Salud Publica de México

ISSN: 0036-3634

spm@insp.mx

Instituto Nacional de Salud Publica
México

Garza-Ramos, Ulises; Silva-Sanchez, Jesus; Martinez-Romero, Esperanza
Genética y genomica enfocadas en el estudio de la resistencia bacteriana
Salud Publica de México, vol. 51, nim. 3, 2009, pp. 439-446
Instituto Nacional de Salud Publica
Cuernavaca, México

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=10612557009

Coémo citar el articulo [ &\ /!

Numero completo . -, o
P Sistema de Informacion Cientifica

Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafa y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

Mas informacion del articulo


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=106
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=10612557009
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=10612557009
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=106&numero=12557
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=10612557009
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=106
http://www.redalyc.org

ARTiCULO DE REVISION

Genetica y genomica enfocadas
en el estudio de la resistencia bacteriana

Ulises Garza-Ramos, M en C,(") Jesus Silva-Sanchez, PhD,(")
Esperanza Martinez-Romero, PhD.®

Garza-Ramos U, Silva-Sanchez J,
Martinez-Romero E.

Genética y genémica enfocadas

en el estudio de la resistencia bacteriana.
Salud Publica Mex 2009;51 supl 3:5439-S446.

Resumen

La resistencia bacteriana es un problema de salud publica cau-
sante de indices elevados de morbi-mortalidad hospitalaria.
En la medida en que se usan los diferentes antibiéticos se
seleccionan bacterias resistentes a multiples farmacos. El de-
sarrollo de nuevas herramientas moleculares de la gendmica
y protedmica,como el PCR en tiempo real, pirosecuenciacién
de ADN, espectrometria de masas, microarreglos de ADN
y bioinformatica, permite conocer en forma mas estrecha la
fisiologia y estructura de las bacterias y los mecanismos de
resistencia a los antibidticos. Estos estudios hacen posible
identificar nuevos blancos farmacoldgicos y disefiar antibio-
ticos especificos para suministrar tratamientos mas certeros
que combatan las infecciones producidas por bacterias. Con
estas técnicas también es posible la identificacion rapida de
los genes que confieren la resistencia a los antibidticos y el
reconocimiento de las estructuras genéticas complejas como
los integrones, que intervienen en la diseminacion de los genes
que producen la multirresistencia.

Palabras clave: resistencia bacteriana; genética; gendmica;
protedmica; B-lactamasas; integrones de clase |
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Genetics and Genomics for the study

of bacterial resistance.

Salud Publica Mex 2009;51 suppl 3:5439-S446.

Abstract

Bacterial resistance is a public health problem causing high
rates of morbidity and mortality in hospital settings.To the
extent that different antibiotics are used, bacteria resistant to
multiple drugs are selected.The development of new molecu-
lar genomic and proteomic tools such as real-time PCR,DNA
pyrosequencing, mass spectrometry, DNA microarrays, and
bioinformatics allow for more in-depth knowledge about the
physiology and structure of bacteria and mechanisms involved
in antibiotic resistance.These studies identify new targets for
drugs and design specific antibiotics to provide more accurate
treatments to combat infections caused by bacteria. Using the-
se techniques, it will also be possible to rapidly identify genes
that confer resistance to antibiotics, and to identify complex
genetic structures, such as integrons that are involved in the
spread of genes that confer multidrug-resistance.

Key words: bacterial, resistance; genetics; genomics; proteo-
mics; lactamase; integrons
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Uso y accidon de los antibidticos

Los antibi6ticos son compuestos naturales o sintéticos
que sirven para combatir las infecciones producidas
por bacterias. El uso excesivo de estos medicamentos
favorece la seleccion de bacterias resistentes a diferentes
grupos de antibi6ticos (multirresistentes). La resistencia
bacteriana es la capacidad que tiene la bacteria de so-
brevivir en presencia de un antibiético y representa una
ventaja para expandir su nicho ecolégico y posibilitar su
proliferacién,’ ya sea en nosocomios o el ambiente.> Esto
reduce las opciones terapéuticas, lo que repercute direc-
tamente en el éxito de la terapia antimicrobiana para
combatir las infecciones secundarias producidas por
estos patégenos, ademads de provocar elevados indices
de morbilidad, mortalidad y costos hospitalarios.!

Los antibidticos intervienen en moléculas de proce-
sos biolégicos esenciales de las bacterias, por ejemplo:
a) la ADN girasa en la replicacién del ADN, b) la ARN
polimerasa en la sintesis del ARN, c) los ribosomas en
la sintesis de proteinas y d) las transpeptidasas (PBP)
en la sintesis del peptidoglucano que conforma la pared
celular. Los antibiéticos actdan en diferentes niveles, las
quinolonas inhiben la replicacién del ADN, la rifampi-
cina suprime la sintesis de ARN y los aminoglucésidos,
macroélidos, tetraciclinas y cloranfenicol anulan la
sintesis de las protefnas. El grupo de los antibidticos
p-lactdémicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactam y
carbapenémicos) inhibe la sintesis de la pared celular.?

Mecanismos de resistencia

Las bacterias son resistentes a los antibiéticos debido a
la expresién de diferentes mecanismos de resistencia. Se-
gtin sean el grupo del antibiético y la especie bacteriana,
estos mecanismos se pueden agrupar en cuatro: a) mo-
dificacién quimica o hidrélisis del antibiético mediante
la adenilacién, acetilacién, fosforilacién o hidrélisis
(esta ultima por p-lactamasas); b) modificacion del sitio
blanco de la bacteria debido a mutaciones espontdneas
ocurridas en los genes que codifican al blanco de accién
del antibiético, como la ARN polimerasa, el ARN ribo-
somal 165, las PBP y la ADN girasa; c) modificacién de
la permeabilidad de la membrana bacteriana debido a
la sustitucién de las proteinas de membrana externa
(porinas) al modificar su calibre o polaridad interna; y
d) expulsién del antibiético debido a la sobreproduccion
de bombas de eflujo que impide el acceso del antibidtico
al sitio blanco en la bacteria.*
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B-Lactamasas como principal mecanismo de
resistencia a los B-lactamicos

Las B-lactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo
f-lactdmico de los antibidticos B-lactdmicos y dan
lugar a su inactivacién. Su clasificacién se basa en
sus propiedades bioquimicas, estructura molecular y
secuencia de aminodcidos, que se agrupan en cuatro
clases, A, B, C y D.5 Dentro de la clase A existen dos
familias principales de p-lactamasas denominadas
TEM-1 (contraccién de Temoniera, el nombre de un
paciente de cuya bacteria resistente se aisl) y SHV-1
(sulphydryl variable, una descripcién de propiedades
bioquimicas de esta -lactamasa). Estas enzimas tienen
la capacidad de hidrolizar s¢lo a penicilinas; empero, en
virtud del uso de las cefalosporinas, se han seleccionado
bacterias que contienen p-lactamasas mutadas en uno
a tres residuos cercanos al sitio activo de la enzima con
la capacidad de reconocer e hidrolizar a estos nuevos
sustratos. Dichas enzimas se denominan B-lactamasas
de espectro extendido (BLEE).® El niimero de mutantes
ha alcanzado hasta TEM-167 y SHV-114 (http:/ / www.
lahey.org/studies/).

Por su parte, las f-lactamasas de la clase B poseen
la propiedad de que, ademds de hidrolizar penicilinas
y cefalosporinas, hidrolizan también al grupo de los
carbapenémicos.” Estas enzimas requieren zinc para
realizar la inactivacién del antibiético, por lo que se
conocen como metalo-p-lactamasas (MfL). En esen-
cia, existen cinco familias en este grupo de enzimas:
VIM, IMP, GIM, SPM y SIM. Las dos primeras son las
descritas de forma mds amplia en el mundo e incluyen
varios alelos, VIM-1 a VIM-22 e IMP-1 a IMP-24 (http:/ /
www.lahey.org/studies/). Las otras tres familias, SPM-1
(Brasil), GIM-1 (Alemania) y SIM-1 (Australia), se han
reportado exclusivamente en su pafs de origen en ais-
lamientos clinicos de P. aeruginosa y A. baumannii.” De
modo adicional, las familias VIM e IMP se han infor-
mado también en enterobacterias como Escherichia coli
y Klebsiella pneumoniae

En México existen varios reportes que documentan
brotes intrahospitalarios por K. pneumoniae productora
de SHV-5y SHV-2,%!0 ademds dela enzima TLA-1 quees
una BLEE endémica de México y que se identificé en un
aislamiento clinico de E. coli.""? Estas enzimas también
se han reconocido en aislamientos clinicos de Serratia
marcescens, Klebsiella variicola y Enterobacter cloacae.'>1°
Con respecto a las MPL, las variantes IMP-15 e IMP-18
se identificaron en aislamientos clinicos de P. aeruginosa
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de un hospital de la ciudad de Guadalajara.'®!” Resulta
de interés que el gen que codifica a esta primera enzima
(IMP-15) se reconociera en un aislamiento de P. aerugi-
nosa aislada de un paciente en un hospital de Kentucky
(EUA), que previamente habia sido hospitalizado en
México.!618

Estructura molecular de la multirresistencia

Los genes de resistencia a los diferentes antimicrobianos
se relacionan con elementos genéticos méviles, como
plédsmidos, transposones e integrones.! Estos tltimos
son elementos de expresién genética que incorporan ge-
nes sin promotor, de tal modo que se convierten en genes
funcionales. En consecuencia, el integrén acttia como un
casete de expresion para los genes que se inserten y por
lo general més de un gen se integra con frecuencia (figu-
ra1). Los integrones de clase 1 son los mas estudiados y
se los identifica sobre todo en aislamientos clinicos.??*
La movilizacién de los casetes se lleva a cabo por la
accién de la integrasa, la cual ha generado numerosas
reconfiguraciones y combinaciones de casetes y que han
seleccionado los diferentes antibiéticos, de tal manera
que es posible una multirresistencia que se disemina
mediante transposones o pldsmidos.**

Impacto de la genémica en la resistencia
bacteriana

La genémica surge con el desarrollo de técnicas de
biologia molecular que permiten la secuenciacién de
genomas completos, lo que supone el anélisis del con-
tenido de genes de un microorganismo como el caso de
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las bacterias. En la actualidad se han secuenciado 770
genomas microbianos y 1287 se encuentran en proceso
(http:/ / www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.cgi).
El andlisis de los genomas bacterianos indica que un
gran nimero de genes se ha adquirido por transferencia
horizontal. Los genes de un genoma bacteriano son muy
similares respecto de su composicién de bases y patrén
en el uso de codones. Algunas de las secuencias que son
nuevas en un genoma bacteriano, y que se introdujeron
a través de transferencia horizontal, presentan variacion
en su contenido total de G+C y pueden en ciertos casos
diferenciarse de las secuencias propias debido a que
mantienen las caracteristicas del genoma donador. Por
consiguiente, la oportunidad de identificar secuencias
conservadas vinculadas con elementos genéticos mévi-
les no descritos se ha incrementado, como es el caso de
los integrones y su relacién con los transposones. Estos
estudios han generado nuevos conocimientos sobre
la transferencia horizontal de genes y sugieren una
amplia distribucion en el ambiente natural.!** A partir
del andlisis de la secuencia de genomas bacterianos se
pueden identificar genes y proteinas esenciales para la
sobrevivencia de la bacteria (véase un ejemplo mds ade-
lante) y, a partir de esta informacién, “disefiar” nuevos
antibiéticos que inhiban el crecimiento bacteriano.?®

La genémica y la identificacion de nuevos
blancos a firmacos

Debido a la creciente necesidad de desarrollar nuevas
clases de antibidticos para combatir bacterias resistentes
a los antibidticos, se ha propuesto la identificacién de
nuevos blancos bacterianos mediante la secuenciacién y
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FIGURA |. ESTRUCTURA GENERAL DE LOS INTEGRONES DE CLASE |. ESTAN CONSTITUIDOS POR UNA REGION VARIABLE (CASETE)
FLANQUEADA POR REGIONES CONSERVADAS, DENOMINADAS 5°CS Y 3°SC. EN LA REGION 5°CS SE LOCALIZA EL GEN DE LA IN-
TEGRASA, INT|, LA REGION DE RECOMBINACION ATTl Y LOS PROMOTORES (P), INDICADOS POR LAS FLECHAS MENORES. P| Y P2
PERMITEN LA TRANSCRIPCION DE LOS GENES QUE INGRESAN EN LA REGION VARIABLE. EN LA REGION 3°CS SE HALLAN LOS GENES
DE RESISTENCIA A ANTISEPTICOS Y DESINFECTANTES QACEA I, UN GEN DE RESISTENCIA A SULFONAMIDAS sul |. EL CASETE DEL GEN
INTEGRADO SE MUESTRA EN RELACION CON EL ELEMENTO DE RECOMBINACION DENOMINADO 59-PB, QUE SE RECOMBINA CON EL
ELEMENTO ATT| PARA LA INCORPORACION DEL CASETE (GEN DE RESISTENCIA)
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analisis de los genomas que incluyen la gendmica compa-
rativa y la genética molecular. Por su parte, la quimica y
biologfa estructural estdn encaminadas a comprender las
interacciones entre las sustancias y sus blancos biolégicos.
Varias estrategias se han intentado para identificar nuevos
antibiéticos que incluyan otras estructuras ademds de
las ya estudiadas y otras clases funcionales que acttien
en patégenos bacterianos multirresistentes, ademas de
ampliar y extender la vida media ttil del antibiético para
obtener un mejor éxito durante la terapia antimicrobiana.
Por lo regular se han utilizado tres blancos bacterianos:
las PBP, los ribosomas y la ADN girasa. Sin embargo, los
antibidticos que acttian sobre estos blancos han disminui-
do su efectividad debido a la multirresistencia. Hoy en
dia, los avances de la genémica han permitido identificar
cientos de nuevos posibles candidatos como blancos
bacterianos para inhibir el crecimiento bacteriano. Un
blanco preferido ha sido la membrana bacteriana, con el
objetivo de afectar la sintesis de los dcidos grasos que la
componen.” Otra alternativa propuesta es la limitacién
de la capacidad mutagénica en la bacteria que interfiere
con los genes activados en los mecanismos de reparacion
del ADN.%

El andlisis bioinformdtico de mds de tres docenas de
genomas microbianos ha permitido identificar algunos
blancos exclusivos en bacterias patdgenas en las que
acttian los antibidticos. Un ejemplo es la bacteria E. coli
cuyo genoma contiene 4 289 genes; éstos se compararon
con siete genomas de bacterias patogenas que causan
enfermedades respiratorias, incluidos los genomas
de P. aeruginosa, Haemophilus influenzae y Streptococcus
pneumoniae. El resultado de este estudio identificé 246
genes conservados entre siete especies bacterianas, de
los cuales 68 no se encontraron en el genoma humano;
de éstos, cerca de 50% (34/68) correspondi6 a funciones
desconocidas y 16 de ellos a funciones no esenciales;
otros 18 desempefiaban funciones esenciales, incluidos
los blancos para las quinolonas y los macrélidos. De
estos tltimos, sélo tres se seleccionaron como posibles
candidatos blanco para nuevos firmacos antibacterianos
que podrian utilizarse para combatir las infecciones pro-
ducidas por estos patdgenos. De esta forma, el propésito
del andlisis computacional de los genomas microbianos es
vincular los genes que tengan una funcién desconocida y
clasificarlos de acuerdo con las estructuras previamente
conocidas para establecer su estructura, inferir su funcién
y la posible accién que desempefian en el desarrollo de la
bacteria. De forma paralela a estos estudios ha proseguido
la btsqueda de otros blancos bacterianos tradicionales
incluidos en la sintesis de la pared celular, sintesis de
proteinas, replicacion y reparacién del ADN; la intencién
es disefiar nuevos antibi6ticos que actiien de manera mas
eficaz sobre estos blancos.?
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Herramientas de la genémica
y la proteémica para el estudio
de la resistencia bacteriana

Una deteccion oportuna de la resistencia a los antibié-
ticos en las bacterias causantes de infecciones noso-
comiales aporta informacién relevante para instituir
un tratamiento adecuado y exitoso. En el campo de la
microbiologia se han desarrollado diferentes pruebas de
laboratorio, como las tiras E-test, discos impregnados
con antibi6tico, medios cromogénicos, etc., para iden-
tificar de manera convencional el patrén de resistencia
a los antibidticos, y los posibles mecanismos de resis-
tencia, como la produccién de BLEE en enterobacterias
0 MBL en bacilos gramnegativos no fermentadores.*?
En relacién con el empleo de métodos moleculares para
detectar los mecanismos de resistencia, éstos se desa-
rrollan mediante diferentes estrategias: a) hibridacién
ADN-ADN con una sonda de ADN marcada con fluo-
rescencia; la metodologfa consiste en la identificacion
de una secuencia especifica de ADN (gen que codifica
a una resistencia) mediante el reconocimiento de la
secuencia homéloga en el ADN en varias muestras
clinicas o bacterianas; b) amplificacién por PCR de un
gen especifico; esta técnica amplia en forma exponencial
un gen especifico de interés (p. ¢j., p-lactamasas); ¢) po-
limorfismo de fragmentos largos de restriccion (RFLP),
que se basa en el andlisis del patrén de restriccién de
los fragmentos de ADN generados por una enzima de
restriccién que previamente se amplificaron por PCR;
esta prueba puede detectar mutaciones puntuales en el
ADN que alteren el ntimero de sitios de restriccion de
la enzima empleada; d) secuenciacion nucleotidica de
ADN, que consiste en la identificacién de la secuencia
de las cuatro bases que componen el ADN mediante
una sintesis de ADN in vitro (técnica de Sanger); esta
secuencia puede utilizarse para inferir la secuencia
de aminodcidos que componen a la protefna que co-
difica este ADN e identificar las posibles alteraciones
(mutaciones) al compararse con el gen silvestre.?%3!
En la actualidad se utilizan nucleétidos marcados con
fluorescencia que permite una secuenciaciéon de ADN
automatizada y de alto rendimiento.*?

Estas metodologfas son muy ttiles y se emplean
en forma regular en laboratorios de biologia molecular.
Sin embargo, en fecha reciente se han desarrollado otras
metodologias novedosas que aportan conocimientos
nuevos al campo de la gendmica y la protedmica. En el
caso de la primera se han desarrollado metodologfas que
permiten determinar el ntimero de copias de un gen en
un genoma bacteriano, basado en PCR en tiempo real,
“pirosecuenciacién” (denominada asi por la liberacién
de pirofosfato durante la reaccién) y microarreglos del
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ADN empleado para obtener una pronta genotipifica-
ci6én de expresion de proteinas (p. €j., f-lactamasas). Con
respecto a la protedmica, se ha utilizado la espectrome-
tria de masas para identificar polimorfismos y genotipi-
ficacion de diferentes proteinas en una sola muestra. En
cuanto al drea de la bioinformaética, se ha desarrollado
una gran cantidad de bases de datos con informacién
biomédica y asimismo se han realizado programas
computacionales empleados para establecer las vias de
evolucion de los genes que codifican a las p-lactamasas
de distribucién mundial.**3 A continuacién se describen
algunas de estas metodologfas empleadas en el estudio
de la resistencia bacteriana.

PCR en tiempo real

Esta metodologia permite la amplificacién y deteccién
simultdneas de fragmentos de ADN (gen de interés)
gracias a la emisién de fluorescencia, que se relaciona
de manera directa con la cantidad de ADN amplificado
en cada ciclo, lo cual permite establecer y registrar
continuamente la cinética de la reaccion.® Con esta
técnica es posible determinar la coexistencia de di-
ferentes alelos de p-lactamasas tipo SHV (BLEE y no
BLEE) en un mismo aislamiento clinico. La coexistencia
de ambos alelos favorece por una parte la resistencia a
grandes concentraciones de penicilina debido a la ex-
presién de la enzima TEM-1 (no BLEE) y cefalosporinas
de tercera generacién por parte de la enzima SHV-5
(BLEE). Esto se refleja en un tratamiento fallido con
este tipo de antibi6ticos.3* Por otra parte, Hammond y
colaboradores® cuantificaron el niimero de copias del
gen que codifica a la p-lactamasa SHV en un mismo
aislamiento clinico. La identificacién de mas de un alelo
en aislamientos clinicos individuales es una norma
(mds que la excepcién) y existe una relacion estrecha
entre los niveles de resistencia a las cefalosporinas y el
ntmero de copias de BLEE, como se ha determinado
para el alelo SHV-12. Estos resultados son recientes e
indican que el aumento de las concentraciones mini-
mas inhibitorias para combatir a las bacterias aumenta
simplemente al duplicar el niimero de copias de una
BLEE. Como ya se comentd, la familia SHV incluye
mutaciones puntuales que les permiten hidrolizar a
las cefalosporinas de tercera generacién; las dos mu-
taciones mads identificadas son gli238ser y glu240lis,
que suelen ser dominantes sobre las mutaciones que no
confieren la actividad contra las cefalosporinas. El di-
seflo de oligonucleétidos especificos para la deteccion
de estas mutaciones se ha desarrollado y empleado en
la técnica de PCR en tiempo real mediante SYBR-Green
como reactivo de deteccion.® De modo adicional, esta
metodologia se ha empleado con éxito para reconocer
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a las dos familias principales de MBL (VIM e IMP) en
aislamientos clinicos de P. aeruginosa.

Pirosecuenciacion de ADN

Esta metodologfa se basa en la deteccion de la sefial
quimioluminiscente emitida por el pirofosfato (PPi) li-
berado por la incorporacién del nucleétido en la sintesis
del ADN. Una cdmara de deteccién de fotones capta la
sefial y se traduce como la adicién de un nucleétido, lo
que genera una secuencia individual. Esta técnica se
usa en la secuencia de genomas bacterianos, con una
capacidad de descifrar 100 millones (10 megabases)
de fragmentos de aproximadamente 250 bases en un
tiempo de cuatro horas.* Dicha técnica también es una
herramienta rdpida y confiable en la identificacién de
diferentes alelos, como es el caso del reconocimiento de
genes de f-lactamasas tipo CTX-M y OXA en A. bau-
mannii.¥’ En este trabajo se diferenciaron tres variantes
de B-lactamasas tipo OXA, incluidos 51 aislamientos
en un ensayo de 20 minutos.? Este grupo de genes ha
cobrado importancia porque confiere resistencia a los
carbapenémicos, los antibidticos de tiltima eleccién tera-
péutica. Mds atn, este método se ha empleado para la
identificaciéon de mutaciones en el gen gyrA en relacién
con la resistencia a la ciprofloxacina en aislamientos de
Neisseria gonorr’hoeae,39 asi como en el reconocimiento de
la resistencia a macrdlidos mediante la deteccion de mu-
taciones en el gen RNAr 23S en cinco diferentes especies
bacterianas.*’ La combinacion de las técnicas de PCR en
tiempo real y la pirosecuenciacion es una herramienta
molecular muy dtil en estudios epidemiolégicos para
la identificacion rdpida de genes o mezcla de alelos de
enzimas que confieren la resistencia a los f-lactdmicos
en aislamientos clinicos productores de BLEE o MLy la
inclusioén de genes que confieren resistencia a diferentes
grupos de antibiéticos.

Espectrometria de masas (MALDI-TOF)

Esta es una tecnologfa analitica esencial de la proteémica,
cuenta con una alta capacidad de analisis, sensibilidad
y precision en la determinacién de las masas molecula-
res de péptidos y proteinas y proporciona informacién
sobre la composicién molecular obtenida de la masa
molecular. El instrumento que emplea esta técnica es el
espectrémetro de masas, MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption /Tonisation, MALDI), quesebasaenla
generacion de iones por desercion e ionizacion mediante
la induccién por ldser. Estos iones se aceleran en un
campo eléctrico y penetran en un tubo de vuelo libre sin
campo eléctrico alguno, lo cual lleva a un ion a alcanzar
al detector. Sus aplicaciones incluyen la elucidacién
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estructural de moléculas organicas e inorgdnicas, iden-
tificacion, deteccién y cuantificacion de trazas, metabo-
lismo de los farmacos, andlisis de péptidos, protefnas y
nucledtidos, entre otros. Una reciente aplicacion de esta
metodologfa ha sido la identificacién de variaciones en
las proteinas que indican diferencias en la secuencia
nucleotidica del gen, por ejemplo sustituciones de una
simple base, inserciones y deleciones que se reflejan en
diferencias en las proteinas.*! En cuanto al estudio de
la resistencia bacteriana, existen pocos reportes, si bien
esta técnica se ha empleado en la deteccion de mutantes
de p-lactamasas y las mezclas de diferentes enzimas de
la misma familia TEM o SHV, en un mismo aislamiento
clinico con resultados ampliamente reproducibles. Este
estudio identificé mutaciones puntuales nuevas y otras
ya descritas antes en las publicaciones en 21 diferentes
aislamientos clinicos de K. pneumoniae. La MALDI-TOF
parece ser una herramienta ideal para el andlisis de
polimorfismos de secuencias en genes relacionados con
resistencia bacteriana.’!

Microarreglos de ADN

El principio de esta técnica se basa en una hibridacién de
dcidos nucleicos. El microarreglo de ADN de alta densi-
dad incluye lainmovilizacién de hasta 400 000 secuencias
de ADN conocidas incluidas en oligonucledtidos que se
sintetizan in situ sobre una superficie de vidrio en un drea
no mayor de una pulgada cuadrada; en esta superficie
se puede explorar la expresién hasta de 13 000 genes de
forma simultdnea mediante la hibridacién de cDNA
obtenido de cultivos bacterianos crecidos en condiciones
diferentes o productos de PCR marcados en forma dife-
rencial. La lectura de la informacion obtenida se realiza
por medio de sistemas de software especificamente
disefiados para analizar este nimero de datos que se
obtienen de los microarreglos.*? Los estudios de geno-
tipificacién de la resistencia a los antibidticos mediante
microarreglos de ADN son escasos, aunque esta técnica
se ha utilizado en aislamientos clinicos de micobacterias
con resistencia a multiples farmacos,* N. gonorrhoeae*
y en la genotipificacion de p-lactamasas tipo TEM.*
En este dltimo caso se desarrollé un microarreglo con
oligonucleétidos inmovilizados para la identificaciéon
de polimorfismos de genes con un solo nucleétido de
diferencia (SNP); dicho ensayo incluy6 96% de los genes
que codifican a las B-lactamasas tipo TEM descritas en
la actualidad, incluidos los fenotipos BLEE y TRI (TEM
resistente a inhibidores, como el dcido clavuldnico). El
ensayo incluyé el ADN de aislamientos clinicos de E.
coli, E. cloacae y K. pneumoniae productores de BLEE. Este
ADN se amplificé mediante PCR con oligonucledtidos
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de consenso en presencia de nucleétidos marcados con
fluorescencia. La genotipificacion discriminé 102 de las
106 variantes incluidas notificadas en fecha reciente. Este
ensayo ofrece una opcién atractiva para la identificacion
y vigilancia epidemioldgica de las p-lactamasas tipo
TEM, asi como la deteccién de la diseminacién de los
genes de resistencia en el ambiente hospitalario.*

Bioinformatica

La bioinformatica es un campo de la ciencia en el cual
confluyen varias disciplinas: biologfa, computacién y
tecnologfa de la informacion. Esta definicién procede del
NCBI (Centro Nacional para la Informacién Biotecnol6-
gicade EUA) y tiene como objetivo crear bases de datos
publicas de libre acceso, crear investigacion en biologfa
computacional, desarrollar programas para analisis
de secuencias y difundir la informacién biomédica
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/). Hoy dia se dispone
de varias bases de datos (ENTREZ, http:/ / www.ncbi.
nlm.nih.gov/sites/ gquery) con informacién bioldgica;
los investigadores pueden acceder a los datos existentes
y suministrar o revisar datos, asi como utilizar la infor-
macién para realizar analisis comparativos entre secuen-
cias de nucledtidos y aminodcidos. En el campo de la
resistencia bacteriana, la bioinformatica se emplea para
la asignacion funcional de genes por medio de compa-
raciones con secuencias (ADN o proteinas) previamente
existentes en el GenBank. La base de datos de genomas
completos provee una gran variedad de cromosomas,
mapas fisicos y genéticos de los genomas. Esta base estd
organizada en los siguientes grupos de organismos:
Archaea, bacteria, eucaria, virus, viroides y pldsmidos.
Por otro parte, diferentes grupos de investigacion han
desarrollado programas bioinformdticos para resolver
diferentes interrogantes, como es el caso del programa
EvolConnEval, el cual tiene como finalidad establecer
vias de evolucién en diferentes familias de moléculas,
por ejemplo las BLEE derivadas de la familia SHV, y
conocer los mecanismos de movilizacién de estas va-
riantes. Gracias a este programa se han establecido dos
principales vias de evolucién de los alelos SHV, ambas
vias evolucionadas a partir del alelo silvestre SHV-1 del
cromosoma de K. pneumoniage. Las mutaciones encarga-
das del fenotipo de espectro extendido se seleccionaron
en forma independiente y su diseminacién ocurrié me-
diante movilizacion genética. Asimismo, el desarrollo de
este tipo de programas bioinformaticos permite elucidar
la evolucién y movilizacion de los genes que codifican
alas p-lactamasas; en un futuro serd posible predecir la
generacién de nuevas variaciones de la familia SHV con
la capacidad de hidrolizar nuevos sustratos.*
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Conclusiones

Gracias al desarrollo tecnoldgico disponible en la
actualidad pueden conocerse en forma mds precisa y
estrecha la fisiologfa y la estructura molecular de los
agentes causantes de infecciones producidas por las
bacterias. Esto facilitard el disefio de nuevos y mejores
férmacos dirigidos a blancos previos y otros que inhiban
de manera especifica el crecimiento bacteriano. Por otra
parte, aunque no todas las herramientas moleculares
novedosas se han usado ampliamente en el campo de
la resistencia bacteriana, los estudios realizados hasta
el momento proporcionan datos epidemiolégicos para
la deteccién rdpida y oportuna de genes contenidos
en bacterias multirresistentes, de tal modo que sean
posibles un diagndstico y un tratamiento mds efectivos.
En el caso de la secuenciacién masiva de genomas bac-
terianos se generard informacién relevante que permite
identificar nuevos blancos a farmacos en las bacterias.
Con estas herramientas se podrén realizar estudios epi-
demiolégicos que hagan posible identificar poblaciones
de bacterias resistentes a antibi6ticos y la diseminacion
de los genes que confieren la resistencia en diferentes
nichos ecoldgicos. Sin embargo, un hecho importante
que debe considerarse es la prevencién del surgimiento
de bacterias resistentes a los antibidticos mediante el uso
prudente de antibidticos y prolongar la efectividad de
los medicamentos disponibles en la actualidad.
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