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I. Introduccion

En la historia de la humanidad, durante la época previa al descubrimiento de los antibioticos, las
principales causas de muerte fueron atribuidas a enfermedades infecciosas producidas por una amplia
gama de microorganismos patdgenos [1]. En el siglo XX el panorama cambié con el descubrimiento e
introduccidn de los antibioticos, siendo Alexander Fleming el autor del hallazgo del primer antibidtico, la
penicilina (1928). Posterior al descubrimiento de la penicilina se descubre la accién bactericida del rojo
de prontosil (la primera sulfamida) sobre el neumococo y otros estreptococos in vivo, por Gerhard Domagk
(1930) [2]. A partir de entonces, una gran variedad de otros antibidticos fue descubierta e inicié una nueva
era en el desarrollo humano.

1.1 Los antibiéticos

Los antibioticos (AB) son moléculas naturales (producidos por un organismo vivo hongo, bacteria o
planta) [3], sintéticas o semisintéticas, capaces de actuar en una o mas areas del funcionamiento de las
bacterias y suscitar dos efectos: la muerte de la bacteria, designandose entonces como agentes bactericidas,
o inhibiendo el desarrollo y reproduccion de la bacteria, denominandose entonces agentes bacteriostaticos.
De acuerdo con el espectro de accion de los AB (rango de bacterianas patdgenas en las que actle un
antibiotico), pueden actuar tanto contra bacterias Gram positivas como Gram negativas, o bien solo ser
eficaz contra familias especificas de bacterias. Ubicandolos como: de espectro reducido o estrecho en el
caso de los AB de primera generacion; de espectro aumentado refiriendo a AB de segunda generacion; de
amplio espectro constituido por AB de tercera generacion, y de espectro mejorado aludiendo a los AB
cuarta generacion [4].

1.1.1 Mecanismos de accioén de los antibiéticos e infeccidn bacteriana

La forma en que actdan los AB es uniéndose a componentes o factores que son esenciales para la
supervivencia de las bacterias, como pueden ser el ribosoma, inhibiendo la sintesis de proteinas o la
sintesis de su ADN; también hay AB que pueden dafiar las paredes o membranas celulares, interfiriendo
con la biosintesis o propiamente generar rupturas en ellas, entre otros mecanismos (Tabla 1) [5]. Sin
embargo, a través de un proceso de seleccidn, las bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia en
respuesta a la accion de los antibidticos, por lo que estos pierden su efecto sobre las bacterias.



Tabla 1

Clasificacion de los antibiéticos de acuerdo a su mecanismo de accion.

Clasificacion de los antibiéticos de acuerdo a su mecanismo de accién

Mecanismos de accion

Inhibicién de la sintesis
de la pared celular

Darfio a la membrana
plasmatica

Inhibicién de la sintesis
de proteinas

Inhibicion de la sintesis
de acidos nucleicos e
interconversioén de
nucleétidos

Antimetabolitos

Antifimicos

Descripcion

Actuan a distintos niveles de la biosintesis del
peptidoglucano y el dafio se produce por la
pérdida de la rigidez de la célula bacteriana

Su accion es desorganizar la permeabilidad de la
membrana ocasionando la salida de cationes de la
célula bacteriana

Los ribosomas 70S bacterianos estan constituidos
por dos subunidades designadas como subunidad
30S y subunidad 50S. Estas subunidades
constituyen el sitio de accion de antibioticos,
localizandose en ellas proteinas especificas a las
cuales se unen los AB

Pueden interferir con polimerasas involucradas en
la replicacion y transcripcion del ADN. O
interferir con la sintesis de purinas y pirimidinas
dando lugar a interconversion de nucle6tidos o
actuando como analogos de nucle6tidos e
incorporarse a la cadena de polinucle6tidos

Interfieren en el metabolismo de los folatos, por
bloqueo competitivo en la biosintesis de los
tetrahidrofolatos precursores del acido félico

Antituberculosos

Ejemplos

Penicilinas, cefalosporinas,
vancomicina, bacitracina,
oxacilina, nafcilinao f-
lactamicos

Polimixina, nistatina,
anfotericina B

Aminoglucésidos,
cloranfenicol, eritromicina,
tetraciclina

Trimetoprim, sulfonamidas

Trimetoprim, sulfonamidas

Etambutol, pirazinamida,
isoniazida, estreptomicina,
rifampicina



Tabla 1. Mecanismo de accion que presentan los antibi6ticos, clasificados en siete grupos. Modificado
de: http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/bacteriologia/terapeutica.html

Algunas bacterias forman parte de la microbiota natural del humano, interactuando en relaciones
interespecificas como el mutualismo; por ejemplo, formando parte de nuestro sistema inmune, fungiendo
como comensales al aprovechar las condiciones y nutrientes presentes en el organismo sin perjudicar al
hospedero, o parasitas como es el caso de las bacterias patdgenas [6, 7, 8]. Sin embargo, en algunos casos
las bacterias comensales pueden volverse en nuestra contra (en el caso de bacterias patdgenas comensales)
y cambiar a una funcion patoldgica, si las condiciones del organismo le permiten proliferar e incluso
migrar y alojarse fuera de su nicho habitual. Por mencionar algunos de estos nichos, destacan la piel, las
membranas mucosas y también el intestino. Al desplazarse a otros Organos Yy tejidos, estos
microorganismos con potencial patdgeno pueden colonizar, invadir y dafar el tejido infectado [9]. Este
ejemplo sirve para ilustrar dos factores determinantes en la infeccion bacteriana. Primero, la capacidad
patogénica de una bacteria para causar enfermedades, pues una bacteria patégena cuenta con una serie de
factores que facilitan que aumente su grado de virulencia. En segundo lugar, un hospedero
inmunodeprimido es mas susceptible a adquirir infecciones por bacterias oportunistas, a diferencia de una
persona sana; sin embargo, esto no es necesariamente estricto, pues bien, hay bacterias que pueden infectar
a individuos sanos, como es el caso de Salmonella enterica. En sintesis, la virulencia y el estado
inmunitario del organismo son factores cruciales para el desarrollo de una enfermedad bacteriana.

1.2 Laresistencia a los antibioticos

Es importante sefialar que ha existido una coevolucion entre bacterias y hospederos durante miles de
afios; los patdgenos se adaptaron a colonizar diferentes nichos del hospedero [9]. El punto de gran
relevancia en la actualidad, es la emergencia de bacterias resistentes a los antibidticos, en algunos casos a
todos; un problema que disminuye las posibilidades de obtener tratamientos clinicos exitosos para la
erradicacion de estas bacterias patdgenas, ademas de incrementar los costos de tratamiento, asi como las
tasas de morbilidad y mortalidad [10,11]. La resistencia a los antibioticos es un proceso muy antiguo que
existe de manera natural en el ambiente, este problema se explica a partir del origen de la mayoria de los
microorganismos productores de los antibidticos utilizados [12]. Recordando que la mayoria de los
antibidticos han sido aislados de bacterias del suelo, las cuales producen sustancias antimicrobianas para
inhibir a otros microorganismos, como es el caso de la bacteria Pseudomonas aeruginosa, la cual produce
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana; por ejemplo, la piocianina (una agente oxidante
que interfiere con el metabolismo celular de microbios). Al igual que todos los organismos, las bacterias
han desarrollado mecanismos bioldgicos que las facultan para adecuarse e imponerse a diversas
condiciones adversas, como la produccion de compuestos que inhiben el crecimiento o matan
microorganismos competidores [13]. Prueba de la antigiiedad de la resistencia a los antibioticos son genes
de resistencia encontrados en muestras del permahielo de 30,000 afios de antigiiedad [14, 15, 16].
Asimismo, en estas especies productoras de sustancias antibacterianas existen de manera innata genes de
resistencia que evitan la autotoxicidad [12].


http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/bacteriologia/terapeutica.html

1.2.1 Concentracién minima inhibitoria

La efectividad de los antibidticos se sustenta en someter a las bacterias patdgenas a una
concentracion minima del antibidtico que no puedan tolerar, para conseguir erradicarlas, lo que se conoce
como concentraciéon minima inhibitoria (MIC). EI problema existe cuando la concentracion minima
inhibitoria no es suficiente para eliminar a las bacterias, ya que se adaptan para neutralizar el efecto de los
antibiodticos, y como consecuencia se tienen que elevar las dosis del antibidtico, lo que puede resultar
contraproducente, dado que elevar las dosis estandarizadas del antibiotico puede inducir efectos toxicos
en el organismo [17].

1.2.2 Presion de seleccidon por antibioticos

La resistencia inducida por los antibi6ticos es promovida por la exposicion constante o inferior a la
MIC de estos medicamentos, lo cual genera una presion de seleccion sobre las bacterias, donde se
mantiene la perpetuidad de las especies que se han adaptado al efecto de los antibidticos. Significa que,
asi como pueden desarrollar mecanismos para inhibir el efecto de los antibidticos de primera generacion,
pueden hacerlo con los de segunda, tercera e incluso con los de cuarta generacion simultdneamente, a
estos microorganismos “multidrogoresistentes (MDR)” se les denomina tipicamente “superbacterias”.

El problema de la resistencia a los antibiéticos no atafie exclusivamente a las bacterias patdgenas,
contra las que esta dirigido el antibi6tico. Como ya se mencioné anteriormente, en la microbiota intestinal,
habitualmente residen microrganismos comensales con potencial patdgeno (patégenos facultativos)
conocidos como patobiontes, que no ocasionan ningun problema cuando la microbiota intestinal se
encuentra en correcto equilibro (mayormente bacterias simbi6ticas que protegen al intestino de la
colonizacién de bacterias patdgenas) y el intestino se encuentra saludable. No obstante, en determinadas
circunstancias, la proporcion de los patobiontes puede ser mayor, produciendo asi, distintas patologias. Al
igual que las bacterias patdgenas expresan distintos mecanismos de resistencia, los patobiontes también
cuentan con ellos o pueden adquirirlos, gracias a la transferencia (horizontal) de determinantes de
resistencia. El problema se agrava cuando la poblaciéon de los patobiontes prolifera en la cantidad
suficiente para ocasionar enfermedades infecciosas que no pueden ser tratadas con antibidticos, en el caso
de que los patobiontes previamente adquirieron mecanismos de resistencia como consecuencia de la
exposicion constante a los antibidticos o bacterias que han sido expuestas a ellos, todo esto favorecido por
un uso inadecuado de los antibidtico [18, 19].

1.3 Mecanismos de resistencia a los antibiéticos

El incremento de bacterias resistentes también ha propiciado en paralelo la investigacién y el aporte
del conocimiento sobre los mecanismos moleculares de resistencia a los antibioticos. Los mecanismos
que las bacterias desarrollan pueden ser intrinsecos, adaptativos o adquiridos (Tabla 2). Los primeros son
innatos y van codificados en el genoma de la bacteria de manera natural, como ejemplo, pueden capacitar
a la bacteria para que produzca enzimas que destruyan o modifiquen al farmaco, convirtiéndolo en
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innocuo, o expresar sistemas de eflujo o de expulsion, los cuales sacan al farmaco de la bacteria, evitando
que se alcancen altas concentraciones intracelulares [16].

Entre los mecanismos adaptativos se encuentran las mutaciones aleatorias, adaptativas o
compensatorias, que, mediante la delecion, modificacion o insercion genética, pueden dotar a la bacteria
de mecanismos como, modificar el sitio blanco del antibidtico o generar una via metabdlica alterna que
evite que el farmaco alcance su objetivo molecular. También pueden expresar adaptaciones fenotipicas,
como capacidad de producir biopeliculas (aglomeraciones bacterianas en forma de capas viscosas), las
cudles brindan a la bacteria de una mayor proteccion al ambiente, por ende, menor susceptibilidad a los
antibidticos, o modificacion de acuaporinas, evitando asi la entrada de moléculas antibacterianas [5, 10].
En cuanto a los mecanismos adquiridos se encuentra la transferencia horizontal de genes, que es el proceso
que utilizan las bacterias para trasmitir los genes de resistencia o los determinantes especificos de
resistencia a los antibioticos, ya sea entre mismas especies o incluso con distintos géneros. La trasferencia
horizontal de genes puede darse por conjugacion, transduccién o transformacion; dotando a la bacteria de
la capacidad de resistir el efecto de los antibioticos, que posteriormente pueden heredar a células hijas por
medio de la replicacion.

Tabla 2

Mecanismos de resistencia bacteriana de acuerdo con el tipo de antibiotico.

Ejemplos de mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos

Mecanismo de resistencia Ejemplos

Enzimas que hidrolizan al anillo B-lactamico \ Betalactamasas, cefalosporinasas

Modificacion del receptor del antibiotico Mutacion en proteinas de unién a la penicilina

Inactivacion del antibidtico Acetilacion del cloranfenicol
Inactivacion del antibidtico Acetilacion de aminoglucosidos

Cambios en la permeabilidad de membrana Tetraciclina, cloranfenicol

Metilacion enzimatica del RNA 23S Eritromicina y lincomicina
Bombas de eflujo |Expu|san y evitan altas concentraciones del antibiotico
Bypass \ Sintesis de una enzima resistente a la inactivacion

Tabla 2. Algunos ejemplos de mecanismos de resistencia bacteriana de acuerdo con el tipo de
antibiético. Modificado de http://www microbiologia.facmed.unam.mx/deptos/
/bacteriologia/terapeutica.html
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4.1 El uso incorrecto de los antibi6ticos

Los antibidticos son considerados como un bien publico global, por lo tanto, su uso debe adecuarse a la
importancia que les corresponden, pero en ocasiones se utilizan de manera inadecuada. En México han
ocurrido casos de mala praxis de parte de los consumidores en cuanto al uso de estos medicamentos. Tal
es el caso de la epidemia de influenza A (H1IN1) ocurrida en 2010, ya que gran sector de la poblacion optd
por utilizar antibidticos disponibles en farmacias que no requieren receta médica para tratar sus sintomas.
Esto provoco exacerbaciones del cuadro clinico (ademas de la exposicion de la microbiota a los AB) ya
que los antibidticos no tienen actividad contra infecciones viricas como la influenza, resultando
contraproducente, dado que estos farmacos advierten diversos efectos adversos; asimismo, requieren un
régimen de dosificacion especifico y de seguimiento clinico. Extrapolando el ejemplo anterior a la
actualidad, la pandemia ocasionada por el coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-19) en 2019, nos demostrd
el mismo fallo en el control, educacion y uso pertinente de los antibioticos. En este caso la urgencia de
encontrar un tratamiento para curar la infeccién de este virus llevd a la practica clinica el uso de
antibidticos de parte del personal de salud, alcanzando cifras de hasta 80% de antibidticos administrados
en pacientes COVID-19 positivos. Entre estas practicas, destaca la administracion de “kits médicos™ por
parte del gobierno de la Ciudad de México, que incluian siete medicamentos distintos, en los cuales se
incluia ivermectina y azitromicina (un antiparasitario de uso veterinario y un antibidtico, respectivamente)
a pesar de las advertencias y evidencias de distintos organismos de salud acerca de su nula eficacia como
tratamiento contra el SARS-CoV-2 [20, 21]. También se administraron AB en pacientes
inmunosuprimidos para tratar o prevenir la coinfeccion por bacterias oportunistas, como es el caso de
Es asi que, debido a la recurrencia de este mismo problema en todo el mundo, existen planteamientos para
establecer regulaciones mas estrictas sobre estos medicamentos indispensables [30, 31, 32, 33]

1.5 Acciones contra la resistencia a los antibi6ticos

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha instado a los paises miembros a adoptar una
estrategia nacional enfocada en el desarrollo e investigacion de nuevos antibio6ticos, y en animos de evitar
reincidir en el uso y mala gestion de los antibidticos, se busca afadir a la estrategia la introduccion de
acciones educativas, ademas de politicas regulatorias y de gestion. De esta manera se busca implementar
el comienzo de un uso racional de los antibidticos, iniciando una nueva etapa de responsabilidad y asi
sacar el mejor provecho a estos farmacos [34].

En vista de que la resistencia a los antibidticos representa una amenaza que significa un problema de
salud mundial, la OMS aprobd en el afio 2015 un plan de accién mundial para enfrentar la resistencia
bacteriana. Asimismo, publicé en el afio 2017 la lista de patégenos prioritarios para la identificacion de
nuevos antibidticos (Figura 1), con el objetivo de “guiar y promover la investigacion y desarrollo de
nuevos antibidticos” [35]. Para incluir a los patdgenos de esta lista se consideraron los siguientes criterios,
el grado de letalidad que las infecciones provocan, el tiempo de estancia de hospitalizacion prolongada,
frecuencia con la que aparecen bacterias resistentes a los AB, facil transmisibilidad entre animales,
animales a humanos y entre humanos, si es posible prevenir la infeccion con medidas de higiene o



vacunacion, la cantidad de opciones terapéuticas que quedan y si las bacterias patdgenas se encuentran en
investigacion asi como en desarrollo de nuevos AB que traten sus infecciones [35].

A

/Prioridad 1: CRITICA )
°Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos
°Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos

°Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, productoras
de ESBL

/

Prioridad 2: ELEVADA \
°Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina

°Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y resistencia
a la vancomicina

°Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina
°Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas
°Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas
°Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina, resistente a las fluoroquinolonas /

Prioridad 3: MEDIA
°Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina
°Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina
°Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

Figura 1. Lista publicada de la Organizacion Mundial de la Salud sobre patégenos prioritarios
resistentes a los antibiéticos, en la que se incluyen las 12 familias de bacterias mas peligrosas para la
salud humana [36].



1.5.1 Factores que contribuyen a generar la resistencia a los antibioticos

La resistencia a los antibioticos se ha fundamentado hasta la actualidad como una crisis global
que es promovida mayormente por el uso excesivo e inadecuado de los antibidticos, pero dentro la
mala gestion de estos también existen algunos factores de riesgo que favorecen la proliferacion de
bacterias resistentes a los antibioticos, como los siguientes [37].

1. Migracién global: la amplia variedad de medios de transporte disponibles en la
actualidad proveen a las bacterias vias directas para diseminarse a escala mundial y
colonizar distintas regiones del planeta, lo que aumenta el indice de infecciones
bacterianas.

2. Sobrepoblacion: una alta densidad poblacional promueve mayor incidencia de la
transmision de infecciones, facilitando el contagio entre individuos y una mayor
dispersion y proliferacion de las bacterias.

3. Sector agropecuario: en este ambito se conocen diferentes maneras que favorecen la
seleccion y proliferacion de bacterias resistentes, que en conjunto conforman un “ciclo de
resistencia a los antibioticos”, en donde un sector fomenta la contaminacion de otro. En
principio los antibidticos deben ser utilizados para tratar a los animales enfermos y asi
controlar la propagacion de enfermedades. En la ganaderia también se han utilizado
antibioticos como profilacticos y factores de crecimiento, con el objetivo de prevenir
infecciones y aumentar el peso de los animales (ya que se ha observado que mejoran el
rendimiento metabolico y los ayuda a ganar peso) [38, 39, 40]. En la agricultura, los
cultivos se abonan con excrementos de animales tratados con antibidticos, transfiriendo a
los alimentos, residuos de antibidticos y bacterias resistentes a los mismos; asimismo, el
agua (residual) con la que son regados los campos de cultivo tiene el mismo problema
subyacente, ya que carece de un tratamiento adecuado, por lo que contiene bacterias
resistentes y residuos de antibioticos no metabolizados. También hay registro donde se
menciona que se rocian arboles frutales con antibidticos. En la acuicultura, los antibi6ticos
son adicionados en el alimento (pellets), lo cual dificulta mantener un control de los
antibidticos subministrados. Cerca del 80% de los antibioticos consumidos en los Estados
Unidos estan dirigidos a la agricultura y la acuicultura (Figura 2) [41].

4. Mala regulacion y gestion del uso de antibidticos: el problema subyace en la falta de
regulaciones de estos farmacos, lo cual ha generado un problema de autoprescripcion y la
dispensacion inapropiada de los antibidticos en farmacias. Si no hay politicas regulatorias,
se facilita la adquisicion de antibidticos, en ocasiones guiada por desinformacion, lo que
provoca que los usuarios utilicen de manera incorrecta un antibiotico al desconocer la
naturaleza de la patologia que los aqueja.

5. Zoonosis: se ha reportado la prevalencia de bacterias resistentes a los antibidticos en
algunos animales de compafiia, mamiferos y aves silvestres, siendo estos un reservorio
con potencial transmisible y del mismo modo de humanos a animales. Por mencionar
algunos ejemplos, se han asilado bacterias productoras de betalactamasas, como
Klebsiella pneumoniae, en caballos, Escherichia coli en heces de zorros, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina o Salmonella enterica productora de carbapenemasas en
aves [42, 43, 44].



6. Medicina veterinaria: en principio los antibioticos deben ser utilizados para tratar a los
animales enfermos y asi controlar la propagacion de enfermedades. Pero, hay pocas clases
de antibioticos especificos para la medicina veterinaria, asi que se utilizan los antibidticos
utilizados en medicina humana. Esto quiere decir que las cepas bacterianas que generen
resistencia en animales pueden presentar resistencia al mismo antibidtico en humanos
[45].

7. Productos de uso diario, antisépticos y desinfectantes: los desinfectantes y
antisépticos son utilizados diariamente y de caracter obligatorio en el ambiente
hospitalario, negativamente estos presentan la desventaja de estimular y manifestar en las
bacterias mecanismos bioldgicos de resistencia a causa de la presion selectiva, asi como
ocurre con los antibioticos. En la industria cosmética y de higiene personal, los
desinfectantes y antisépticos también son incluidos como conservadores en los productos
comerciales de uso diario en el hogar, como champus, jabones, geles antibacteriales,
colutorios, dentifricos, etc. Principalmente los antisépticos y desinfectantes con mayores
reportes de generar resistencia a antibidticos se encuentran el glutaraldehido, compuestos
de amonio cuaternario (CAC), triclosan, acridinas, peroxidos, formaldehido, etc. [46, 47].
Particularmente, otra inquietud acerca de estos productos, son aquellos que destacan por
el contenido del triclosén, pues afectan la microbiota intestinal (generando disbiosis
intestinal), favorecen la inflamacion del colon y el cancer colorrectal [48].

8. Ambientes insalubres: en el caso de regiones con un sistema de drenaje y alcantarillado
poco eficiente, las condiciones sanitarias insalubres proveen un ambiente que permite el
crecimiento de bacterias patdgenas y el contacto cercano con las mismas. Directamente,
los antibidticos no metabolizados o sus residuos pueden encontrarse en las heces y orina,
tanto humana como de animales. Por ejemplo en la India se han detectado niveles
significativos de antibidticos en las plantas de tratamiento de aguas residuales que
manejan agua de 90 instalaciones farmacéuticas, donde se ha determinado que hay un
minimo de 45 kg de antibioticos que se descargan todos los dias [49, 50].

9. Desecho inadecuado: a menudo los AB son incorrectamente depositados en botes de
basura o arrojados al drenaje, como consecuencia de la desinformacion sobre su correcto
desecho. Una vez que estos farmacos son arrojados al sistema séptico pueden filtrarse a
las aguas subterraneas que frecuentemente son utilizadas como fuente de agua potable, a
pesar de que el agua pasa por procesos de potabilizacion y purificacion, a su paso ya han
contaminado el ambiente [51].

Otro factor para considerar son los sistemas de almacén de agua en zonas urbanizadas, como los sistemas
de presas, ya que brindan las condiciones para el desarrollo de biopeliculas que permiten que las bacterias
persistan en condiciones de estrés ambiental [52].
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Figura 2. Uso anual de antibioticos estimado en los Estados Unidos. Recuperado de
Aidan Hollis, et al. 2013

1.5.2 Los antibidticos en la profilaxis y promocion del crecimiento

Es importante destacar el uso de los antibidticos en la crianza de animales por ser una de las principales
vias de generacion de resistencia a los antibidticos [53]. Desde 1950 los antibidticos han sido
administrados a animales de produccion alimentaria en dosis subterapéuticas (por debajo de la
concentracion minima inhibitoria), con el objetivo de establecer un tratamiento profilactico prolongado y
favorecer el crecimiento de los animales [54, 55, 56, 57]. Suelen suministrarse durante la gestacion (desde
la fertilizacion hasta la implantacién) de las hembras, ayudando al desarrollo embrionario en el periodo
crucial de dos a tres semanas, en el cual existe un mayor compromiso en la viabilidad del producto por
infecciones subclinicas [58]. El efecto positivo de los antibioticos en la fertilidad se puede ver reflejado
en el aumento de las tasas de concepcion, peso y numero de la camada [59].
En el mismo principio “protector”, la administracion de los antibidticos continda en la concepcion de los
animales (estableciendo una mejor adaptacion del cambio de alimentacion, de leche materna a alimento
s6lido, rico en carbohidratos y proteinas distintas a las de la leche), ya que en esta etapa las crias aun
cuentan con un sistema inmunoldgico débil y ain en desarrollo, vulnerandolos a adquirir infecciones
bacterianas y diezmando su desarrollo [60]. Se cuenta con evidencia que indica que los mejores efectos
promotores del crecimiento de los antibioticos se obtienen en las etapas juveniles del desarrollo y decrecen
en la adultez, no obstante, es frecuente encontrar que se administran hasta la finalizacién (sacrificio) del
animal, dado que el rendimiento productivo de los animales (en todas las etapas de su vida) es mayor
respecto a un animal sin antibidticos. En concreto, las mejoras productivas se obtienen en la eficiencia
alimentaria (mejor aprovechamiento de los nutrientes) y ganancia de peso diaria, también se busca
disminuir las tasas de mortalidad y aumentar la supervivencia de los animales [61].
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Los mecanismos por los cuales los antibioticos ejercen su efecto promotor de crecimiento no se han
precisado, se han propuesto cuatro posibles hipdtesis que pueden explicar la promocion del crecimiento.
(1) Eludir las infecciones subclinicas, (2) menor interaccion con metabolitos bacterianos que afecten el
desarrollo, (3) menor utilizacién bacteriana de los nutrientes y (4) adelgazamiento de la pared intestinal
que facilita y brinda mayor absorcién de nutrientes [62,63, 64] En general, las cuatro propuestas apoyan
la idea de que las actividades metabdlicas y de infeccidn de la microbiota natural y patdgena del tracto
gastrointestinal demandan un consumo energético que en presencia de antibiéticos se encuentra disponible
para el hospedero [65, 66]. De acuerdo con estudios, los ahorros energéticos se pueden asociar a nivel
nutricional, fisiologico y metabdlico. Por ejemplo, aumentando la disponibilidad de glucosa, vitaminas,
calcio y &cidos grasos, o mejorando la absorcion de grasas al eliminar a las bacterias que promueven la
desconjugacién de los acidos biliares (esenciales para permitir la absorcion de las grasas y mitigar el
crecimiento bacteriano), mediante hidrolasas y la oxidacion de grupos hidroxilo. También hay interaccion
con el sistema inmune, sin bacterias que activen las respuestas inmunoldgicas (la inmunidad innata, propia
de la deteccidn inmediata de antigenos, y la inmunidad adquirida, encargada de reconocer a los patégenos
que antes han infectado al organismo) la energia no es destinada a proteger al hospedero [67].

e Es importante conocer los beneficios y dilucidar los mecanismos de los antibidticos en la
promocion del crecimiento para encontrar alternativas igual o mayormente redituables
econdémicamente, que no representen un potencial riesgo de salud publica y brinden un efecto
equiparable al de los antibidticos.

A medida que los paises han regulado el uso de los antibidticos en la produccién animal, se han
encontrado alternativas loables que pueden remplazar con éxito a los antibioticos, con el valor
agregado de evitar la generacion de bacterias resistentes y con percepciones economicas
equiparables a las percibidas con antibidticos [68]. Algunas de estas alternativas son; la
disminucion de la cantidad de proteinas en la dieta, ya que un exceso en el consumo de proteinas
provoca diarrea, y a su vez, una mala absorcion de los nutrientes. Cambiar la dieta utilizando como
ingrediente principal granos de cereal integral, como la avena y cebada, en lugar del maiz o trigo.
Los granos proporcionan mejores beneficios cuando son previamente cocinados o tratados
térmicamente, su utilidad les es atribuida al aumento en la eficiencia alimentaria. Mejorar las
condiciones sanitarias, asi como mantener instalaciones ventiladas ofrecen un ambiente salubre
que establece las condiciones necesarias que reducen la tasa de infeccion bacteriana; como ejemplo
estan los estudios del efecto de los antibi6ticos en la promocidn del crecimiento en condiciones
estandar de laboratorio, en las cuales no se observan diferencias significativas entre la
suplementacién con antibiéticos y los grupos control. Sin embargo, cuando esto se evalta en
condiciones de granja tipicas es posible notar un cambio positivo en el desarrollo de los animales
cuando se les administran antibioticos [69].

También existe la posibilidad de generar inmunidad pasiva en los animales si se afiade a la dieta huevo,

ya que la inmunidad generada por las gallinas por la exposicion con patdgenos puede transmitirse

mediante el consumo de huevo, siendo de mayor utilidad en animales jévenes.

En sintesis, en produccion animal la aplicacion promotora de crecimiento de los antibi6ticos no es una

practica indispensable, tanto econdmicamente como eficientemente, ya que las alternativas actuales

ofrecen resultados a la par de los antibidticos, sin la generacion de bacterias resistentes a los antibioticos

[69].
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1.6 Defunciones por bacterias resistentes a los antibidticos

De acuerdo con estimaciones realizadas en 2014, 700,000 personas morian al afio en el mundo por

infecciones producidas por microorganismos resistentes a antibidticos; sin un cambio que infiera de

manera significativa sobre el manejo adecuado de los antibidticos, se proyecta que para el afio 2050 el

numero de muertes anuales por infecciones bacterianas resistentes a los AB alcanzara los 10 millones.

No obstante, un estudio del afio 2019 (publicado en 2022) muestra un analisis sistematico de 204 paises,
cuyos modelos estadisticos estiman 1,27 millones de muertes por bacterias resistentes a los
antibioticos (Figura 3). Lo que indica que cada vez estamos aproximandonos a convertir a las
infecciones bacterianas en una situacion sin tratamiento, un panorama planteado en una perspectiva
similar a la época previa al descubrimiento de los antibioticos [70, 71].

1.6.1 La industria farmacéutica en el desarrollo de los antibi6ticos

Otra de las brechas que atafien al problema de la resistencia a los AB es el desarrollo de nuevos
antibidticos, ya que la industria farmacéutica ha disminuido considerablemente su produccion en los
altimos 20 afios, lo que representa una disminucion del 75% en el nimero de antibidticos aprobados
(Figura 4). Por ejemplo, solo tres nuevas clases de antibacterianos han sido autorizados desde 1970
(mupirocina en 1985, linezolid en el 2000 y daptomicina en 2003) [54]. Actualmente el enfoque de las
industrias farmacéuticas apunta por los medicamentos para tratar enfermedades crénicas como el cancer,
diabetes 0 asma; en vista de representar una mejor inversion econémica para estas industrias. En este
sentido, variables como el tiempo que toma el proceso de llevar al mercado nuevos antibiéticos, las fuentes
convencionales de obtencion de los AB que han sido bastante explotadas y la corta vida Gtil del antibidtico
por la rapidez con la que se genera resistencia a él, han diezmado el interés de producir nuevos AB.

Es por las razones antes mencionadas que el problema de la resistencia a los antibiéticos exhibe un
panorama que exige una urgente demanda de contar con nuevos antibioticos que sean capaces de actuar
frente a bacterias resistentes a los ya existentes. Una manera de abordar el problema es identificar fuentes
alternativas con potencial de albergar nuevos antibiéticos, y asi contar con un reservorio efectivo para
atender la emergencia de cepas resistentes a los AB actuales [54].
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1.7 Fuentes usuales de los antibidticos
La mayoria de los antimicrobianos se han descubierto a partir de microorganismos; en concreto el 70%
de los farmacos disponibles en el mercado se han obtenido de bacterias aisladas del suelo [72].
Especificamente, los actinomicetos han sido la fuente mas importante de antibioticos (estreptomicina, la
gentamicina, vancomicina, clindamicina, eritromicina, anfotericina, rifampicina, tetraciclina, etc.). La
adaptacion de estos microorganismos al habitat terrestre es muy antigua; en el suelo son los seres mas
abundantes, con una media de 64% de la biomasa [73].

1.7.1 Nuevas fuentes de antibi6ticos

En cuanto a los antimicrobianos que han sido descubiertos a partir de organismos eucariotes, estos derivan
principalmente de plantas (terrestres y acudticas) y en segundo lugar de hongos. También se han
encontrado en fuentes inusuales a los nichos antes mencionados, como productos vegetales y frutas, miel,
insectos, gusanos, cangrejos y vertebrados [74].

Anteriormente se habia ignorado al resto de la diversidad de organismos (animales y bacterias) que
prosperan en ambientes sometidos a toda clase de estrés ambiental, como fuente alternativa de nuevos
AB, dada la practicidad y abundancia que el suelo ofrecia. Pero en el panorama actual, la alternativa
diferencial es requerida, los nichos ecoldgicos con caracteristicas especificas pueden representar un
diverso reservorio de compuestos con actividad antibacteriana. Algunas de las singulares condiciones de
los nichos ecoldgicos que han seleccionado a los organismos son la coexistencia y desarrollo entre
distintas especies de gérmenes que compiten entre si. También las particulares fuentes de alimento, como
aquellos que se alimentan de materia en descomposicion (refiriéndose a organismos superiores en este
ultimo ejemplo) [75]. Considerando a las bacterias como fuente de nuevos AB, los distintos medios en los
que se desarrollan albergan una variabilidad de condiciones peculiares por ejemplo, una alta concentracion
de sal, presion atmosférica elevada (encontrada en aguas profundas), poca o nula concentracion de
oxigeno, temperaturas oscilantes en ambos extremos, distintas condiciones de pH, entre otras. En
principio, estos organismos sufrieron adaptaciones que les permitieron su proliferacion en tales
condiciones. Por mencionar algunos, la produccion de péptidos sintetizados por especies bacterianas ha
demostrado actividades antibacterianas contra una amplia gama de patégenos, como cecropin, moricin,
defensin, drosomycin, apidaecin, drosocin, lebocin, attacin y gloverin [76].

A pesar de que los microorganismos mantienen una constante competencia, coexisten en relaciones
bioldgicas biestables que dependen de las circunstancias especificas para mantener un equilibrio. Por
ejemplo, la relacion puede tornarse antagdnica ante la escasez de recursos (espacio y alimento), si la tasa
de crecimiento de una poblacidn se reduce, la competencia es promovida, incitando a los microorganismos
a desarrollar mecanismos que les permitan inhibir a la especie competidora, entre ellos, la produccion de
metabolitos secundarios que son toxicos para las otras especies [77]. Esto deriva en el desplazamiento de
los microbios susceptibles a estas toxinas, proclamandose asi una especie dominante. Un claro ejemplo
de este tipo de competencia, con base en la produccion de moléculas extracelulares, son las que degradan
los componentes adhesivos en la matriz de biopeliculas (agregados celulares, de proteinas y
exopolisacaridos), un mecanismo eficaz utilizado en la competencia bioldgica entre bacterias
filogenéticamente diferentes [78, 79]. A una mayor escala, organismos mas complejos, como las plantas
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y hongos (organismos de vida sésil), también han adaptado la expresion metabolitos secundarios que los
protegen contra microorganismos patégenos u organismos superiores [80].

II. ANTECEDENTES

2.1 El ambiente marino como fuente de nuevos antibiéticos

En el contexto que se menciona anteriormente, el ambiente marino aloja bacterias que se han adaptado a
distintas condiciones de estrés ambiental. Esto representa un reservorio de biodiversidad potencial, capaz
de albergar una amplia gama de compuestos bioactivos, tan solo en los Gltimos 50 afios se han encontrado
mas de 30,000 productos naturales de origen marino [81, 82]. Una de las estrategias de supervivencia
desarrolladas por las bacterias marinas esta representada por la produccién de metabolitos con actividad
anti-biopelicula, como fue observado con la bacteria marina antartica Pseudoalteromonas haloplanktis
TAC125 que actla sobre el patdgeno humano Staphylococcus epidermidis [83, 84].

2.1.1 Las profundidades marinas, un reservorio de moléculas antibacterianas

Las evidencias que se tienen sobre la diversidad microbiologica en ambientes marinos, aunadas a las
caracteristicas Unicas de las bacterias que habitan en los ambientes extremos, dieron pauta a la exploracion
de las profundidades marinas con el objetivo de encontrar nuevos farmacos con potencial actividad
antibacteriana. Diversos actinomicetos nativos de las profundidades marinas han sido poco estudiados y
prometen un aumento en la perspectiva de descubrir nuevos e actividades biologicas [85, 86, 87, 88, 89,
90, 91, 92]. El ambiente de aguas profundas es un hébitat Gnico, los microorganismos que lo habitan deben
sus adaptaciones a este ambiente extremo, como la capacidad de producir nuevos metabolitos secundarios
con actividades que pueden tener un efecto sobre bacterias patdgenas [93].

Gracias al reciente desarrollo de tecnologia acustica y de vehiculos de inmersién operados a distancia
[94], es posible el acceso a material organico de aguas profundas, lo cual, combinado con la aplicacién de
métodos dependientes e independientes de cultivo de los entornos oceanicos, hicieron posible el estudio
de la diversidad microbioldgica, lo que reveld la presencia de biodiversidad microbiana inesperada [95,
96]. En el ambiente marino se han encontrado 30, 000 productos naturales, de los cuales aproximadamente
el 2% de ellos se han aislado de organismos de aguas profundas. En particular, las bacterias marinas
procedentes de sedimentos de aguas profundas han demostrado ser una fuente rica de metabolitos
secundarios con nuevas estructuras quimicas y excelentes actividades biologicas [97].

La evidencia nos ha mostrado que la capacidad adaptativa que los microorganismos desarrollaron para
sobrevivir en el ambiente marino es Gnica, puesto que hay condiciones especificas de este nicho ecologico
gue no son compartidas por otros lugares, principalmente la alta presion atmosferica [98]. La adaptacion
a los procesos bioquimicos y fisioldgicos se refleja en modificaciones de la regulacion de los genes y las
vias metabodlicas primarias y secundarias que dan como resultado la expresion de nuevos productos
naturales [99].

15



Tabla 3
Compuestos antimicrobianos encontrados en el ambiente marino.

Compuestos Marinos

Ubicacion Actividad
Microorganismo | Profundidad geograéfica Compuesto Clase antimicrobiana Autor
molecular contra
Mar del sur de
Marinactinospora China, Republica M. luteus; Zhou et.
thermotolerans 3865 m popular de China | Marthiapeptide | Péptido ciclico S. aureus; al, 2012
(SCSIO 00652) A B. sublitis;
B. thuringiensis
Mar del sur de
Streptomyces China, Republica | Desatamida B S. aureus; Song et.
scopuliridis 3536 m popular de China Péptido ciclico S. Pneumoniae; al, 2014
(SCSIO 2J46) MRSE shhs-E1
Streptomyces Mar del sur de Zhou et.
drozdowiczii 1396 m China, Republica | Marfomicinas | Péptido ciclico M. luteus al, 2014
(SCSIO 10141) popular de China A B E
Mar del sur de Poliquétidos S. aureus;
Streptomyces sp 1350 m China, Republica | Loboforina F de E. fecalis Niu et. al,
(SCSI0O 01127) popular de China espirotetronato 2014
Mar del sur de Poliquétidos
Streptomyces sp 2134 'm China, Republica | LorboforinaH de B. subtilis Pan et. al,
(12A35) popular de China espirotetronato 2013
Poliquétidos MRSA,; Bister et.
Verrucosispora sp 289 m Mar japonés Abisomicina C de S. aureus resistente | al, 2004
(AB 18-032) espirotetronato | a la vancomicina
Streptomyces Mar del sur de Marfuraquino- | Derivado de Song et.
niveus (SCSIO 3536 m China, Republica | cinas A, C,D sesquiterpeno | S. aureus; MRSE al, 2013
3406) popular de China shhs-E1
Mar del sur de B. sublitis; Hohmann
Streptomyces sp China, Republica | Caboxamicina Alcaloide S. lentus; et. al,
(NTK 937) 3814 m popular de China S. epidermidis 2009
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Tabla 3. Compuestos marinos (continuacion)

E. coli;
Esmericella sp Mar del sur de Derivado de K. pneumoniae; Fredimo
(SCSI0 05240) 3258 m China, Republica | Emerixanthon-es xantona S. aureus; ses et.
popular de China A B,C,D E. fecalis; al, 2014
A. baumannii;
A. hydrophila
Mar del sur de
Enggyodontium 3739 m China, Republica | Engyodotiumo- | Derivado de | E. coli; B sublitis | Yao et.
(DFFSC021) popular de China ne H xantona al, 2014
Espiromasxonas S. aureus;
Spiromastix sp 2869 m Océano Atlantico | A,B,C, D, E, F, | Anélogos de B. thuringiensis; Niu et.
Sur G, H,K L, M, depsidona B. Subtilis; al, 2014
N, O MRSA; MRSE;
E. fecalis;
E. faecium
Mar del sur de
Penicilliem sp China, Republica | Peniciclones A, | Anélogo del Guo et.
(F23-2) 5080 m popular de China B,C,D,E,F acido S. aureus al, 2015
ambuico

Tabla 3. Resumen esquematico de nuevos compuestos con actividad antimicrobiana
aislados de microorganismos procedentes de aguas profundas.
Recuperado de Tortorella et, al. 2018.

Varios compuestos antimicrobianos han sido aislados de una profundidad del mar no mayor de 3,865
metros. Esta informacion deja la puerta abierta para la exploracion a muchas mas regiones que prometen
albergar una mayor abundancia de diversidad biolégica, pues es muy probable que se esté explorando la
superficie de un reservorio mas amplio que podria representar una alternativa viable que pueda ser
utilizada en biotecnologia, como la generacion de nuevos antibidticos.

2.1.2 El Golfo de México, un habitat Unico

Producto de las nuevas investigaciones, actualmente se puede considerar que los sedimentos marinos
representan uno de los habitats microbianos mas complejos, con diferentes factores a considerar, como la
participacion de estas comunidades bacterianas en los ciclos biogeoquimicos del ecosistema
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marino. Especificamente, el Golfo de México (GoM) tiene una concentracion abundante de hidrocarburos
en sus sedimentos (ya que es una prolifica zona de extraccion de petr6leo), lo que lo convierte en un nicho
singular y distinto del resto de las profundidades marinas. EI Golfo de México es una cuenca semicerrada,
que abarca un area de 1, 602,000 km?2, presenta una carga de petroleo abundante que culminé en el
cretacico temprano [100]. En consecuencia, los sedimentos marinos del GoM albergan una distribucion
general de hidrocarburos presente por dos fuentes principales: filtraciones de combustibles fosiles
originados de manera natural [101] y la contaminacion antropogénica debida a la perforacion, transporte
y uso de petrdleo [102]; un factor relevante a considerar dada las propiedades fisicoquimicas del agua,
condiciones de adaptacion adicionales que las bacterias han sufrido para proliferar en dicha region.

El gobierno mexicano ha otorgado el acceso de la industria petrolera para el estudio del Golfo de México
(swGom), ofreciendo varios blogues de exploracién en aguas superficiales y profundas en el suroeste de
esta area. De acuerdo con los datos recopilados por el Consorcio de Investigacion del Golfo de México
(CIGoM), se establecid un perfil de referencia bacteriano de 450 géneros de los sedimentos marinos en
esta region [103].

Actualmente, la innovacién de técnicas independientes de identificacion de especies, como los métodos
de perfiles taxondmicos del gen 16S rRNA, la secuenciacién de alto rendimiento y los analisis
metagendmicos, permiten el estudio eficiente de los microorganismos presentes en ambientes naturales.
De acuerdo con analisis metagenémicos en el swGoM, llevados a cabo por el CIGoM, se demostré la
presencia de géneros de bacterias patdgenas nativas y ubicuas en el GoM; ademas, de manera alarmante,
también se encontraron de especies patdgenas no nativas que representan un problema de salud publica,
entre estos géneros reportados se encuentran: Salmonella, Acinetobacter, Pseudomonas, Campylobacter,
Enterobacter, Haemophilus, Halomonas, Klebsiella, Proteus, entre otros. Es importante destacar que los
datos obtenidos hacen patente la colonizacion de estos microorganismos en habitats diferentes a su nicho
original, lo que implica la distribucion de patdgenos de interés en el lecho marino [104, 105, 106, 107,
m, @1 ml

3.1 Bacterias patogenas

En nuestro estudio analizaremos las bacterias patdgenas Acinetobacter baumannii, Salmonella enterica y
Pseudomonas aeruginosa, las cuales se describen a continuacion.

4.1 Acinetobacter baumannii

A. baumannii es un cocobacilo Gram negativo, generalmente se observa en pares. No es fermentador
(glucosa), aerobio estricto, inmavil, catalasa positivo y oxidasa negativo. Crece bien en todos los medios
de cultivo de rutina, siendo su temperatura éptima de crecimiento de 33 a 35° C. Es una bacteria que
pertenece al género Acinetobacter. La mayoria de las especies del género Acinetobacter son bacterias que
se distribuyen en el ambiente de manera ubicua (agua, plantas, suelo), incluso en la microbiota natural de
la piel humana [111]. Es una bacteria de caracter oportunista, lo que indica que infecta mayormente a
paciente inmunocomprometidos, causando infeccion principalmente en pacientes hospitalizados.
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A. baumannii, se encuentra en la categoria de prioridad 1 o critica de la lista de patdégenos prioritarios de
la OMS, en la cual se encuentra las bacterias que requieren la principal atencion para investigacion e
identificacion de nuevos antibidticos.

En especifico, la OMS alude dirigir el enfoque en las cepas de A. baumannii resistentes a los
carbapenémicos. Estos antibidticos son betalactamicos bactericidas y tienen un espectro de actividad
bastante amplio. La importancia en encontrar nuevos antibidticos que tengan efecto contra estas cepas en
particular es porque los carbapenémicos son utilizados a menudo como altimo recurso para el tratamiento
de bacterias Gram negativas multirresistentes. En especifico, las que producen betalactamasas de espectro
extendido, enzimas que destruyen a la mayoria de los betalactamicos (mediante la hidrélisis de anillo -
lactamico), excepto los carbapenémicos. Por otro lado, esta bacteria presenta una alta prevalencia en
superficies abidticas por su capacidad de generar biopeliculas, lo que facilita y contribuye a establecer la
infeccion.

A. baumannii se convirtié en uno de los patdgenos mas prevalentes y mejor adaptados al ambiente
nosocomial [112, 113]. Un estudio realizado en unidades de cuidado intensivo reveld que después del
contacto fisico entre personal de la salud y pacientes infectados con A. baumannii multidrogoresistente,
38,7 % de los guantes o batas del personal de la salud resultaron contaminados, y 4,5 % de ellos
presentaron contaminacién en sus manos después de la remocion de los guantes desechables [115]. En el
periodo de 2006-2010, los brotes causados por A. baumannii resistentes a carbapenémicos se han
convertido en una preocupacién importante a nivel mundial [116], y las infecciones causadas por dicho
patégeno culminan con un aumento de la morbilidad y la mortalidad [117].

En el medio hospitalario, A. baumannii es protagonista de cuadros clinicos que incluyen principalmente
neumonia asociada a ventilacion mecanica que puede exacerbar a bacteriemia [118]. Otras
manifestaciones se relacionan con infecciones postcirugia, infecciones de tracto urinario relacionadas con
sondas vesicales, meningitis relacionadas con derivaciones ventriculares externas e infecciones en piel y
tejidos blandos en pacientes quemados y heridas expuestas [119, 120].

El mecanismo biolégico de resistencia a los antibiéticos con mayor prevalencia en A. baumannii, segln
los aislamientos, es la expresion de B-lactamasas de clase D (CHDL. Estas enzimas hidrolizan débilmente
los carbapenémicos y tienen actividad atenuada contra las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion
(Tabla 4) [121, 122, 123]. A. baumannii también cuenta con distintas variantes de betalactamasas que le
permite a la bacteria tener un espectro mas amplio de accion (Tabla 4) [124].

A. baumannii ha adquirido en el curso evolutivo genes de resistencia a distintas familias de antibi6ticos
diferentes a los carbapenémicos (tabla 5) [124].
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Tabla 4

Mecanismos enzimaticos de resistencia a B-lactamicos en A. baumannii

Mecanismos enzimaticos de resistencia a p-lactdmicos en A. baumannii

B —lactamasa Variantes Perfil de resistencia

Clase A Betalactamasas de amplio espectro: Penicilinas
TEM-1, TEM-2,

CARB-5, VEB-1, PER-1, PER-2, TEM-92, Cefalosporinas de espectro extendido,
TEM-116. SHV-5, SHV-12, CTX-M-2, aztreonam
CTX-M-43

Carbapenemasas KPC Carbapenémicos, penicilinas,
cefalosporinas y aztreonam.

Clase B Carbapenemasas IMP, VIM, SPM, SIM y  Carbapenémicos, penicilinas,
NDM cefalosporinas, no hidrolizan el
aztreonam

Carbapenémicos, penicilinas,
Clase D Carbapenemasas: OXA-23, OXA-24, cefalosporinas
OXA-58, OXA-51 (débilmente cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion)

Tabla 4. Mecanismos enzimaticos de resistencia a B-lactdmicos en A. baumannii
Recuperado de: Vanegas et. al, 2014.
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Tabla 5

Mecanismos de resistencia de A. baumannii a antibioticos diferentes de los B-lactdmicos.

Mecanismos de resistencia de A. baumannii a antibioticos diferentes de los B-lactdmicos

Grupo de antibioticos Mecanismo de Variantes Perfil de resistencia
resistencia
Aminoglicosidos Enzimas modificadoras AAC, ANT, APH | Variable
de aminoglicosidos
Metilacién 16S RNA armA Todos los aminoglicosidos
Bombas de expulsion AdeABC Todos los aminoglicésidos
Quinolonas Mutacion genética AdeM Gentamicina, kanamicina
Bombas de expulsion gyrA, parC Variable
AdeABC Todas las quinolonas
AdeM Variable
Tetraciclinas, glicilciclinas | Bombas de expulsion
Tet (A) Tetraciclina, pero no minociclina
Tet (B) Tetraciclina, minociclina
Proteccion ribosomal AdeABC Tetracilinas, glicilciclinas
tet(M) Tetraciclinas
Polimixinas Modificacion lipido A pmrA,pmrB Colistina
Modificacion porinas OmpW Colistina
Trimetoprim,sulfonamidas, | Alteracién del blanco sul Sulfonamidas
Cloranfenicol dnfr Trimetoprim
Bombas de expulsién CraA Cloranfenicol
AdeABC Trimetoprim, cloranfenicol

Tabla 5. Mecanismos de resistencia de A. baumannii a antibioticos diferentes de los B-lactamicos
Recuperado de: Vanegas et. al, 2014.

5.1 Salmonella enterica

S. enterica es un bacilo Gram negativo y anaerobio facultativo, pertenece a la familia Enterobacteriaceae.
La temperatura Optima para su crecimiento es a 37°C (temperatura fisiologica) y presenta buen
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crecimiento en los medios de cultivo de rutina. De acuerdo a la clasificacion mas reciente, basada en la
secuenciacion de DNA, el género Salmonella abarca dos especies diferentes, S. entericay S. bongori, pero
tiene la cualidad de serotipificarse en mas de 2500 serovariedades; dentro de los serotipos de importancia
clinica se encuentran el serotipo Typhi, causante de una enfermedad sistémica denominada fiebre tifoidea,
y el serotipo Typhimurium, causante de infeccion intestinal aguda (Tabla 6) [125, 126]. S. enterica se
encuentra principalmente en organismos de sangre caliente, aunque gracias a la formacién de biopelicula
también se le puede encontrar en alimentos crudos de origen vegetal y animal, con una prevalencia que
varia de semanas a meses, segun sean las condiciones. Esta bacteria es el agente patdgeno relacionado con
mayor frecuencia a infecciones con alimentos e infecciones gastrointestinales de origen zoondtico, la
manera en que ingresa a sus hospederos es a traves de la via fecal-oral [127, 128, 129, 130]

S. enterica se encuentra en la categoria de prioridad 2 o elevada, de la lista de patdgenos prioritarios de la
OMS, la cual incluye a las bacterias que requieren urgente atencion para investigacion e identificacion de
nuevos antibidticos.

La OMS menciona que el enfoque debe ser dirigido a las cepas de S. enterica resistentes a las
fluoroquinolonas. Las fluoroquinolonas son antibidticos bactericidas que tienen un amplio espectro contra
bacterias Gram negativas y positivas. La importancia de encontrar nuevos antibiéticos efectivos contra
estas cepas en particular se debe a la relevancia médica de las fluoroquinolonas, ya que presentan un buen
perfil farmacocinético y un efecto antibiotico prolongado.

Tabla 6

Clasificacion serologica de Kauffman de S. enterica.

Clasificacion clinica y seroldgica de especies patdgenas de Salmonella

Clinica Serotipo Nombre Serogrupo
Typhi S. enterica, subsp. enterica, serotipo Typhi D
Tifoidica| Paratyphi A S. enterica, subsp. enterica, serotipo Paratyphi A A
Paratyphi B S. enterica, subsp. enterica, serotipo Paratyphi B B
Paratyphi C S. enterica, subsp. enterica, serotipo Paratyphi C C
No | Typhimurium S. enterica, subsp. enterica, serotipo Typhimurium B
tifoidica | Enteritidis S. enterica, subsp. enterica, serotipo Enteritidis D
Newport S. enterica, subsp. enterica, serotipo Typhi C

Tabla 6. Clasificacién seroldgica de Kauffman de S. enterica Modificado de Davis al. 1973.
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5.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo, recto o ligeramente curvado, aerobio facultativo, catalasa
positivo y oxidasa positivo. Su morfologia es caracterizada por la biosintesis de dos pigmentos, piocianina
(azul) y fluoresceina (amarillo), en menor medida puede producir pioverdina (fluorescente de color verde
amarillento), piorrubina (de color rojo) y piomelanina (marron) [131]. Es una bacteria patdgena con
requerimientos nutricionales minimos, cuya distribucion es ubicua y es tolerante a distintas condiciones
de estrés ambiental. Puede aislarse de superficies abioticas y alimentos, incluso, puede formar parte de la
microbiota natural de la epidermis. La temperatura éptima de crecimiento es de 37°C, pero es capaz de
proliferar a temperaturas que oscilan entre 20 y 50°C.

P. aeruginosa se encuentra en la categoria 1 o critica de la lista de patdgenos prioritarios de la OMS, la
cual incluye a las bacterias cuya prioridad en investigacion y desarrollo de nuevos antibi6ticos debe ser
atendida con urgencia.

Este patdgeno es de caracter oportunista, lo cual indica que su forma de transmision es aprovechar los
dafios o defectos en las barreras de defensa de sus hospederos, principalmente pacientes
inmunocomprometidos, que sufran de alguna lesién en tejidos epiteliales articulaciones (los tejidos
epiteliales limitan las cavidades internas y la superficie externa del cuerpo y protegen al cuerpo de
patdgenos y polucidn). Puede infectar distintos 6rganos como la piel, ojos, oidos, el corazon, los pulmones,
higado, las vias urinarias, la sangre, los tejidos blandos, los huesos y articulaciones, generando una
infeccion local de baja intensidad. Ocasiona infecciones sistémicas como neumonia, endocarditis
bacteriana o infecciones de sistemas urinario, nervioso central, etc., las cuales, pueden evolucionar a la
muerte del paciente [132].

La patogenicidad y virulencia particular de esta bacteria, la pigmentacion, la alta prevalencia en distintos
ambientes y su dificil erradicacién, son algunas de las particularidades que ha incitado el estudio de este
agente etioldgico [133]. Numerosos estudios han revelado diferentes factores que contribuyen a la
patogenia de P. aeruginosa, como factores asociados a la célula bacteriana (flagelo, pili tipo IV y proteinas
de membrana), factores secretados (por ejemplo para la formacion de biopelicula), sistemas de secrecion
(SST2, SST3 y SST5), algunos efectores de quorum sensing y pigmentos. Estos factores trabajan en
conjunto y establecen que tan virulento es el patdgeno, siendo este Gltimo objeto de analisis. En particular,
se han dedicado afios de investigacion en los pigmentos, gracias a esto, se han resuelto preguntas acerca
de su naturaleza, actividad y funcién. Esta bacteria ha conservado los pigmentos a lo largo del tiempo
como factor de virulencia. En concreto, la piocianina, un pigmento azul, es una molécula triciclica con
propiedades redox, pertenece al grupo de las fenazinas (Figura 5) [134, 135, 136]. Sus propiedades
moleculares hacen posible el facil acceso a las membranas celulares, causando multiples efectos adversos
en células epiteliales, como la inhibicién de la respiracion celular, alteraciones en el crecimiento celular,
de remodelacion y la restauracion de las células, senescencia (en infecciones crénicas) y apoptosis,
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disminucion en la produccion del glutation (lo que a su vez contribuye a generar especies reactivas de
oxigeno) y la interrupcion de la homeostasis del calcio, ademas de estar involucrada el alterar el equilibrio
proteasa-antiproteasa [137, 138, 139, 140, 141]. También se ha observado que la piocianina suprime la
respuesta inflamatoria aguda mediante la apoptosis de neutrofilos, sin inducir apoptosis de celulas
epiteliales o macrofagos, favoreciendo la sobrevivencia de la bacteria en la célula hospedera [142].
La piocianina ademas de tener efectos fisiopatologicos propios como factor de virulencia, también,
contribuye a la formacion de las biopeliculas, aumentando la adhesion superficial y la agregacion celular
[143, 144, 145, 146, 147]. La piocianina también mejora la respiracion celular entre las matrices de la
biopelicula, al aumentar la transferencia de electrones, manteniendo la homeostasis redox citoplasmatica

[148, 149].

O@
N

~

@D
)
CHs,

Figura 5. Estructura quimica de la piocianina. Fenazina relevante en la patogénesis de P. aeruginosa.
Recuperado de Hall, S, et. al, 2016.

III. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Hay bacterias en el Golfo de México que presentan actividad antibacteriana?

IV. JUSTIFICACION
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En la actualidad, el tratamiento de enfermedades infecciosas se ha complicado con la emergencia de
bacterias patogenas resistentes a los antibioticos existentes. Asi que es imperativo la investigacion y
desarrollo de nuevos antibioticos o compuestos antibacterianos para el control de esta problematica. Una
alternativa viable para esto es el estudio de microorganismos presentes en nichos pristinos o poco
explorados, cuyas condiciones ambientales representen un habitat particular que podria favorecer la
produccidn de moléculas bioactivas. Una fuente potencial para la identificacion de nuevos antibioticos o
compuestos antibacterianos son las bacterias que habitan las profundidades del Golfo de México, un
habitat con caracteristicas singulares.

V. HIPOTESIS

Algunas cepas bacterianas aisladas de aguas profundas del Golfo de México presentaran actividad
antibacteriana contra A. baumannii y S. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium).

VI. OBJETIVOS
Objetivo general

Identificar bacterias marinas que presenten actividad antibacteriana contra cepas de referencia de A.
baumannii y S. Typhimurium.

Objetivos particulares

1. Analizar la posible actividad, contra cepas de referencia de A. baumannii y S. Typhimurium de 82
cepas bacterianas marinas obtenidas del Golfo de México.

2. ldentificar la especie de las cepas marinas que presenten actividad antibacteriana contra las cepas
de A. baumannii y S. Typhimurium.

3. Analizar moléculas candidatas que podrian ser las responsables de la actividad antibacteriana en
las cepas en estudio.
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VIII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

VII. MATERIALES Y METODOS
7.1 Obtencidn de cepas bacterianas y almacenamiento

Las bacterias marinas utilizadas en este proyecto fueron proporcionadas por la Doctora Liliana Pardo
Lopez, investigadora del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Recibimos un total de 82 cepas marinas
parcialmente identificadas, procedentes del Golfo suroeste de México, aisladas de muestras de sedimentos
superficiales (0-10 cm) y columnas de agua de profundidades de 30 a 1000 m.
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Las cepas de referencia A. baumannii 17978 y P. aeruginosa ATCC 27853, asi como los aislados clinicos
de P. aeruginosa P1503 y P1483 que usamos fueron proporcionados por el Dr. Rafael Franco, del Instituto
Nacional de Rehabilitacion del area de quemados, ubicado en la Ciudad de México. La cepa P. aeruginosa
PAOL1 fue proporcionada por la Dra. Gloria Soberon, del Instituo de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM. La cepa S. Typhimurium SL1344 es una cepa de coleccion de nuestro laboratorio.

Las cepas bacterianas se almacenaron a -70°C, en tubos eppendorf que contenian 250 ul de glicerol al
100%; y 250 pl del cultivo de las cepas crecido en medio “Lysogeny Broth” (LB), con incubacion durante
toda la noche (16 horas).

7.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana
7.2.1 Preparacion de los indculos

Se recuperaron las cepas almacenadas a -70°C en cajas de LB agar. A partir de las bacterias crecidas
mMAaximo 2 semanas antes, se prepararon pre-inoculos en 5 ml de LB, incubando durante toda la noche (16
horas) a 37°C con agitacion, tanto para las cepas marinas (cepas productoras) como para las cepas de
referencia de A. baumannii y S. Typhimurium (cepas césped).

7.2.2 Actividad antibacteriana

Se prepararon cajas de LB agar, vertiendo 20 ml de LB agar fundido en cajas petri de 90 x 15 mm, para
obtener una capa de agar de 5 mm de espesor; las cajas se dejaron enfriar por 10 minutos.
Para hacer el césped bacteriano se hicieron cultivos de las cepas de A. baumannii 17978 y S. Typhimurium
SL1344, inoculando 1 ml de preindculo crecido toda la noche en 50 ml de LB (o0 2 ml de preindculo en
100 ml de LB). Los cultivos se crecieron a 37°C, con agitacion, hasta una D.O. goonm (~1X10° bacterias /
ml). Se agregaron 5 ml de los cultivos a cajas de LB agar, esparciendo el cultivo uniformemente por toda
la superficie de la caja. Las cajas con la suspensién bacteriana se dejaron abiertas en la campana de flujo
laminar durante 10 minutos, para permitir que las bacterias césped se adhieran al agar. Pasado este tiempo,
se retiro el exceso de la suspensidn bacteriana con una pipeta estéril y se dejaron secando las cajas de LB

agar abiertas en la campana de flujo laminar, durante 20 minutos. 24

La preparacion de las cepas productoras se efectué concentrando preinoculos crecidos durante toda la
noche. Se agrego 1.5 ml del preinéculo a un tubo eppendorf estéril, se centrifugd el tubo por 3 min a
13,000 rpm / 15,900 RFC, en una centrifuga eppendorf, modelo 5424. Se retir0 el sobrenadante, y el
proceso anterior se repitié una vez mas, utilizando el mismo tubo eppendorf para acumular mayor densidad
bacteriana. La pastilla de bacterias, obtenida de 3 ml del preinoculo, se resuspendio con 50 pl de medio
LB liquido.

Se inocularon 10 pl de la suspension concentrada de bacterias productoras en cajas LB agar ya con las
bacterias césped. Se inocularon cuatro cepas productoras por caja de LB agar (Figura 1). Las cajas ya
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inoculadas con la cepa césped y las cepas productoras se dejaron abiertas, durante 5 min, para que se
secaran las muestras inoculadas. Finalmente, las cajas se incubaron a 37°C durante 24-72 horas. Después
de este tiempo, se observo la formacidn de halos de inhibicién de crecimiento de la cepa césped alrededor
de la colonia de la cepa productora (Modificado de Bauer al, 1959) [150].

7.2.3 Determinacion de la produccién de piocianina

Para iniciar con el proceso de extraccion, se crecieron cultivos en LB liquido de las cepas de Pseudomonas
y productoras crecidos toda la noche (figura 5). Estos cultivos se centrifugaron a 14,000 rpm / 20,913 RFC
por 10 minutos en una centrifuga eppendorf modelo 5804R. Se recuper0 el sobrenadante y se filtrd a 0.22
nm. A estos sobrenadantes se adicionaron 450 pl de CHCI3 para permitir que se separen en dos fases, una
fase organica azul (esta fase indica la presencia de piocianina) y otra soluble, se mezclaron circularmente
tres veces por 30 segundos en un lapso de 15 minutos. Posteriormente se dejaron las muestras en reposo
durante 30 minutos, para que las fases se dividan en su totalidad. Se captur6 la piocianina y se colocé en
un tubo limpio (Figura 6).

Para determinar la cantidad de piocianina, se agregé 1 ml de HCI 0.2 N a la fase organica y se mezclé
suavemente con un vortex hasta obtener una coloracion rosa-roja (Figura 7). Después se hicieron las
lecturas de la absorbancia de la piocianina a una D.O. szonm, utilizando el HCI 0.2N como blanco. Por
ualtimo, se cuantifico la concentracion de piocianina en ug/ml multiplicando los datos de la absorbancia
por el coeficiente de extincién molar 17.072 (Tabla 3) (ElI-Fouly, M.Z. et. al, 2015) [151].
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IX. RESULTADOS
9.1 Determinacion de la actividad antibacteriana

Se analiz6 la actividad antibacteriana de las 82 cepas marinas contra las cepas de referencia A. baumannii
17978 y S. Typhimurium SL1344. Nuestros resultados indican que 8 cepas marinas muestran actividad
contra A. baumannii y S. Typhimurium (Figura 6, Tabla 7 y datos no mostrados). Estas cepas son: LP 16,
LP17,LP 18, LP 21, LP 34, LP 35, LP 36 y LP 89. Los halos de inhibicion de crecimiento que generaron
estas cepas marinas fueron de tamafio similar para A. baumannii y S. Typhimurium; no hubo ninguna cepa
marina que afectara sélo a una de las cepas césped evaluadas. Las cepas marinas LP 34, LP 35y LP 36
mostraron halos de inhibicién mas evidentes que el de las otras cepas (Figura 1 y datos no mostrados); por
lo tanto, seleccionamos estas cepas para los analisis posteriores.

Figura 6. Efecto antibacteriano de cepas marinas. Las imagenes muestran el efecto antibacteriano
(formacion de halo de inhibicion de crecimiento) de las cepas marinas LP 34, LP 35y LP 36 (por
cuadruplicado) contra A. baumannii (AB; panel A) y S. Typhimurium (SE; panel B). Los halos de
inhibicidn de crecimiento de las cepas césped se muestran con un circulo rojo. Como control negativo se
uso la cepa marina LP 1 (al centro de las cajas), la cual no formo halo de inhibicion de crecimiento en las
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cepas césped. Las imagenes son representativas de cinco diferentes experimentos realizados en diferentes
dias.

Tabla 7
Efecto antibacteriano de las cepas marinas LP 34, LP 35y LP 36.

Halos de inhibicion de crecimiento en LB agar

Cepas marinas A. baumannii S. Typhimurium
LP 34 Positivo Positivo
LP 35 Positivo Positivo
LP 36 Positivo Positivo
LP 1 Negativo Negativo

Tabla 7. Efecto antibacteriano de las cepas marinas LP 34, LP 35y LP 36. Se observo la formacion
de halos de inhibicién. Los datos mostrados representan el resultado de cinco diferentes experimentos
realizados en diferentes dias.

9.2 El efecto antibacteriano de las cepas marinas LP 34, LP 35y LP 36 probablemente
se debe a la produccion de piocianina.

Los cultivos de las cepas LP 34, LP 35 y LP 36 mostraron una pigmentacion verde azulada (Figura 7).
Este color es caracteristico de las cepas de P. aeruginosa debido a la produccion de piocianina, pigmento
que tiene actividad antibacteriana [137]. Esto nos llevo a pensar que las cepas LP 34, LP 35y LP 36 son
P. aeruginosa y que su actividad antibacteriana se debe a la produccion de piocianina. Para determinar
esto, se realizaron los analisis que se describen a continuacion.

En un proyecto paralelo realizado por el M.C. Luis Emanuel Romero Gonzélez, estudiante de Doctorado
de nuestro grupo, se identificaron estas 3 cepas marinas como P. aeruginosa, mediante la secuenciacion
del gen ribosomal 16S. Con base en esto, en nuestro estudio comparamos la actividad antibacteriana y la
produccidn de piocianina entre las cepas marinas LP 34, LP 35y LP 36, y cepas de referencia y asilados
clinicos de P. aeruginosa. Interesantemente, las cepas marinas LP 34, LP 35y LP 36, asi como la cepa de
referencia P. aeruginosa PAOL y el aislado clinico P. aeruginosa P1165, mostraron halos de inhibicion
de crecimiento tanto en A. baumannii como en S. Typhimurium (Figura 8, Tabla 8). En contraste, la cepa
de referencia P. aeruginosa ATCC27853 y los asilados clinicos P. aeruginosa P1483 y P1503 no
mostraron halos de inhibicion de crecimiento en A. baumannii y S. Typhimurium (Figura 8, Tabla 8).
Estos resultados revelaron que no todas las cepas de P. aeruginosa que se evaluaron presentan actividad
antibacteriana
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Los resultados anteriores nos llevaron a analizar si hay una relacion entre la actividad antibacteriana y la
produccion de piocianina en las cepas de P. aeruginosa en estudio.

LP 36 LP1

Figura 7. Cultivos de las cepas marinas LP 34, LP 35, LP 36 y LP 1. Las cepas se crecieron en medio
LB, con agitacion durante toda la noche (16 horas) a 37°C. Los cultivos de las cepas LP 34, LP 35y LP
36 mostraron un color verde azulado, no asi el de la cepa LP 1.
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ATCC 27853 ATCC 27853

Figura 8. Efecto antibacteriano de diferentes cepas de P. aeruginosa. Se cocultivaron las cepas de P.
aeruginosa con A. baumannii (AB; panel A) y S. enterica serovar Typhimurium (SE; panel B) durante 72
horas en cajas de LB agar. El halo de inhibicion formado se muestra con un circulo rojo. Se analizaron las
cepas marinas de P. aeruginosa LP 34, LP 35y LP 36, las cepas de referencia de P. aeruginosa ATCC
27853 y PAO1, asi como los aislados clinicos de P. aeruginosa P1165, P1483 y P1503. Como control
negativo se uso la cepa marina LP 1 (al centro de las cajas), la cual no formé halo de inhibicion de
crecimiento en las cepas césped. Las imagenes son representativas de cinco diferentes experimentos
realizados en diferentes dias.

Tabla 8.

Efecto antibacteriano de las cepas de P. aeruginosa.

Halos de inhibicion de crecimiento en LB agar

Cepas A. baumannii S. Typhimurium
P1165 Positivo Positivo
PAO1 Positivo Positivo
ATCC 27853 Negativo Negativo
P1503 Negativo Negativo
P 1483 Negativo Negativo
LP 34 Positivo Positivo
LP 35 Positivo Positivo
LP 36 Positivo Positivo
LP1 Negativo Negativo
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Tabla 8. Efecto antibacteriano de las cepas de P. aeruginosa en estudio. Se observé la formacion de
halos de inhibicion. Los datos mostrados representan el resultado de cinco diferentes experimentos
realizados en diferentes dias.

Procedimos entonces a cuantificar la produccion de piocianina en las cepas de P. aeruginosa en estudio.
El método que se usa para esto nos permitio ir evaluando la produccion de piocianina de manera cualitativa
durante el procedimiento antes de la cuantificacion final. Primeramente se crecieron cultivos en LB de
todas las cepas de P. aeruginosa. Como se muestra en la figura 9, los cultivos de las cepas P1165, PAO1,
LP 34, LP 35y LP 36, pero no los de las cepas 27853, P1503, P1483 y LP 1 (control negativo), mostraron
un color verde azulado, caracteristico de la produccién de piocianina. Posteriormente, se obtuvo el
sobrenadante de los cultivos y se agrego a estos CHCIz para obtener la fase organica. El color azul de la
fase organica indica la presencia de piocianina. La fase organica de las cepas P1165, PAOL, LP 34, LP 35
y LP 36, pero no la de las cepas 27853, P1503, P1483 y LP 1 (control negativo) mostraron un color azul.
Después se agregd HCI a la fase orgénica; la aparicion de una fase de color rosa-rojo indica la presencia
de piocianina. Las cepas P1165, PAOL, LP 34, LP 35y LP 36, pero no las cepas 27853, P1503, P1483 y
LP 1 (control negativo) mostraron la fase color rosa-rojo. Finalmente, se determind¢ la absorbancia de la
fase rosa-roja a una D.O. s2onm Y Se cuantifico la piocianina (ug/ml) multiplicando el valor obtenido de
D.O. s20nm por el coeficiente de extincion molar 17.072. Como se muestra en la tabla 3, las cepas que
mostraron mayor produccion de piocianina fueron P1165, PAOL, LP 34, LP 35y LP 36 (8.92 + 1.19, 3.27
+1.53 ,4.34+0.17, 3.90 £ 0.85 y 6.07 £ 1.02 nm, respectivamente); en contraste, las cepas 27853, P1503,
P1483 y LP 1 mostraron un bajo nivel o no produjeron piocianina (1.53 + 2.73, 0.61 + 0.34, 1.36 £+ 1.19 y
0 + 0 nm respectivamente). Estos resultados confirman las mediciones cualitativas de produccion de
piocianina que observamos a lo largo del método de cuantificacién (Figuras 10 y 11).

En conjunto, nuestros resultados muestran una correlacion entre el efecto antibacteriano y la produccion
de piocianina en las cepas de P. aeruginosa evaluadas (Tabla 10).
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P1165 PAO1 27853 (| P1503 | | P1483 LP 34 LP 35 LP 36 LP1

Figura 9. Cultivos de las cepas de P. aeruginosa en estudio. Las cepas se crecieron en LB, con agitacién
durante toda la noche (16 horas) a 37°C. Los cultivos de las cepas P1165, PAO1L, LP 34, LP 35y LP 36,
pero no las cepas 27853, P1503, P1483 y LP 1 (control negativo) mostraron un color verde azulado. La
imagen es representativa de cinco diferentes experimentos realizados en diferentes dias.
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Figura 10. Presencia de piocianina en la fase organica de los sobrenadantes de cultivos de las cepas
de P. aeruginosa en estudio. Las cepas se crecieron en LB con agitacion durante toda la noche (16 horas)
a 37°C. A los sobrenadantes de los cultivos (sin bacterias) se les agregd CHCIs para obtener la fase
organica. El color azul de la fase organica indica la presencia de piocianina. El panel superior muestra la
fase organica y la fase soluble. El panel inferior muestra sélo la fase organica. La fase organica de las
cepas P1165, PAOL, LP 34, LP 35y LP 36, pero no la de las cepas 27853, P1503, P1483 y LP 1 (control
negativo) mostraron un color azul. Las imagenes son representativas de cinco diferentes experimentos
realizados en diferentes dias.
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Figura 11. Piocianina revelada con &cido clorhidrico. Pigmentos extraidos con CHCIs a partir de
cultivos en LB incubados toda la noche a 37°C con agitacién, de las cepas de P. aeruginosa P1165, PAOL,
ATCC 27853, P1503 y P1483, y las cepas productoras-marinas LP 34, LP 35, LP 36 y LP 1,
respectivamente. Una vez que se extrajeron los pigmentos se afiadié HCI 0.2 N (un color rosa-rojo indica
la presencia de piocianina).
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Tabla 9.

Cuantificacion de piocianina producida por las cepas de P. aeruginosa

Tabla 9. Cuantificacién de piocianina producida por las cepas de P. aeruginosa en estudio. La
cuantificacion de piocianina (ug/ml) se obtuvo multiplicando el valor de la D.O. s20nm de la fase orgénica
acida de los sobrenadantes de cultivos por el coeficiente de extincién molar 17.072. Los datos mostrados
representan el promedio y la desviacion estandar de cinco diferentes experimentos realizados en diferentes
dias.

Tabla 10

Correlacion entre la actividad antibacteriana y la produccion de piocianina de las cepas de P. aeruginosa.
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P 1483 1.36 +1.19 Negativo Negativo

LP 34 434 +0.17 Positivo Positivo
LP 35 3.90 £ 0.85 Positivo Positivo
LP 36 6.07 +£1.02 Positivo Positivo
LP1 00 Negativo Negativo

Tabla 10. Correlacion entre la actividad antibacteriana y la produccién de piocianina de las cepas
de P. aeruginosa en estudio. Se muestra el halo de inhibicién (HI) del crecimiento de A.
baumannii o S. Typhimurium y la produccion de piocianina por las cepas de P.aeruginosa en
estudio.

X. DISCUSION

La evidencia sobre la problematica ocasionada por bacterias patdgenas son capaces de resistir el efecto de
los antibidticos es bastante clara y cada vez se reporta con mayor frecuencia el aislamiento de estas
bacterias; la perspectiva actual apunta a un futuro con patdgenos letales que no podremos combatir [39].
El desarrollo y avances en la medicina gracias al uso de los antibiéticos puede ser comprometido por las
infecciones por bacterias resistentes a estos. La presion de seleccién que estamos generando nos ha
mostrado que nuestro manejo y gestion de los antibioticos tiene injerencia directa en neutralizar su propio
efecto. Una realidad documentada es que los enfoques principales de la industria farmacéutica se
encuentran dirigidos en el desarrollo de productos mas redituables, econdmicamente hablando. Es posible
que exista una correlacion con la incursién en el mercado de medicamentos para el tratamiento de
enfermedades crénicas (diabetes, cardiopatias, asma, etc.), ya que las inversiones han incrementado
notablemente por estos farmacos [152]. Conocemos las distintas contribuciones de algunos sectores que
han coadyuvado a generar e incrementar este problema de salud publica, también, es de nuestro
conocimiento la falta de educacién acerca del uso correcto de los antibidticos [32]. Todas las variables
mencionadas suman a la problematica, pero recién se ha comenzado a considerar como un peligro que se
tiene que solucionar en los proximos afios dada la magnitud exponencial del riesgo biologico;
consecuencia de ello, distintos organismos han instado a los gobiernos a implementar estrategias para
atender la situacion emergente [34]. La demanda de nuevos antibioticos dirige las investigaciones hacia
nichos pristinos o poco explorados que alberguen posibles compuestos con cualidades antibacterianas
novedosas.

Las nuevas técnicas de aislamiento y tecnologia de inmersion mejorada han permitido evaluar la
diversidad microbioldgica de las profundidades marinas, antes una posibilidad inaccesible. La explotacion
de este habitat supone altas probabilidades en favor al descubrimiento de compuestos efectivos contra las
bacterias patdgenas que representan un problema de salud publica. EI fundamento de este proyecto se basa
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en el aprovechamiento de los metabolitos secundarios biosintetizados por bacterias nativas y ubicuas de
profundidades marinas, cuyo desarrollo adaptativo en este nicho particular las ha acondicionado para
darles caracteristicas diferenciales respecto a sus pares terrestres. A partir de esta fuente, nos planteamos
identificas bacterias con capacidad de inhibir elcrecimiento de los patdgenos A. baumannii y S.
Typhimurium.

De 82 cepas bacterianas marinas que analizamos en nuestro proyecto, encontramos que 8 presentaron
actividad inhibitoria contra A. baumannii y S. Typhimurium, de las cuales 7 han sido identificadas como
P. aeruginosa por medio de la secuenciacion de su gen ribosomal 16S, asi como por cualidades fenotipicas
caracteristicas de P. aeruginosa, como la produccién del pigmento azul-verdoso denominado piocianina
(este estudio; Tesis Doctoral del M.C. Luis Romero). Interesantemente, la secuenciacion y analisis
bioinformatico del genoma revel6 que una de estas 8 cepas con actividad antibacteriana representa una
nueva especie de Pseudomonas (Tesis Doctoral del M.C. Luis Romero).

En nuestro proyecto seleccionamos 3 de las 8 cepas con actividad antibacteriana para mayor
caracterizacion, las cuales generaron un halo de inhibicion de crecimiento mas evidente contra A.
baumannii y S. Typhimurium. Comparamos las propiedades antibacterianas de estas 3 cepas marinas (LP
34, LP 35y LP 36), 3 aislados clinicos (P1165, P1483 y P1503) y 2 cepas de referencia (PAOl y ATCC
27853) de P. aeruginosa. Nuestros resultados muestran una correlacion entre la actividad antibacteriana
y la produccién de piocianina de las cepas analizadas. Las cepas LP 34, LP 35, LP 36, P1165 y PAO1
mostraron actividad antibacteriana contra A. baumannii y S. Typhimurium y la mas alta produccion de
piocianina, mientras las cepas P1483, P1503 y ATCC 27853 no mostraron actividad antibacteriana y
produjeron bajos niveles de piocianina (Tabla 10). La piocianina es un compuesto que pertenece al grupo
de las fenazinas, la cual da una coloracion azul-verdosa singular de los cultivos de P. aeruginosa [153].
La piocianina es un importante factor de virulencia, pero no el Unico, de P. aeruginosa; ademas, diferentes
estudios han mostrado que este pigmento tiene actividad antibacteriana [154, 155]. Especificamente, se
ha reportado el efecto antagonista de la piocianina contra Micrococcus luteus, Proteus vulgaris,
Acinetobacter sp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella Typhi, proteus vulgaris, etc. [156,
157]. También contra bacterias resistentes a los antibioticos como S. aureus (MDR), E. coli (ESBL) y
Klebsiella pneumoniae (ESBL) [158]. La piocianina debe su efecto antibacteriano a la capacidad de
generar estrés oxidativo al interactuar con el oxigeno molecular, interrumpiendo el flujo de electrones en
la cadena respiratoria y por la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), principalmente O #
y H 2 O 2; este mecanismo ocasiona un efecto bacteriostatico en las células susceptibles [159, 160, 161,
162]. La generacion de ROS induce dafios a los organelos celulares, agotamiento de NAD(P)H y dafio al

ADN [163, 164].

Nuestros resultados apoyan a que el efecto antibacteriano que encontramos en las 7 cepas marinas de P.
aeruginosa esta asociado en gran medida a la produccion de piocianina; sin embargo, no podemos
descartar la produccion de algin otro compuesto 0 mecanismo antibacteriano por estas cepas, incluso, se
sabe que P. aeruginosa produce distintas fenazinas con actividad redox propia [165, 166]. Una opcion
para definir el efecto antibacteriano requeriria de generar una cepa mutante de los dos operones para la
biosintesis de piocianina en las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa, para determinar si éstas
producen un compuesto antibacteriano adicional a la piocianina. Interesantemente, la otra cepa marina
(LP 18) que presenta actividad antibacteriana y que se ha identificado como una nueva especie de
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Pseudomonas, no produce piocianina; por lo tanto, esta cepa marina tiene el potencial de producir un
nuevo compuesto antibacteriano (Tesis Doctoral del M.C. Luis Romero).

Llama la atencion de que las 3 cepas marinas de P. aeruginosa que caracterizamos en este estudio
presentan niveles de produccidn de piocianina por arriba de los de la cepa PAOL (Tabla 10), la cual es la
cepa que se usa como referencia para la mayoria de los estudios de P. aeruginosa. Ademas, las otras 4
cepas marinas de P. aeruginosa también presentan altos niveles de produccion de piocianina (Tesis
Doctoral del M.C. Luis Romero). Nuestros resultados sugieren que la piocianina es relevante para la
prevalencia de P. aeruginosa en el ambiente marino, posiblemente como un eficiente inhibidor de
bacterias competidoras.

XI. CONCLUSIONES

- Nuestro anélisis de la actividad antibacteriana nos permitio identificar 8 cepas marinas que presentan
actividad antibacteriana contra A. baumannii y S. Typhimurium; 7 de estas cepas han sido identificadas
como P. aeruginosa.

- Nuestros resultados sugieren que la actividad antibacteriana mostrada por las 3 cepas marinas de P.
aeruginosa caracterizadas en este estudio se debe a la produccién de piocianina.

XII. PERSPECTIVAS

Determinar si ademas de la piocianina, las cepas marinas de P. aeruginosa identificadas en estudio
producen otros compuestos con actividad antibacteriana. Para esto se deben generar mutantes que
carezcan de los dos operones biosintéticos de piocianina: phzA1-G1 (phzl) y phzA2-G2 (phz2).
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