de
transformacion, transduccion y conjugacion. En dicha transferencia
horizontal, los genes se insertan en elementos genéticos moviles (le.,
plasmidos, transposones) que la célula bacteriana replica con su
genoma principal. Quiero destacar que a estos procesos de
transferencia horizontal, que constituyen el principal motor de la
difusiéon de resistencias a antibioticos, hay que afadirle el nuevo
mecanismo descrito en el patégeno Acinetobacter banmanii por el
Grupo del nuevo Academico, el cual supone la dispersién de genes
asociados a vesiculas de membrana externa de pared (OMVs) .

Entre las necesidades urgentes de investigaciéon para abordar
esta problematica se encuentran: el descubrimiento y disefio de

nuevos antibiéticos, la busqueda de nuevas alternativas de terapias
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un poco olvidadas desde la “era milagrosa de los antibiéticos”,
como es el caso de la terapia fagica y, desde luego, el desarrollo de
nuevas medidas de prevencion eficaces ya que como dijo

Hipécrates “prevenir es preferible a curar”.

Como ha comentado el Dr. German Bou, entre las estrategias
para el disefio de nuevos compuestos antimicrobianos, se
encuentran las denominadas “terapias antivirulentas”, muchas de
las cuales, segun los bidlogos evolutivos, estarfan orientadas a
intentar  desbaratar la  vida social de las  bacterias

(“sociomicrobiologia”).

Segun la sociomicrobiologia, los microorganismos viven
hacinados en comunidades donde la comunicaciéon y la
cooperaciéon abundan. Si tomamos como ejemplo la bacteria
Psendomonas aernginosa, causante de graves infecciones pulmonares,
cuando una de ellas penetra en un hospedador, lanza moléculas
sefializadoras que otros miembros de su especie captan por medio
de receptores especiales. Cuando las bacterias perciben la presencia
de un numero suficiente de células comienzan a segregar moléculas
que acaban formando una biopelicula adherida al epitelio pulmonar
en el que quedan inmersas estas bacterias, protegidas asi del ataque
de los antiboticos y de las células inmunitarias. Este fenémeno de
comunicacion es el denominado en Microbiologia como “Quorun:
Sensing’. Pero Pseudomonas también coopera para obtener nutrientes
esenciales para su crecimiento, como es el caso del hierro que se
encuentra atrapado en la hemoglobina y otras moléculas. Para ello,
las células de esta bacteria liberan sideréforos que son capaces de
secuestrar el hierro de dichas moléculas. Pero este esfuerzo es
cooperativo ya que los sider6foros que este patéogeno capta es
fabricado por los millones de células vecinas. Por tanto, la
sociomicrobiologia pone de relieve que en lugar de combatir células

bacterianas de forma individual, hay que combatir sus bienes
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comunes, ya que segun la teorfa de la evolucion, las bacterias seran
menos proclives a generar resistencia contra los llamados farmacos

antisociales.

Dada la extraordinaria capacidad de los microorganismos para
generar tarde o temprano resistencias a las nuevas terapias que se
vayan disefiando, el desarrollo de nuevas vacunas para hacer frente
a las bacterias resistentes es uno de los retos actuales mas
importantes que es necesario potenciar. Puesto que las nuevas
vacunas han de estimular el sistema inmune a largo plazo, con una
buena relacidon coste/beneficio, las vacunas vivas atenuadas con
crecimiento auto-limitado “zz wwo”, tales como los mutantes
auxotrofos obtenidos por intercambio alélico, son candidatas
valiosas para este fin. Espero que esta estrategia desarrollada por el
grupo de German Bou para la prevencion de las infecciones por P.
aeruginosa, A. baumannii y K. pnenmoniae pueda llegar pronto al uso

clinico.

Por todo lo expuesto, es un placer recibir a German Bou
Arévalo como nuevo Académico Numerario de la Academia de
Farmacia de Galicia, a la que también felicito por tan excelente
incorporacién. Estoy segura, German, que contribuirds con tu
dedicacién y conocimiento, a que la Academia de Farmacia de
Galicia cumpla la misién principal que se le encomienda, de

servicio a la ciencia y a la sociedad contribuyendo a su progreso.

Muchas gracias
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