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RESUMEN

La resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias es un problema mundial. La
OMS ha declarado ciertas especies resistentes como las mas urgentes para abordar y los
esfuerzos se han concentrado en buscar nuevas terapias o tratamientos. El uso de
bacteriocinas, ofrece una alternativa en este aspecto. Las bacteriocinas son péptidos
antimicrobianos formados en los ribosomas de diversas especies bacterianas, siendo su
espectro, mecanismo y dosis letal diferente para cada especie productora. Estos péptidos
antimicrobianos pueden utilizarse por si solos o en compafiia de antibiéticos de uso comun
en la practica clinica. Las bacteriocinas se clasifican en clases dependiendo del tipo de
bacteria productora, sean estas Gram positivo o negativo. Aquellas bacteriocinas elaboradas
por Gram positivo como las bacterias acido lacticas (BAL) son las mas estudiadas, siendo
algunas de ellas actualmente usadas como probioticos. Aun cuando las bacteriocinas pueden
investigarse como potenciales tratamientos, no estan exentas de provocar resistencia por
diversos mecanismos. Aunque esta resistencia no se presenta de forma coman, las hace
buenas moléculas para el estudio ya que se puede mejorar su accion si se conoce la forma
especifica que utilizan para atacar el blanco de accion. El objetivo de este estudio fue realizar
una revision actualizada respecto de los avances cientificos existentes en relacion con el
efecto antimicrobiano que poseen las bacteriocinas frente a bacterias multirresistentes. Para
realizar esto se recurrioé a la informacion en buscadores como PubMed, Scopus, Google
académico, Web of Science, entre otros. Como conclusién se puede inferir que las
bacteriocinas presentan accion contra bacterias multirresistentes ya sea en sinergia con
antibioticos o individualmente, este efecto puede darse en presentacion de CFS (cell-free
supernatant) o en forma purificada. La dosis puede variar, por lo general, desde los pg/ml a
los mg/mL. Utilizada en conjunto con antibioticos reduce la concentracion requerida del

primero.

Palabras claves: bacteriocinas, efecto antimicrobiano, mecanismos de resistencia,

bacterias multirresistentes, antibigticos.



INTRODUCCION

El aumento de cepas bacterianas resistentes a los antimicrobianos usados de manera
rutinaria sumado al aislamiento mayoritario de éstas en los centros clinicos, es la base para

la investigacion y conocimiento de nuevas formas terapéuticas.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha desarrollado una lista de patégenos
prioritarios que son resistentes a los antibidticos para ayudar a priorizar la investigacion vy el
desarrollo de nuevos tratamientos efectivos. La seleccion de estos patdgenos se realizod
mediante bases de datos sobre enfermedades infecciosas, revisiones sistematicas en la
literatura y guias internacionales centradas en el tratamiento y la prevencion de infecciones

debidas a bacterias resistentes a los antibioticos (1).

La lista de patdgenos de la OMS se divide en patdgenos de prioridad critica, alta y media,
destacando a Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, bacterias de la familia
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos; Enterococcus faecium resistente a
vancomicina; Staphylococcus aureus resistente a meticilina; Salmonella spp. y Shigella spp.

resistentes a fluorquinolonas (1).

La eleccion de los géneros bacterianos a estudiar es en base a reportes nacionales y
extranjeros que coincidan con los aislamientos mas frecuentes, centrados principalmente, en

Staphylococcus aureus meticilino resistente, Enterococcus resistente a vancomicina,



Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp, Acinetobacter baumannii y
bacterias de la familia Enterobacteriaceae.

Las principales bacteriocinas que se han estudiado tanto para la industria alimentaria, las
cuales se encuentran aprobadas y para tratar a seres humanos, son las que provienen de las
bacterias 4cido lacticas (BAL). Estas acttian en dosis pequefias y son consideradas seguras
para los seres humanos, por lo tanto, pueden ser administradas. Entre las mas conocidas estan
las bacteriocinas de clases | y I, siendo producidas por bacterias Gram positivo. También,
existen bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativo, ademas de otras clases

adicionales elaboradas por bacterias Gram positivo.

En los ultimos afios, las bacteriocinas han sido candidatas para ser estudiadas como una
alternativa a los antibidticos contra bacterias resistentes, han probado ser Utiles en la industria
alimentaria, y se ha pensado en su accion para el tratamiento de las infecciones en los seres

humanos.



OBJETIVOS

Obijetivo general: Realizar una revision actualizada respecto de los avances cientificos
existentes en relacion con el efecto antimicrobiano que poseen las bacteriocinas frente a

bacterias multirresistentes.

Objetivos especificos

1. Describir los conceptos modernos relacionados con sintesis, tipos y mecanismos de

accion de bacteriocinas sobre microorganismos.
2. Analizar, conforme a la literatura actual, el efecto antimicrobiano particular de las

bacteriocinas sobre bacterias multirresistentes.



METODOLOGIA DE BUSQUEDA

Se realizd una revision bibliogréafica con la informacion disponible acerca del efecto
antimicrobiano de bacteriocinas sobre bacterias multirresistentes. Para esta blsqueda, se
consultaron bases de datos nacionales e internacionales para asegurar la calidad de la
informacién. Las bases de datos consultadas fueron: PubMed, Scopus, Web of Science,
Google académico, entre otros, con el proposito de revisar trabajos publicados relacionados

al tema de investigacién durante los Gltimos 5 afios.



MARCO TEORICO

1. Generalidades de bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos cationicos sintetizados en los ribosomas y son producidos
por casi todos los grupos de bacterias. Su funcion fisioldgica parece ser la inhibicién del
crecimiento de microorganismos, en un nicho ecologico particular, mediante la destruccion
de estos (2). Las bacteriocinas son sintetizadas por la gran mayoria de los grupos bacterianos,
ya sean Gram positivo 0 Gram negativo, ademéas de las Arqueas (3). En la Tabla 1 se

presentan caracteristicas generales de las bacteriocinas.

En las bacterias, la produccion de bacteriocinas involucra diferentes genes, como aquellos
que participan en la modificacion de aminoacidos, la exportacion y la regulacion, asi como
también la autoinmunidad, mediante la produccién de proteinas, para que la bacteria
productora evite ser dafiada por sus propias bacteriocinas. Estos genes estan localizados en

cromosomas o en plasmidos (4).

Las bacteriocinas han mostrado sinergia con antibidticos convencionales e incluso
algunas bacteriocinas han mostrado ser efectivas contra virus (4), como es el caso de la
labirintopeptina, una clase de lantibidtico carbaciclico que tiene como aminoacido la

labionina y presenta accion antimicrobiana sobre el virus herpes simple (5).



Los atributos positivos que permiten a las bacteriocinas ganar terreno, tanto en el &mbito
de la preservacion de alimentos como en la accidn sobre bacterias que afectan a los seres
humanos, son su capacidad inherente de tolerar alto estrés termal y un amplio rango de pH.
Ademas, estas no tienen color, olor y sabor lo que potencia su utilidad (6).

Otro punto favorable de las bacteriocinas es su rapido mecanismo de accidn, ya que actdan
formando poros en la membrana de las bacterias, incluso en bajas concentraciones. Esto
sumado a la rapida degradacion por parte de enzimas proteoliticas debido a su naturaleza
proteica permite que no queden circulando en el cuerpo o en el ambiente, reduciendo asi la
oportunidad de desarrollar resistencia por parte de los microorganismos (6). Ademas de su
accion en la membrana bacteriana, se destaca su uso en alimentos, cancer y enfermedades

infecciosas (7).

Estos péptidos originalmente emergieron como mecanismos de adaptacion, lo que los
posiciona como una estrategia efectiva para mantener la poblacion y reducir el namero de
competidores permitiendo asi la obtencion de nutrientes y espacio fisico para desarrollar a la
bacteria productora (8). A diferencia de los antibidticos, los cuales son metabolitos
secundarios, las bacteriocinas pueden ser degradadas facilmente por proteasas, siendo, por lo
general, inocuas para los seres humanos o animales (9). En la Tabla 2 se presentan las
principales diferencias entre bacteriocinas y antibidticos que dan cuenta de su utilidad por

sobre estos Ultimos.



A grandes rasgos, las bacteriocinas se clasifican en las producidas por bacterias Gram
negativo como Citrobacter freudii, Escherichia coli, Shigella boydii, Serratia marcescens,
Shigella sonnei, Klebsiella pneumoniae; y las producidas por bacterias Gram positivo como
Lactococcus lactis, Streptococcus uberis, Bacillus spp., Actinomadura, Bacillus subtilis,
Pediococcus acidilactici, Carnobacterium, Enterococcus faecalis y Staphylococcus

epidermidis, entre otras (10).

Tabla 1. Caracteristicas generales de las bacteriocinas

Tomado y adaptado de Heredia-Castro (2017)

Caracteristicas generales de las bacteriocinas

Origen: ribosomal o plasmidial, péptidos extracelulares producidos por bacterias Gram
positivo y negativo

Espectro de accion: actlan contra bacterias Gram positivo y negativo, siendo algunas
bacterias susceptibles, como Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas spp.

Modo de actividad: bactericida, bacteriostatico y fungicida

Mecanismo de accidon: permeabilizacion de la membrana y lisis celular mediante
disminucidn de sintesis de ADN, ARN y proteinas

Estructura quimica: péptidos, glicoproteinas y lipoproteinas

Localizacion de genes que las codifican: plasmidos, cromosomas, transposones

Sensibilidad a enzimas: todas las bacteriocinas son sensibles a enzimas proteoliticas

Sensibilidad a temperatura: termoestables, la mayoria soporta 100 — 121°C por 15 — 30
minutos

Sensibilidad a pH: la mayoria son estables en el intervalo de 3,0 a 9,0

Tabla 2. Principales diferencias entre bacteriocinas y antibidticos

Tomado y adaptado de Pérez (2014), Meade (2020).

Caracteristicas Bacteriocinas Antibidticos

Aplicacién Alimentos y clinica Clinica

Sintesis Ribosomal o plasmidial Metabolito secundario

Espectro de actividad Reducido Amplio

Intensidad de actividad Activa en rango nano a Activo en rango micro o
micro molar milimolar




Degradacion por enzimas Alta Moderada a nula
Estabilidad térmica Alta Baja

Rango de pH activo Amplio Reducido
Color/sabor/olor No Si
Susceptibilidad a Si No

bioingenieria

Posible mecanismo para
desarrollo de resistencia

Adaptacion mediante
cambios en la composicion
de la membrana

Componente transferible
genéticamente que inactiva
el compuesto activo

Modo de accion

Formacion de poros,
inhibicién de sintesis de
pared celular

Membrana celular o
dominios intracelulares

Toxicidad en células
eucariontes

Relativamente no

Si

Costo

Alto

Econdmicas costo-efectivas

Efectos adversos

No identificados

Varios

1.1. Bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativo

Mientras que el término “bacteriocina” esta reservado para los péptidos ribosomales de
las bacterias Gram positivo, también se debe incluir a los péptidos similares que son
producidos por las bacterias Gram negativo. Entre estas se destacan las colicinas y
microcinas, pero debido a que las bacterias Gram negativo no se presentan con frecuencia en
los alimentos y su asociacion tipica es con las heces, no se han estudiado demasiado. Sin
embargo, estas presentan caracteristicas interesantes, han sido sintetizadas in vitro y su modo
de accidn y sintesis han demostrado ser mas rapidas que las bacteriocinas de Gram positivo
(12).



1.1.1. Colicinas

Las colicinas son grupo de bacteriocinas producidas por bacterias comensales y
patdgenas, se destaca principalmente Escherichia coli, que eliminan cepas no peligrosas de
la misma especie con tal de ganar una ventaja competitiva, mediante la formacion de poros
en la membrana interna, inhibicién de la sintesis de la pared celular y la degradacién de acidos
nucleicos. Entre las especies que elimina se destacan la misma Escherichia coli, Salmonella
spp. y Shigella spp. Todas las colicinas deben unirse y cruzar la membrana externa y algunas
deben cruzar, ademas, la membrana interna, dependiendo de su modo de citotoxicidad (11,
12, 13).

Las colicinas son proteinas antibacterianas que estan codificadas, en su mayoria, en
plasmidos, mientras que algunas lo estan en cromosomas. Un gen tipico de colicina codifica
para una proteina toxica, una proteina inmune y genes de lisis. Estas se pueden clasificar en
3 dominios especificos: el dominio amino terminal de translocacion (N), el cual esta
implicado en la transferencia a través de la membrana externa por via de una proteina
translocadora; el dominio central de unién a receptor (R), el cual se une a la membrana
externa de la bacteria mediante un receptor; y el dominio citotoxico carboxi terminal (C) el

cual tiene actividad antibacteriana (10, 13).

Para evitar el envenenamiento producido por la misma colicina a la cepa productora, se
expresan simultdneamente proteinas de la inmunidad especifica para inactivarla. Las
proteinas inmunes forman un complejo con las colicinas mediante la uniéon a su dominio
citotoxico (C) neutralizando su actividad catalitica (13). Ya que las colicinas tienen diferentes
modos de accion, las proteinas inmunes también tienen diferentes métodos, pero comparten
la caracteristica de unirse al sitio activo de la colicina (11).

10



La accion de las bacteriocinas sobre las bacterias puede clasificarse dependiendo de la
respuesta de estas frente a la accion de la colicina. Cuando una bacteria en su membrana
externa posee receptores para la colicina y un sistema de translocacion hacia el interior de la
bacteria, lo cual ocasiona la muerte de esta, se dice que es una cepa sensible. Cuando una
bacteria no tiene receptores en su membrana externa para una colicina especifica, se dice que
es una cepa resistente. Cuando una bacteria tiene deficiencia en el sistema de translocacion,
se dice que es una cepa tolerante. Por ultimo, cuando una bacteria produce proteinas inmunes,

se dice que es una cepa inmune (10).

De acuerdo al sistema de translocacion a través de la membrana externa, las colicinas se
pueden clasificar en 2 grupos, el grupo A y B. El grupo A estd compuesto por colicinas
codificadas en plasmidos pequefios y presentes en numerosas copias por célula (6 a 10 kb)
que usan el sistema Tol para penetrar la membrana externa. Ejemplos de este grupo son las
colicinas E1 a E9, colicina A, K, N (9, 10).

El grupo B esta compuesto por aquellas colicinas codificadas en plasmidos de una sola
copia (40 kb), lo que trae numerosos genes en adicion a los que codifican para la actividad
de la colicina. Se usa el sistema Ton para penetrar la membrana externa, este esta codificado
por grandes plasmidos sin un gen de lisis. Ejemplos de este grupo son las colicinas 5, 10, B,
D, M, V, la, Ib. (9). Estas proteinas son las responsables de mantener la integridad de la
membrana externa para el ingreso del sustrato en Escherichia coli (13). Sin embargo, el

transporte mediante plasmidos no es un requerimiento para esta bacteriocina (9).

11



Se han estudiado mas de 20 colicinas y cada una exhibe diferentes mecanismos de accién
(13), los 2 més comunes son la formacion de poros en la membrana y la degradacion de
acidos nucleicos (14). Por ejemplo, la colicina la y E1 forman poros en la membrana interna,
la colicina M inhibe la formacién de la pared celular, la colicina E2 degrada el ADN vy la
colicina E3 degrada ARN ribosomal, lo que lleva a una translocacion lenta, ademas, la
colicina K y E1 inhiben la sintesis de macromoléculas (9, 13).

Las colicinas pueden ser divididas en 3 categorias basadas en su mecanismo bactericida.
En la primera categoria se encuentran las colinas que forman poros en la membrana, los poros
permiten la fuga de componentes citoplasmaticos, destruyen el gradiente quimico, producen
pérdida de iones y causan muerte celular, estas incluyen a las colicinas A, B, E1, la, Ib, Ky
N. En la segunda estan las colicinas con actividad nucleasa, ya que contienen DNAsas,
rRNAsa 16s y tRNAsa, estas incluyen colicinas de la E2 a la E9; y en la tercera se encuentran
las colicinas de tipo peptidoglicanasa, estas colicinas pueden digerir los precursores de
peptidoglican llevando a una imposibilidad de producir peptidoglican y por consiguiente a la
muerte de la bacteria (10, 15).

Existe un grupo de colicinas denominado bacteriocinas similares a colicina (o colicin-
like), estas son producidas por Klebsiella spp. (klebicinas) y Pseudomonas aeruginosa (S-
piocinas) (14). También se incluye la salmocina que es producida por Salmonella spp. (16).
Estas mantienen su estructura, tamafio y mecanismo de accion al igual que las colicinas

producidas por Escherichia coli (14).

12



1.1.2. Microcinas

Las microcinas son péptidos antimicrobianos hidrofobicos de bajo peso molecular
sintetizados en el ribosoma (< 10 kDa). Estos son producidos como péptidos precursores que
incluyen un péptido N terminal lider y péptidos de nucleo. Debido a que las microcinas son
producidas como péptidos precursores, algunos pueden o no pueden sufrir un proceso post
transcripcional en el curso de maduracién a microcina. Las microcinas son producidas
predominantemente por la familia Enterobacteriaceae, mostrando gran tolerancia al calor,
pH extremo y proteasas (10). A diferencia de las colicinas, la sintesis de microcinas no es
letal para la cepa productora por lo que no es necesario producir proteinas de inmunidad
especifica (15).

Las microcinas pueden estar codificadas en plasmidos o cromosomas, usualmente con
varios genes que pueden ser organizados como un operdn. Estos genes codifican para los
precursores de la microcina como proteinas necesarias para la secrecion, factores de

autoinmunidad y enzimas que son necesarias para una modificacion post transcripcional (17).

El mecanismo de accidn de las microcinas es variado, incluye la formacion de poros en la
membrana, hay de tipo nucleasa usando DNAsa y RNAsa, y las inhibidoras de sintesis de
proteinas o de replicacion de ADN. Las microcinas no tienen genes de lisis y son secretadas

por el transportador de tipo | ABC que es un cassete de union con ATP (13).

13



Las microcinas se clasifican de acuerdo a la presencia, naturaleza y localizacion de la
modificacion post transcripcional, organizacion de los genes y secuencias peptidicas (15).
Las de clase | como las microcinas B17, C7 a C51, D93 y J25 son de bajo peso molecular (<
5 kDa) y son péptidos modificados post transduccionalmente. Las de clase 11 son mas pesadas
que las tipo | (5 — 10 kDa) y pueden ser divididas en clase l1la como las microcinas I, V' y N.
Estas requieren 3 genes diferentes para sintetizar y ensamblar péptidos funcionales que
pueden contener enlaces disulfuro. Incluye péptidos codificados en plasmidos que no pasan
por una modificacion post transcripcional. Por otro lado, las de clase I1b, también conocidas
como microcinas dependientes de TonB, ya que requieren de TonB funcional en la célula
blanco para eliminarla (18), como las microcinas E492, M y H47, son péptidos lineales
codificados en cromosomas con modificaciones post traduccionales en el dominio C terminal
(10, 17).

1.2. Bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivo

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivo exhiben caracteristicas
similares a las microcinas, es decir, son péptidos antimicrobianos con menos de 60
aminodacidos. En este tipo de bacterias, las bacterias acido lacticas (BAL) son las tipicas
bacterias que producen bacteriocinas, y por lo general, se dividen en clases, siendo la clase |
los péptidos modificados o lantibidticos, la clase Il los péptidos no modificados o que no
presentan lantionina, la clase 111 que son proteinas grandes e inestables al calor y la clase 1V

son péptidos ciclicos asociados a lipidos o carbohidratos (actualmente desestimada) (10, 19).
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Las bacterias &cido lacticas (BAL) son un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivo
con forma cocéacea o bacilar, no formadoras de espora, catalasa negativo, inmdviles,
aerotolerantes, producen acido lactico al fermentar azlcares, presentan alta tolerancia por el
pH bajo y estan protegidas contra los productos del oxigeno como el peroxido de hidrégeno
gracias a la enzima peroxidasa (20, 21). Ademas, estas pertenecen al phylum de los
Firmicutes donde se encuentran diversas familias y géneros (22).

Este grupo de bacterias esta compuesto de las siguientes familias: 1. Lactobacillaceae con
los géneros Lactobacillus y Pediococcus; 2. Streptoccaceae con los géneros Lactococcus y
Streptococcus; 3. Enterococaceae con el género Tetragenococcus; 4. Leuconostocaceae con
los géneros Leuconostoc y Oenococcus; 5. Bifidobacteriaceae con el genero Bifidobacterium
(20).

Debido a sus beneficios en salud, algunas BAL son usadas como probioticos, es decir,
como organismos que mejoran la calidad de vida de humanos o de animales y se encuentran
en suplementos alimenticios o en comidas fermentadas como el yogurt. Las especies del
género Lactobacillus y Bifidobacterium estan entre las BAL mas comunes usadas como
probidticos. Para ser consideradas como probioticos deben ser catalogadas como
generalmente reconocidas como seguras (GRAS), tolerar bajo pH, altas concentraciones de
sales biliares, ser toleradas por el sistema inmune y no estimular la formacién de anticuerpos
(23). Ademaés se evallan otros elementos como taxonomia, patogenicidad, potencial de
resistencia a antibioticos, produccion de toxinas, consideraciones metabdlicas, reportes de

efectos adversos, entre otras (24).
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El mecanismo bactericida que ejercen las bacteriocinas de BAL es mediante la formacion
de un poro, deterioro del ADN celular, inhibicion de la sintesis del peptidoglican en la pared
celular y la perturbacion del ADN 16 S. EI mecanismo bactericida conlleva 3 pasos, la
adsorcion de la bacteriocina en la membrana de la bacteria objetivo, formacion e insercion
del péptido en la bicapa lipidica y la formacion del poro. Este poro es el que causa la pérdida
de componentes vitales lo que lleva a un cese del crecimiento o a la muerte de la bacteria
(20). La adsorcion de la bacteriocina se debe a fuerzas electrostaticas ya que estan cargadas
positivamente e interactian con los fosfolipidos de la membrana bacteriana cargada
negativamente. La union con la bacteria diana se da entre la region N-terminal de la
bacteriocina (hidrofilica) con la superficie polar de la membrana. Luego de esta unién, la
region C-terminal (hidrofobica) penetra hacia el interior no polar de la membrana celular, lo
que resulta en la formacion de poros provocando un vaciamiento intracelular donde se
pierden iones K, ATP y de aminoacidos y moléculas de bajo peso molecular. Esto se traduce
en disminucion del potencial de membrana y baja en las reservas energéticas lo que lleva a
la disminucion de sintesis de ADN, ARN Yy proteinas, lo que finalmente desencadena la

muerte de la célula (19).

Como estas bacteriocinas actian en la membrana celular son mas activas frente a las
bacterias Gram positivo, sin embargo, bajo condiciones de estrés como bajo pH, calor o frio
excesivo, presencia de quelantes, ausencia de iones 0 aumento de concentraciones de sal,
algunas bacterias Gram negativo como Escherichia coli o Salmonella spp. pueden volverse
sensibles a la accion de estas bacteriocinas (20). La produccidn de las bacteriocinas BAL esta
fenotipicamente relacionada y se sintetizan en presencia de competidores, principalmente por

nutrientes (25). En la Tabla 3 se resumen las clases de bacteriocinas BAL.
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Clases de bacteriocinas BAL

1.2.1. Clase |

Los lantibi6ticos son péptidos pequefios (<5 kDa) que son obtenidos mediante
modificaciones postraduccionales donde se obtienen aminoacidos inusuales como
dehidroalanina (Dha) y dehidrobutirina (Dhb) con los residuos lantionina y metil-lantionina
(6). La sintesis de estos aminoacidos se produce por la deshidratacion de serina y treonina
respectivamente para formar dehidroalanina y dehidrobutirina luego estos pueden unirse con
cisteina para generar lantionina y metil-lantionina (20). Estos residuos inusuales forman
enlaces covalentes entre aminoacidos, lo que resulta en “anillos” internos y les da a los

lantibioticos su estructura caracteristica (6).

La estructura de los lantibidticos varia segun la localizacion de la union de los
aminoacidos modificados por lo que se distinguen 2 clases; la clase A péptidos lineales
cationicos y anfifilicos cuyo efecto antimicrobiano reside en la permeabilizacion de la
membrana citoplasmatica y en la inhibicién de la biosintesis de la pared celular, y la clase B
son lantibioticos circulares o globulares cuyo efecto antimicrobiano reside en la inactivacion
de las enzimas para la biosintesis de la pared celular (20, 26). Ademas, la clase | puede
dividirse en labirintopeptinas, como la labirintopeptina A2 (que es un péptido globular) y los
sactibioticos (subtilosina A) (10).
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El lantibiotico mas caracterizado es la nisina, la cual ha sido utilizada en la industria
alimentaria, es un péptido cationico lineal de 34 amino&cidos producido por Lactococcus
lactis subespecie lactis, al ser un lantibiotico lineal tiene un doble modo de accion, primero
al ser los lantibioticos péptidos cationicos tienen predileccion por la membrana celular
anidnica de las bacterias lo que resulta en una mayor atraccién (27, 28). Ademas, se cree que
los lantibi6ticos reconocen un receptor especifico en las bacterias, en la actualidad sélo un
receptor ha sido descubierto en Streptococcus pyogenes denominado LsrS que exhibe una
funcion similar a un receptor para el lantibidtico Smb (27).

Una vez se unen a la membrana celular, los lantibidticos como nisina, mersacidina,
epidermina, plantaricina C y lacticina 3147, forman un complejo con una molécula
denominada lipido 1, con el fin de despolarizar la membrana citoplasmatica. El lipido Il es
un precursor del peptidoglican de la pared celular y se encuentra en el exterior de la
membrana celular bacteriana. Algunos lantibidticos (nisina, plantaricina C y lacticina 3147)
se unen al pirofosfato del lipido 11, mientras que los lantibioticos del grupo de la mersacidina
se unen a los grupos N-acetilglucosamina y posiblemente a los residuos de azucar y fosfato
del lipido Il (27). La formacion de canales estables es lo que permite la muerte de la célula
por diversos mecanismos (fuga de contenido celular, eflujo de iones, pérdida de ATP
intracelular, entre otros.), este canal se compone de 8 moléculas de nisina y 4 de lipido 11 por
canal (29).

El lipido I, que es esencialmente un lipido Il antes de adquirir grupos N-
acetilglucosamina, también ha sido identificado como objetivo de la nisina y la epidermina,
sin embargo, la union al lipido Il ha mostrado un efecto mas pronunciado (27). A pesar de
que el lipido I se encuentra en la cara citoplasmatica de la membrana, se ha aceptado como
blanco (aunque no primario), lo que puede ocurrir al permear la membrana usando el lipido
I1, el cual es el blanco primario (30). La unién a estos lipidos es mediante los 2 anillos de

lantionina que los envuelve en la membrana (31). Cabe destacar que los lantibiéticos no sélo
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pueden unirse al lipido I'y I1'y su unién no s6lo inhibe la sintesis de la pared celular, sino que

también contribuye a la formacion de poros y lleva a la liberacién de iones y moléculas de la

bacteria objetivo (27).

En la Figura 1 se aprecia el mecanismo de accion dual de nisina sobre la membrana

bacteriana. En una primera etapa se une la nisina a la pared celular por acercamiento

electrostatico. En la segunda etapa nisina se una al lipido 11 lo que interfiere con su sintesis

y en la tercera etapa, la nisina unida al lipido Il se ancla e inserta en la membrana para la

formacion del poro y llevar a la bacteria a una muerte répida (5).

Bacteriocina

Pared
celular

Membrana
plasmatica

Coy ,”’
Subunidad de %) __-*
peptidoglucano ) =

L%

Figura 1. Mecanismo de accion de nisina sobre la membrana bacteriana. Tomada de

Ldépez 2008
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La via mayor para los lantibiéticos puede ser descrita usando el camino bien conocido de
la nisina, aunque hay pequefias diferencias para las bacteriocinas que no son lantibidticos ya
que estas no necesitan la incorporacion de aminoacidos inusuales. EI primer paso se da con
el gen nisA que codifica para el péptido pre-nisina A, la pre-nisina A es convertida en el
precursor nisina A con el producto de los genes nisB (deshidrata residuos) y nisC (forma
ciclos con los aminoacidos inusuales) que terminan deshidratando a los residuos de serina 'y
treonina del propéptido. Se forman como resultado diversos puentes disulfuro y algunos
aminoacidos son transformados a inusuales. Finalmente, el precursor nisina es exportado
fuera de la membrana con ayuda de nisT. Por su parte, nisP con su actividad de proteasa corta
la secuencia peptidica lider que hasta ese momento permanece inactiva biolégicamente. (6,
21, 32).

1.2.2. Clase Il

Las bacteriocinas de clase Il son pequefas y se componen de 30 a 60 aminoacidos (< 10
kDa), exhiben la propiedad de ser tolerantes al calor y no pasan por una modificacion
postraduccional, exceptuando el clivaje del péptido lider (33). Estos péptidos son
hidrofobicos, cationicos y son bacteriocinas que permeabilizan la membrana plasmatica
interactuando con un receptor de membrana para manosa, lo que causa la fuga de
componentes celulares (23). Esta clase es de particular interés por ser las mas preparadas para

su uso medico y aplicaciones en biotecnologia (33).
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Las bacteriocinas de la clase 1l se pueden subdividir en 5 categorias:

La categoria lla cuenta con 2 propiedades principales, un dominio N-terminal conservado
con una secuencia YGNGV o también llamada “caja pediocina” (34), la composicion en
aminoécidos esta dada por la combinacion Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys y una actividad
anti Listeria. EI dominio C terminal esta menos conservado que el dominio N terminal y
parece tener como funcion dar la especificidad para la célula objetivo, mientras que el
dominio N terminal participa en la interaccion con la célula objetivo (22). Esta clase llama la
atencion por su clasificacion como GRAS, gran actividad bioldgica y estabilidad al calor
(35).

Las bacteriocinas lla pueden ser producidas constitutivamente (pediocina PA-1) o ser
reguladas por quorum sensing (sakacina A) (22). Dentro de este subgrupo se encuentra la
pediocina PA-1, es en honor a esta que también se les conoce como bacteriocinas del tipo

pediocina y la carnobacteriocina X (13).

Las bacteriocinas de la clase Ila pueden ser divididas en 8 grupos basandose en su
estructura primaria, pero la mas estudiada y representativa del grupo es la pediocina PA-1. A
modo general, la pediocina PA-1 esta codificada en un plasmido y el operdn contiene 4 genes
de importancia, pedA como gen estructural, pedB como determinante de inmunidad, y pedC
con pedD codifican para un transportador y proteinas accesorias, los que acttan sobre el
transportados especifico durante la secrecion (22, 36). La pediocina PA-1 no esta actualmente
comercializada en estado puro, si no que se presenta en productos fermentados o congelados
(36).
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El mecanismo de accidn de todas las bacteriocinas Ila se ha propuesto de forma similar,
este se compone de 3 pasos, la pediocina se une a los receptores del sistema de manosa
fosfotransferasa (Man-PTS), se inserta en la membrana citoplasmatica y finalmente forma un
poro (22) donde el dominio N terminal (positivo) se une al loop N terminal del sistema Man-
PTS (37).

La categoria Ilb requiere 2 péptidos diferentes no modificados para poseer una actividad
antibacteriana dptima mediante la formacion de poros, estos péptidos no muestran una
actividad inhibitoria de manera individual. Se encuentran en esta categoria la lactacina F,
lactococcina G y ABP-118 (3). Aunque se ha reportado que estas bacteriocinas necesitan
ambos péptidos para tener actividad antimicrobiana, la termofilina 13 producida por
Streptococcus thermophilus ha mostrado tener actividad antimicrobiana solo con un péptido,
aun asi la combinacion de ambos péptidos potencia la actividad (22). Lo interesante es que
se caracterizan por tener una composicion GxxxG lo que permitiria a los 2 péptidos tener

interacciones de tipo hélice-hélice en la membrana para mediar su accion (38).

La produccion de bacteriocinas I1b requiere de, por lo menos, 5 genes diferentes y pueden
estar distribuidos en uno o dos operones. Lo mas comun es que contengan 2 genes
estructurales para cada péptido, un gen de inmunidad, un gen que codifica para transportador
y pueda exportarla de la célula y un gen que codifica para proteinas accesorias cuya funcion
no esta dilucidada del todo, aunque puede ser apoyando a la inmunidad o a la exportacion,
todos ellos en el mismo operon (39). A su vez, la produccién es regulada
transcripcionalmente por quorum sensing de 3 componentes, un factor de induccion, una

proteina histidina kinasa asociada a membrana y reguladores de respuesta (22).
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La categoria llc, se define para las bacteriocinas que presentan una estructura circular
que poseen modificaciones post traduccionales, la cual se forma por la unién covalente de
los extremos carboxilo y amino terminal como la enterocina AS-48 (3, 23, 34). Estas
bacteriocinas se caracterizan por su union covalente entre el dominio N y C terminal
formando una estructura circular conservada. Su espectro antimicrobiano es amplio y son
conocidas por ser estables a cambios en pH y temperatura (resisten 121°C por 15 minutos),
ademas de ser conocidas por su resistencia a enzimas proteoliticas (3). Ademas se reconoce
su activacion con residuos de cisteina (40). Las bacteriocinas circulares que se han descrito
son producidas por bacterias Gram positivas y del phylum Firmicutes, también se han
encontrado en los géneros Bacillus y Clostridium (17).

Las bacteriocinas circulares pertenecen a la familia de péptidos sintetizados
ribosomalmente y modificados post transduccionalmente (RiPPs), el término “circulares” no
debe ser confundido con el término “ciclico” de péptidos que no son sintetizados en el
ribosoma, que contienen anillos de lantionina y puentes disulfuro o son ciclados de manera
intracelular (17, 41).

Las RiPPs no solo tienen un origen bacteriano, sino que se ha encontrado en organismos
eucariontes, para los cuales se les denomina ciclotidas. Sin embargo, las bacteriocinas
circulares son ligeramente diferentes de las ciclotidas ya que no poseen puentes disulfuro
intracelulares y sélo poseen extensiones en el dominio N terminal, a diferencia de las
ciclotidas que poseen extensiones en ambos dominios. Debido a estas diferencias, se cree que

la biosintesis es diferente (41).
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En cuanto a la sintesis de las bacteriocinas circulares, no se tiene tan claro el mecanismo,
aunque se ha logrado dilucidar un gen que codifica para aminoécidos (49 a 88), proteinas de
inmunidad y transportadores. En este aspecto se puede comparar a las bacteriocinas de clase
| ya que requieren transportadores especiales mas proteinas de inmunidad para adquirir una
inmunidad completa. Los 3 pasos principales para su sintesis son clivaje de la secuencia lider,
circularizacion, y exportacion fuera de la membrana celular (17). Aungue no esta dilucidado
del todo se cree que participan de 4 a 10 genes donde hay un pre-péptido con un péptido sefial
que luego es clivado, el péptido maduro después de esto puede cerrarse volviéndose circular
en la célula y luego secretado (42).

El mecanismo antimicrobiano se basa en la habilidad para interactuar directamente con la
membrana celular bacteriana mediante la insercidn de su parte central, esto causaria una fuga
de iones, disipacion del potencial de membrana, y eventualmente, la muerte celular. La
caracteristica comdn de las bacteriocinas circulares de tener una carga positiva hace creer
que facilita su interaccidn con la membrana celular sin requerir una molécula de receptor (41,
43).

A la fecha se han descrito 14 bacteriocinas circulares, siendo la enterocina AS-48 la méas
representativa del grupo. Luego se fueron descubriendo la gasericina A, circularina A,
butyrivibriocina AR10, uberolisina, carnociclina A, lactociclina Q, garvicina ML,
leucociclina Q, amilociclina, acidocina B (antes reportada como bacteriocina lineal, pero
luego se demostro su forma circular), enterocina NKR-5-3B, pumilarina y mas reciente
plantariciclina A (41). Actualmente (2020) se han confirmado 20 bacteriocinas circulares, a
la lista se suman aureciclina 4185, amilociclina CMW1, bacA, thermocina 458, paraciclina
y plantaciclina B21AG (44).
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La clasificacion para bacteriocinas circulares es dificil ya que son muy similares en cuanto
a ultra estabilidad a cambios de temperatura, variaciones de pH y generalmente resistentes a
tratamiento con enzimas proteoliticas. Es por esto que se ha fijado en sus caracteristicas
bioquimicas para la clasificacion (41).

El grupo | contiene péptidos catidnicos y con un punto isoeléctrico elevado (pl > 9), en
esta clase se encuentran la enterocina AS-48, circularina A, uberolisina, carnociclina A,
lactociclina Q, garvicina ML, leucociclina Q, amilociclina, enterocina NKR-5-3B vy
pumilarina (17, 41).

El grupo 1l contiene péptidos que son hidrofobicos y tienen un punto isoeléctrico mas bajo
que el primero (pl < 7), en esta clase se encuentran gasericina A, butyrivibriocina AR10,

acidocina B y plantariciclina A (17, 41).

La categoria I1d son bacteriocinas que no encajan en las otras 3 categorias, estas son un
grupo heterogéneo en cuanto a secuencia de aminoacidos, estructura, mecanismos de
secrecion y accion, se incluyen en esta categoria la epidermicina NI01, lactococcina 971,
lactococcina Ay enterocina B (22, 34). Estas bacteriocinas son unicas ya que son sintetizadas
y exportadas sin un péptido lider N terminal, el cual, usualmente, funciona como secuencia
de reconocimiento para secrecion y modificacion, y mantiene a la bacteriocina inactiva
dentro de la célula productora (22, 45). Al ser un grupo heterogéneo de bacteriocinas pueden
clasificarse en las bacteriocinas sec-dependiente que contienen una secuencia lider que dirige
la exportacion a través de la ruta secretora general (GSP), bacteriocinas lideres con doble
glicina y las bacteriocinas sin péptido lider (46). Aunque hay autores que no consideran a las

bacteriocinas lideres con doble glicina y mantienen s6lo 2 categorias (47).

25



Dentro de la mas estudiadas se encuentra la enterocina L50 (L50A y L50B) de
Enterococcus faecium L50 codificada en plasmidos, esta incluye 2 genes estructurales en
tandem, proteinas accesorias y 4 genes de transportador que participan en inmunidad. A
diferencia de las otras 2 clases, esta carece de genes que codifican proteinas de inmunidad,
lo cual es una caracteristica comin de las bacteriocinas sin péptido lider. Por tanto, el
mecanismo de autoinmunidad no esté claro (22). Esta bacteriocina exhibe caracteristicas de
la clase 11b (ya que son 2 péptidos) y 11d (ya que no tienen péptido lider) con una actividad
antimicrobiana dependiendo de la accién de ambas (48). Ademas, se ha descubierto que esta
bacteria productora de multiples bacteriocinas puede producir 2 adicionales, enterocina P
perteneciente a la clase lla y enterocina Q perteneciente a la clase Ild sin péptido lider (a
37°C y 47°C, respectivamente) (48, 49).

La lactococcina A es una bacteriocina de clase 11d con reducido espectro y formadora de
poros en la membrana. La sintesis involucra 4 genes, un gen estructural IcnA, un gen de
inmunidad IciA y 2 genes para transportadores IcnC y lcnD, ademas de una proteina
accesoria. El receptor de la lactococcina A es el sistema de manosa fosfotransferasa (Man-
PTS) al igual que las bacteriocinas Ila (22). Sin embargo, se ha descubierto que sdlo usa el
Man-PTS de Lactococcus, mientras que las de clase Ila usan el Man-PTS de Enterococcus,
Lactobacillus y de Listeria. Ademas el componente que reconocen en la membrana es
diferente (50).

1.2.3. Clase Il

Esta clase contiene bacteriocinas de alto peso molecular (>30 kDa) y a diferencia de la
clase 11, no son termoestables. Esta clase puede subdividirse en las bacteriocinas del grupo A
gue son enzimas bacterioliticas mediante la lisis de la célula como la enterolisina A, mientras
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que el grupo B son proteinas no liticas como la caseicina 80 y la helveticina J (34). Su
mecanismo de accion es diferente al de las otras clases, acttan por hidrélisis de las uniones
peptidicas del peptidoglican de las células sensibles (19). Estas bacteriocinas tienen una
conformacion primaria que consiste en su dominio de unién y un dominio catalitico N
terminal (51).

Las bacteriocinas del grupo A como la enterolisina A, exhiben en su region N-terminal
una homologia a una endopeptidasa involucrada en la sintesis de la pared celular, mientras
que la regién C-terminal es la que reconoce la célula objetivo (19, 22). Gracias a esta accion
atacan la capa de peptidoglican en la pared celular de las bacterias susceptibles Gram positivo
(51). La zoocina A es una de las bacteriolisinas mejor caracterizadas y muestra actividad
antimicrobiana contra estreptococos mediante el clivaje de puentes en el peptidoglican. La
proteina de inmunidad codificada por el gen zif afiade una L-alanina para disminuir la
habilidad de la zoocina A para degradar el propio peptidoglican (22). La lisostafina de
Staphylococcus spp. es una tipica bacteriocina de este tipo que ejerce su accion dafiando la
pared celular (52), ha sido investigada desde 1960 y se ha determinado que su dominio
catalitico posee 3 funciones distintas (endopeptidasa de glicilglicina, glucoamilasa y

amilasa), permitiendo la hidrélisis de los componentes del peptidoglican (53).

Por otra parte, las bacteriocinas de clase B exhiben su modo de accion sin causar la lisis
de la célula. A modo general (y a modo de ejemplo, la disgalacticina de Streptococcus
pyogenes) se unen al sistema de manosa fosfotransferasa (Man-PTS) o al de glucosa,
reduciendo la captacion de este azUcar y también causa la fuga de pequefias moléculas a
través de la membrana y disturbando el potencial de membrana (22, 51). En contraste, la
caseicina inhibe la sintesis de ADN y de proteinas de la bacteria objetivo. No se conoce

mucho acerca de la genética de estas bacteriocinas (22).
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1.2.4. Clase IV

Las bacteriocinas de esta clase son péptidos grandes y de estructura compleja, ya que se
encuentran asociados a carbohidratos (glicoproteinas) o lipidos (lipoproteinas), siendo la
lactocina S (glicoproteina) y mesenterocina 52 (lipoproteina) las méas representativas (13).
Actualmente algunos autores consideran que la clase 1V ha sido desestimada y los péptidos
han sido reclasificados como bacteriolisinas incluyendo lactocina 27 y leuconocina S (21,
54). Dejando sélo 3 clases de bacteriocinas a modo general.

La clasificacion de las bacteriocinas ha sido modificada con el paso de los afos, entre
1993 y 2000 es donde fueron propuestas la mayor cantidad de modificaciones. Primeramente
se establecieron 4 grupos (1, 11, 111 y IV) y eso se mantuvo hasta 1996 donde el grupo 1V fue
desconsiderado por una reclasificacion. Luego en el afio 2000 el grupo IV siguié siendo
eliminado, pero la clase Il fue la que tuvo mayores modificaciones. Hasta llegar a una
propuesta donde las bacteriocinas circulares (antes clasificadas como Ilc en la mayoria de los
casos), pasarian a ser de clase Il1, y las de clase 111 pasarian a ser de clase 1V (55). En estudios
actuales, no se hace referencia a una clase 1V como en las propuestas anteriormente, si no
gue mantienen las 3 primeras clases con las modificaciones a las clase 11 que se habian hecho
antes (lla para pediocinas, I1b para péptidos dobles, Ilc para circulares y I1d para lineales sin
péptido lider) (21, 25, 56). En otros casos se vuelve a establecer la existencia de una clase 1V
0 V para las bacteriocinas circulares (17), mientras que otros prefieren no complicar un tema
tan discutido con respecto a la clasificacion (40). En esta memoria se utiliz6 la clasificacion
gue se presentan en trabajos mas actuales, ya que se considera mas simple de explicar. Cabe
destacar que la clasificacion de estos péptidos ain no se define del todo y es posible que en

algunos afios se vuelva a modificar o que otros trabajos presenten una clasificacion diferente.
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Tabla 3. Clasificacion de las bacteriocinas producidas por BAL

Creada por B.O. 2020

peso molecular (>
30 kDa) y no
termoestables (19)

(bacterioliticas)
(19)

Clase B
liticas) (19)

(no

uniones en el
peptidoglican (19,
22)

Union con
manosa de
membrana
mediante  Man-
PTS (22, 51)

Clasificacion | Caracteristicas Categorias Mecanismo  de | Ejemplos
accion
Clase | Péptidos pequefios | Clase A (péptidos | Formacion de | Nistatina
(< 5 kDa) con | lineales) poro en la
aminoacidos membrana  con
inusuales con | Clase B (péptidos | lipido Il (27, 29) | Mersacidina
residuos como | globulares)
lantionina (6) (20, 26)
Clase 11 Péptidos pequefios | Clase Ila (caja | Interaccion  con | Pediocina PA-1
(< 10 kDa) vy | pediocina) (22) manosa de
termoestables (33) membrana
Clase Ilb (2 | mediante  Man- | Lactococcina G
péptidos) (3) PTS (22)
Clase llc Enterocina AS-
(circulares) (3, 23, 48
34)
Clase Ild (grupo Enterocina L50
heterogéneo, sin
péptido lider) (22,
45)
Clase 11l Peptidos de alto | Clase A | -Hidrdlisis de | Enterolisina A

Caseicina 80
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2. Efecto de bacteriocinas sobre cepas bacterianas multirresistentes

2.1. Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Staphylococcus aureus es una cocacea Gram positivo con un importante rol en la
produccion de enfermedad en ambientes intrahospitalarios y nosocomiales, principalmente
con infecciones a la piel y tejidos blandos, bacteriemias, osteomielitis y endocarditis, tanto
en adultos como en nifios (57). Ademas, se ha descrito como la primera causa de bacteriemia

nosocomial en Norteamérica y Latinoamérica (58).

Con el descubrimiento de la penicilina se abrié una puerta para el tratamiento de esta
bacteria, y en la década de los 40 se empez6 a usar como metodo de tratamiento estandar.
Sin embargo, aparecieron rapidamente cepas resistentes a penicilina gracias a la penicilinasa
(57). En los afios 60 se descubrié la meticilina como alternativa de tratamiento al ser
resistente a penicilinasas, pero a final de la década aparecieron las primeras cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina denominadas SARM o MRSA, por lo que se
buscaron nuevas alternativas al tratamiento, entre las cuales surgioé la vancomicina y otros
antibidticos (59).

El SARM posee el gen mecA que codifica para una proteina fijadora de penicilina (PBP
2a) con baja afinidad por los antibiéticos betalactdmicos y sus asociaciones con inhibidores
de betalactamasas (60). Este gen esta ubicado en un cassette cromosémico (SCC) y produce
una proteina homologa al PBP2 del peptidoglican, por lo tanto puede inhibir su formacién
(61).
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2.1.1. Epidemiologia

En el periodo de 1997 — 1999, Estados Unidos report6 fallecimientos de nifios por cepas
de SARM adquiridos en la comunidad. Este fue el inicio para la diseminacion de la bacteria.
Reportandose en 2005 el primer caso en Sudamérica y en 2008 el primer caso en Chile (62).

Actualmente, SARM tiene importancia en la clinica por su incidencia en unidades de
cuidados intensivos (UCI) y su amplia distribucion en ambientes hospitalarios. Se ha
reportado en Chile presencia de SARM con una alta incidencia de 3,85 x 1.000 pacientes —
dia en UCI de adulto, mas que en la de nifios, ocupando el segundo lugar en incidencia (63).

En paises como México se reporta una mortalidad del 5 — 70% por SARM. En Guadalajara
se observé un incremento de estas cepas resistentes a meticilina con un 24,1% (64). En Peru
se reporta un 8,2% de aislamientos de esta cepa (65). En un hospital de Etiopia buscando
patrones de resistencia de infecciones nosocomiales se encontré un 67,5% de Staphylococcus
aureus resistentes a cefoxitina (funciona como andlogo de meticilina para determinar SARM)
(66).

En el ultimo boletin del Instituto de Salud Publica (ISP) acerca de la vigilancia de SARM
adquirido en la comunidad para los afios 2012 — 2016, el 90,2% (973 de 1.079) de las cepas
recibidas resultaron positivas para SARM. Se muestra un aumento progresivo entre el afio
2012 al 2016 siendo este ultimo el mas alto con 318 cepas confirmadas. Ademas el 50,3% de
estas cepas fueron aisladas de heridas, el 30,8% de abscesos y el 12,2% de hisopado

nasofaringeo (67).
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2.1.2. Efecto de bacteriocinas

Para determinar el efecto de bacteriocinas sobre SARM se aislaron 8 bacterias del suelo
de las cuales s6lo 1 mostré actividad antagdnica contra la bacteria, la bacteriocina producida
por esta bacteria fue denominada TAG. La bacteriocina TAG tiene un peso molecular de 10
kDa y fue incluida en la clase I11 de bacteriocinas ya que no es resistente a temperaturas altas.
Basandose en pruebas bioquimicas y morfoldgicas se caracterizd a la bacteria productora
como Pseudomonas aeruginosa (68).

Para el crecimiento de la bacteria y la produccion de la bacteriocina se evaluaron las
condiciones 0ptimas de temperatura y pH, la actividad méaxima de la bacteriocina fue a pH 7
con una temperatura de 60°C. La bacteriocina perdi6 su actividad al ser tratada con acetona,
EDTA vy butanol, demostrd ser resistente a proteinasas, pronasa y tripsina. La actividad de
esta bacteriocina se catalogdé como bactericida ya que la densidad celular de Staphylococcus

aureus disminuyd rapidamente gracias a la lisis celular (68).

Para evaluar el dafio provocado a la cepa de Staphylococcus aureus se utilizé citometria
de flujo, la entrada del yoduro de propidio como marcador fue facilitado, esto sugiere 2
mecanismos: ambas moléculas cooperan para formar mas canales o canales mas grandes, o
la acumulacion de dafio en la membrana facilita la entrada. Incrementando el tiempo de
duracion de tratamiento, aumenta el namero de células de Staphylococcus aureus lisadas, a
las 3 horas hay un 60,5% de células lisadas y a las 6 horas hay un 66,5% de células lisadas.
Al utilizar una concentracion de 50 AU/mL la densidad empez6 a disminuir
considerablemente, con la maxima concentracion producida por la bacteria (100 AU/mL)

eventualmente ocurrié la lisis celular (68). En un estudio de inhibicién de biofilm de
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Staphylococcus aureus utilizando TA6 demostré que el usar 10 pg/mL y 20 pg/mL
disminuye la formacién de biofilm a las 48 horas (69).

La bacteriocina BAC-1B17 de Bacillus subtilis KIBGE-1B17 podria ser catalogada como
una bacteriocina de la antigua clase 1V ya que es termoestable y contiene un residuo
glucosidico que es responsable de su actividad con un peso estimado de 10,7 kDa (70). Este
tipo de bacteriocina tiene la caracteristica de estar contenida en plasmidos, principalmente
con una codificacion similar al grupo de genes de colicinas, esto es importante ya que al ser
transmitida como plasmidos entre las bacterias, las que no producen bacteriocinas pueden
Ilegar a hacerlo (71). Esta exhibe actividad bactericida contra SARM con concentraciones
letales de 80 AU mL™? y se observa una completa reduccion a las 8 horas. La bacteriocina
BAC-1B17 demostrd ser altamente termoestable ya que mantuvo el 100% de su actividad a
60°C por 3 horas, ademas sdlo se mostro una disminucion del 25% luego de 4 horas a 80°C.
A un pH &cido (pH 5) no mostro rastros de actividad, sin embargo, mostrd 60% de actividad
a pH 6 alcanzando el 100% de actividad a pH 7 y siendo més estable a pH alcalino. Para
evaluar su actividad en forma de concentracion minima inhibitoria (CMI) comparandola con
antibioticos comerciales, mostr6 una CMI de 50 pg/mL™?, siendo cercana a la CMI de
cefepime (30 pg/mL?) para tratar SARM (70). Un estudio sobre la actividad de esta
bacteriocina se demostré que los cofactores que ayudan a su estabilizacion son los metales
como calcio, cobre, manganeso, bario, entre otros. Mientras que inhiben por completo su

actividad el cobalto y el mercurio (72).

Se estudio el efecto de las bacteriocinas nisina A, nukacina ISK — 1 y lacticina Q para
tratar biofilm de SARM y células planctdnicas, estas células estan presentes en el biofilm sin
adherirse a la superficie, es decir, se encuentran libres. La nisina A, producida por
Lactococcus lactis, corresponde a la clase la de las bacteriocinas BAL, mientras que la
nukacina ISK-1, producida por Staphylococcus warneri, pertenece a la clase Ib. Por otra

parte, la lacticina Q, producida por Lactococcus lactis, pertenece a la clase 11d. A diferencia
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de la nisina A, la nukacina ISK-1 tiene un efecto bacteriostatico al impedir la sintesis del
peptidoglican, pero no forma poros en la membrana (73). Ademas se ha determinado que la
nukacina ISK-1 presenta 2 formas en solucion, una forma A (a altas temperaturas) y una
forma B (a bajas temperaturas), aunque solo la forma A es capaz de unirse al lipido 11 (74).
La lacticina Q forma un poro en la membrana de forma no especifica (sin receptor) causando
la fuga de componentes celulares e inestabilidad de la membrana, exhibiendo su capacidad
bactericida (73, 75).

En el estudio de células planctonicas, se obtuvieron células de SARM a una densidad
Optica establecida (0.05 a 595 nm) en el medio BHI, al utilizar nisina A con lacticina Q se
mostro una lisis completa de las bacterias, en 1 hora para nisina A 'y en 4 horas para lacticina
Q con una concentracion de 10 uM y 20 UM, respectivamente. Por su parte, la nukacina ISK-
1 con su actividad bacteriostatica tuvo un efecto mucho menor al de las otras bacteriocinas
(73).

Para el estudio sobre el biofilm, las células se incubaron junto con las bacteriocinas por 1
y 24 horas. En la primera hora la nisina Ay lacticina Q mostraron actividad bactericida, pero
a diferencia de las células planctonicas no se logro la completa erradicacion del biofilm. En
cambio, a las 24 horas de incubacion, la nisina A mostr6 una actividad 10 veces mayor que
la lacticina Q. La nukacina ISK-1 que mostr6 actividad bacteriostatica contra las células

planctonicas, no mostro actividad con las células del biofilm (73).

Luego de este tratamiento se utiliz6 microscopia de fluorescencia con un kit de viabilidad
de biofilm, concordando con lo obtenido en los cultivos, nisina A y lacticina Q mostraron su
efecto bactericida con una cantidad de bacterias muertas en todo el biofilm. Esto es de gran
importancia ya que demuestra la capacidad de penetracion de estas bacteriocinas en el
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biofilm, si no hubieran penetrado a la parte mas profunda del biofilm se habrian observado
bacterias muertas s6lo en la parte superior de este. La nukacina ISK-1 como fue demostrado

en el cultivo, no mostré efectos en la viabilidad de las células del biofilm (73).

La diferencia de accion entre nisina y lacticina Q se atribuye principalmente a la estructura
y mecanismo de accion de cada bacteriocina, la nisina A utiliza el lipido Il de la membrana
bacteriana para la formacion del poro, mientras que la lacticina Q no tiene un receptor
especifico para formar el poro. Dado que el ambiente en el biofilm presenta diferentes
macromoléculas, puentes cationicos y uniones débiles, podria entorpecer la actividad de la

lacticina Q, pero no asi la de la nisina A que es mas especifica (73).

Estudiando el efecto de la nisina combinada con oxacilina para el tratamiento de SARM
se obtuvo una CMI de 312,5 pg/mL y 32 pg/mL, respectivamente. Se demostré un efecto
sinérgico antibacteriano entre ambas usando solo ¥4 de su CMI, esto parece ser mas efectivo

que usar una sola dosis antimicrobiana en la practica clinica (76).

Al utilizar lacticina 3147 (también de clase I) para el tratamiento de SARM en conjunto
con vancomicina se puede reducir la concentracion del antibiético de 1,81 pg/mL a 0,91
pg/mL utilizando una concentracion de lacticina 3147 de 3,85 pg/mL que corresponde a la
CMI contra esta bacteria. Se evalu6 también para nisina Z donde la CMI fue de 4,17 pug/mL
para SARM vy al utilizar 1 pg/mL de nisina Z con 32 pg/mL de meticilina se redujo el nGmero
de bacterias (77).
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Las enterocinas DD28 y DD93 producidas por Enterococcus faecalis 28 y Enterococcus
faecalis 93 son bacteriocinas de la clase Ilb y fueron probadas para inhibir cepas de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y SARM. Se aislaron cultivando las
cepas de E. faecalis 28 y 93 a 37°C por 16 — 18 horas en medio MRS, la purificacion de las
bacteriocinas se realiz6 a temperatura ambiente y a pH 6,3 mediante sobrenadante libre de
células y se probo su accion contras las 3 cepas de Staphylococcus mostrando una CMI de
100 pg/mL para los 2 primeros, mientras que la CMI fue el doble para la cepa SARM (200
pg/mL) (78).

Se estudio la resistencia que presenta la cepa de SARM obteniéndose como resultado ser
resistente a eritromicina y kanamicina, por esta razon se evaluo el efecto de ambos
antibioticos combinados con las enterocinas. Las concentraciones usadas fueron de 50 pg/mL
para las enterocinas, 1 pg/mL de eritromicina y 4 pg/mL de kanamicina. Se demostré una
sinergia y disminucion de la CMI requerida para eliminar celulas de biofilm, se utiliz6é un kit
de viabilidad con microscopia de fluorescencia, tanto para la eritromicina como para la
kanamicina. Se confirmo el resultado con un ensayo de crecimiento en agar soya tripticasa
incubando las combinaciones de enterocinas con antibidticos (eritromicina y kanamicina) y
por separado. La combinacion de ambas sustancias mostro una destruccion del 99% de las

bacterias cultivadas durante el periodo de 3 — 24 horas (78).

Staphylococcus epidermidis ha demostrado tener actividad selectiva contra cepas de S.
aureus y SARM. S. aureus causa principalmente afecciones en la piel y S. epidermidis es
una de las competencias que tiene en ese ambiente, las bacteriocinas citoplasmaticas
producidas por esta bacteria son especificas contra S. aureus y SARM y no afectan a otras

bacterias como E. coli, S. typhimurium y el mismo S. epidermidis (79).
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Se evalud a S. epidermidis ATCC12228 en estado plantonico (libre) mediante difusion en
agar, esta bacteria no es virulenta, no produce biofilm y no est& asociada a infeccion. Lo
interesante de esta bacteria es que su actividad antimicrobiana se da s6lo en estado
planctdénico, no en sobrenadante libre de células o en precipitado de estas proteinas. Por lo

tanto se supone que su bacteriocina es producida en el citoplasma, pero no es exportada (79).

El halo de inhibicion en difusién en agar fue mayor en pH 5 — 6, mas que a 7.4, esto se
debe a que el pH de la piel humana varia en un rango de 5 — 6. Esto se realiz6 con pozos de
6 mm de diametro con las células plancténicas, proteinas precipitadas y el sobrenadante libre
de celulas. Ademas, se mantuvo estable a 45°C por 20 minutos, pero perdio su actividad a
100°C por 20 minutos (79).

La CMI fue de 250 pg/mL con un peso de la bacteriocina entre 40 — 70 kDa. Esto se
realizé con diluciones de la bacteriocina citoplasmatica a concentraciones de 2 mg, 1 mg,
500 pg, 250 pg y 125 ug en pozos de 6 mm y luego se incubaron a 37°C por la noche. En
base a estas caracteristicas se clasifica como clase | de lantibidticos. Aunque se ha reportado
también como de clases | y 11 selectivas para S. aureus y SARM (79). En la tabla 4 se presenta

el resumen de las bacteriocinas investigadas contra SARM.
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Tabla 4. Resumen de las bacteriocinas activas contra SARM.

Creado por B.O. 2020

Bacteriocina | Cepa Clasificacion | Temperatura | pH Concentracion
productora Optima 6ptimo | minima  para
producir dafio
TAG (68) Pseudomonas | Clase Ill (10 | 60°C (68) 7(68) |50 AU/mL
aeruginosa kDa) (68) (68)
BAC-1B17 | Bacillus Clase 1V (10 | 60°C (70) 7 (70) | 50 pg/mL (70)
(70, 71, 72) | subtilis kDa) (70)
Nisina A | Lactococcus Clase la (<530 — 37°C|5,5-6,5| 10 uM (73)
(73) lactis kDa) (73) (80) (80)
Lacticina Q | Lactococcus Clase Ild | 100°C (81) |2 — 10| 20 uM (73)
(73) lactis (5,92 kDa) (81)
(81)
Enterocina | Enterococcus | Clase Ilb | 37°C (78) 6,3 200  pg/mL
DD28 (78) | faecalis (5,20 kDa) (78) (78)
(78)
Enterocina | Enterococcus | Clase Ilb | 37°C (78) 6,3 200  pg/mL
DD93 (78) | faecium (5,20 kDa) (78) (78)
(78)
Sin nombre | Staphylococcus | Clase | (40 — | 45°C (79) 5 - 6250 pg/mL
por el | epidermidis 70 kDa) (79) (79) (79)
momento ATCC 12228
(79)
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2.2. Enterococcus spp. resistente a vancomicina

Enterococcus es un género bacteriano compuesto por mas de 30 especies, siendo las mas
comunes Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, del tipo cocaceas Gram positivo,
estos son patdgenos oportunistas y reconocidos por producir enfermedades nosocomiales
entre las que destacan, bacteriemia, endocarditis, infecciones del tracto urinario (ITU), de
heridas quirurgicas, intra abdominales y pélvicas (82). Son reconocidos por su resistencia
intrinseca a penicilina, ampicilina, cefalosporinas, cotrimoxazol y aminoglicésidos de bajo
nivel. Ademdas, se destaca su resistencia adquirida por plasmidos o mutaciones a
aminoglicosidos de alto nivel, macrolidos y glucopéptidos como vancomicina y teicoplanina
(82, 83, 84).

Desde su primer uso en 1958, la vancomicina fue administrada para tratar infecciones por
bacterias Gram positivo, lo que llevo a aislar en 1988, en Inglaterra, las primeras cepas de
Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV) correspondientes a las especies E. faecalis y
E. faecium (82) siendo E. faecium la especie de ERV mas aislada (85). EI mayor reservorio
de ERV en humanos es el tracto gastrointestinal y su presencia en las superficies ambientales

permite su diseminacion intrahospitalaria mas facilmente (86, 87).

Los ERV se caracterizan por impedir la accion de la vancomicina, cuyo efecto se basa en
unirse a los precursores del peptidoglican y evitar asi su sintesis, mediante sustituciones en
la sintesis de peptidoglican para eliminar el blanco del antibi6tico. Estas sustituciones son
posibles gracias a los genes de resistencia van, de los cuales se han descrito vanA, -B, -C, -
D, -E, -G, -L, -M y -N (83, 88). De estos son importantes van A y van B que viajan en
plasmidos, pero el gen van A es el que requiere mayor seguimiento y control por ser mas
comun (89).
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Los més frecuentes en la clinica son van A, van B y van C, los dos primeros genes tienen
expresion fenotipica inducible y se han encontrado en plasmidos y de manera cromosomica,
mientras que vanC no se encuentra en plasmidos. La diferencia radica en que vanA presenta
resistencia alta para vancomicina y teicoplanina, vanB tiene una alta pero variable resistencia
a vancomicina y sensibilidad a teicoplanina, y vanC presenta una baja resistencia a
vancomicina y sensibilidad a teicoplanina (83, 90).

2.2.1. Epidemiologia

La ultima vigilancia de Enterococcus spp. resistente a vancomicina del ISP para los afios
2010 — 2012 mostré como resultado que de las 2.591 cepas enviadas para confirmacion de
resistencia, 2.336 (90,2%) fueron positivas. Ademas, en el 2012 se alcanzé la mayor sospecha
y confirmacion de esta resistencia, lo cual se atribuye a la mejor preparacion de los

profesionales para identificarlas (91).

Dentro de las cepas de ERV, la especie mas comun fue E. faecium (99%), el 1% restante
corresponde a 24 cepas de las especies E. gallinarum (9 cepas), E. faecalis (8 cepas), E.
casseliflavus (6 cepas) y E. raffinosus (1 cepa). Finalmente, en cuanto a los genes
identificados en el total de cepas de ERV confirmadas se encontr6 vanA (73,2%), vanB
(26,2%) y vanC (0,6%) (91).
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Un estudio en Paraguay evalu6 la presencia de ERV en un Servicio de Cuidados
Intensivos de adultos con 22 muestras, donde el 54,5% correspondian a ERV, se destaca que
los afectados eran hombres mayores a 20 afios con alguna patologia quirtrgica (92). Por otra
parte, un estudio en Argentina sobre el efluente hospitalario demostré la presencia de ERV
en mayor concentracion que las aguas municipales residuales, siendo la especie E. faecium

la mas comdn (93).

Un estudio nacional en Suiza comparando datos entre 2015 — 2018 obtuvo como resultado
un aumento de 96 casos de ERV en el 2015 a 146 en el 2018, lo que se traduce en aumento
de 0,26 casos/dia a 1,58 casos/dia. En cuanto a los genes de resistencia encontrados,

corresponden a vanA y vanB (94).

En relacion a Alemania se utilizé la base de datos de vigilancia entre el 2012 — 2017 para
el estudio de prevalencia de ERV, se obtuvo como resultado la presencia de E. faecium en
33.643 pacientes de 35.906. La presenciade ERV disminuy6 de 15,2% a 11,2% en el periodo
2012 —2014. Sin embargo, a partir de este Ultimo afio se ha mostrado un incremento continuo

de ERV en E. faecium llegando a un 26,1% (95).
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2.2.2. Efecto de bacteriocinas

La enterocina A es una bacteriocina de clase Ila producida por Enterococcus faecium que
de por si presenta actividad contra cepas de Enterococcus, Listeria y Pediococcus. Se
modificaron sitios en el gen entA, el cual codifica para la enterocina A, para generar mutantes
y evaluar su actividad contra cepas de Enterococcus. Los sitios a modificar fueron A24 y
T27 ya que estdn implicados en la selectividad de la bacteriocina y ademas son sitios
conservados. Luego de un anlisis de las posibles combinaciones para sustituir en A24 y T27,
3 mutantes mostraron la mayor actividad inhibitoria siendo A24G, A24P y T27G. Estas
fueron aisladas en cultivos luego de una noche, y la produccién de bacteriocina fue obtenida
en cultivos liquidos luego de 8 horas post inoculacion, el sobrenadante se centrifugo y
proceso para dejarlo guardado a -20°C hasta su uso (96).

La actividad de estas mutantes se evalud en caldo BHI suplementado con 0,8% de agar y
concentraciones diferentes de E. faecalis (0,5 uL/mL) y E. faecium (0,75 puL/mL), cuando el
agar solidifico se colocaron diferentes colonias de Lactococcus lactis que expresaba lacZ
como control, entA, A24G, A24P y T27G. Luego de la incubacion durante la noche a 37°C
se midio el halo de inhibicion restandole el tamafio de la colonia. Para la prueba de
susceptibilidad se utilizd el sobrenadante que contenia entA al 10% (90% de medio BHI con

100 mg/L de ampicilina y el patdgeno junto a 10% del sobrenadante entA) (96).

De las 3 mutantes, A24P y T27G mostraron mayor actividad inhibitoria en comparacion
a entA de tipo salvaje, tanto en el ensayo con agar como en el ensayo liquido para viabilidad,
para las cepas de E. faecalis y E. faecium. Por otra parte, A24G mostro inhibicidn pero en

menor grado comparado con las otras 2, por lo que no se estudid para viabilidad (96).
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Para el estudio de viabilidad se estudié la disminucion de la densidad celular que puede
estar dada por muerte celular o reduccion en nivel de crecimiento de la bacteria. La viabilidad
de E. faecium utilizando entA disminuyo a 5,4%. Usando las mutantes A24P y T27G la
viabilidad disminuy6 a 0,4% y a 0,31%, respectivamente. Se pensé que una mutante que
tuviera ambas mutaciones mejoraria su desempefio en la inhibicion, pero no mostré cambios

significativos en comparacion a las mutaciones por separado (96).

Se evalud la actividad inhibidora de diferentes bacterias recolectadas contra E. faecalis y
E. faecium, teniéndose a la cepa E. faecalis 478 con la mejor actividad produciendo la
bacteriocina denominada EF478. Al ser probada contra otras bacteriocinas como EF344,
EF349 y EF355 en inhibicién de ERV, la EF478 inhibid el 41,4% de las cepas utilizadas (28
de 68 cepas) (97).

En la caracterizacion de EF478 demostro ser degradada por proteinasa K, tripsina y
quimotripsina, sin embargo, mantuvo su actividad en presencia de lipasa y amilasa. En la
prueba de pH demostré su maxima actividad a pH 5 — 6. En cuanto a la temperatura 6ptima,
mantuvo su actividad luego de 1 hora a 60°C, pero empez06 a disminuir a 80°C y 100°C
llegando a 50% y 12,5% de actividad, respectivamente. La medicion en SDS-PAGE
determind que pesa 45 kDa. Al ser una bacteriocina nueva y no estar reportada, gracias a la
caracterizacion se llego a la conclusidn de gque es una bacteriocina posiblemente LAB ya que

presenta actividad a bajo pH siendo interesante su estabilidad térmica a largo plazo (97).

Se determind que la bacteriocina EF478 presenta 2 dominios conservados, un dominio N-
terminal que actta como hidrolasa de peptidoglican (CWIO1) y un dominio CAP. CWIOL1 es
un dominio de autolisinas con hidrolasas que actian en el peptidoglican de bacterias Gram
positivo y son denominadas lisozimas. El dominio CAP participa principalmente en defensa
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del huésped y supresién de tumores. Esto sugiere que la actividad bactericida de EF478
depende del dominio CWIO1 mientras que el dominio CAP participa en la proteccion de la

célula productora (97).

Se evalud el efecto de la nisina junto a antibi6ticos convencionales para tratar ERV y
determinar si puede ser usada como parte del tratamiento. Se recolectaron 80 cepas de
Enterococo que provenian de orina (38/80, 47,5%), de sangre (28/80, 35%) y de heridas
(14/80, 17,5%). Luego de la identificacion, se obtuvo como mas frecuente a E. faecalis
(45/80, 56,2%), E. faecium (31/80, 38,8%) y otras especies (4/80, 5%) (98).

De estos aislados, 23 (28,8%) mostraron resistencia a vancomicina utilizando E test (6
ERV faecalis y 17 ERV faecium). Se evaluo el fenotipo Van presente en las cepas utilizando
teicoplanina, VanB fue maés frecuente que VanA (18 muestras (78,3%) contra 5 muestras
(21,7%), respectivamente (98).

Para determinar esta accion se utilizo la técnica de dilucién en micro placa para determinar
el MIC y el MBC, para el MIC se prepararon suspensiones bacterianas de ERV ajustadas a
10° CFU/mL con los antibidticos en un radio 1:1 y se incubaron las placas por 24 horas a 37°.
La menor concentracién de antibiético en la que se inhibe el crecimiento de bacterias se

consideré como MIC (98).
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Para establecer el MBC se tomd una suspension de bacterias de la misma placa donde fue
evaluado el MIC (10 pL) y se incub6 en placas de agar Mueller Hilton por 24 horas a 37° y
las colonias de bacterias se contaron. La menor concentracion de antibiotico en la que méas

del 99,9% de las bacterias son destruidas se consideré como MIC (98).

La solucién de nisina utilizada (200 U/mL) se afiadi6 a cada placa para estimar de igual
manera el MIC y el MBC. Se consider6 un MIC de < o igual a 4 ug/mL como sensible, entre
8 — 16 pg/mL como intermedio, > o igual a 32 — 128 pg/mL como resistente y > o igual a
256 pg/mL como extremadamente resistente. Los antibiéticos usados para el estudio fueron
ampicilina, vancomicina, gentamicina, ciprofloxacino, imipenem, cefuroxima, cloranfenicol,

linezolid, cefazolina y cefepime (98).

Se obtuvo como resultado una considerable mejora al afiadir la nisina, tanto en el MIC
como en el MBC, para los 23 aislados de ERV los valores de vancomicina para MIC fueron
< 0 igual a 8 pg/mL. Los antibioticos como ciprofloxacino, imipenem y linezolid también
estuvieron en el rango de sensibilidad luego de afiadir la nisina (< o igual a 4 pug/mL). Para
la MBC todos los antibioticos utilizados en las 23 cepas aisladas mostraron menores valores

(es decir, todas las cepas fueron destruidas al afiadir la nisina) (98).

A pesar de la evaluacién de MBC luego de la nisina, todas las cepas aisladas mostraron
valores > 256 pug/mL para 1 — 5 antibioticos antes de usarla. Esto indica y comprueba que
Enterococo es uno de los patégenos mas comunes que exhiben una resistencia antimicrobiana
que hace dificil el destruirlos. El efecto de la nisina mejora la actividad bactericida de los
antibioticos al formar poros en la membrana utilizando el lipido Il y permitiendo asi la

entrada del antibiotico (98).
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Otro estudio similar utilizando nisina Z y lacticina 3147, producidas por Lactococcus
lactis, mostrd una disminucion en la concentracion de vancomicina usada para eliminar las
cepas de E. faecium. Aunque las cepas utilizadas no eran resistentes a vancomicina, se
estipula que este hallazgo es significativo ya que se puede causar toxicidad en el organismo
al utilizar altas dosis de antibioticos para tratar Enterococo (99).

Al evaluar la actividad de la nisina P producida por Streptococcus gallolyticus se mostré
un efecto en ERV, asi como en otras bacterias resistentes a antibidticos como MRSA y
Streptococcus spp. A pesar de esto, la nisina P no es considerada la variante de nisina mas
efectiva, principalmente porque la nisina A y nisina Z muestran efecto contra mas bacterias

Gram positivo y presentan actividad contra células cancerigenas (100).

La enterocina K1 es una bacteriocina producida por Enterococcus faecium que pertenece
a la familia LsbB, esta familia cuenta con 4 miembros conocidos: LsbB, EntK1, EntQ y
EntEJ97. Todos los miembros no cuentan con péptido lider y no estan modificadas, por lo

tanto se clasifican como bacteriocinas de clase 11d de tipo LAB (101).

Se evalud la actividad de las bacteriocinas LsbB, EntK1 y EntEJ97, EntQ no fue evaluada
debido a que los péptidos sintéticos de esta bacteriocina presentan baja actividad, contra
diversos patdgenos como Staphylococcus aureus y epidermidis, Enterococcus faecalis,
faecium (este Gltimo también provenia de ambientes hospitalarios, por lo que se incluyen
cepas de tipo ERV) y hirae, Lactococcus garvieae y lactis, Bacillus cereus y Listeria

monocytogenes (101).
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Se estudiaron los patdgenos cultivando las cepas en caldo BHI a 30°C, las bacteriocinas
fueron sintetizadas al 98 — 99% de pureza y solubilizadas a concentraciones de 10.0 — 0.1
mg/mL en 0,1% de &cido trifluoroacético y mantenidas a -20°C hasta su uso. El MIC se
determind como la minima concentracion de bacteriocina que inhibe el crecimiento por al
menos 50% en 200 pL de cultivo (101).

Los resultados obtenidos indican que LsbB so6lo fue activa contra Lactococcus lactis.
EntK1 fue activa principalmente contra E. faecium y E. hirae y algunas cepas de
Lactococcus. EntEJ97 mostrd el mayor espectro de actividad, inhibiendo E. faecium y E.
faecalis (MIC de 145 —295), L. lactis, S. aureus, L. garvieae y L. monocytogenes. Se destaca
que EntK1 presenté los valores mas bajos de MIC (més potente), especialmente contra E.
faecium y E. hirae (10 — 85), pero fue practicamente inactiva contra E. faecalis (2.700 —
>5.500) (101).

La diferencia de MIC para EntK1 y EntEJ97 se atribuye a que son producidas por E.
faecium y E. faecalis, respectivamente. EntEJ97 es activa de igual manera contra ambas
cepas, mientras que EntK1 soélo lo es contra E. faecium. La diferencia se observa debido a
gue son mas activas contra especies relacionadas cercanamente a la especie productora como
forma de mantener un equilibrio ecoldgico, es decir, darle a la especie productora una ventaja
en la competencia por los nutrientes. Se concluye que tanto EntK1 como EntEJ97 pueden ser

usadas para el tratamiento de Enterococos resistentes a antibioticos, incluyendo ERV (101).

Se aislé de leche humana la especie Enterococcus hirae HM02-04 donde se estudio su
efecto sobre ERV debido a su bacteriocina. La bacteriocina se identifico como hiracina
HMO02-04, esta bacteriocina fue considerada como nueva, ya que no presenta homologia
aminoacidica en las regiones conservadas como otras bacteriocinas de tipo enterocina
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producidas por Enterococcus (enterocina CRL35, enterocina A, bacteriocina 31 y SE-K4,
hiracina JM79, entre otras) (102).

Present6 sensibilidad a 4 enzimas proteoliticas (actinasa, pepsina, proteasa K y tripsina),
excepto amilasa y lipasa, lo que refuerza su composicién proteica y que el sitio de inhibicion
no presenta lipidos ni carbohidratos. Su estabilidad a la temperatura fue de 80 — 100 °C por
30 minutos y a 121 °C por 15 minutos. Se demostré su estabilidad al pH entre 3 —9. En ambos
casos mantuvo cerca del 100% de actividad. El peso de la bacteriocina fue de 2,605 kDa, por
lo tanto puede clasificarse como tipo | o tipo Il. Sin embargo, por diversas razones no se
puede colocar en la categoria Il, principalmente porque no exhibio6 actividad contra Listeria
(caracteristica de las 11a) y no presenta 2 péptidos que provoquen su accion (caracteristica de
las I1b). Aun asi se ha dejado sin clasificacion hasta realizar mas estudios (102).

Las cepas en estudio se cultivaron en agar MRS por 18 horas a 37 °C (estas incluian
Staphylococcus aureus, ERV, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Listeria
innocua, Lactobacillus spp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella
enteritidis), para determinar la actividad de la bacteriocina se colocaron 10 pL de la cepa
indicadora en 6 mL de agar suave 0,7% Yy fue superpuesto en una placa con agar 1,5%. 10 pL
de la solucion de bacteriocina (obtenida de sobrenadante libre de células) fue puesta sobre el
agar e incubada por 18 horas a 37°C (102).

Para evaluar el mecanismo de accion de la bacteriocina, se colocaron 2,17 ug
(correspondientes a 20 AU/mL) de bacteriocina en el cultivo de ERV luego de 8 horas de
incubacion. La densidad celular y viabilidad de las células se determinaron cada 2 horas por

24 horas utilizando un espectrofotometro a 600 nm (102).
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Como resultado se obtuvo una actividad de 800 AU/mL (dada por la densidad optica a
600 nm y la concentracion de células viables) para ERV, mientras que para Enterococcus
faecalis y Enterococcus faecium fue de 3200 AU/mL y 200 AU/mL, respectivamente. No
mostro actividad en Listeria, Staphylococcus aureus ni en bacterias Gram negativo. En
cuanto al mecanismo de accion, al agregar 20 AU/mL luego de las 8 horas de incubacién se
mostré una baja considerable en la viabilidad celular pasando de 9.9x10* a 2.0 x 10* con una
eficiencia de 99,8 +/- 0.034% a las 10 horas. Finalmente, a las 24 horas, se obtuvo una
eficiencia del 99,89% dejando una viabilidad celular de 1,4x10* CFU/mL lo que sugiere una
actividad bactericida con lisis celular (102).

Se concluye que la hiracina HM02-04 exhibe una accién bactericida contra ERV, similar
a lacticina 3147 y pumilicina 4. Sin embargo, estas bacteriocinas requirieron altas
concentraciones (80 AU/mL y 20.000 AU/mL, respectivamente) para tener efecto sobre
ERV, mientras que la hiracina HM02-04 s6lo requirié de 20 AU/mL para provocar un cambio
significativo a las 2 horas (102). En la tabla 5 se presenta el resumen de las bacteriocinas

investigadas contra ERV.
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Tabla 5. Resumen de las bacteriocinas activas contra ERV

Creada por B.O. 2020

Bacteriocina | Cepa Clasificacion | Temperatura | pH optimo | Concentracion
productora Optima minima para
producir dafio
Enterocina | Enterococcus | lla (<1020 — 45°C |57 - 8|10% (90%
A (96) faecium kDa) (96) (103) (103) BHI y 10%
sobrenadante
EntA) (96)
EF478 (97) | Enterococcus | No descrita | 60 °C (97) 5-6(97) |320 AU/mL
faecalis (45 kDa) 97)
(97)
Nisina (98) | Lactococcus | la (<5 kDa) |30 - 37°C|5,5-6,5 200 pg/mL
lactis (73) (80) (80) (98)
Enterocina | Enterococcus | Ild (<10 [ 30°C(101) |{3-6(104) | 10 — 45 nM
K1 (101) faecium kDa) (101) (101)
Hiracina Enterococcus |1 6 Il (2,680 — 100°C|3-9(21) |20 AU/mL
HMO02-04 | hirae kDa) (102) | (102) (102)
(102)
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2.3. Escherichia coli resistente a carbapenémicos y a betalactamicos

Con el uso de los carbapenémicos para el control de los microorganismos, se han
incrementado drasticamente las cepas de enterobacterias resistentes a carbapenémicos
(CRE). El principal mecanismo de esta resistencia es la produccion de carbapenemasas,
siendo KPC y NDM las més prevalentes en la clinica perteneciendo a Klebsiella pneumoniae
y a Escherichia coli, respectivamente (105). Las especies principales que portan
carbapenemasas son Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Enterobacter spp. (106).

Las carbapenemasas son un tipo de betalactamasas que confieren resistencia contra los
carbapenémicos, estas se pueden dividir en cuatro clases: A, B, Cy D. Las de tipo A, CyD
son denominadas serin 0 serino carbapenemasas y son comparables a betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), por lo tanto afectan tanto a carbapenémicos como a los
betalactamicos. Mientras que las de tipo B son denominadas metalo carbapenemasas (107).
De la clase C (AmpC) no son capaces de hidrolizar carbapenémicos, aunque puede elevarse

la CMI si hay una hiperproduccion de esta enzima (108).

De las serino carbapenemasas, destaca la clase A con la enzima KPC que ha tenido una
diseminacion mas rapida en los ultimos afios a nivel intrahospitalario. Esta enzima
plasmidial de Klebsiella pneumoniae también se puede encontrar en otras enterobacterias
como Escherichia coli, Serratia marcescens, Citrobacter spp., Enterobacter spp., entre otras
(107), esta ha demostrado alta resistencia a carbapenémicos y a betalactamicos donde se
incluyen cefalosporinas de amplio espectro (108). También se destacan las de clase D con
las enzimas OXA de las cuales existe una gran variedad (107), la OXA-48 es la que presenta

mayor actividad de carbapenemasa que el resto de las OXA y fue aislada primeramente en
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K. pneumoniae en Turquia (109), también se ha aislado principalmente en Acinetobacter spp.

asi como en otras enterobacterias (108).

En las enterobacterias igualmente se han detectado carbapenemasas de tipo B como IMP,
VIM, NDM y SPM, con identificacién ocasional (107). Estas se caracterizan por hidrolizar
carbapenémicos y resistir inhibidores de betalactamasas (108) por lo que hidrolizan todos los

betalactamicos, con excepcion del aztreonam (109).

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo que se caracteriza por tener una numerosa
cantidad de cepas y con una virulencia marcada. Se asocia principalmente a gastroenteritis
infantil en paises en vias de desarrollo, esta bacteria presenta un patotipo O157:H7 que causa
diarrea sanguinolenta y se identifica a nivel de laboratorio por su implicancia en el organismo
(110). Las infecciones gastrointestinales son las mas comunes producidas por E. coli y se

pueden clasificar en 6 patotipos (111).

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son también un problema clinico y comunitario
al ser una Infeccidn asociada a la atencion en salud (IAAS), principalmente en mujeres
fértiles que ademas tienen una vida sexual activa, presentan diabetes o han tenido una ITU
previa. E. coli destaca en esta infeccion ya que es uno de los principales agentes (23%) junto

con Klebsiella spp. (24%) y otras enterobacterias (112).
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2.3.1. Epidemiologia

De acuerdo a los datos del ISP de los afios 2014 — 2017 (5.308 cepas totales recibidas), el
nimero de cepas positivas para carbapenemasas aumentd de 15 a 225 entre esos afios
observandose principalmente en muestras de orina (50,4%, 2.673), respiratorias (14,7%,
778), secreciones y heridas (12,9%, 685), entre otras. Del total de cepas recibidas, el 9,2%
(489) resultaron positivas para carbapenemasas, de estas, sélo 40 cepas corresponden a E.
coli (8,2%), principalmente de hisopado rectal, orina y secrecion. E. coli muestra un aumento
en nimeros absolutos en el periodo evaluado, con 3 cepas el 2014, 18 el 2016 y 19 el 2017.
Al evaluar el tipo de carbapenemasa, el 76,6% pertenecia a KPC (375/489), siendo en E. coli
un 4,9% (24/489), el 15,3% pertenecia a NDM (75/489), en E. coli un 2,9% (14/489) y el 7%
correspondia a VIM (34/489) siendo en E. coli un 0,4% (2/489) (107).

En Venezuela se aisld la primera cepa de E.coli productora de carbapenemasa tipo NDM
obtenida de 2 muestras clinicas, herida quirurgica y cultivo de regién sacra, solo en una de
ellas se observo en conjunto la produccion de una BLEE (113). En un estudio en China, de
las 11 cepas que estudiaron de E.coli resistente a carbapenémicos, las 11 presentan genes que
codifican para carbapenemasa de tipo NDM, ademas, 10 de ellas codifican para una BLEE
de tipo CTX-M y s6lo 3 lo hacen para KPC (105).

En Colombia se aislé una cepa de E.coli productora de carbapenemasa de tipo NDM como
complicacion de una cirugia, ademas se destaca la aparicion de estas cepas desde 2009 en

Suecia y principalmente en Asia (114).
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2.3.2. Efecto de bacteriocinas

Un estudio evalud la actividad de Lactobacillus parafarraginis aislado de yogurt
comercial, este mostrd actividad antimicrobiana contra 14 organismos Gram negativo
resistentes a diferentes drogas y con presencia de BLEE. Se obtuvieron 5 cepas para E. coli
donde 4 de ellas (HUHO5, HUHO7, HUH12 y HUH14) exhibieron BLEE mostrando
resistencia compartida a ampicilina, cefazolina, cefepime, cefotaxima, ceftriaxona,
cefuroxima y manteniendo sensibilidad a carbapenémicos. La cepa HUH13 exhibi6

carbapenemasa al ser resistente a imipenem, meropenem y ertapenem (115).

Para evaluar la actividad antimicrobiana de L. parafarraginis se realizaron ensayos de
tipo “spot”y de difusion en pozo. Para el ensayo “spot” se cultivo la cepa de L. parafarraginis
en caldo MRS (especial para la recuperacion de Lactobacillus), fue incubado en anaerobiosis
y luego centrifugado, el sobrenadante fue decantado y sembrado en un pozo de 1 mm al
centro de una placa de agar MRS e incubado. Las cepas a evaluar fueron cultivadas en caldo
BHI y llevadas a 0,5 McFarland usando solucion salina y luego fueron sembradas en la placa

MRS para evaluar la zona de inhibicion (115).

En el ensayo de difusion en pozo las bacterias se sembraron en agar soya tripticasa y luego
se prepararon indculos a 0,5 McFarland, se prepar6 un pozo de 5 mm el cual fue llenado con
sobrenadante libre de células (CFS) de L. parafarraginis. Se sembr6 una placa de agar soya
tripticasa con las bacterias y el disco se colocé en el centro, se dejé incubar 16-24 horas a

37°C para evaluar la zona de inhibicion (115).
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De acuerdo a los resultados, se logr6 una inhibicién de las cepas con ambos métodos que
mostraron una correlacion. Para las cepas de BLEE la zona de inhibicion del ensayo “spot”
comprendia un rango de 23,3 — 27 mm, mientras que para el ensayo de difusién mostré un
rango de 10 — 14 mm. Para la cepa de carbapenemasa el valor del ensayo “spot” fue de 29,3
mm y para difusién fue de 14 mm. La concentracion minima inhibitoria (MIC) de L.
parafarraginis fue de 20 mg/mL, mientras que la concentracién minima bactericida (MBC)
fue > 20 mg/mL (115).

Teniendo estos resultados se pensd en una bacteriocina como causante de esta inhibicion,
por lo que decidieron estudiar su produccion, se encontraron 4 genes productores de
bacteriocinas denominados, sakT-B, sakT-a, pInc8A y acdT. Se concluyd que es una
bacteriocina estable al calor, acidéfila y pesa alrededor de 75 kDa. Ademas mantuvo su
actividad a los 121°C, algo tipico en bacteriocinas pequefias de la clase I (< 5 kDa) o clase 11
(> 10 kDa). Al ser evaluada con proteasas como pepsina, tripsina y proteinasa K no mostro
disminucién de actividad. Esto puede ser explicado con las bacteriocinas que poseen una
conformacion circular como la circularina A, microcina J25 y AS-48, donde la ausencia de
digestion por proteasas no se debe a la ausencia de sitios para su unién, si no a su
inaccesibilidad. Sin embargo, se deben realizar mas estudios para establecer su composicion
exacta (115).

La colicina M es naturalmente producida por E. coli, tiene un efecto contra cepas
relacionadas y es reconocida como segura por la FDA. Se expreso esta colicina en una planta
(Nicotiana tabacum) para evaluar su actividad contra E. coli, donde tiene como ventaja su
expresion estable y por lo tanto requiere menos tiempo para el procesamiento lo que la hace
una técnica econdmica Yy atractiva para el comercio (116). Otros autores encontraron que la
colicina M en un sobrenadante libre de células es insoluble y la porcion soluble (5%) es la
gue posee actividad antimicrobiana, sin embargo, con el uso de chaperonas se logré aumentar

la solubilidad y la recuperacion de esta (117).
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La actividad antimicrobiana se determind con microdilucién para obtener la CMI usando
concentraciones desde 0,49 a 250 pug/mL de bacteriocina y 5 pL de suspension bacteriana
para alcanzar una concentracion final en cada pozo de 5 x 10° UFC/mL. Para las cepas de E.
coli que producen BLEE (dada por resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y
sensibilidad a carbapenémicos) la CMI fue de 125 pg/mL y de 62,50 pg/mL para las 2 cepas
evaluadas, mientras que la CMB fue >250 pg/mL y 125 pg/mL, respectivamente. Esta
bacteriocina pesa alrededor de 29 kDa, lo que la hace la mas pequefia, ademas no fue tdxica
para las células usadas y demostrd ser degradada completamente en el tracto digestivo
humano, por lo que la hace segura para la microbiota intestinal y para el medio ambiente
(116).

Se evaluo la actividad antimicrobiana de la bacteriocina producida por Lactobacillus casei
contra patogenos multirresistentes aislados de catéter urinario (E. coli, Pseudomonas spp.,
Shigella spp., Salmonella spp y Bacillus cereus). Se utiliz6 sobrenadante libre de células (100
pL) en una difusion en agar ajustando la concentracion bacteriana a 0.5 McFarland. Se
determino que E. coli es sensible a la bacteriocina ya que presenté un diametro de 17 +/- 0.6
mm. En cuanto a sus caracteristicas fisico quimicas la bacteriocina estudiada presento
temperatura éptima de 30 — 37°C, temperaturas mas altas provocaron la pérdida de la accién.
En cuanto al pH, la zona de inhibicion aumentd a medida que el pH disminuia, la actividad
méaxima se presento a pH 4 y la minima se present6 a pH 7, aunque para E. coli la actividad
fue mejor a pH 6 a diferencia de otras bacterias. Esta no estuvo dada solamente por la
bacteriocina, otras sustancias como acidos organicos y peroxido de hidrogeno pueden

contribuir a su accion (118).

Se evaluo la actividad de diversos Lactobacillus y Pediococcus sobre E. coli productora
de BLEE, de las 10 bacteriocinas evaluadas, 2 fueron las mejores, JMQ22 pertenece a
Lactobacillus plantarum y ULZ16 de Lactobacillus curvatus. Se evalu6 la actividad de las

bacteriocinas por un ensayo de difusién en pozo utilizando sobrenadante libre de células (75
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ML) a una concentracion de 0.5 McFarland de bacteria. Se usaron 2 cepas de E. coli
productora de BLEE donde JIMQ22 mostr6 un didmetro de 17.8 +/- 0.14 mmy 14.30 +/- 0.40
para cada cepa. Mientras que ULZ16 mostr6 un diametro de 16.60 +/- 0.12 y 15.75 +/- 0.20.
Se evaluaron sus caracteristicas quimicas donde resistieron el tratamiento a 60 y 80°C por 30
minutos, JMQ22 mantuvo su actividad incluso a 121°C por 15 minutos. En cuanto al pH
presentaron un amplio espectro de 2 — 10, aunque el 6ptimo para ambas fue de 4 a 6. También
mostraron actividad nula luego del tratamiento con proteinasa, lo que indica su naturaleza
proteica (119). Un estudio similar demostr6 que la bacteriocina LS6 de Lactobacillus
plantarum y LU11 de Pediococcus pentosaceus fueron las mas efectivas contra E. coli
resistente a drogas, LS6 mostré una CMI de 10 +/- 0.334 mg/mL y LU11 de 20.33 +/- 0.003
mg/mL (120).

La microcina PDI (MccPDI) es una microcina de clase Ila producida por la cepa E. coli
25 y 284, el término PDI le fue otorgado por su inhibicion dependiente de cercania
(Proximity-Dependent Inhibition). Su actividad se ha relacionado con la inhibicidn de cepas
de E. coli, donde se incluye el EHEC y el serotipo O157:H7 junto con 026. Se tienen ademas
5 proteinas, 2 para sintesis (mcpM y mcpA), 1 para inmunidad (mcpl) y 2 de exportacion
(mcpD y mepB) (121, 122). Se estudiod esta bacteriocina contra cepas de E. coli aisladas del
tracto urinario que son resistentes a multiples antibioticos (se destacan amoxicilina-acido
clavulanico, ampicilina, cefalosporinas de segunda generacion y algunas cepas son positivas
para BLEE) (121).

Se realiz6 un estudio de competencia donde se cultivo a las cepas en estudio en medio
liquido, fueron transferidas a un medio con E. coli 25 para demostrar la disminucion del
conteo de células (CFU), E. coli BW25113 fue usada como control negativo y positivo. Las
cepas de E. coli probadas mostraron una disminucion en el conteo de células de 3.5 - 8.5 log
CFU. Un ensayo tipo “spot” fue realizado como segunda opcién y mas rapido para detectar

las bacterias susceptibles, se cultivaron las bacterias y se sembraron. La proteina precursora
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de MccPDI se utiliz6 a una concentracion de 40 pl/mL y se colocaron 5 pL en el cultivo. Las
cepas que mostraron zonas de inhibicion fueron consideradas como susceptibles entre las que
se destac6 MAD96 y MAD102 (121).

El mecanismo de MccPDI es mediante la porina OmpF, por lo tanto, bacterias que no
presentan esta porina obtienen resistencia (como es el caso de E. coli BW25113 sin OmpF
del control negativo). Sin embargo, MAD96 mostro resistencia en el primer ensayo gracias
a sus propias bacteriocinas (colicina la/lb y microcina V) que le permitieron inhibir el
crecimiento de E. coli 25, mientras que en el segundo ensayo se mostro susceptible. Se
destaca que esto se debe al uso de la proteina recombinante en el segundo ensayo ya que
posiblemente utiliza otro medio de entrada (como otras porinas en la membrana). Son
necesarios mas estudios para determinar la forma de dafio de la proteina recombinante y las
proteinas de inmunidad de E. coli 25 (121). En la tabla 6 se presenta el resumen de las

bacteriocinas investigadas contra E. coli resistente a carbapenémicos y a betalactamicos.
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Tabla 6. Resumen de las bacteriocinas activas contra Escherichia coli resistente a

carbapenémicos y a betalactamicos

Creada por B.O. 2020

Bacteriocina | Cepa Clasificacion | Temperatura | pH Concentracion
productora Optima Optimo minima para
producir dafio
Sin nombre | Lactobacillus | Clase | o Il, | Estable al | 3 (115) 20 mg/mL
(115) parafarraginis | posiblemente | calor (25, 37 (115)
circular (75|y 45 °C)
kDa) (115) | (115)
Colicina M | Escherichia Colicina (29 | 37 °C (12) 8 (116) 62,50 — 125
(116) coli kDa) (116) pg/mL (116)
Sin nombre | Lactobacillus | No 30 — 37°C |4 - 100 pL (118)
(118) caseli especificada | (118) (118)
JMQ22 Lactobacillus | No 60 — 80°C |4 - 75 pL (119)
(119) plantarum especificada | (119) (119)
ULZ16 Lactobacillus | No 60 — 80°C |4 - 75 pL (119)
(119) curvatus especificada | (119) (119)
Microcina Escherichia Microcina 4-8°C(17) |76 - 40 puL/mL
PDI (121) coli 25/284 clase lla (5 - (121) (121)
10 kDa)
(121)
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2.4. Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos y a betalactdmicos

Dentro de las bacterias Gram negativo que producen betalactamasas, Klebsiella
pneumoniae productora de carbapenemasa (KPC) es la de mayor relevancia en la clinica ya
que sus variante enzimaticas pueden ser transmitidas a diferentes especies mediante
plasmidos (123), se han identificado 24 alelos diferentes del gen blaKPC, estos se denotan
con el nimero correspondiente. Sin embargo, la secuencia KPC-1 y KPC-2 son idénticas por
lo tanto corresponden a la misma enzima. Estas variantes no sélo se han aislado en ambientes

hospitalarios, también en aguas costeras o de pozo (124).

Las principales complicaciones que se observan en una infeccion por esta bacteria son
bacteriemia (30,7%), infecciones intraabdominales (23,1%) y neumonia (17,9%). Ademas se
presenta alta proporcion a fallos terapéuticos y mortalidad (125). Algunos factores de riesgo
asociados a estas infecciones son administracion previa de cefalosporinas, procedimientos

invasivos, cirugia abdominal, entre otros (126).

Se pueden atribuir las complicaciones a la falta de un tratamiento empirico inicial
apropiado durante las primeras 24 — 72 horas de la infeccion, el aumento de la resistencia a
colistin también juega un papel de complicacion ya que es el mas utilizado para el tratamiento
de bacterias resistentes a maltiples antibioticos (127). Sin embargo, la produccién de
carbapenemasas no significa siempre un fallo terapéutico, incluir carbapenémicos en el

tratamiento cuando la CMI es de 4 pg/mL muestra eficacia terapéutica (128).

60



2.4.1. Epidemiologia

De acuerdo a los datos del ISP de los afios 2014 — 2017, para K. pneumoniae el 49,2%
(239/486) fue positivo para carbapenemasas, el 88% (212/239) presentd carbapenemasa de
tipo KPC, el 10% (24/239) de tipo MBL y el 0,8% (2/239) de tipo OXA (107).

En Madrid se aislé K. pneumoniae en el 87,8% de los pacientes estudiados donde el
mecanismo de resistencia por carbapenemasa fue OXA-48 (91,9%), VIM-1 (6,6%), KPC
(1%) y NDM (0,5%) (129). Un estudio en Venezuela estudio 32 aislados de K. pneumoniae,
los 32 portaban el alelo de KPC-2 el cual es uno de los mas distribuidos a nivel mundial,
principalmente en América del Sur, Brasil, Argentina, etc (130).

En Paraguay se obtuvieron 333 aislados de diferentes bacterias en un plazo de 13 meses,
donde 116 (34,83%) presentaron resistencia a carbapenémicos. 16 cepas de K. pneumoniae
presentaron KPC (29,09%), 24 cepas de MBL (43,64%) y 15 de otros mecanismos (27,27%)
(131). Se estudiaron aislados de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos entre los afos
2013 — 2018 en Portugal. Del total de los 46 aislados se identificaron 36 de tipo KPC-3 (78%),
9 de tipo OXA-181 (20%) y 8 de tipo GES-5 (17%) (132).
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2.4.2. Efecto de bacteriocinas

Se estudio el efecto de Brevibacillus laterosporus sobre K. pneumoniae Ni9 que presenta
carbapenemasa de tipo NDM. Se aislaron 4 cepas (BGSP7, BGSP9, BGSP11 y BGSP12)
que mostraron actividad contra la cepa resistente de K. pneumoniae probada, BGSP11 mostro
el mayor halo de inhibicion contra la bacteria donde la bacteriocina mostré un peso de 1,55
kDa, luego de estudiar los genes de la cepa se concluye que parece ser brevibacilina (133).
La brevibacilina es un lipopéptido antimicrobiano que ademas tiene actividad contra otras
bacterias resistentes como SARM, ERV, cepas de Clostridium difficile, entre otras (134).

Para estudiar la CMI se uso la cepa Ni9 a 0.5 McFarland con 20 uL y BGSP11 fue probada
en concentraciones desde 250 pg/mL a 7.8 pg/mL. La temperatura 6ptima mostro ser estable
a 60, 80, 100 y 121°C por 20 minutos, sin embargo a 121°C la zona de inhibicion fue menor.
Fue susceptible a enzimas proteoliticas y mostré un rango de pH amplio de 2 — 14. La CMI
de BGSP11 para K. pneumoniae fue de 316 puM (11). Otro estudio, con brevibacilina,
demostro que perdid su actividad a pH 3 y 9, pero se mantuvo estable a pH 5y 7. Ademas es
una buena alternativa para el control de bacterias Gram positivo (como S. aureus) y para E.
coli, mientras que para bacterias como Salmonella spp. es mejor el uso de antibidticos (como

la ampicilina probada en el estudio) (135).

La cepa BGSP11 ademas mostré la produccion de otra bacteriocina de 6 kDa, esto explica
por qué produce un mayor halo de inhibicion que las otras cepas. Luego de estudiar los genes
de la cepa BGSP11 para el posible metabolito, se lleg6 a la conclusion (con un 63% de
identidad) que es laterosporulina (133). La laterosporulina es una bacteriocina de clase Ild

que es similar a las defensinas humanas (136) debido a sus uniones disulfuro que mantienen
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la estructura similar en solucion, ademas el mecanismo de accidn es mediante

permeabilizacion de la membrana (137).

Se evalud el efecto de las klebicinas en cepas de K. pneumoniae resistentes mediante la
expresion en plantas (Nicotiana benthamiana) utilizando a Agrobacterium tumefaciens como
vector para cada klebicina (138). Las klebicinas al ser de tipo colicin-like tienen su
mecanismo de accién mediante la formacién de poros en la membrana (138, 139), y a
diferencia de las colicinas de E. coli, las klebicinas no han sido tan investigadas (140).

Los ensayos con disco en agar utilizaron klebicinas purificadas (10 pg) o extracto crudo
(20 pl) en disco de 6 mm, mientras que las cepas fueron cultivadas en caldo LB antes de
crecer en agar solido LB. Estas fueron extraidas a una temperatura de 20 — 25 °C con una
solucion a pH 6. De las 6 klebicinas probadas (KpneA, KaerA, KpneM, KpneM2, KvarM,
Kvarla), KvarM mostré el mejor espectro de actividad inhibiendo el 85% de las cepas, en
segundo lugar KpneM inhibié el 74% de las cepas (se utilizaron 100 aislados clinicos de
Klebsiella). Para las cepas resistentes de K. pneumoniae donde se incluyen carbapenemasas
de tipo A (KPC), de tipo B (VIM-1, NDM) y de tipo D (OXA-48), KvarM y KpneM

inhibieron las 7 cepas usadas aplicando 20 pg de cada klebicina en un disco (138).

La bacteriocina BCN2 de Lactobacillus rhamnosus BTK 20-12 se evalud para cepas de
K. pneumoniae. Se cultivaron las cepas en caldo MRS por 24 horas a 37°C, luego se
centrifugé a 6.000 g por 20 minutos para obtener CFS. La purificacion se realiz6 con
cromatografia junto con filtracién en gel para usarse en las pruebas. La determinacion
antimicrobiana de esta bacteriocina se realiz6 con 100 pL midiendo el halo de inhibicion en
las cepas en estudio luego de 24 horas a 30°C, se expresO en unidades arbitrarias (AU/mL)
(142).
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En cuanto a la estabilidad para temperatura, BCN2 perdio su actividad a los 121°C, pero
se mantuvo estable en las temperaturas de 40, 60 y 80°C. Para el pH se mostr6 mayor
actividad entre pH 4 —5 y en cuanto a su peso molecular es de 0,602 kDa por lo que pertenece
a la clase 1l. Luego de la purificacion se encontr6 que la actividad especifica para BCN2 es
de 1,5 x 107 AU/mg y tiene efecto en cepas de K. pneumoniae obtenidas de sangre, saliva,
orina, heces y heridas (141).

Se evalud la actividad antimicrobiana de la bacteriocina producida por Lactobacillus casei
contra K. pneumoniae multirresistente, el efecto inhibitorio a diferencia de E. coli aumento
utilizando un pH 4 en vez de pH 6. Se determin6 como sensible con un halo de inhibicion de
19 +/- 2.5 mm. Ademas se vio un mejor efecto en K. pneumoniae con 72 horas de incubacion,
en comparacion a las 24 horas normales. Al igual que antes se utilizé sobrenadante libre de
células (100 pL) en una difusion en agar ajustando la concentracion bacteriana a 0.5
McFarland (118).

Se evaluo el efecto de las bacteriocinas LU11 de Pediococcus pentosaceus y LS6 de
Lactobacillus plantarum (que mostraron la mayor actividad antimicrobiana) contra K.
pneumoniae productora de carbapenemasa de tipo NDM. Se concluy6 que su actividad es
debido a bacteriocina al ser inhibida por pepsina y no perder su actividad por el efecto de
catalasa (lo que demuestra que el peroxido de hidrogeno no es el causante), las bacteriocinas
fueron estables a temperaturas de 60 y 80°C por 60 minutos, mientras que el rango de pH fue
de 2 — 10. La CMI para el aislado resistente fue de 13,33 +/- 0.003 mg/mL para LU11 y 18
+/- 0.334 mg/mL para LS6. El didmetro mostrado de LU11 es de 21 mm, mientras que para
LS6 fue de 18 mm (120). En la tabla 7 se presenta el resumen de las bacteriocinas

investigadas contra K. pneumoniae resistente a antibiéticos.
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Tabla 7. Resumen de las bacteriocinas activas contra Klebsiella pneumoniae resistente

a carbapenémicos y a betalactadmicos

Creada por B.O. 2020

Bacteriocina | Cepa Clasificacion | T° optima | pH optimo | Concentracion
productora minima para

producir dafio

Brevibacilina | Brevibacillus | 1,55 kDa | 60, 80,2 - 14| 316 uM (133)

(133) laterosporus | (133) 100°C (133)
BGSP11 (133)

Klebicina Klebsiella Colicina 20 — 25°C | 6(138) 20 pg (138)

(138) spp (138) (138)

BCN2 (141) | Lactobacillus | Clase 11| 40, 60, 4-5(19) |15 x 10’
rhamnosus (0,602 kDa) | 80°C (141) AU/mg (141)
BTK 20-12 | (141)

Sin  nombre | Lactobacillus | No 30 — 37°C | 4-7(14) | 100 pl(118)

(118) casei especificada | (118)

LU11 (120) | Pediococcus | No 60 — 80°C |2 - 10]|13,33 mg/mL
pentosaceus | especificada | (120) (120) (120)

LS6 (120) Lactobacillus | No 60 — 80°C|2 - 10|18 mg/mL
plantarum especificada | (120) (120) (120)
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2.5. Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo, ubicuo y oportunista que es
responsable de 10 — 15% de las infecciones nosocomiales mundiales (142). Causa infecciones
en pacientes internados que estan débiles o inmunocomprometidos afectando la piel y tejidos
blandos, vias aéreas, urinarias, bacteriemia, entre otras (143). La adquisicion de P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos puede darse por via exdgena (contacto con personal
o superficies ambientales) o enddgena (colonizacion por la bacteria y uso de antibi6ticos que
la hacen resistente) (144). Las personas con mayor riesgo de contraer esta infeccion son
pacientes crénicos, procedimientos invasivos como ventiladores o catéter intravenoso,
quemaduras o heridas quirdrgicas, consumo de antibioticos por periodo prolongado, etc
(145).

Los mecanismos de resistencia se pueden resumir en 4: adquisicion de carbapenemasas
mediante transferencia horizontal de genes, deficiencia o represion de la porina OprD,
sobreexpresion de la bomba de eflujo mexAB-oprM y sobreexpresion de gen cromosomal

(ampC) que codifica para una cefalosporinasa intrinseca (146, 147, 148).

Los genes de carbapenemasas juegan un papel importante, VIM fue la primera metalo
betalactamasa reportada en P. aeruginosa en el 2001 (145). Ademas la produccion de metalo
betalactamasas aument6 de un 12,3% a 30,6% del 2010 al 2011. En cuanto a otras
carbapenemasas también se han identificado cepas productoras de KPC de K. pneumoniae,
otros tipos de metalo betalactamasas (VIM, IMP y NDM) (147) y se han encontrado cepas
con produccion de OXA 141 (142).
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Dentro de las mutaciones de porinas que permiten esta resistencia se encuentra OprD (en
el gen oprD) el cual es el mecanismo mas frecuente que desarrolla resistencia a
carbapenémicos (imipenem y posiblemente meropenem) (149). La porina OprD es una
proteina de membrana con sustratos especificos, como amino&cidos basicos, péptidos
pequefios y carbapenémicos, también funciona como serino proteasa. La transcripcion
reducida puede deberse a diversos mecanismos como disrupcién del promotor, terminacion
prematura de transcripcion, detencion del coddn por mutaciones, inserciones, secuencias de
insercion, etc (150, 151).

La sobreproduccion de bombas se debe a mutaciones en los genes reguladores de la
expresion de MexAB-OprM lo que aumenta la resistencia a carbapenémicos, esta bomba de
eflujo es la mas importante y la mas expresada en P. aeruginosa. Estas mutaciones también
pueden ocurrir para la sintesis de otras porinas (152). La bomba de eflujo tiene el perfil de
sustrato mas amplio de betalactdmicos donde se incluye meropenem, por esto se relaciona
con una resistencia a carbapenémicos si esta expresado (153). También confiere resistencia
a otras familias como quinolonas, macrdlidos, cloranfenicol, tetraciclinas y lincomicina
(154).

El operon mexO codifica las proteinas MexA (unién a membrana), MexB (transportador)
y OprM (porina exterior) (155, 156). Esta regulado por genes reguladores que codifican
proteinas que mantienen reprimido el operon mexO. Cuando estos genes sufren mutaciones
el operdn mexO deja de estar reprimido y puede expresar la bomba de eflujo, generando la
resistencia (155), principalmente se refiere al gen mexR (principal) y al gen nalC (secundario)
(157). La combinacion de MexAB-OprM junto a OprD la hace altamente resistente a
meropenem, imipenem y doripenem y es mas probable que una cepa de P. aeruginosa tenga

uno de estos 2 mecanismos (158).
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La AmpC cefalosporinasa es una enzima cromosomal de P. aeruginosa que confiere
resistencia contra betalactdmicos (excepto ceftazidima) y carbapenémicos (153). La
desrepresion de AmpC que causa resistencia suele estar acompafiado de pérdida de porinas
y sobreexpresion de bombas de eflujo (159). La desregulacion suele estar dada con inductores
de betalactamasas (como carbapenémicos) que permiten la acumulacion de metabolitos del
catabolismo del peptidoglican, esto a su vez permite al mediador AmpR la expresién de
AmpC (160), también si se afecta el gen ampR se incrementa la expresion de AmpC (148).
Cuando no hay inductor, se ve afectado el AmpD (procesa los metabolitos) con mutaciones
lo que resulta en una desrepresion constitutiva de AmpC causando una hiperproduccion
(160).

2.5.1. Epidemiologia

En Chile el afio 2017 se identificaron 2 brotes de P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos, uno en la unidad de quemados productora de VIM con 4 casos y sin
letalidad, el otro en servicio de medicina con casos de ITU, infeccién a la piel, herida
operatoria y neumonia no asociada a ventilacion mecanica productora de KPC, con 2 muertes
atribuibles (letalidad del 40%) (161). En una UCI pediatrica se estima que la incidencia de
P. aeruginosa resistente a carbapenémicos alcanza el 22-27% (161). En el boletin de
resistencia antimicrobiana del ISP entre el afio 2012-2016 evaluando imipenem vy
meropenem, para las 3.499 cepas de P. aeruginosa estudiadas, el afio 2014 se observa el
mayor porcentaje de resistencia (44,2% y 41,6%, respectivamente), el afio 2015 descendi6 a
34,0% y 32,5%, respectivamente. Finalmente en el afio 2016 se observé un aumento a 37,8%

y 38,8%, respectivamente (162).
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En Peru se estudiaron 76 cepas de P. aeruginosa donde 24 (31,6%) mostraron una
deteccion fenotipica para carbapenemasa de tipo MBL (metalo betalactamasa), la mas comin
fue IMP con 23 aislados (95,8%), seguida de VIM con 1 aislado (4,2%) y no se detectd para
NDM (164). En un trabajo de México se estudiaron 22.943 aislamientos donde el 40% fue
de P. aeruginosa MDR donde se incluyen carbapenémicos (165). Se detectaron genes de
carbapenemasas en 59 aislados, 41 con resistencia a carbapenémicos y MDR, 13 expresaban
IMP, 16 GES y 4 ambos genes. Sin embargo, también exhibian otros mecanismos como
pérdida de porinas (166).

En Estados Unidos se estudiaron los primeros aislados de P. aeruginosa que mostraran
resistencia a imipenem, meropenem o doripenem y se las realizo PCR para identificar genes
de carbapenemasas. De los 937 aislados, 847 fueron estudiados con PCR donde s6lo 6
mostraron carbapenemasas, 3 VIM, 2 KPC y 1 IMP. Lo que sugiere otro mecanismo para la

resistencia (167).

La resistencia a carbapenémicos es del 60% en hospitales de Brasil y se da principalmente
por metalo betalactamasas, como IMP, VIM, NDM, entre otras. Siendo en Brasil las mas
prevalentes IMP y SPM (168). En Filipinas entre el 2013-2016 se estudiaron 130 aislados
donde 45 (35%) presentaban resistencia a carbapenémicos y solo 2 (1,5%) exhibian VIM
(169).
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2.5.2. Efecto de bacteriocinas

Se estudi6 el efecto de piocinas producidas por P. aeruginosa contra diferentes cepas de
esta misma especie, entre ellas se encuentran piocina S5 (56kDa), PaeM (32 kDa), PaeM4
(39 kDa) las cuales fueron expresadas en niveles de 30 — 50% y piocinas similares a lectinas
como L1 (28,4 kDa), L2 (28,4 kDa) y L3 (30,3 kDa) las cuales se expresaron en niveles de
10 — 30% con la mejor expresion de L3 (170).

Las piocinas pertenecen al grupo de las colicinas y al igual que estas ejercen su accion en
la membrana formando poros o presentan actividad nucleasa (171). Estas bacteriocinas estan
codificadas en P. aeruginosa y se encuentran 3 tipos (R-, F- y S-), la piocina R tiene actividad
en el LPS de la membrana y no pueden transmitir resistencia o virulencia, estas son de alto
peso molecular y resistentes a proteasas y nucleasas (172, 173). La piocina S toma ventaja
del sistema TonB para su accion, ademas tiene un domino de anclaje a la membrana junto a
un dominio téxico en el carboxilo terminal, estas es soluble y sensible al calor y proteasas
(173, 174). La piocina F al igual que la piocina R también forma poros en la membrana y

causa su despolarizacion, es de alto peso molecular y resistente a proteasas (173, 175).

Se cultivaron las cepas en estudio y se prepararon vectores que fueron expresados en la
planta Nicotiana benthamiana mediante A. tumefaciens. Luego de purificar las piocinas se
realizaron ensayos en agar con discos de 6 mm y fueron impregnados con las respectivas
piocinas (20 pL de extracto crudo o 10 pg de piocina purificada). En este estudio habia 21
cepas resistentes a los carbapenémicos, 14 de ellas (67%) mostraron sensibilidad a por lo
menos 1 de las piocinas estudiadas (S5, PaeM, PaeM4). La que tuvo mejor accion fue PaeM4

con 10 cepas, luego S5 con 7 cepas y PaeM con 4 cepas. Para las cepas que no eran resistentes
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a carbapenémicos, PaeM4 demostrd la mayor inhibicion con un 53% (para 100 cepas),
seguida de S5 con un 40% y luego PaeM con 26% (170).

La enterocina P (Ent P) fue evaluada contra P. aeruginosa resistente a carbapenémicos
(productora de VIM), esta fue expresada en cepas de E. coli y en células ovéricas de hAmster
(176). La enterocina P es una bacteriocina de clase Ila producida por Enterococcus faecium
P13, tiene un efecto antimicrobiano amplio e inhibe patdgenos alimenticios como Listeria
(177). La temperatura 6ptima para producir la cantidad méaxima de EntP es de 37°C (178).

Se determind la CMI mediante el cultivo de las cepas en agar Mueller-Hinton a 37°C,
luego fueron transferidas a Mueller-Hinton en caldo donde se Ilevaron a una concentracion
de 0.5 McFarland. Luego se diluyeron hasta una concentracion final de 5x10° UFC/mL. Se
prepararon diluciones de Ent P desde 0.5 a 512 pug/mL para ser probadas en una placa de 96
pocillos. El peso de la enterocina P fue de 5,45 kDa. En cuanto a los resultados de la CMI,
P. aeruginosa ATCC 27853 demostro ser la mas sensible con 8 pg/mL, por otra parte, la
cepa de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos mostré una CMI de 256 pg/mL, siendo
la mas alta de las bacterias resistentes evaluadas. Se estudio si la sal y el plasma tendrian
algun efecto sobre la bacteriocina, pero no mostro ningn cambio bajo esas condiciones. El

sobrenadante fue ajustado a pH 7 (176).

Se estudiaron las bacteriocinas producidas por Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus
acidophilus contra P. aeruginosa. Se obtuvieron 70 muestras de infecciones en heridas y
guemaduras, solo 48 pudieron aislarse y 31 de estas se identificaron como P. aeruginosa. A
cada cepa se la realiz6 un antibiograma y el 70% (21 cepas) mostro resistencia para imipenem

y meropenem. De las 31 cepas 20 mostraron ser multirresistentes. Se obtuvieron las
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bacteriocinas usando caldo MRS incubado anaerdbicamente a 37°C, luego fueron

centrifugados para ser filtrados, se ajusto el pH a 7 (179).

Se evaluo el efecto antimicrobiano de los Lactobacillus spp. con difusion en agar y
método de disco, para el primero se prepar6 una suspension a 0,5 McFarland con las cepas
de P. aeruginosa y se inocularon placas de agar nutritivo con 100 uL, se hicieron pozos de 6
mm de didmetro donde se colocaron 50 L de Lactobacillus spp y se incubd a 37°C para
examinar las zonas de inhibicion. Para el método de disco se usaron suspensiones de
Lactobacillus spp sobre discos de 6 mm sobre placas inoculadas con cepas de P. aeruginosa.
El efecto de las bacteriocinas se realizé en pozos de 6 mm de diametro utilizando 10 pL de
bacteriocina en un inoculado de 10 pL con cepas de P. aeruginosa. Se incubaron a 37°C.
Como resultado se tiene que L. rhamnosus tuvo mejor efecto que L. acidophilus, usando el
método de disco fue de 20 mm y 25 mm en comparacion a 18 mm, respectivamente. Usando
el sobrenadante con bacteriocinas se tuvo un diametro de 32 mm y 25 mm, respectivamente.

La concentracion de proteinas fue de 74 mg/mL y 44 mg/mL, respectivamente (179).

El efecto de Brevibacillus laterosporus también fue probado en una cepa de P. aeruginosa
productora de NDM aislada en Serbia (MMAS83) (180). Al igual que para K. pneumoniae Ni9
la cepa BGSP11 mostré mayor actividad debido a las 2 bacteriocinas que se identificaron,
brevibacilina (1,55 kDa) y laterosporulina (6 kDa). El estudio se realizé usando la cepa de P.
aeruginosa a 0.5 McFarland con 20 uL y BGSP11 con concentraciones entre 250 pg/mL a
7.8 pg/mL en una placa de microtitulacién, se obtuvo como resultado una CMI de 158 uM

para esta cepa. La temperatura y pH se mantuvo de igual manera (133).
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Se estudio el efecto de la salivaricina producida por Lactobacillus salivarius, esta bacteria
se ubica en la saliva siendo el segundo Lactobacillus mas comdn luego de L. acidophilus,
sobre P. aeruginosa (181). Las bacteriocinas de esta especie son a menudo de clase II,
usualmente produciendo efecto contra bacterias de descomposicion o contra patégenos
alimenticios (182). Las salivaricinas conocidas (SalA, SalB, Sal9, SalG32, Salg, SalD)
pertenecen principalmente a la clase la o lla. Su mecanismo de accién, al ser lantibioticos,
se basa en unir el lipido Il de la membrana para formar poros o bloquear la sintesis de
peptidoglican (183).

Se aislaron las cepas de L. salivarius en agar para obtener la salivaricina cruda donde las
células fueron centrifugadas por 10 minutos a 6000 rpm y el sobrenadante fue guardado. Para
purificar la bacteriocina se agreg6 butanol y se centrifugo, se evaporo la fase organica y se
resuspendid en buffer citrato de sodio a pH 5. Luego se evalud el peso de la bacteriocina,
temperatura, pH y efecto de proteasas. El peso molecular de la salivaricina LHM es de 13,5
kDa. La temperatura 6ptima es de 25 — 80°C por 15 minutos, perdio el 60% de su actividad
a 90 y 100°C y perdi6 el 70% luego de autoclavado (121°C por 15 minutos). El pH 6ptimo
es de 4 — 9, sin embargo a pH 4 perdio el 70% de su actividad y entre 8 y 9 perdio el 40%.
Perdi6 toda su actividad al ser tratada con enzimas proteoliticas, pero no mostré ninguna

pérdida con lipasa, catalasa o amilasa (181).

Las 37 cepas de P. aeruginosa se obtuvieron de cultivos urinarios y se les realizo
antibiograma, las cepas mostraron resistencia a imipenem y a otros antibioticos como
ceftazidima, ampicilina, cefotaxima, entre otros. De las 56 muestras de saliva, 14 presentaban
L. salivarius y todas las cepas produjeron bacteriocina. El efecto antimicrobiano fue evaluado
con método por difusion de pozo en agar para evaluar el estado crudo y purificado de la
salivaricina LMH contra P. aeruginosa. En estado crudo (32 mg/mL) la zona de inhibicién

fue de 15,33 +/- 2,01, mientras que la inhibicion del estado purificado (32 pg/mL) mostré
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una zona de inhibicion de 27,6 +/- 3,87 (181). En la tabla 8 se presenta el resumen de las

bacteriocinas investigadas contra P. aeruginosa resistente a carbapenémicos.

Tabla 8. Resumen de las bacteriocinas activas contra Pseudomonas aeruginosa

resistente a carbapenémicos.

Creada por B.O. 2020
Bacteriocina | Cepa Clasificacion | T° 6ptima | pH 6ptimo | Concentracion
productora minima para
producir dafio
Piocina Pseudomonas | Colicina (32 | 4°C (170) | 7 (170) 10 ng (170)
PaeM (170) | aeruginosa kDa) (170)
Enterocina P | Enterococcus | Clase Ila | 37°C (176) | 7 (176) 256  pg/mL
(176) faecium P13 | (5,45 kDa) (176)
(176)
Sin  nombre | Lactobacillus | No 37°C (179) | 7 (179) 74 mg/mL
por el | rhamnosus especificado (179)
momento (179)
(179)
Brevibacilina | Brevibacillus | 1,55 kDa | 60, 80,2 — 14158 uM (133)
(133) laterosporus | (133) 100°C (133)
BGSP11 (133)
Salivaricina | Lactobacillus | lad lla(13,5| 25 — 80°C | 4-9(181) | 32 pg/mL
LHM (181) | salivarius kDa) (181) | (181) (181)
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2.6. Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos

Acinetobacter baumannii es un cocobacilo gram negativo que se ha convertido en un
patbgeno de importancia clinica en pacientes hospitalizados (184). Se ha diseminado
rapidamente en ambientes hospitalarios por adquirir resistencia principalmente mediante
carbapenemasas de tipo D (oxacilinasas, los 6 subgrupos son OXA-51, -23, -40, -58, -143 y
-235), y con menor frecuencia de clase B o metalo betalactamasas, pérdida de porinas y para
los desinfectantes lo realiza mediante bombas de eflujo tipo amv A, (185, 186, 187, 188).

Para las carbapenemasas se han reportado de tipo B como IMP, VIM, SIM vy
recientemente  NDM, también de clase OXA. Aunque esta ultima no hidroliza
carbapenémicos con tanta fuerza, si pueden hacerlo cuando hay un elemento moévil de
insercion como ISAbal (189, 190). Las secuencias de insercion (I1S) como ISAbal juegan un
rol en la resistencia antimicrobiana y son los elementos de transferencia mas simples, son
especialmente importantes en las OXA ya que aumentan su expresion, estos estan ubicados
rio arriba de los genes OXA (191, 192). La presencia de ISAbal sobreexpresa principalmente
OXA-23 (adquirida) y OXA-51 (intrinseca) (193), ademéas de cefalosporinasas (AmpC),
estas se encuentran intrinsecamente, pero no hidrolizan cefepime ni carbapenémicos sin
ISAbal (194, 195).

La reduccién de permeabilidad por proteinas de membrana externa (OMP) contribuye a
la resistencia de carbapenémicos (principalmente a imipenem), las mas estudiadas son CarO
y OprD, siendo CarO la mas asociada. CarO permite la captacion de ornitina, otros
aminodacidos basicos y carbapenémicos, a su vez puede dividirse en CarOa y CarOb, donde
la segunda es mas especifica para imipenem. CarO también juega un papel en la adhesion y
la invasion de A. baumannii a las células (189, 196, 197, 198). La disrupcion de CarO suele
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darse por secuencias de insercién (IS) (199), con esta disrupcion y la no entrada del
antibidtico se amplifica la actividad enzimatica de las carbapenemasas (200).

Las bombas de eflujo también tienen su importancia, se han descrito 5 familias donde la
familia RND (resistance-nodulation-cell division) tiene los 3 miembros mas importantes que
expulsan la mayor cantidad de sustancias, AdeABC, AdeFGH y AdelJK. La bomba AdeABC
fue la primera en identificarse teniendo a AdeB como transportador antimicrobiano, AdeC
como OMP y AdeA como la proteina que une al espacio periplasmico (189, 201, 202). AdeB
captura las sustancias ya sea desde la membrana fosfolipidica, de la membrana interna o del
citoplasma y lo envia al medio extracelular mediante AdeC (203). Esta bomba ademas regula
la sensibilidad a aminoglicosidos, tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, trimetoprim
(204), y se ha encontrado que se asocia su sobrexpresion con la resistencia a carbapenémicos

(meropenem) (205).

La resistencia a carbapenémicos exceden el 90% en algunas partes del mundo, para
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) la mortalidad con neumonia
adquirida en hospitales e infecciones al torrente sanguineo se acercan al 60% (206). Se
atribuye como A. baumannii pan-resistente (AB-PR) a aquellas cepas que presentan
resistencia a carbapenémicos y que son susceptibles, por lo general, s6lo a polimixinas como
colistin (186). La contaminacion por CRAB se da principalmente en pacientes en
habitaciones multiples, mas que en las individuales, también en objetos de alto contacto como
mecanismos de gas y eléctricos, lamparas, cortinas, monitores (207), con factores de riesgo
como enfermedades cronicas (hipertension, diabetes, hepatitis), procedimientos invasivos,

estancia en UCI, uso de antifungicos, antibiéticos y metilprednisona (208).
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2.6.1. Epidemiologia

En el boletin de resistencia antimicrobiana entre el afio 2012 — 2016 se reportd la
resistencia mas baja a imipenem y meropenem en el afio 2016 (al estudiar 1.469 cepas) siendo
de 43, 1% y 44,5%, respectivamente. Sin embargo, los afios anteriores se alcanzaron cifras
bastante mas altas, para imipenem se alcanzé un rango de 64,4% - 74,7% entre los afios 2012
—2015. Mientras que para meropenem fue de 69,9% - 83,9% en el mismo periodo (163). Se
estipula que la susceptibilidad de carbapenémicos es menor al 30%, y la resistencia es sobre
el 50% a casi todos los antibidticos (209) menos a colistin, el cual ha presentado cepas

resistentes, y esto es preocupante (210).

En El Salvador se estudiaron cepas productoras de carbapenemasas, donde 954 (66%) de
1446 cepas totales resultaron positivas. A. baumannii fue el mas frecuente con un 85% (807),
siendo el mecanismo mas comun la presencia de oxacilinasas, donde el 99,6% de las
oxacilinasas totales pertenecian a A. baumannii (211). En Egipto la carbapenemasa mas
prevalente fue OXA-23 con un 90% (27/30), seguido de NDM con un 66,7% (20/30) y luego
GES con un 50% (15/30). Otros estudios de Africa reportan a OXA-23 como la méas comun,

desplazando a OXA-58 que habia sido la mas comun por un largo periodo de tiempo (212).

En Colombia se aislaron 32 pacientes con infeccion por CRAB, provenientes de
hospitales, todas las cepas presentaron resistencia a meropenem e imipenem, ademas todas
presentaron OXA-23 y OXA-51 (213). Otro estudio revel6 que la presencia de OXA-23 y
OXA-51 es de un 21,2%, ademas se presentaron otros mecanismos como VIM, IMP, TEM,

pero en menor cantidad (214).
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2.6.2. Efecto de bacteriocinas

El efecto de la enterocina P (producida por E. faecium P13) fue estudiada en A. baumannii
resistente a carbapenémicos (produccién de OXA 27). Se determind la CMI mediante el
cultivo de las cepas en agar Mueller-Hinton a 37°C, donde se prepararon diluciones de Ent P
desde 0.5 a 512 pg/mL para ser probadas en una placa de 96 pocillos. Como resultado se
obtuvo que la CMI para A. baumannii es de 128 pg/mL, casi la mitad que para P. aeruginosa
productora de VIM. Los parametros de pH y temperatura se mantuvieron (176).

El efecto de Brevibacillus laterosporus también fue probado en una cepa de A. baumannii
productora de OXA 23, 24 y 58 ademas de expresar la porina CarO aislada en Serbia
(6077/12) (215). Al igual que para K. pneumoniae Ni9 y P. aeruginosa MMAB83 la cepa
BGSP11 mostr6 mayor actividad debido a las 2 bacteriocinas que se identificaron. El estudio
se realizd usando la cepa de A. baumannii a 0.5 McFarland con 20 pL y BGSP11 con
concentraciones entre 250 pg/mL a 7.8 pg/mL en una placa de microtitulacién, se obtuvo
como resultado una CMI de 20 UM para esta cepa. La temperatura y pH se mantuvieron de

igual manera (133).

La combinacion de enterocina AP-7121 (antes llamada MR99) fue probada en conjunto a
colistin para cepas de A. baumannii sensibles solamente a colistin y a tigeciclina (216). La
enterocina AP-7121 es producida por la cepa probidtica de Enterococcus faecalis CECT7121
aislada de Argentina (217), esta pertenece a la clase 11 y es un péptido cationico e hidrofébico,
por lo tanto necesita encapsulacion para su administracién oral. Cuando el péptido no esta
encapsulado es sensible a enzimas proteoliticas, y encapsulado su pH éptimo es de 2 por lo
menos por 2 horas (218), aunque también presenta actividad en rango de 4 — 8. El mecanismo
de accion es mediante formacion de poros en la membrana, seguido de un shock osmético y
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lisis celular (216). Se estudia preferentemente a colistin en combinacion con otro agente ya
que al ser la primera opcidn de tratamiento frente a A. baumannii resistente a carbapenémicos

presenta nefrotoxicidad y neurotoxicidad si se utiliza sola (206).

La obtencion de la bacteriocina se realiz6 cultivando la cepa en caldo BHI por 18 horas a
37°C, luego se transfirié a 4 litros de caldo BHI e incubada por 9 horas a 37°C, se centrifugd
a 15.000 g por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se ajusté a pH 7 y se centrifugd a 20.000g
por 20 minutos a 4°C. Luego el precipitado se resuspendi6 en 40 mL de PBS a pH 7 (péptido
semi purificado). Para purificarlo por completo se utilizo HPLC en fase reserva utilizando
20 pL y luego almacenado a -20°C. El estudio de la CMI se realiz6 por método de micro
dilucion en caldo utilizando AP-7121, colistin y una combinacion entre ambos, para esto se
cultivaron las cepas necesarias, se diluyeron en PBS y fueron llevadas a pH 7 para llegar a
un inéculo de 106 UFC/mL. La CMI obtenida para A. baumannii fue de 128 pg/mL para AP-
7121 (resistente) y de 0,5 pg/mL para colistin, sin embargo, al combinarlas la CMI disminuyd
considerablemente, dejando 0,12 pg/mL para colistin y 16 pg/mL para AP-7121. La sinergia

temprana entre ambas fue observada entre las 4 y 8 horas (217).

Para 7 cepas de A. baumannii PDR (pandrug-resistant) y 8 XDR (extensively drug-
resistant) se evalud la combinacion de nisina con polimixina B con el fin de determinar si se
observa sinergia (219). Se define como XDR a las cepas que no son sensibles a > 1 droga en
todas las categorias excepto < 2, esto quiere decir, ser resistente a todas las penicilinas,
fluorquinolonas, aminoglicésidos y a carbapenémicos, mientras que PDR se define como no
sensible a todos los agentes mencionados, o en otras palabras, resistente a los mencionados

anteriormente mas polimixinas y tigeciclina (220, 221).
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Se preparo6 la nisina con 1 gramo (2,5%) disuelta en 25 mL de &cido acético al 0,005%,
centrifugada a 4.000 g por 20 minutos. Luego fue filtrado el sobrenadante para preparar una
solucion de stock de 1 ug/ mL y conservada a -70°C. Se evalu6 la CMI utilizando micro
dilucién en caldo con micro placas de 96 pocillos y se determiné como CMI el primer pocillo
sin crecimiento claro. La CMI de nisina fue de 50 o 100 pg/mL dependiendo de la cepa.
Mientras que la de polimixina fue de 1 — 2 pg/mL para XDR y varié de 4 a > 128 pg/mL
para PDR. La sinergia se realizé con ensayos de inhibicion en tiempos de 0 a 24 horas con
un indculo de 5 x 10*5 UFC/mL, se utilizaron en combinaciones de: (a) 1 MIC para ambas,
(b) %2 MIC para ambas y (c) %2 MIC para nisina y ¥ MIC para polimixina con el fin de evaluar
si @ menor concentracion de ambas se lograria sinergia. Se utiliz6 un escaner espiral que
puede detectar conteos bacterianos como minimo a 20 UFC/mL. Se definié como sinergia
una disminucion de > 2 log en el recuento de colonias luego de 24 horas (219).

Como resultado se obtuvo que al usar la combinacion (b) se mostro sinergia en 3 cepas
XDR 'y 7 de PDR, la cual fue la mas prometedora, ya que las otras combinaciones mostraron
menos sinergia. Ademas las cepas PDR mostraron mayor sinergia con mas de una
combinacion, por lo que la sensibilidad a polimixina no es un factor de requerimiento para la
sinergia. Esto se puede explicar por el efecto de la polimixina sobre la membrana externa
permitiendo la accion de la nisina (219). En la tabla 9 se presenta el resumen de las

bacteriocinas investigadas contra A. baumannii resistente a carbapenémicos.
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Tabla 9. Resumen de

resistente a carbapenémicos.

las bacteriocinas

activas contra Acinetobacter baumannii

Creada por B.O. 2020
Bacteriocina | Cepa Clasificacion | T° optima | pH optimo | Concentracion
productora minima para
producir dafio
Enterocina P | Enterococcus | Clase Ila | 37°C (176) | 7 (176) 128  pg/mL
(176) faecium P13 | (5,45 KkDa) (176)
(176)
Brevibacilina | Brevibacillus | 1,55 kDa | 60, 80,2 — 14|20 uM (133)
(133) laterosporus | (133) 100°C (133)
BGSP11 (133)
Enterocina Enterococcus | Clase I1|37°C (217) |2 y 4 — 8| 16 pg/mL con
AP-7121 faecalis (217) (217) colistin (217)
(217) CECT7121
Nisina (219) | Lactococcus | la (< 5 kDa) | 30 — 37°C | 5,5 6,5 | ¥2 MIC nisina
lactis (73) (80) (80) + Y% MIC
polimixina
(219)

81



3. Resistencia a bacteriocinas

La resistencia a bacteriocinas se creia menos probable en comparacidn con los antibioticos
debido su répido efecto bactericida y los diferentes objetivos potenciales de estos
compuestos, aun asi se han reportado mecanismos para la resistencia (222). A largo plazo es
dificil anticipar si la resistencia a estos productos se convertird en un problema tanto para el
control de microorganismos patogenos en alimentos como por la posibilidad de generar
reacciones cruzadas con antibioticos clinicos. La investigacion en el area de la resistencia
aportaria con un mejor entendimiento de su modo de accion, ademas de que la secuenciacion
del genoma de la cepa mutante resistente, aportaria con el conocimiento referente a la
identificacion de receptores u otras moléculas que son necesarias para la accion de la
bacteriocina (223).

Generar resistencia a bacteriocinas puede parecer complejo debido a que actdan en
diferentes maneras sobre las bacterias. Sin embargo, dicha resistencia puede existir de forma
natural o adquirida. La resistencia natural engloba el hecho de copiar los mecanismos
inmunes de las cepas productoras de bacteriocinas, la degradacion y la adaptacion al
ambiente. Mientras que la resistencia adquirida se refiere a cambios en la pared celular,
membrana celular, receptores y sistema de transporte (7, 13, 224). Se ha demostrado que al
igual que para los antibidticos, la exposicion a altas dosis de bacteriocina promueve la
resistencia, sin embargo, se ha encontrado que a costa de producir resistencia, las cepas
mutantes disminuyen su capacidad de crecimiento. Esto fue especialmente interesante ya que
al usar un competidor heteroespecifico junto a una baja dosis de bacteriocina, se logro
disminuir la densidad de bacterias resistentes (225). En la figura 2 se presentan los

mecanismos de resistencia a bacteriocinas en bacterias Gram positivo y negativo.
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3.1. Tipos de resistencia a bacteriocinas

3.1.1. Cambios en la pared celular y membrana externa

La pared celular en bacterias Gram positivo esta compuesta de una capa gruesa de
peptidoglican conformada por cadenas de N-acetilglucosamina (GlcNac) y éacido N-
acetilmuramico (MurNac), ademas existen acidos teicoicos (WTAS) y lipoteicoicos (LTAS)
que son polimeros aniénicos. Los primeros se anclan directamente al peptidoglicAn mientras
que los segundos se unen primeramente a la membrana citoplasmatica de la bacteria y desde
alli cruzan la pared celular (226, 227). Estos son la razén por la que las bacteriocinas

(cargadas positivamente) pueden entrar en contacto con la pared.

Un mecanismo de resistencia frente a bacteriocinas, es aumentar las cargas positivas en
la pared celular mediante la adicion de D-alanina a los WTAs o LTAs, las que funcionan
como factor de virulencia y resistencia. Esto se logra mediante 4 proteinas codificadas en el
operon dlt. Lo anterior, se ha estudiado en S. aureus ya que contiene mas copias del operdn
y produce mas WTAs, que permiten exponer aminoacidos cargados positivamente con tal de
reducir la red negativa y por tanto disminuir la atraccion electrostatica con las bacteriocinas.
La mutacion del operdén dit en Streptococcus del grupo A y B, E. faecalis y Listeria
monocytogenes incrementa la susceptibilidad a bacteriocinas, polimixina B, colistin, nisina,
entre otros (228, 229, 230, 231).

En la membrana externa de las bacterias Gram negativo se encuentran 2 capas, la capa
interna compuesta de fosfolipidos y la externa contiene lipopolisacaridos (LPS). Este altimo

estd compuesto de endotoxina (lipido A), un ndcleo oligosacarido y un antigeno O de
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polisacarido. Todo esto le confiere una carga negativa a la pared celular de este tipo de
bacterias (228, 229).

La resistencia en bacterias Gram negativo se puede dar por la modificacion del lipido A
mediante la adicion de una cadena de acilos como palmitato, fosfoetanolamina y 4-
aminoarabinosa (Ara4N). Un ejemplo se da con el gen PagP que codifica para una enzima
que afiade palmitato al lipido A e incrementa la fluidez de la membrana. Esta resistencia esta
inducida también por el sistema PhoQ/PhoP (PhoPQ) que controla las 3 modificaciones al
lipido A, pero principalmente la de 4-aminoarabinosa. A grandes rasgos, PhoPQ es el
responsable de conferir la resistencia a polimixina mediante un sistema de 2 componentes
(PmrA-PmrB) que inducen la expresion de genes pmrD, estos estan presentes en Salmonella
enterica, Proteus mirabilis, Yersinia pseudotuberculosis y Pseudomonas aeruginosa (228,
229, 230, 231, 232).

3.1.2. Cambios en la membrana celular

Los componentes de la membrana celular mas abundantes son fosfatidilglicerol (PG),
difosfatidilglicerol (DPG) y cardiolipina (CL) los cuales confieren resistencia a diversos
antimicrobianos. Se ha detectado en cepas de L. monocytogenes gue niveles aumentados de
PG y DPG confieren resistencia a nisina. La adicion de lisina a PG (L-PG) ha mostrado
cambiar la carga negativa a positiva para repeler mejor las bacteriocinas. Esto se logra
mediante el factor de resistencia multipéptido (MprF) codiciado por el gen mprF, que esta
altamente conservado en ambos tipos de bacteria. Este mismo factor expresa L-PG al exterior
para transformar la carga de la membrana. En una variante de L. monocytogenes se encontro

menor expresion de DPG y mayor de PG en la resistencia a nisina, lo que se reafirma con el
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método de afadir lisina s6lo a uno de ellos. Otros mecanismos observados son la sintasa de
fosfatidilglicerol (PgsA) y la sintasa de cardiolipina (CIs) (228, 229, 231, 232, 233).

3.1.3. Sistemas de 2 componentes

Estos sistemas contienen diferentes unidades que sensan y responden al ambiente en
donde se encuentra la bacteria. Estan compuestos por un sensor o receptor que suele ser una
histidina kinasa en la membrana plasmatica, la cual transmite la informacion mediante el
regulador de respuesta a través de fosforilaciones del dominio C-terminal. La activacion de
este sistema conlleva la participacion de genes de virulencia, transportadores de iones y genes
de remodelacion de membrana. Se han identificado 2 grupos de estos sistemas, BceS-like
intramembrane-sensing histidine kinases (IM-HK) que estan ligadas a transportadores ABC

y, LiaS-like IM-HK, que funciona como un sistema de 2 componentes (228, 232, 234).

El sistema BceRS-like se presenta en Bacillus subtilis donde tiene funcion de
detoxificacion contra péptidos antimicrobianos y regula la resistencia. La activacion
completa del sistema conlleva expresion de genes de transporte e hidrolisis de ATP. Sistemas
similares se encuentran en S. aureus con el sistema BraRS, Streptococcus mutans con un
operon mbrABCD, E. faecalis y L. casei. Los transportadores ABC a los que estan ligados
también funcionan para transporte de sustratos a través de la membrana, péptidos,
aminodcidos, azUcares y antibidticos. Estan compuestos de un dominio ATPasa expresado
como un dominio de unién a nucledtido (NBD) y un dominio hidrofébico conocido como

dominio de permeasa o el domino que abarca la membrana (228, 235, 236).
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El sistema LiaRS esta presente en casi todas las bacterias del phylum Firmicutes, responde
principalmente a bacteriocinas que atacan la pared celular utilizando lipido Il (como nisina),
también a la falta de nutrientes, variaciones en temperatura, integridad de membrana y dafio
oxidativo. S. mutans presenta LiaRS que se relaciona directamente con la resistencia a
bacitracina y en la formacion de biofilm, y en Listeria spp. se ha encontrado que tiene un rol
en la virulencia y en la proteccion contra péptidos antimicrobianos. Ademas de contribuir en
la resistencia se ha encontrado que en cepas de Streptococcus que carecen de LiaR se vuelven
avirulentos y no causan sepsis ni neumonia en ratones (228, 233, 234).

3.1.4. Degradacion enzimatica

El rol de las proteasas es otro factor importante tanto en la resistencia como en la
formacién de bacteriocinas, las proteasas de la cepa productora las activan, pero a su vez
pueden ser desactivadas por proteasas de otros organismos. Para las bacteriocinas, la mas
estudiada y reconocida de las proteasas es la nisinasa producida por cepas de Bacillus, esta
se produce en la esporulacion de Bacillus cereus y Paenibacillus polymyxa. Esta nisinasa es
activa también contra la subtilina, pero no contra antibioticos como bacitracina y polimixina,
esta ausencia de resistencia cruzada es algo bueno, ya que si existiera, seria un problema para
la aplicacion clinica. La degradacion de nisina se ha observado también en L. lactis con la

proteasa NSR que cliva el dominio C-terminal de la nisina (228, 233, 237).

Otras proteasas se han asociado con la resistencia a péptidos antimicrobianos como
elastasas de P. aeruginosa, proteasas de P. mirabilis, metaloproteasas de Burkholderia
cenocepacia, proteasas de cisteina en Streptococcus del grupo A, aureolisina en
Staphylococcus (228, 229, 231). Estas enzimas han demostrado degradar LL-37 y defensinas,
LL-37 es un péptido antimicrobiano humano perteneciente a las catelicidinas cuyo lugar de
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almacenamiento es en polimorfonucleares (PMN) y células epiteliales, con espectro de
accion en cierto tipo de bacterias (238).

3.1.5. Bombas de eflujo

La principal bomba de eflujo y la més potente para conferir resistencia a antibioticos,
solventes organicos y péptidos antimicrobianos es la bomba RND, esta bomba también se
encuentra presente en las bacterias Gram negativo, principalmente en cepas de Neisseria
gonorrhoeae y Neisseria meningitidis. La bomba MtrCDE es un ejemplo de esta familia en
las especies mencionadas, la defensa se presenta contra péptidos antimicrobianos como LL-
37 y protegrina-1. En K. pneumoniae se ha descrito la bomba AcrAB que ayuda con la
resistencia a polimixina B y otros péptidos humanos. Otras especies bacterianas como B.
subtilis, S. aureus, L. lactis, S. pneumoniae, L. monocytogenes, tambien presentan bombas
de eflujo dadas por transportadores ABC (228, 229, 231, 239).
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Figura 2. Mecanismos de resistencia a bacteriocinas en bacterias Gram positivo y
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3.2. Resistencia a nisina y clase 11

La mayor parte de la resistencia a bacteriocinas se ha enfocado en nisina y bacteriocinas

de clase lla. En la primera se han detectado cepas mutantes de L. monocytogenes, L. innocua,

S. pneumoniae y S. bovis, donde se ha relacionado con cambios en la pared y membrana

celular. Para la clase 11 se observa en L. monocytogenes donde hay expresion reducida de una

permeasa que actla como posible receptor, cambios en la fluidez de la membrana y cargas

en la superficie celular (3).
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3.2.1. Resistencia a nisina

Una de las causas de la resistencia a nisina, ademas de las mencionadas en otros puntos
de este capitulo, en S. aureus se da por el sistema BraRS, al ser un sistema de 2 componentes
BraS reacciona a concentraciones de nisina y fosforila a BraR, esto provoca la activacion de
un transportador ABC (VraDE) que confiere la resistencia. Sin embargo, altas dosis de nisina
tienen efecto contra las cepas de S. aureus. Se ha encontrado que mutaciones en la regién
braXRS provocan mayor expresion de estos transportadores, y por lo tanto, aumenta la
resistencia. Otra mutacion encontrada en el gen nsaS que codifica para el sensor de histidina
kinasa (SHK) también ocasiona resistencia a nisina. Cuando se cultivaron cepas mutantes de
S. aureus para el gen BraRS junto con nisina y nukacina, el crecimiento se mostro
significativamente inhibido, por lo que el gen BraRS tiene efectos regulatorios entre la
simbiosis de S. aureus con bacteriocinas de clase | (240, 241, 242, 243).

Otro mecanismo es la expresion de proteinas resistentes, el caso de la proteina resistente
a nisina (NSR) fue identificada hace una décadas en cepas de L. lactis las cuales ejercen su
funcion degradando la nisina (244). Similar a esta se encuentra una proteina de Streptococcus
agalactiae llamada SaNSR lo cual le confiere resistencia intrinseca a nisina, el operon
codificada el gen nsr y nsrFP para la proteina propiamente tal y el transportador ABC,
respectivamente. Esta resistencia funciona porque imita la proteina de inmunidad de L. lactis

(Nisl) y también degrada la nisina (245).
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3.2.2. Resistencia a clase 11

Debido a la accion de las bacteriocinas de esta clase, la resistencia esta dada alrededor del
sistema de manosa fosfotransferasa (Man-PTS), este sistema es un transportador para la
entrada de manosa, ademas de glucosa, fructosa y otros compuestos. También es el blanco
de agentes antimicrobianos como bacteriocinas. Es por esto que en algunos estudios se ha
encontrado que cuando el sistema Man-PTS esta desregulado negativamente, se obtiene
resistencia a este tipo de bacteriocinas (246, 247, 248). Sin embargo, en algunos casos la
resistencia se muestra con expresion normal o incluso aumentada de Man-PTS, esta
excepcionalidad coloca otros factores en la resistencia como la composicion lipidica, la
fluidez o la carga de la membrana en la interaccion bacteriocina — fosfolipido. Por lo que
cambios en la membrana dan una pequefia resistencia mientras que mutaciones o falta de
expresion de Man-PTS determinaria una mayor resistencia (249). Man-PTS se puede dividir
en grupos desde I a 1V, siendo el grupo | el que se usa como receptor para la clase Il, ademas
depende de la localizacion y caracteristicas de la membrana. En E. coli, por ejemplo, el
operon que codifica para la subunidad lla no se encuentra, y por lo tanto no puede ser usado

como receptor especifico (250).

En E. faecium, al mutar los genes que lo hacen susceptible a la clase Ila se da la resistencia,
esta esta ligada a la proteina activadora ManR, otro factor es la delecion del ARN®* el cual
es responsable del reconocimiento de la regién promotora de genes, la delecion causé menor
expresion en PTS que mutaciones en la proteina ManR, por esto se cree que hay mas de una
via que controla la expresion de PTS (251). En cepas de L. monocytogenes se ha encontrado
resistencia a pediocina, con mecanismo similar a E. faecium, dada por mutaciones en el
operon mptA que codifica para permeasa de manosa que es una parte del complejo Man-PTS,
este es el principal mecanismo de resistencia, junto a mutaciones en el operén mpo para otra
permeasa de manosa y también en el gen manR. En L. ivanovii también se aislaron cepas

resistentes a pediocina exponiéndolas a concentraciones crecientes de esta bacteriocina.
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Como resultado en ambos estudios, se obtuvo que la resistencia esté ligada al sistema Man-
PTS que es el blanco de la bacteriocina (252, 253).
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CONCLUSION

El uso de bacteriocinas es una buena alternativa para combatir bacterias multirresistentes,
sus beneficios se basan en la menor concentracion (rango nano molar) a utilizar en
comparacion a los antibioticos, su accidn esta sujeta a su estructura proteica por lo que no se
mantienen en el organismo por mucho tiempo. Sus caracteristicas fisico-quimicas las
mantienen estables y como se ha descrito en algunos casos, pueden ser modificadas por
bioingenieria para crear mutantes con mayor efecto. Ademas, en algunos estudios, la
combinacion de bacteriocinas con antibioticos disminuye la concentracion a utilizar de este
altimo, lo que permite controlar su toxicidad en caso de que la presente (como lo que ocurre
con colistin para Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii), la sinergia que
presentan entre ambos compuestos se debe principalmente a que la bacteriocina sensibiliza a
la bacteria, formando poros en la mayoria de los casos, permitiendo la entrada y accion del

antibiético.

La forma de purificar las bacteriocinas también depende del tipo, es por esto que utilizar
el procedimiento adecuado permite obtener la mayor cantidad de bacteriocina. Por ejemplo,
en el caso de las colicinas y microcinas, la expresion en plantas resulta ser mas efectiva,
mientras que las bacteriocinas de Gram positivo se expresan mejor en los cultivos
bacterianos. Aunque se ha destacado que la produccion en cultivos a menudo va acompafiada
de toxicidad, y la expresion en plantas podria acelerar el proceso, obtener mayor cantidad de
bacteriocina, menor toxicidad, entre otros. El estudio de los estadios de la bacteriocina
también es importante, hay bacteriocinas que funcionan mejor en estado plancténico como
S. epidermidis ATCC12228, otras veces se evalla el estado de sobrenadante sin purificar o
crudo y luego se purifican por técnicas mas especificas para probar su accion, siendo este
Gltimo estado el que requiere menor concentracion. De igual manera se puede encapsular la

bacteriocina para extender sus caracteristicas fisico-quimicas como el pH 6ptimo.
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Cabe destacar que la terapia con bacteriocinas, ya sean purificadas o en acompafiamiento
de antibidticos, aln no esté regulada en cuanto a la concentracion a usar o cual bacteriocina
seria la mas adecuada para cada bacteria y en qué casos deberia usarse. Lo que si es claro es
que estos productos han demostrado ser inocuos para seres humanos y animales. En este
contexto, se deben continuar estudios para evaluar las diferentes condiciones de utilizacion.
En cuanto a la resistencia a bacteriocinas, no es lo mas comdn, pero se han reportado
mecanismos Yy la forma en la que ocurren, lo que da mayor capacidad para estudiarlas y asi

poder modificarlas para mejorar su mecanismo de accidn sobre las bacterias blanco.
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